Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundac¢ao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Escola Bahiana de
Medicina e Satde Piblica

PREVALENCIA DE ALTERACOES DOS NIVEIS
PLASMATICOS DE OSTEOCALCINA EM INDIVIDUOS
PORTADORES DO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA
HUMANA TIPO 1

Antonio Carlos Silva Santos Junior

Bahia

w0 e



Ministério da Saude

Fundacio para

Desenvolvimento

das Ciéncias FIOCRUZ - BAHIA
Fundagdo Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Escola Bahiana de
Medicina e Saide Puablica

 IMUNODEFICIENCIA HUMANA 'I'IPO 1

Dissertacao apresentada ao Colegiado
do Curso de Pés-Graduagéo da Escola
Bahiana de Medicina e Saude Publica da
Fundacdao para o Desenvolvimento das
Ciéncias, como requisito parcial para ob-
tencdo do grau de Mestre em Medicina
Interna.

Autor:
Antonio Carlos Silva Santos Junior

Professor orientador:
Bernardo Galvao Castro Filho

Salvador - Bahia
2002
CPqGM

Biblioteca
M|

Reg.:ol{




L\LDe’\

Ll plo

PR 0

Pés-graduacao em Medicina Interna

Mestrado e Doutorado

F.D.C - Fundagéo para o Desenvolvimento das Ciéncias
Prof. Dr. Humberto de Castro Lima (Coordenador Geral)
FIOCRUZ-Bahia — Fundagao Oswaldo Cruz — Centro de
Pesquisas Gong¢aio Muniz

Paulo Buss — Presidente

EBMSP — Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica
Profa. Maria Luisa Carvalho Soliani — Diretora
Pos-Graduagao e Extenséo

Profa. Maria Luisa Carvalho Soliani — Coordenadora
Pos-Graduagdo em Medicina Interna

Prof. Dr Carlos Alfredo Marcilio de Souza - Coordenador
Pos-Graduagido em Medicina Interna

Prof. Dr. Bernardo Galvao Castro Filho — Vice-coordenador

h Carlos Alfredo Marcilio de Souza Bernardo Gaivao Castro FiIHd |

Luciola Maria Lopes Criséstomo Miriam Marcilio Rabelo
Antonio Andrade Washington L. C. dos Santos
Raymundo Parana Filho Lain Pontes de Carvalho
Mittermayer Gaivao Reis Sergio Marcos Arruda

Ficha Catalografica

S237

Santos Junior, Antonio Carlos Silva

Prevaléncia de alteragdes dos niveis plasmaticos de osteocalcina em in-
dividuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana Tipo |./ Antonio
Carlos Silva Santos Jr. — Salvador, 2002.

viii, 89 p.

Dissertagdo de mestrado em Medicina Intema. Escola Bahiana de Medicina e
Satide Publica. Fundagao para Desenvolvimento das Ciéncias.

1. HIV-1. . 2. Osteocalcina. 3. Metabolismo  Osseo.
|. Escola Baiana de Medicina e Salde Publica 1l. Castro Filho, Bemardo Gal-
vdo. lIl. Titulo

CDU.: 616.98.578.828




) SO .
/.\ e Ministério da Saude

D VO

) das Ciéncias FIOCRUZ - BAHIA

R e w - kg Fundagédo Oswaldo Cruz
p J Escola Bahiana de Medicina e Saiide Piblica Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Escola Bahiana de
Medicina e Saide Piblica

Folha de Aprovacao

PREVALENCIA DE ALTERACOES DOS NIVEIS
PLASMATICOS DE OSTEOCALCINA EM
INDIVIDUOS PORTADORES DO VIiRUS DA
IMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1.

Comissao Examinadora

Prof. Dr. Carlos Brites

Professor Adjunto do Departamento de Medicina,
Disciplina de Doengas Infecciosas e Parasitarias, da
Universidade Federal da Bahia

Prof®. Dr®.Maria Inés Costa Dourado

Professora Adjunta do Departamento de Salde
Coletiva, da Faculdade de Medicina, da Universidade
Federal da Bahia

Prof. Dr. Washington Luis Conrado dos Santos
Doutor em Patologia
Pesquisador da Fundagao Osvaldo Cruz

Salvador - Bahia
2002



Y eyquefefo, /o:zge de nossos olhos e de nosso corago, é uma
massa formiddvel de tecido,

acu/mmé cerca de 9% do corpro em volume

e néio menos do que 17% em peso.

A estabilidade e imutabilidade de ossos secos

¢ sua frersisténcia através de séculos,

e mesmo milhies de anos /e/aoiy que

os tecidos mo/eyj‘a' se transformaram em {0,

nos dio uma falsa idéin db osso durants a vida.

Sua fixidez, apis 4 morte, estd em /Jrofun/a contraste com sua

incessante atividade na vida, "

(Cooks, 1955/
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Resumo

Pacientes infectados pelo HIV apresentam alteragdes no
metabolismo Osseo e mineral aparentemente relacionadas a infecgdo.
Osteopenia tem sido associada a terapia com inibidores de protease. Porém,
interacdo do HIV com células do esqueleto e da matriz dssea, assim como,
ativagdo crénica de células T e produgdo anormal de citocinas podem afetar
a funcdo de osteoblastos e osteoclastos mesmo antes do uso de terapia. O
objetivo deste estudo foi o de investigar a influéncia da infecgdo pelo HIV
nos niveis séricos do marcador de formagdo Ossea osteocalcina. Realizamos
um estudo seccional no qual avaliamos 69 individuos portadores do HIV [48
homens, 21 mulheres, idade média / (sd): 33 anos + 4] antes do uso de
terapia antiretroviral. Para fins de comparagdo, 50 individuos HIV negativos
foram testados como controles. Com objetivo de analisar uma possivel
relagdo entre os niveis séricos de osteocalcina e a severidade da doenca o
grupo HIV + foi agrupado - de acordo com seus niveis de linfocitos T CD4 -
em trés grupos de 23 individuos: Grupo 1 CD4 > que 500, Grupo 2 CD4
entre 499 e 200 e Grupo 3 CD4 < que 199. Niveis de osteocalcina foram
mensurados por um ensaio imunométrico (DPC Corp., Los Angeles, CA)
detectando a fragdo intacta da osteocalcina (1-49) com valores de referéncia



variando de 3,1 a 13,7 ng/ml. Quando comparando mais de dois grupos, o
teste de Kruskal-Wallis foi utllizado. Quando uma diferenga estatisticamente
significante era encontrada o teste U, Mann-Whitney foi usado para
determinar as diferengas entre cada par de grupos. Coeficientes de
correlagao foram calculados utilizando o teste de Spearman. Valores de P
foram considerados significantes quando < 0,05. Redugdo de niveis sericos
de osteocalcina foram encontrados em 43,5 % dos individuos HIV positivos e
em 16% dos controles [P=0,0001; odds ratio (OR) 4,04; intervalo de
confianga 95% 1,68-9,69]. Nao houve diferenga estatisticamente significante
nos niveis de osteocalcina, quando comparada nos grupos HIV positivos.
Os niveis de osteocalcina apresentaram uma correlagao positiva com a
contagem de células CD4 [r=0,067 ; P=0,587] e uma correlagdo negativa
com a carga viral [r=- 0,228; P=0,06]. Pacientes HIV positivos apresentaram
acentuado decréscimo nos niveis séricos da osteocalcina. As hipdteses - de
que o osteoblasto pode servir de reservatério para o HIV, de que a ativagdo
sistémica de células T aumenta a osteoclastogenese e que a osteopenia pode
ser devida a toxicidade de mitocdndrias - podem explicar a interacdo da
infeccdo pelo HIV e as alteragbes do metabolismo ésseo e mineral. Uma
densidade mineral dssea reduzida ja foi descrita em pacientes HIV+ e para
comprovarmos que alteragdes nos niveis plasmaticos da osteocalcina podem

levar a reducdo da massa dssea necessitamos de estudos prospectivos.



Abstract

HIV-infected patients have been shown to have alteration in bone
mineral metabolism that appears to be related to the infection. Osteopenia
has been associated with protease inhibitor (PI) therapy. However, direct
interaction of HIV with celis of the bone, and bone marrow microenviroment,
chronic T cell activation, and abnormal cytokine production affecting
osteoblast and osteoclast function had been described in HIV-infected
patients, before the use of antiretroviral therapy. The aim of this study is to
investigate the influence of HIV infection on the serum osteocalcin levels. A
cross-sectional study was performed on 69 HIV-infected patients [48 men,
21 women, mean age / (SD) 33 years (+-4)] pre-antiretroviral therapy. Fifty
healthy seronegative adults matched by age, and sex served as controls.To
analyze the possible relationship between the serum osteocaicin levels and
disease severity the HIV-infected group, was stratified according to CD4 cell
count into three groups of 23 patients: Groupl CD4 cell count >500, Group 2
CD4 cell count in between 499-200, Group 3 CD4 cell count less than 199.
Osteocalcin levels were measured by an immunometric assay (DPC Corp.,
Los Angeles, CA) detecting intact osteocalcin (1-49) with a reference range
of 3.1 -13.7 ng/ml. When comparing more than two groups, the Kruskal-



Wallis test was used. If a significant difference was found, the Mann-Whitney
U test (two tailed) was used to determine the differences between each pair
of groups. Coefficients of correlation were calculated by the Spearman rank
test. Data are given as medians and 25-75th percentiles if not otherwise
quoted. P values are two-sided, and considered significant when <0,05.
Serum osteocalcin levels reduction was present in 43,5% of HIV infected
patients and in 16% of controls [P=0,0001;0dds ratio (OR) 4,04; 95% CI
1,68-9,69].No statistical significant difference on osteocalcin levels were
found in HiV-infected patients, irrespective of the CD4 cell count and viral
load however serum osteocalcin concentration had a positive correlation with
CD4 cell count [r=0,067 ; P=0,587], and a negative correlation with viral
load [r=-0,228; P=0,06]. The HIV-infected patients showed marked decrease
in serum osteocalcin concentration compared with non-HIV patients.The
hypothesis that osteoblasts could act on as local HIV-1 reservoirs, the
systemic activation of T cells in vivo leads an osteoprotegerin ligand-
mediated increase in osteoclastogenesis and the hypothesis that osteopenia
could result from mitochondrial toxicity, may explain the interaction of HIV
infection, and alteration in bone mineral metabolism. Decreased bone
mineral density has previously been reported in HIV-infected patients, and
although the clinical consequences of our findings with disturbed osteocalcin
levels remain unclear, it is conceivable that if these abnormalities persist over

time, they may well lead to clinically significant bone loss.
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Introducao

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS), resultante
da infecgdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo I (HIV), pode afetar
qualquer dérgdo de maneira direta ou indireta.Com a evolugdo dos estudos e
da experiéncia com a AIDS, podemos observar uma variedade de alteragdes
enddcrinas relacionadas ao HIV, ocorrendo tanto em estagios iniciais, como
tardios da doenca (Hofbauer ef a/, 1996).Tais alteracdes enddcrinas
decorrem do envolvimento direto do virus nas glandulas, ou devido a
infecgOes oportunisticas, ou neoplasias associadas a AIDS, ou ainda a efeitos

colaterais das drogas utilizadas para o tratamento da doenga (Kuhne et af,

2001).

O mundo contemporaneo possui cerca de 40 milhdes de pessoas
portadoras do HIV (HIV, 2001). O Brasil tem, aproximadamente 600 mil

portadores. Desde 1996, quando o governo comegou a distribuir



gratuitamente a terapia antiretroviral, o crescimento da epidemia se
estabilizou numa média de 20 mil novos casos por ano. Em 2000, houve

indicio de declinio com o registro de 15 mil novos casos (UNAIDS, 2001).

Dentre as -alteraces enddcrinas, observadas em pacientes
portadores do HIV, destacam-se as do metabolismo dsseo e mineral por

sofrerem influéncia direta hormonal na sua homeostase.

Interacdes entre células do tecido dsseo e do sistema imune sdo
fundamentais para a manutencdo do equilibrio entre formacao e reabsorcao
dssea.Citocinas como a Interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-11,0 Fator de Necrose
Tumoral o (TNF-a) e a osteoprotegerina estimulam a atividade do
osteoclasto aumentando a reabsorcdo dssea (Aukrust et g/, 1999; Kong et

al,, 2000).

A ativagdo de citocinas pré-inflamatorias, como a IL-1 e TNF-«,

apresenta importante papel na patogénese da AIDS. Essa ativacdo pro-
inflamatéria contribui para a replicacdo viral, para o desenvolvimento da
imunodeficiéncia e de algumas manifestacdes clinicas, como as encontradas
nas anormalidades enddcrinas vistas em pacientes infectados pelo HIV

(Fauci, 1996).

Tem sido demonstrado que os niveis de marcadores bioquimicos do
remodelamento 6sseo em individuos portadores do HIV apresentam
correlagdo com o grau de imunodeficiéncia possivelmente relacionada com o

aumento da atividade do TNF-a (Serrano et a/, 1995; Haug et a., 1998;

13



Mcnurlan et a/, 1998). Os metabodlitos da Vitamina D apresentam sua fungdo
inibida na formagdo dssea, quando ocorre um aumento da atividade do TNF -
«. Individuos infectados pelo HIV apresentam um aumento nos niveis de
citocinas pro-inflamatdrias ativadas e consequentes deficiéncias de 1,25-
(OH),D, desenvolvendo alteragdes importantes no metabolismo dsseo que
podem ser avaliadas pela determinagdo sérica dos marcadores de formacgdo e

reabsorgao ossea (Jilkka, 2001).

Dentre os parametros bioquimicos estudados dos marcadores
0sseos de formagdo e reabsorgao que sofrem influéncia da agdo do HIV,

destaca-se a osteocalcina.

Realizamos um estudo com objetivo de estimar a prevaléncia de
alteragbes do marcador de formagdo - osteocalcina - em individuos
portadores do HIV (virgens de tratamento antiretroviral) na cidade de
Salvador-Bahia, comparando os achados da osteocalcina destes individuos

HIV+ com individuos HIV - provenientes da mesma populagdo.

1.1 ESTRUTURA E FUNCAO DO OSSO

1.1.1 ORGANIZAGAO MACROSCOPICA DO 0SSO

No plano macroscdpico, ha dois tipos majs importantes de 0sso:
0ss0 compacto ou cortical e osso trabecular. O osso cortical esta localizado
na diafise dos 0ssos longos e nas superficies de ossos chatos onde existe,
também, uma fina concha cortical nas epifises e metafises dos 0ssos longos.

Osso trabecular € limitado as regifes efiseais e metafiseais dos 0ssos longos

14



e esta presente dentro das coberturas corticais nos 0ssos menores chatos e

mais curtos (Glimcher, 1976).

A diferenga entre osso cortical e 0sso trabecular é tanto estrutural
quanto funcional. Eles sdo, porém, constituidos pelas mesmas células e pelos
mesmos elementos matriciais. As diferencas estruturais sao essencialmente
quantitativas: 80-90% do volume de osso compacto € calcificado versus 15-
25% no osso trabecular (0 volume restante € ocupado pela medula); mas
70-85% da interface com tecidos moles esta na superficie dssea endosteal
(Glimcher 1976). As diferengas funcionais sdo uma conseqliéncia destas
diferengas estruturais e vice-versa. O 0sso cortical exerce, principalmente,
uma fungdo mecanica e protetora e o o0sso trabecular, uma fungao

metabdlica.

11.2 Matriz 6ssea e mineral.

O osso é formado por fibras de colageno (tipo I — 90% de proteinas
totais). Cristais de hidroxiapatita em forma de fuso [Caig (PO4)s(OH).] sdo
encontrados nas fibras de colageno e dentro delas. Sao geralmente
orientados na mesma direcdo preferencial que as fibras de colageno

(Termine et a/, 1996).

I3

A matriz 0ssea calcificada ndo € metabolicamente inerte e células
(osteocitos) sdo encontradas enraizadas bem fundo, dentro das pequenas
lacunas osteociticas (25.000/mm? de 0sso). Elas eram, originalmente, células

formadoras de ossos (osteoblastos), que ficaram presas por sua propria
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producdo de matriz dssea, e depois se calcificaram (Vaes, 1988). Estas
células tém numerosos e longos processos celulares, ricos em micro
flamentos que estdo em contato com processos celulares de outros
ostedcitos (juncdes de fenda freqiientes), ou com processos das células que
revestem a superficie dssea (osteoblastos ou células de revestimento chatas
no enddsteo, ou no peridsteo). Estes processos sdo organizados durante a
formacdao da matriz e antes de sua calcificacdo, formando uma cadeia de
pequenos canais finos dentro de toda a matriz dssea. Existe um espago entre
a membrana plasmatica ostedcita e a matriz dssea, tanto nas lacunas como
nos pequenos canais, chamado de espaco periostedcito, que é preenchido

com fluido extracelular (Marcus, 1994).

Os ostedcitos podem ser as células primarias no 0sso que
respondem a carga mecanica. O destino dos ostedcitos é sofrer fagocitose e
serem digeridos, juntamente com outros componentes do 0sso, durante a
reabsor¢do osteoclastica. Os ostedcitos podem, também, desempenhar um

papel importante na regulagao local da reorganizagdo dssea (Termine, 1996).

1.1.3 O OSTEOBLASTO E A FORMAGAO DO 0SSO

O osteoblasto € a célula de envolvimento do osso responsdvel pela
producdo de constituintes da matriz e desempenha uma parte importante no
processo de calcificacdo. Origina-se de uma célula tronco mesenquimal local
(célula tronco estromal da medula dssea, ou célula mesenquimal do tecido
conectivo) (Albin et a/, 1993). Estes precursores sofrem proliferacao e se

diferenciam em pre-osteoblastos e em osteoblastos amadurecidos. Os
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osteoblastos nunca aparecem ou funcionam individualmente, mas sado
sempre encontrados em feixes de células cuboidais ao longo da superficie
0ssea (aproximadamente 100-400 células por local de formagdo dssea)

(Termine, 1996).

No plano microscdpico, o osteoblasto é caracterizado por um nicleo
redondo na base da célula (em frente as superficies dsseas), um citoplasma
fortemente basofilico € um complexo de Golgi muito proeminente, localizado
entre o nlcleo e o apex da célula (Glimcher, 1976). Os osteoblastos sdo
sempre encontrados envolvendo uma camada de matriz dssea a qual estdo
produzindo e que ainda n3do esta calcificada (tecido ostedide). A presenga do
ostedide deve-se a duracdao do tempo entre a formagdo da matriz e sua
calcificagdo subseqliente - o periodo de amadurecimento do ostedide leva
cerca de 10 dias (Marcus, 1994). Atras do osteoblasto, encontram-se
normalmente uma ou duas camadas de células mesenquimais ativadas e pre-
osteoblastos. A membrana plasmatica do osteoblasto é caracteristicamente
rica em fosfatase alcalina (a fosfatase alcalina sérica é usada como um indice
de formagdo do osso) e foi demonstrado que tem receptores para horménio
paratiredideano (PTH), mas nao para calcitonina (Stein, 1993). Os

osteoblastos, também, expressam receptores de estrégeno nos seus nucleos.

“ I3

1.1.4 O OSTEOCLASTO E A REABSORGAO OSSEA
O osteoclasto, célula que envolve o 0sso, € responsavel pela
reabsorgdo dssea. Embora o progenitor exato do osteoclasto ainda ndo tenha

sido identificado, ele é claramente relacionado com a familia mondcita-
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macrofagica (Vaes, 1988). O osteoclasto é uma célula gigante com mdltiplos
nucleos (4-20 ndcleos), normalmente encontrada em contato com a
superficie dssea calcificada e dentro de uma lacuna (lacuna de Howship), que
é o resultado de sua propria atividade de reabsorcdo (Marcus, 1994). E
possivel encontrar até quatro ou cinco osteoclastos no mesmo local de
reabsorcao. A zona de contato com o 0sso é caracterizada pela presenga de
uma borda enrugada e fragmentos densos de cada lado desta borda,
chamada a zona de selagem (zona clara). A zona de selagem separa a borda
enrugada do espago extracelular e pode funcionar para isolar o espaco onde
se realiza a atividade celular, resultando na dissolugdo do osso pelo
osteoclasto (Vaes, 1988). O marcador enzimatico caracteristico do

osteoclasto € fosfatase acida resistente ao tartrato (TRAP) (Minkin, 1982).

Enzimas lisossomais sao ativamente sintetizadas pelo osteoclasto e
sao encontradas no reticulo endoplasmatico, no Complexo de Golgi e em
muitas vesiculas de transporte. Estas enzimas lisossomais sdo eliminadas,
através da borda enrugada, no compartimento extracelular de reabsorc¢ao do
0sso, onde conseguem altas concentragbes extracelulares porque o

compartimento é selado (Minkin, 1982).

1.1.5 ACOPLANDO FORMAGAO E REABSORCAO OSSEA

A atividade destas células dsseas ao longo das superficies do 0sso,
principalmente a superficie endosteal, tem como resultado a remodelagdo
Ossea. Este € 0 processo pelo qual o 0sso cresce e se reorganiza. Formagao

0ssea e reabsorgdo dssea, porém, ndo ocorrem ao longo da superficie 6ssea
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ao acaso; porque sao partes de um mecanismo de reorganizagao
substituindo osso velho por 0sso novo (Termine, 1996). No esqueleto adulto
normal, a formacdo Ossea ocorre somente onde a reabsor¢do dssea
previamente ocorreu. A seqUéncia dos acontecimentos no local de
remodelamento €, portanto, ativacao-reabsorcdo-formagao. Durante a fase
intermedidria entre a reabsor¢do e a formagao (fase reversa), os osteoclastos
sofrem apoptose, formando uma linha de cimento que marca o limite de
reabsorcdo e “cimentando” juntos o velho e o novo osso (Vaes, 1988). O
mecanismo de acoplamento exato entre a formacgdo do osso e a reabsorgdo
do osso nao foi ainda elucidado; todavia, pensa-se que citocinas (por
exemplo, fatores de crescimento) podem desempenhar um papel crucial

neste processo de acoplamento (Termine, 1996).

1.1.6  MATRIZ OSSEA

A matriz extracelular do osso é uma estrutura composta cujo
componente predominante (85-90%) €& o coldgeno tipo I. Aceita-se,
atualmente, que o gene para o colageno tipo I é idéntico em todos os
tecidos conectivos através do corpo. Portanto, é mais provavel que a
especificidade genética da matriz dssea extracelular reside dentro dos

constituintes ndo colagenosos do tecido (Hulmes, 1992).

A formacdo de tecido dsseo mineralizado é um esforgo sinergistico
entre as células secretoras (osteoblastos) e o sistema vascular (Marcus,
1994). Esta acdo coordenada resulta na construgdo de uma matriz

extracelular funcional, onde o envolvimento destes tecidos é refletido pela
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composicdo da matriz. Componentes macro moleculares derivados de modo
endogeno da(s) célula(s) especifica(s) de tecido — coldgeno; osteocalcina;
osteonectina; sialoproteina(s) Ossea(s); proteinas que promovem o0
crescimento dsseo (fator de crescimento I semelhante a insulina (IGF-I),
IGF-II; fator de transformagdo de crescimento B (TGF-B); fosfoproteinas;
proteoglicanos e componentes da circulagdo, como as proteinas do plasma -
podem ser encontradas como parte da matriz extracelular mineralizada
(Aubin,1993). Colageno, proteoglicanos e algumas proteinas ndo colagenosas
sdo eliminadas na interface osteoblasta-ostedide. De modo inverso, a
osteocalcina, e talvez outras macro moléculas que parecem se acumular no
fronte da mineralizacdo ou na fase mineral, chegam via processos
osteoblasticos e sdo eliminadas diretamente no fronte - zona de

mineralizag¢ao ativa (Hulmes,1992).

1.1.7 COLAGENO

O coldgeno no osso € o do tipo I, que é o mesmo na pele e no
tenddo. Nenhuma outra forma de colageno é encontrada na matriz dssea
propriamente (exceto colageno V). Pequenas quantidades de colageno do
tipo III e IV sdo encontradas confinadas a vasculatura dssea, ou ao tecido
_conectivo aderente - nao mineralizados - nég associados com células

osteoblasticas (Nimni, 1983).

Independente de seu papel preciso na mineralizagdao, as fibras de
colageno podem, pelo menos, ser consideradas como a armagdo estrutural

ou andaime para o tecido onde a mineralizacdo ocorre; além disso, poderiam
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servir como elementos passivos de suporte e, meramente, definirem 0s

€spagos nos quais o0 mineral pode ser depositado.

1.1.8 PROTEINAS NAO COLAGENOSAS

As mais importantes proteinas ndo colagenosas do 0sso sdo
proteoglicanos, y-acido carboxiglutamico (Gla), glicoproteinas, fosfoproteinas
e proteinas do plasma (Silver, 1994). As proteinas osteocalcina e
sialoproteina dssea parecem representar expressdes U(nicas do fenotipo

osteogénico.

1.1.8.1  Proteoglicanos
Uma das mais importantes classes de proteinas ndo colagenosas

representadas na matriz mineralizada sao os proteoglicanos (Hulmes, 1992).

Os proteoglicanos consistem de um cerne de proteina — onde se
prendem cadeias de polisacarideos, glicosaminoglicanos - que sdo
fortemente polianidnicos devido aos grupos de carboxil e sulfato (Nimni,
1983). Alguns proteoglicanos sdo capazes de prender-se de maneira ndo
covalente a cadeias do hialuronato formacosaminoglicanos, formando assim

complexos moleculares muito grandes (Hulmes, 1992).

1.1.8.2 Glicoproteinas

Muitas glicoproteinas sdo encontradas no 0sso. As mais importantes
dentre elas s3o: sialoproteina dssea, osteopontina, osteonectina, fosfatase
alcalina e os fatores de crescimento do o0sso; tais como, a proteina

morfogénica 6ssea (BMP) e a IGF “like” (Hulmes, 1992). Apenas umas
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poucas proteinas ndo colagenosas glicosiladas tém sido isoladas e

caracterizadas em algum grau.

1.1.8.3 Sialoproteinas
A slaloproteina dssea foi uma das primeiras proteinas ndo
colagenosas identificada e constitui mais ou menos 15% das proteinas nao

colagenosas (Termine, 1996).

Duas sialoproteinas - a osteopontina e a sialoproteina dssea (BSP) -
previamente chamadas de sialoproteina I e II sdo moléculas de adesao celular.
Outros tecidos - como a cartilagem, decidua e placenta - também contém

pequenas quantidades de proteinas ativadoras de BSP (Termine, 1993).

1.1.8.4 Osteonectina e outras glicoproteinas de ligamento

A osteonectina, osteopontina, sialoproteina dssea e muitas outras
glicoproteinas podem ser consideradas glicoproteinas de ligagdo (como
fibronectina, laminina e condronectina em outros tecidos), que se ligam ao
colageno, proteoglicanos e receptores da superficie da célula, criando um
complexo supra molecular ordenado (Hynes, 1992). Estes glicoconjugados
nao somente mantém a estrutura da matriz extracelular; mas, também,
ajuda(n a regular as fungdes das células residentes. Est?s, assim chamadas,
proteinas de ligagdo tém varias atividades bioldgicas, incluindo a mediagdo
da ligagao celular e a disseminagdo e aumento do crescimento, migragao e
diferenciacdo celulares (Marcus, 1994). Estas glicoproteinas de ligagdo

tecidual podem também suprimir o crescimento de células de outro tecido,



presumivelmente, como um mecanismo para manter a segregacdao de
diferentes tipos de células. As alteracoes, nas interagBes de células com a
matriz extracelular, ocorrem nas doengas inflamatdrias e em outras doencas

que levam a perda da estrutura e fungdo do tecido (Hynes, 1992).

1.1.8.5 Fosfatase ailcalina

As classicas fosfatases alcalinas de vertebrados constituem um
grupo de glicoproteinas isozimicas ligadas & membrana, com pesos
moleculares de 100-200 kDa (Vaes, 1988). A ampla distribuicdo organica e
de tecido de fosfatase alcalina sugere algum tipo de fungdo generalizada. O
fato desta proteina estar localizada primeiramente na membrana plasmatica
sugere uma fungao transportadora, ou transdutora (Termine, 1996). Diversas

agdes possiveis de fosfatase alcalina em biomineralizacdo ja foram propostas:
¢ Destruigao local de inibidores do crescimento de cristais,
e Atuagdo como proteina de ligagdo de Ca,

e Atuagdo, como uma bomba-Ca (Ca2—-ATPase), em células ou

membranas vesiculares;

e Atuagdo, como um regulador de divisao ou diferenciacdo
celulares, ao agir como uma fosfatase fosfoproteina

13

especifica para tirosina.

Embora haja dados que dao suporte a cada uma destas acles,
nenhuma fungdo singular parece ser a principal agdao da enzima (Stein,

1993).
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1.1.9 Fatores de crescimento da matriz 6ssea

Fatores de crescimento polipeptideos (Fatores de crescimento
semelhantes a insulina e Fatores de crescimento de fibroblastos)
desempenham um papel importante no desenvolvimento e crescimento de
tecido dsseo. O osso € singular, por causa de sua abundante matriz
extracelular mineralizada - que isola fatores de crescimento e modula sua
agdo bioldgica, através de modos complexos de liberagdo e apresentacgdo a
células responsivas (Marcus, 1994). Foi demonstrado que, a maioria dos
peptideos reguladores do crescimento para as células dsseas sdo produzidos
por osteoblastos, a medida que se diferenciam (Delmas, 1993). Estes fatores
de crescimento sdo, entdo, depositados na matriz do osso, juntamente com

as proteinas dsseas estruturais como o colageno tipo I.

Os efeitos do fator de crescimento polipetideo no osso sdo divididos
em duas areas de estudo: fatores enddcrinos, produzidos exogenamente -
que agem em células dsseas especificas - e fatores “locais”, produzidos

endogenamente com possivel agdo autdcrina, ou paracrina (Stein, 1993).

1.1.9.1 Fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF-l a IGF-Il)

Fatores de crescimento semelhantes a insulina sdo peptideos com
um alto grau de semelhanga estrutural a pro-insulina, com importantes efeitos
em todo o metabolismo (efeitos semelhantes a insulina) e crescimento de
célula, diferenciacdo e mitose (Silver, 1994). Ha duas formas principais que
sdo reconhecidamente existentes: IGF-I (sin6nimo da somatomedina C) e IGF-

IT (sindnimo do fator de crescimento do esqueleto). Recentemente, um grande
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nimero de proteinas que se unem ao IGF (IGF-BP) foi descoberto (Bikle,
1997). As agdes do IGF podem ser moduladas, a nivel local, pela presenca
destes IGF-BPs. A presenga de formas multiplas de IGF-BP e a evidéncia de
sua modulagdo local sugerem que estas proteinas poderiam funcionar através
do corpo, para fornecer especificidade de tecido para as agGes dos IGFs. A
especificidade de tecido parece ser essencial, dadas as agles diversas dos IGFs
em diferentes tecidos, e o fato de que os IGFs funcionam, também, como
horménios; bem como, fatores locais. Baseando-se em descobertas de que o
IGF-II esta presente no osso - produzido pelas células dsseas - e age nas
células dsseas, prople-se que o IGF-II seja um importante regulador local do

metabolismo da célula dssea (Eyre, 1987).

1.1.9.2 Fatores de crescimento de fibroblastos

Os fatores de crescimento fibroblasto ligado a heparina (FGF) sdo
importantes no desenvolvimento do esqueleto (Termine, 1996). Como outros
fatores reguladores de crescimento na matriz dssea, 0os FGF sdo expressos e
eliminados pelos osteoblastos durante a proliferagdo e diferenciacdo osteoblastica.

Eles agem de maneira autdcrina e paracrina nos osteoblastos (Bikle, 1997).

1.1.10 MEDIADORES DE REMODELAGAO OSSEA E REPARO

A remodelagdo éssea’é regulada pelos hormdnios sistémicos e por
fatores locais que afetam as células da linhagem osteoclasta e osteoblasta.
Fatores locais ndo sistémicos desempenham um papel direto e importante na

remodelacdo dssea (Marcus, 1994).
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Hormoénios circulantes podem agir nas células do esqueleto - quer
diretamente, quer indiretamente - modulando a sintese, ou efeitos de um
fator de crescimento local, onde estimula, ou inibe a formagao dssea, ou
reabsorcdo do osso. Estes fatores podem desempenhar um papel critico no
acoplamento de formacdo dssea a reabsorgdao e, possivelmente, em

processos patologicos (Stein, 1993).

Embora os mecanismos regulatdrios locais de remodelagdo dssea
normal ndo sejam totalmente entendidos, muitas informagdes sobre as
interacBes da célula éssea tém sido obtidas através de estudos sobre células
Osseas /n vitro. O mecanismo de reorganizagdao ossea € complicado,
requerendo comunicacao entre diversos tipos de células que respondem a
hormonios sistémicos e fatores liberados localmente (Nijeide et al, 1996). A
ativacdo seqliencial de células dsseas é iniciada pelo recrutamento de
osteoclastos absorventes de osso para o local de remodelagdo. A fase de
reabsorcao é seguida pela chegada de osteoblastos, que substituem o 0sso
escavado pelos osteoclastos. Células mononucleares da linhagem mondcita-
macrofagica podem estar envolvidas na coordenacdo das duas fases. As
proporgOes de reabsorgdo e formacdo dssea estdo intimamente relacionadas,
e este “acoplamento”, que é firme, permanece conservado sob muitas
condigoes patoldgicas (Stein, 1993). O acoplamento das fases catabdlicas e
anabdlicas da remodelacdo do osso pode também explicar a capacidade dos

mais importantes hormdnios de reabsor¢do dssea (PTH e 1,25-

dihidroxivitamina D3), em estimular a formagdo. Claramente, o conceito de
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acoplamento da célula éssea é importante para a interpretacdo das reagoes

de tecido inflamatorio no osso (Termine, 1996).

Além do contato celular direto, interagdes das linhagens de
--osteoblastos -e osteoclastos - podem requerer a liberagdo de moléculas
mensageiras. As células de envolvimento da superficie do osso podem gerar
sinais que governam o recrutamento dos osteoclastos. Esta hipdtese é
reforcada ao observar de que osteoblastos expressam receptores para 0s
hormonios de reabsorcao dssea o PTH e 1,25-dihidroxivitamina D; (Nijeide,
1996) e os osteoclastos expressam receptores para a calcitonina inibidora de
reabsor¢do d6ssea. De modo semelhante, o recrutamento e proliferagao de
osteoblastos, seguindo reabsorg¢ao, pode depender de fatores de crescimento
autdcrinos ou paracrinos, posicionados na matriz dssea; ou liberados no local

pelas células mononucleares, ou pelos osteoblastos (Bikle, 1997).

As prostaglandinas, leucotrienos, interleucina-1 (IL-I), fator de
necrose de tumores (TNF), interleucina-6 e interferon-gama sao citocinas
que podem ser importantes reguladores de destruicdo e reparo dsseo em
artrite reumatdide (Stein, 1993). Diversos fatores de crescimento sistémicos
e fatores de crescimento locais, provavelmente, participam do processo

inflamatdrio cronico e estimulam a destruicdo dssea. ‘

1.1.11 Controle Molecular do Remodelamento Osseo
Os primeiros dados sobre a regulagdo central do remodelamento

6sseo decorreram da pesquisa em ratos transgénicos buscando novas
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moleculas que pudessem estar envolvidas com esse processo (Kong et al,
2000). Uma dessas linhagens de ratos desenvolveu fraqueza nos ossos. Essa
molécula foi subseqiientemente clonada e nominada como osteoprotegerina
(OPG). OPG age como inibidor da maturagdo do osteoclasto e da sua ativacdo
(Kong et al, 2000). Ratos transgénicos para OPG apresentam osteopetrose,
indicando que os niveis de massa Ossea estdo relacionados com os niveis de
OPG. Baseado no estudo de ratos transgénicos e knock-out procurou-se
identificar o ligante para OPG. Esse ligante foi clonado e batizado como OPGL.
Ratos mutantes para OPGL apresentaram severa osteopetrose caracterizada
pela auséncia de erupcdo de dentes incisivos ou molares na cavidade oral.
Sabemos que a erupgdo dos dentes é um achado tipico de osteopetrose, pois a
reabsorgdo dssea é necessdria para a abertura de passagem dos dentes pela
mandibula para sua erupgdo. O receptor para OPGL é denominado de RANK
(do inglés: receptor ativador de NFB ligante). A ligacdo entre OPGL e RANK
inicia o processo de osteoclastogenese pela células progenitoras e a ativacdo
de osteoclastos maduros (Koong et a/, 2000). Ratos com a mutagdo genética
para RANK s3o idénticos aos ratos knock-out, para OPGL. Todos esses
experimentos genéticos e funcionais demonstram que o equilibrio entre OPGL-
RANK e os niveis bioquimicos de OPG ativada, regulam o desenvolvimento e
ativacdo dos osteoclastos e do metabolismo dsseo. OPGL é expressa em
linfonodos, bago e timo. Timdcitos CD4- e CD8- e Linfécitos T CD4" e CD8*
ativados assim como células dendriticas e células T ativadas expressam OPGL
nas suas membranas. Células T ativadas podem diretamente interferir na

formagdo de osteoclastos maduros e funcionais via OPGL (Figura 1).
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Associado a esse fato, a estimulacdo de linfocitos T /7 vivo resulta em um
aumento da osteoclastogenese mediada pela OPGL com subseqlente perda
Ossea. Ativagdo cronica de células T, como ocorre na infecgio pelo HIV, pode
ter uma participacdo direta no remodelamento dsseo destes individuos via
produgao de OPGL. Esses fatos caracterizam uma explicacdo molecular para a
perda dssea associada a doengas que envolvem a ativacdo do sistema
imunoldgico. Teriamos, assim, um novo paradigma para a regulacdo por parte

das células T do metabolismo dsseo.
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- Figura 1. Imunomodulagdo do remodelamento dsseo
Retirado e adaptado de Stein, 1993.

1.1.12 OSTEOCALCINA
O o0sso, como muitos outros tecidos, contém proteinas que sdo

modificadas por enzimas dependentes da vitamina K, para formar residuos
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do acido gama-carboxiglutamico (Delmas, 1993). Esses aminoacidos
modificados fazem com que a proteina possua uma capacidade de se unir ao
cdlcio devido aos grupos carboxi que sao criados (Chenu et al, 1994). A
osteocalcina é uma proteina dependente da vitamina K, com massa
molecular de aproximadamente 5800 Dalton. Essa proteina é constituida por
49 aminodcidos, possuindo trés residuos do acido 3 gama-carboxiglutamico
(GLA) na sua estrutura primaria (posicbes 17, 21 e 24) (Figura 2). A
Osteocalcina é uma das mais abundantes proteinas do 0sso, consistindo de
até 3% da proteina dssea total (Delmas et a/,1990). Trata-se de um
peptideo de meia vida muito curta com rapido metabolismo em figado e rim.
Pacientes com quadro de insuficiéncia renal apresentam, invariavelmente,
niveis elevados de osteocalcina (Garnero, 1992). Estudos /in vitro e in vivo
sugerem que a osteocalcina tenha importante papel no recrutamento e na
diferenciacdo dos osteoblastos (Hosoda, 1992). A osteocalcina toma parte na
funcdo formadora do osso e € produzida pelos osteoblastos maduros,
condrocitos hipertrofiados e odontoblastos (Chenu et al, 1994). Seu
aparecimento e aumento de produgdo coincidem com o inicio do processo de
mineralizacdo dssea. A osteocalcina € diretamente influenciada pelos
hormonios reguladores do calcio (calcitonina, hormonio paratireoidiano, Vit.
D). A osteocdlcina tem sido extensivamente discutida como um ‘indicador de
prognostico de progressao de doenca dssea. Aproximadamente 20% da
Osteocalcina sintetizada ndo se incorpora ao 0sso, por isso passa, para
circulagdo sanguinea, podendo assim ser medida no soro (Garnero, 1992).

Ela é totalmente destruida pela reabsorcdo mediada pelos osteoclastos.
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Observam-se elevagdes da Osteocalcina nas patologias que cursam com um
aumento da formagao de novo o0sso, como na Doenga de Paget,
hiperparatireoidimo, metastases désseas, osteomalacia e osteodistrofia renal
(Chenu et al 1994). A Osteocalcina circula em diferentes formas
moleculares, que incluem a forma intacta 1-49 (36%), um fragmento
aminoterminal grande 1-43 (40%) e os fragmentos menores aa 1-19,20-43,

29-49(34%).Trata-se de um marcador de formagdo dssea.
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Figura 2. Estrutura da Osteocalcina
Retirado de: Delmas et a/,, 1990.

1.2 O Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1
Retrovirus sdo virus que possuem material genético composto de
acido ribonucléico (RNA), utilizam transcriptase reversa para sua replicagdo e

pertencem a familia retroviridae.
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Os virus desta familia podem ser classificados de acordo com varios
critérios (Levy, 1992), tais como:

a) forma de transmissdo, em virus enddgenos e exdgenos;

b) estrutura morfoldgica, em grupos de A-D;

c) patologias que causam, em duas subfamilias — oncovirinae e
lentivirinae,

d) relagdo de seqiéncia de nucleotideos e estrutura gendmica,
definindo sete grupos de virus. 1) sarcoma/leucose de aves;
2) tipo C de mamiferos; 3) virus tipo B; 4) virus tipo D; 5)
grupo de virus linfotrépico para células T humanas - virus
de leucemia bovina; 6) lentivirus; 7) espumavirus, que
foram  recentemente reconhecidos pela  Comissdo
Internacional de Taxionomia de Virus como g¢éneros

distintos.

A associacao entre as retroviroses e oncogénese em animais foi,
claramente, a principal razdao para se estudar os retrovirus antes do
aparecimento da AIDS. Além disso, esta familia de virus esta relacionada
com muitas patologias humanas, como doencgas respiratdrias, desordens
neuroldgicas e imunodeficiéncias. Por outro lado, a infecgdo causada por
retrovirus pode também ndo causar nenhum dano aparente nos
individuos portadores durante um longo periodo de tempo. A descoberta
em 1980 do human T-cell leukemia virus type I (HTLV-I) demonstrou uma

forte associacao deste com a leucemia de células T do adulto (ATL),



sugerindo e confirmando pela primeira vez a correlagao desta patologia
com um retrovirus humano (Poiesz et al, 1980, Yoshida et al/, 1982).
Posteriormente, demonstrou-se que o HTLV-I esta associado a doengas
neuroléglcas importantes (Gessain et al. 1985; Osame et a/, 1986). O
HIV foi o terceiro retrovirus humano a ser identificado (Barre-Sinoussi et
al, 1983) e, certamente, o de maior importancia para a saude publica,
devido a elevada taxa de morbidade e mortalidade da doenga por ele

causada.

1.2.1 Morfologia e estrutura Genémica:

O HIV-1 possui forma esférica com aproximadamente 100 nm de
diametro (Figura 3). O envelope, sua porgdao mais externa, € composto
por uma camada bilipidica onde se observa a presenca de duas
glicoproteinas de peso molecular de 120 kD (gp 120) e 41 kD (gp41).
Esta Ultima, situada na porcdao transmembranar do envelope viral, é
responsavel pela fusdo da membrana viral com a membrana da célula
hospedeira (Chan et a/, 1998). ]Ja a primeira - a gpl120 - situa-se na
porgdo mais externa da superficie viral, estd intimamente associada a
gp41, participa dos processos de entrada do virus na célula, ligando-se ao
receptor na superficie da ‘célula alvo (CD4) e aos correceptores
(receptores celulares de quimiocinas). Além disso, esta proteina participa
de fendmenos importantes - indugdo de anticorpos neutralizantes e na

caracterizacao bioldgica do virus (Abbas et a/,, 2000).
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Figura 3. Representagao esquematica da Estrutura do HIV
Fonte: Carga Viral, 1999

No espago compreendido entre o envelope e o nucleocapsideo,
encontra-se a matriz com proteinas de peso molecular de 17 kD (p17) . O
nucleocapsidio é constituido por duas moléculas de RNA (genoma viral) e das
enzimas transcriptase reversa, integrase e protease que estdao envolvidas
pelo core (p24). Estas enzimas tém importancia fundamental para a
replicagao viral e, a inibicdo das mesmas, constitui o principal alvo da terapia

anti-retroviral.

O genoma do HIV-1 com cerca de 10 kd de comprimento esta
compreendido entre duas regides de repeticdes terminais - LTR-3" e LTR-5"-
entre as quais se encerram trés génes constitutivos comuns para todos os

retrovirus: env, codifica uma proteina precursora - a gp160 - que é clivada
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originando as glicoproteinas do envelope viral gp120 e gp41; pol, responsavel
por codificar as enzimas utilizadas no processo de replicagdo viral, transcriptase
reversa (p66 e p51), protease (pil), e integrase (p32); e gag (antigenos
protéicos grupo-especifico) codifica as proteinas do nucleocapsideo (Zeichner
et al., 1994); além de seis genes regulatérios: tat - gene transativador - que
age regulando positivamente a replicacao viral e determina a expressao final
de todos os genes virais; rev, gene responsavel pela regulacdo da expressdo
de proteinas virais envolvidas no transporte e processamento do gag, pol e
env; sendo sé o rev capaz de antagonizar a expressao dos genes tat, vpr, vpu
e vif, que parecem estar relacionados com os processos de maturagdo,
empacotamento e brotamento do virus, bem como a infectividade das
particulas virais (Cullen et al,, 1998) e nef (fator regulador negativo) que esta
relacionado com o controle da expressao dos genes virais. Estes quatro Gltimos
(vpr, vpu, vif e nef), constituem genes responsdveis pela codificacdo das
proteinas acessdrias. A divisdo celular é um pré-requisito importante para a
replicagdo na maioria dos retrovirus; porém, o HIV-1 pode infectar e
multiplicar-se em macrdfagos diferenciados que ndo se dividem (Emerman,
1996). Este fato é possivel devido a acdo da proteina Vpr que direciona a
entrada do complexo de pré-integragao (PIC) no nlcleo da célula alvo através

i

do complexo de poro nuclear (Connor et a/, 1995).

1.2.2 RESPOSTA IMUNE CONTRA O HIV
A infecgao causada pelo HIV tem efeitos devastadores na resposta

imune. Estes efeitos sdao mais evidentes nas fases aguda e crénica
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sintomatica, quando ocorre uma destruicdo acentuada de células T CD4".
Embora ocorra esta destruicdo, os individuos infectados desenvolvem uma

resposta imune especifica, tanto humoral, como celular (Dimitrov, 1997).

As glicoproteinas -codificadas pelo gene env, gpi20 e gp4l,
induzem a produgdo de altos titulos de anticorpos. Observa-se, também,
titulos elevados de anticorpos contra proteinas dos genes gag, pl7, p24 e
p55, pol e da transcriptase reversa durante a infec¢do. Anticorpos anti-p24
surgem algumas semanas apds a infeccdo e poderiam ter um papel

importante no controle da viremia (Cohen et al, 1998).

Como ja foi visto anteriormente, uma das caracteristicas dos
lentivirus € apresentar uma grande variabilidade genética. A regido variavel
V3 (alca V3) da gp120 é a porcdo mais externa do envelope viral e consiste
de 35 aminoacidos flanqueados por 2 cisteinas (Coffin,1995). Esta regido ¢
conhecida como principal dominio de neutralizacdo, devido ao fato de
peptideos desta regido induzirem a produgdo de anticorpos neutralizantes.
No entanto, o papel destes anticorpos no controle da replicagao viral, in vitro,

é controverso (Cohen et al., 1998).

Se por um lado, a detecgdo precoce de anticorpos neutralizantes
com ampla es;;eciﬁcidade se correlaciona com um melhor prog‘néstico da
doenga (Fenyo ef al, 1996, Cohen et al, 1998) e com a redugdo de
transmissdo vertical (Scarlatti et a/, 1993); por outro lado, estes anticorpos

parecem ndo desempenhar nenhum papel no controle da infeccdo.Um outro
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aspecto que deve ser salientado € a possivel existéncia de anticorpos

facilitadores da infecgdo (Levy, 1993).

Embora ndo esteja definido o papel da resposta humoral no
-controfe- da-infeccdo, -sem nenhuma duvida, a deteccdo destes anticorpos é
de grande importancia para o diagndstico laboratorial (Moore et a/, 2001).
De fato, através de detecgdao de anticorpos especificos contra o HIV, pode-se
estudar a histéria natural da infeccdo e controlar a disseminagdo através da

transmissa@o sanguinea.

Existem evidéncias que a resposta imune, mediada por células ou
por fatores sollveis produzidos por estas, desempenha um papel importante
no controle da replicagao viral. De fato, existe uma correlagdo entre o
aparecimento de linfocitos T citotdxicos especificos para o HIV (CTL-HIV) e a
diminuigdo da viremia (Borrow ef a/, 1994). Observou-se também uma
relacdo entre a diminuicao de CTL-HIV e a progressdao da doenca. Mais
recentemente, verificou-se que individuos freqlientemente expostos ao HIV,
mas nao infectados apresentam uma resposta CTL-HIV no sangue periférico.
Stranford et al, 1999 sugeriram a existéncia de uma associacdo da auséncia
de infeccdo nestes individuos e a presenca de uma resposta mediada por
células: T CD8" nas CTL-HIV-1. Varios fatores soltiveis produzidos por células

TCD8" e T CD4* tem uma atividade supressora na replicacdo do HIV.

Uma rede, altamente complexa de citocinas, opera para regular o

sistema imune. Essa rede age estimulando ou inibindo a proliferacdo e a
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diferenciacdo celular, modulando o funcionamento do sistema imune. Estas
citocinas podem atuar regulando a replicagdo do HIV /in vitro, como pode ser

observado na tabela abaixo (Cohen et a/, 1998).

Vale -ressaltar que resultados controversos da acdo de algumas

destas citocinas na replicagdo viral tem sido descrito.

Quadro 1. Efeitos das citocinas na replicagao do HIV

__ Efeitos na replicagéo viral

Cltocinas lulas _ Macréfagos
IL-18 Potencializa Potencializa
IL-2 Potencializa Sem efeito”
IL-3 Sem efeito® Potencializa
IL-4 Potencializa !

IL-6 Sem efeito® Potencializa
IL-10 Inibe l
IL-12 Potencializa Sem efeito®
IL-13 Sem efeito” Inibe
IL-15 Potencializa Sem efeito®
IFN- o Inibe Inibe
IFN- y ! !
TGF-B ! !
GM-CSF Sem efeito? Potencializa
TNF-o/B Potencializa Potencializa

# Sem efeito notdvel ou ainda nao foi testado.

! Possuem ambos efeitos, dependendo das condicoes da cultura

Retirado e adaptado de Cohen et a/, 1998.
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Citocinas anti-inflamatdrias, como, por exemplo, IL-10, inibem a
replicaggo do HIV-1 por uma regulagdo da producdo de citocinas

potencializadoras da transcricdo do RNAm do HIV (Cohen et a/,1998).

Existe, também, uma perda seletiva da subpopulacdo de células T-
auxiliadoras CD4* de memdria no inicio do curso da infeccdo; isto acontece
possivelmente, devido a estas células expressarem altos niveis de correceptor
CCRS. Essa observagao explica a incapacidade de células T do sangue periférico

serem ativadas quando recrutadas por antigenos (Cohen et a/, 1998).

Varias citocinas, particularmente as pro-inflamatdrias IL-1B e IL-6,
exarcebam a replicacdo viral. TGF-B e IL-10 inibem a replicagdo viral (no
caso da IL-10, esse efeito é pelo menos em parte devido a inibicdo de
citocinas pro-inflamatdrias). As B-quimiocinas, que sdo secretadas por uma
variedade de tipos celulares incluindo células mononucleares CD8* e CDS8,
inibem fortemente a infecgdo por cepas R5; enquanto, SDF-1 inibe infeccdo

por cepas X4 {Cohen et al, 1997).

Foi também demonstrado que as quimiocinas o e B, elaboradas por
células T, s3o fatores sollveis capazes de inibir a infeccdo. As B-quimiocinas
RANTES (do inglés Regulated upon activation normal T-cell and secreted), MIP-
lo. e MIP-1 B (do inglés macrophage inflammatory protein 1 o e 1 B) foram
identlficadas em 1995 (Cocchi et al, 1995). Essa inibi¢ao resulta do bloqueio dos

correceptores para a entrada do HIV na célula alvo.
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1.2.3 A REPLICACAO DO HIV
O HIV penetra na célula pela ligacao da gp120 ao receptor CD4 da

célula hospedeira. Participam, também, desse processo receptores secun-

darios, como o CCR5 e o CXCR4 (fusina) (Dimitrov, 1997).

O DNA viral de dupla fita vai para o nucleo, sendo incorporado ao
genoma da célula pela agdo da integrase, e passa a ser chamado de
provirus. Em um mesmo organismo o provirus pode, em algumas células,
permanecer em laténcia e ndo dar sinal da sua presenca (Cohen et al,
1998). Em outras células, o processo replicativo pode ser lento com

multiplicacdo controlada, ou acelerada, levando a lise celular (Figura 4).

Interacao do HIV com a Célula CD4

Interacao com
co-receptor

pgpdt
Exposicio ANCOragem

Fusao 8 : HR1-HR2

Completa Interacao

Figura 4. Interacdo do HIV com células T CD4*
Retirado e adaptado de http://medscape.com
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O provirus, para se replicar, subverte a maquinaria celular e passa a
comandar os mecanismos. Isso significa dizer, que as enzimas celulares
passam a trabalhar na sintese de RNAs gendnicos mensageiros (mRNA) e
proteinas virais.-As proteinas e RNAs virais sdo montadas em particulas que
brotam de forma intensa da célula hospedeira, provocando a sua destrui¢do

(Moore et a/.,2001).

1.2.4 DINAMICA DO HiV NO ORGANISMO INFECTADO

As investigagOes, realizadas até o momento, demonstram que 0s
linfocitos T CD4" sdo as principais células-alvo do HIV (Cohen et a/,, 1998).
Estudos recentes indicam que cerca de 10 bilhGes de virus sdo produzidos
por dia. Essas particulas virais tém uma meia vida de aproximadamente 4
horas (Moir et al, 2000). De forma semelhante, um grande numero de
linfocitos T CD4* € produzido e destruido, sendo que a meia vida de um
linfdcito infectado é de 2,4 dias (Abbas et a/, 2000). Ndo ha, portanto,
periodo de laténcia virologica e, mesmo durante a infeccdo cronica
assintomatica, observa-se uma enorme batalha entre o sistema imune do
individuo e o virus. Ao longo do tempo, o virus desestrutura a arquitetura
dos 6rgdos linfaticos, comprometendo a reposicdo dos linfocitos T CD4*
(Coffin, 1995). Entretanto, pouco se sabe sobre a dinamica de produgdo e
destruicdo de células CD4*, pois os linfocitos que circulam no sangue

periférico refletem somente 2% da quantidade total de linfocitos existentes

nO organismo.
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Figura 5. A REPLICACAO DO HIV-1
Retirado e adaptado de http://rkm.com.au

1.3 Linfocitos

Os linfocitos s3ao essenciais na resposta imune do organismo
humano. Em condigles fisioldgicas, circulam no sangue periférico trés
populagdes distintas de linfocitos: os linfdcitos T, os linfdcitos B e as células
NK (natural killer). Os linfocitos T sdao responsaveis pela regulacdao da
resposta imunoldgica e pela destruicdo de células infectadas por virus; os
linfdcitos B produzem os anticorpos e os linfécitos NK atuam na destruigdo de

células infectadas por virus e na de algumas células tumorais (Rabson,

1995).

E possivel quantificar e classificar os linfcitos, identificando seus

marcadores celulares de superficie; ou seja, moléculas especificas presentes

na superficie dessas células.
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Quadro 2. Os linfécitos e seus marcadores celulares especificos:

Marcadores Celulares

Células de Superficie (CD)
Linfocito T CD3+

Linfocito T auxiliar CD3+ CD4"

Linfdcito T citotdxico/supressor CD3+ CD8+
Linfocito B CD19+ e/ou CD20+
NK
("Natural Killer”) CD16+ e/ou CD56+

Retirado e adaptado de Paxton et a/, 1996

As investigagOes, realizadas até o momento, demonstram que os

linfécitos T CD4™ sdo as principais células alvo do HIV (Cohen et al., 1998).

Os Linfécitos T CD4* (L T CD4") desempenham um papel central em
regular a resposta celular imune a infecgdes. Essas células sdo comumente
conhecidas como “helper”, pois atuam em outras células do sistema
imunoldgico para desencadear varios tipos de resposta imune; incluindo
ativagdo de macrdfagos, maturacdo e afinidade da resposta do anticorpo,
aumento da atividade das células “killer” e das células T citotdxicas (Paxton et
al., 1996). A agdo dos linfocitos T CD4" se da através da liberacdo de citocinas
em resposta a estimulagdo por antigenos. Citocinas sdo moléculas mensageiras
sollveis intercelulares que interagem com receptores especificos em suas
células alvo. As mais importantes citocinas envolvidas na resposta imune
mediada por células sdo: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 e interferon-
gamma (Paxton et al., 1996). Ja foi abordada anteriormente a importancia das
interleucinas para a regulagdo do metabolismo dsseo com estimulagdo de

osteblastos e osteoclastos. Sendo assim, uma baixa populagdo de linfocitos T
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CD4" implicaria numa baixa producdo de interieucinas com conseqiiente

alteracdo do metabolismo dsseo e mineral.

1.4 Osteocalcina e HIV

Conforme descrito anteriormente com 0 aumento da gravidade da
infecgao pelo HIV, citocinas como TNF-o e B, IL-6, TGF-B e Interferon-
Gamma elevam-se no soro. Esta elevagao concorre com uma redu¢ao na
sintese de proteinas podendo levar as alteragGes dsseas encontradas nesses
pacientes como diminuigdo da formacdo dssea, diminuigdo do nimero de

osteoblastos e do turnover dsseo.

Teichmann et al, (2000), demonstraram que a perda de células
CD4™ estd associada a uma redugdo na formagdo Ossea e a osteocalcina

pode ser um importante marcador na interpretagao da resposta imune.

Nacher et al, (2001), demonstraram que é possivel infectar células
da linhagem dos osteoblastos com diferentes cepas do HIV-1 o que sugere que
osteoblastos poderiam ser considerados como células alvo para este virus,

possivelmente contribuindo para o estabelecimento de reservatdrios locais.

Hofbauer et al, (1996), Kuhne et a., (2001) e Serrano et al,
(1995) apontam a .osteocalcina como o UGnico marcador do metabolismo
Osseo que mostrou correlagao estatisticamente significante entre seus niveis
séricos e a contagem de linfécitos T CD4* em individuos portadores do HIV;

demonstrando que, quanto maior for a gravidade da doenga com um nimero



diminuido de linfocitos T CD4*, menor é o nivel sérico da osteocalcina fato

que pode refletir uma deficiéncia na formagao dssea.

Dados epidemioldgicos revelam que, no Brasil, temos cerca de 597
-mil pessoas vivendo com o virus da AIDS (UNAIDS, 2001) e desde o advento
de novas e eficazes terapias antivirais essa populagao esta vivendo mais e
envelhecendo; assim uma alteragao no metabolismo dsseo e mineral — que
leva a uma diminuigdo na formagdo Ossea - acarretard um crescimento na
ocorréncia de osteoporose com riscos de aumento da morbi-mortalldade e

com elevagao no custo do tratamento desta populagao.

Portanto, estudos que avaliem alteragdes no metabolismo dsseo e
mineral de diferentes popula¢des de individuos infectados pelo HIV poderao
contribuir para o conhecimento da historia natural, prevengdo e tratamento

de patologias osteo-metabdlicas desta populagdo.
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Objetivos

2.1 PRINCIPAL:
Avaliar as alteragbes dos niveis plasmaticos da osteocalcina em
individuos portadores do HIV, virgens de tratamento antiretroviral, em

Salvador, Bahia.

2.2 SECUNDARIOS:
Comparar os niveis plasmaticos da osteocalcina com os marcadores

de progressdo da doenga (Carga Viral e contagem de linfécitos T CD4™).

Comparar os niveis plasmaticos da osteocalcina do grupo de

individuos HIV positivos com o grupo controle de individuos HIV negativos.



CASUISTICA,
MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo seccional.

3.2 Populacées de Estudo (amostra “de conveniéncia”)

3.21 Casos

Foram estudados 69 individuos infectados pelo HIV, dentre aqueles
que procuraram o Ambulatério de AIDS da Unidade Docente Assistencial em
Infectologia (UDAI), do Hospital Professor Edgard Santos (HUPES/UFBA),
com o objetivo de obter tratamento antiretroviral. Para o recebimento
‘gratuito da terapia, soros dos portadores do vn’rljs eram encaminhados ao
Laboratdrio Avangado de Saude Publica — LASP da Fundagdo Oswaldo Cruz -

para realizar a contagem de linfécitos T CD4" (Facs count, Becton Dickison,

CA. EUA) e carga viral plasmatica (NASBA-Organon, Teknika Turnhout,



Béigica). As amostras deste projeto retrospectivo sdo desvinculadas de
registro, nome e enderego, para possibilitar sua inser¢ao no estudo em forma

andnima desvinculada.

3.2.2 CRITERIOS DE INCLUSAOD:
Foram incluidos neste estudo aqueles individuos que preencheram

0s seguintes critérios:

e Idade entre 20 e 40 anos - 0 objetivo da escolha desta faixa
etdria foi o de evitar a inclusdo no estudo de uma populagdo
com idade mais avangada, pois poderiamos ter individuos
com alteragdo no marcador désseo, relacionada a idade e/ou

a alteragdes hormonais (menopausa).

e Virgem de tratamento anti-retroviral

3.2.3 CRITERIO DE EXCLUSAO
e Quantidade de plasma disponivel ndo ser suficiciente para a

realizagdo do teste.
Esses individuos foram divididos nos seguintes grupos:
e .Grupo I — linfécitos T CD4* > que 500
e Grupo II - linfécitos T CD4™ entre 200 e 499

e Grupo III - linfocitos T CD4"™ < que 199
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3.2.4 CONTROLES

Como controles sadios e soronegativos para HIV e HTLV I/II foram
utilizadas 50 amostras de plasmas de individuos provenientes de um estudo
de corte seccional em habitantes da cidade de Salvador, Bahia. Esta cidade,
situada no nordeste do Brasil tem, uma populagdo constituida por 2.211.539

habitantes (IBGE 2000).

Os individuos avaliados foram provenientes de um trabalho
realizado juntamente com o Instituto de Salde Coletiva da Universidade
Federal da Bahia (ISC/UFBA) - parte do projeto de saneamento Bahia-Azul -
tendo como unidade de andllse, espacos populacionais selecionados de
acordo com acesso a saneamento basico e nivel de renda (Teixeira,
2002).Todos os individuos incluidos neste estudo possuiam sorologia
negativa para HIV I/II e HTLV I/II. Foram colhidas amostras de sangue de
1.385 individuos através da técnica de amostragem aleatdria simples sem

reposicdo com realizagdo de pds-estratificacdo.

O protocolo desta investigagdo (BAHIA-AZUL) contemplava
consentimento informado solicitado aos individuos sorteados com
antecedéncia minima de 48 horas, de acordo com a Resolugdo numero
196/96 do Conselho Nacional‘° de Saide que dispde sobre as Diretrizes e

Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo seres humanos.

49



3.3 METODOS LABORATORIAIS

3.3.1 DOSAGEM DA OSTEOCALCINA
Para determinagdo dos niveis plasmaticos da osteocalcina,
utilizamos o ensaio Immulite Osteocalcin .(Diagnostic Products Corporation —

DPC, Los Angeles, CA, USA) seguindo as recomendagdes do fabricante.

A faixa de normalidade para Osteocalcina IMMULITE, recomendada

pelo fabricante do kit, é de: 3,1 a 13,7 ng/ml.

Precedendo a realizagdo dos testes nos plasmas do estudo, a
calibragado do aparelho era realizada utilizando-se dois controles com
concentragdes de osteocalcina previamente conhecidas. Durante a realizagdo
dos testes, foram utilizados mais dois controles com objetivo de avaliar a
performance do teste. Os controles eram utilizados do mesmo modo que os
plasmas em estudo e colocados durante cada seqiiéncia de testes, com
objetivo de servir como controle interno de qualidade. Com objetivo de testar
a reprodutibilidade do teste, repetimos de forma aleatdria metade dos testes
do grupo controle (25 testes) e 71% dos testes nos grupos HIV positivo (45

testes).

Dados da performance do teste como faixa de calibragdo,
sensibilidade analitica, precisdo, linearidade, recuperacdo e especificidade

encontram-se em anexo.
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3.3.2 Contagem de Linfécitos CD4"

As amostras de sangue foram obtidas por venopungdo asséptica em
tubos monovetes contendo anticoagulante EDTA (&cido etileno diamono
tetracético). A coleta de 5ml de sangue total foi realizada no Hospital
Professor Edgar Santos e as amostra enviadas ao Laboratdrio Avangado de
Salde Publica (LASP), com menos de 6 horas apds a coleta para realizar a

contagem de células CD4* e Carga Viral.

Os linfécitos T CD4*, foram enumerados pelo sistema FacsCount
(Becton-Dickson CA, USA), seguindo as especificagdes do fabricante e de
acordo com O Manual de Contagem dos linfocitos T CD4* da Coordenagdo

Nacional de DST/AIDS.

Resumidamente, a identificagdao e classificagao, por meio da
citometria de fluxo, € feita com base nas seguintes caracteristicas celulares:
tamanho, granularidade ou complexidade interna e imunofenotipagem. As
variagdes no tamanho e na complexidade interna permitem a classificagao

dos leucdcitos, em linfdcitos, mondcitos e granuldcitos.

A imunofenotipagem consiste na identificacdo de populagdes de
células pelos seus marcadores de superficie. Nesse procedimento, sdo
utilizados anticorpos monoclonais especificos ligados a com;aostos quimicos
fluorescentes, chamados de fluorocromos. Dependendo dos marcadores (CD)

presentes na superficie da célula, a fluorescéncia serda de cor diferente.

Células marcadas com a mesma cor poderao ser facilmente identificadas e
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contadas no citdometro de fluxo. Neste aparelho, as células sao transportadas
em um fluxo de liquido isoténico ate um compartimento denominado cémera
de fluxo, onde um feixe de raios laser incide sobre cada célula.Ao incidir
sobre a célula, uma fracdo, ou seja, uma parte da luz é bloqueada
frontalmente (FSC) e outra fragdo é dispersa lateralmente (SSC). A fragao
FCS é proporcional ao tamanho da célula e a fragdo SSC € proporcional &

granularidade ou complexidade interna citoplasmatica.

O sistema FACSCount fornece o numero absoluto de linfécitos T
auxiliares (CD3*/CD4") e linfécitos T supressores/citotéxicos (CD3*/CD8%), a
partir da medida de quatro paradmetros: FSC, SSC, FL1 ( fluorescéncia 1) e

FL2 ( fluorescéncia 2).

3.3.3 Determinagdo da Carga Virai Plasmatica.

A determinagdo de carga viral plasmatica foi realizado pelo sistema
NASBA HIV-1 RNA QT (Organon Teknika Turnhout, Bélgica) seguindo as
recomendagdes do fabricante e de acordo com o Manual sobre Carga Viral da
Coordenacdo Nacional de DST/AIDS. Este ensaio baseia-se na amplificagao
isotérmica de acidos nucléicos para a determinacdo e quantificagdo do RNA
de HIV-1 em plasma ou soros humanos.Esta quantificagdo compreende trés

etapas: extra¢do, amplificagao e detecgao.

A extracdo envolve a lise do espécimen bioldgico em uma solugao
tampao apropriada para desnaturar as nucleases (Rnases e Dnases), inativar

0s agentes infecciosos e liberar os acidos nucléicos.
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Utiliza-se trés RNA sintéticos (Qa=10%, Qb=10> e Qc=10% como
controles internos, que se distinguem do RNA do HIV-1 (selvagem) em uma

sequéncia de 20 pares de bases, localizado na regido gag a ser amplificada.

- Adicionando silica acidificada, os acidos nucléicos se associam a ela.
Esta imobilizacdo dos acidos nucléicos a uma fase sélida permite uma série
de etapas de lavagens para retirar materiais soltveis. Os acidos nucléicos sdo
finalmente obtidos numa etapa final que envolve uma incubagdo da silica em
um pegueno volume de agua a 56°C. Através dos calibradores podemos
quantificar a amostra a ser pesquisada de RNA HIV-1 entre 10° e 10’

moléculas

A amplificacdo do RNA virai da amostra ocorre simultaneamente
com a dos calibradores internos. A amplificacdo da regiao gag do genoma do
HIV pelo método NASBA, compreende atividades isotérmicas das enzimas
transcriptase reversa, RNase eT7-RNA polimerase. Inicialmente, é feita a
sintese da primeira fita de cDNA, pelo primer 1 (P1) que contem o sitio de
reconhecimento da T7-RNA polimerase (promotor) que se anela a seqléncia
alvo do RNA do HIV-1. A extensdo de P1 é realizada através da agdo da
transcriptase reversa resultando na sintese do cDNA. Em continuagdo, a

RNase elimina a molécula de RNA do hibrido de DNA-RNA. ‘

A sintese da segunda fita de DNA é realizada através da extensao
do segundo primer (P2) pela transcriptase reversa produzindo uma copia de

DNA de fita dupla contendo o sitio de reconhecimento promotor da T7- RNA
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polimerase. Inicia-se, entdo, a sintese de grande quantidade de cdpias de
RNA pela T7- RNA polimerase. Essas copias de RNA servirdo de moldes para
a sintese de novas moléculas de DNA. Como esses RNAs recém-sintetizados
sao complementares ao genoma do virus, o primeiro: primer que se associa
e eles é o P2. A sintese dos RNAs e DNAs é repetida de maneira ciclica até o

término da amplificacdo isotérmica.

A deteccdo do RNA de HIV-1 em uma amostra baseia-se no

principio de eletroquimioluminescéncia.

Para separar as amostras amplificadas (WT, Qa, Qb e Qc), sdo
acrescentadas aliquotas da amostra amplificada a quatro solugdes de
hibridacao: cada uma é especifica para uma das amostras amplificadas. As
amostras amplificadas respectivas sdo hibridizadas com uma sonda de
oligopérola (isto é, pérolas magnéticas revestidas com estreptavidina ligada &
oligobiotina que sdo utilizadas como fase sdélida) e uma sonda marcada com
ruténio. As pérolas magnéticas que transportam o complexo de amostra
amplificada hibridizada /sonda sao capturadas na superficie de um eléctrodo
por meio de um ima. A tensdo aplicada a esse eléctrodo desencadeia a
reacdo de electrogquimioluminescéncia (ECL). A luz emitida pelas sondas
marcadas com ruténio € proporcional a quantidade de amostra amplificada.
O cdlculo baseado nas quantidades relativas das quatro amostras
amplificadas revela a quantidade original de RNA de HIV-1 do tipo selvagem

na amostra.
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O sinal ECL para cada uma das reagoes de hibridizacdo é
determinado calculando-se a fragao de sinais ECL do selvagem para Qa, Qb e
Qc, deduza entdo o nimero de copias de RNA selvagem do HIV-1
introduzidas, em relagdo as quantidades introduzidas dos RNAs calibradores.
A computacdo da quantidade introduzida de RNA selvagem se faz pela
aplicacdo de uma teoria especifica de comparagao/sobreposicdo de curvas.
Vale a pena ressaltar que a inclusdo dos calibradores na analise das amostras
independentes permite a determinacdo individual do calculo de RNA
selvagem através de um algoritmo designado para a avaliar a relagao entre
os sinais dos calibradores. Todas essas computagdes e avaliagbes sdo

computadorizadas pelo sistema NASBA QT.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Calculou-se as estatisticas descritivas para as variaveis de estudo,
de acordo com os grupos de interesse. Em seguida, testou-se a aderéncia a
distribuigdo normal de probabilidades das variaveis de estudo através da
prova de Shapiro-Wilk. Verificou-se, através do teste de Bartlett, as
homogeneidades de varidncias para as variaveis em estudo. Para
comparagao entre 0s grupos, segundo as variaveis do estudo utilizou-se, os
testes de Kruskal-Wallis e Mann:Whitney. Obteve-se o grau de correlagao
entre osteocalcina, CD4 e Carga Viral, através do teste de Spearman. Foram
obtidos as estimativas de prevaléncia e respectivos intervalos de confianca a
95% (método exato binomial) da redugdo dos niveis de concentragdo séricos

da osteocalcina entre individuos HIV positivos e negativos e entre os grupos
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de HIV positivo. Foram calculadas as razOes de prevaléncia, razdes de
chances e os respectivos intervalos de confianga (método de Cornfield) da
redugdo dos niveis séricos de osteocalcina do grupo HIV positivo usando
como referéncia o grupo HIV negativo. Adotamos como valores

estatisticamente significantes um valor de p < 0,05.

A andlise estatistica foi efetuada utilizando-se o programa STATA

versao 7.0.
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RESULTADOS

Para a avaliagdo da osteocalcina plasmatica foram avaliados 69
individuos HIV-1 positivos, virgens de tratamento, distribuidos em 3 grupos
de acordo com o nimero de linfécitos T CD4" circulantes (Grupo I: CD4" >
500, Grupo II: CD4" entre 200 e 499, Grupo III: CD4* < 199). Foram

avaliados 50 individuos com sorologias negativas para HIV e HTLV I/II.

A andlise dos 119 individuos envolvidos no estudo apresentou uma
proporcdao de 57,98% de individuos do género masculino, uma idade

mediana de 32 anos, com um intervalo interquartilico de 8 anos.

¢

Em relagdo aos individuos HIV+ observamos que 48 (69,56%)
pertenciam ao género masculino e 21 (30,44%) ao género feminino,
resultando em uma razao homem/mulher de 2,28. Os grupos I e II

apresentaram 14 (60,86%) homens e 9 (39,14%) mulheres. Ndo havendo



diferenga estatisticamente significante quando comparada com a amostra
total de individuos infectados. No entanto o Grupo III apresentou uma maior

proporgao de individuos do género masculino (20 / 86,96 %).

£m relagdo ao Grupo de individuos ndo infectados, 21 (42%),
pertenciam ao género masculino enguanto 29 (58%) ao feminino. Estes

dados estao contidos na Tabela 1, Grafico 1.

De acordo com a analise destes dados, a distribuicdo por género
observada é compativel com a evolugdo da epidemia em Salvador (Dourado
et al, 1997) e também compativel com o indice de relagdo homem/muiher
infectados pelo HIV-1, observado no territdrio nacional (Galvao-Castro et

al,,1996).

De acordo com a Tabela 1, Grafico 2, observa-se que a média e a
mediana de idade dos individuos foi semelhante nos diferentes grupos
estudados. No entanto, o grupo de individuos ndo infectados apresentou

uma média ligeiramente menor (29,88).

Como os niveis da contagem de linfocitos T CD4* foram utilizados
como critérios para formagdo dos grupos, suas distribuigbes foram
diferenciadas de acordo com cada grupo (Tabela 1, Grafico 3), fato esse

esperado.

Em relagdo aos niveis de carga viral plasmatica (Tabela 1) verificou-

se que o grupo III apresentou os maiores niveis com um valor mediano,
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aproximadamente, 5 vezes maior do que o valor mediano do grupo 2 e 16,7

vezes maior que o valor mediano do grupo 1.

Tanto os niveis de CD4, quanto a carga viral (Tabela 1)
apresentaram -diferencas -estatisticamente significantes entre os grupos de

individuos HIV+.

Observa-se que houve uma diferenga estatisticamente significante
(p=0,0001) dos niveis de osteocalcina entre os grupos (Tabela 2, Grafico 4),
sendo que, essa diferenga se deveu ao grupo controle que apresentou niveis

significantemente maiores entre os grupos.

Entre os individuos HIV+ verificou-se uma correlagdo inversa (r = -
0,228) ndo estatisticamente significante (p=0,06) entre os niveis de

osteocalcina e carga viral.

O numero de CD4 e osteocalcina apresentaram uma tendéncia de

correlagdo positiva (r = 0,067) ndo estatisticamente significante (p=0,587)

Verificou-se que a prevaléncia da redugdo dos niveis plasmaticos da
osteocalcina nos individuos HIV+ foi maior do que nos HIV-, com uma razdo
de prevaléncia (RP) de 2,72 [1,36-5,42]. Entre os grupos de individuos
HIV+ a prevaléncia variou de 30,4% a 56,5%, sendo esta no grupo II
(Tabela 3 ). O grupo I foi aquele que apresentou a menor RP e o grupo II a

maior (Tabela 3).
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Tabela 1. Dados demograficos, osteocalcina, CD4 e carga viral nos
grupos estudados.
HIV-negativo HIV-positivo
CD4 >500 CD4 200-499 CD4 <199
N=50 N=23 N=23 N=23
Idade
Minima 21 23 24 21
Mediana 30 35 33 34
Maxima 39 40 40 39
Média / dp 29,88 / 5,52 33 37 [.5,27 33/4,17 32,04 / 4,43
*Valor de p 0,0231 0,0230 0,7795 0,2620
Género
Masculino 42 60,87 60,87 86,96
Feminino 58 39,13 39,13 13,64
Osteocalcina
Minima 0,9 1,0 2,0 0,2
Mediana 3,9 3,4 2,9 3,5
Maxima 5,6 4,0 4,0 4,4
Média / dp 3,88 /0,97 3,02/1,03 2,92 /0,65 2,50:/.1,63
*Valor de p 0,0198 0,0010 0,6290 0,0004
CD4
Minima 505 200 |
Mediana 717 318 65
Maxima 1032 466 194
Média / dp 752,43 / 150,15 331,26 /95,78 81,22/ 68,75
*Valor de p 0,2863 0,0224 0,0176
Carga viral
Minima 399 1000 15000
Mediana 9600 31000 160000
Maxima 74000 1400000 2900000
Média / dp 17938,17 / 163921,74/ 377217,39 /
21281,09 316069,57 663248,75
*Valor de p 0,0001 0,0001 0,0001

* Shapiro -Wilk
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Tabela 2. Comparagdo das distribuicdes das variaveis de estudo entre

grupos.
VARIAVEL VALOR DE P
OSTEOCALCINA 0,0001*
GRUPO I X II 0,2905**
GRUPO I X III 0,7000%*
GRUPO II X III 0,8776**
GRUPO I X CONTROLE 0,0011**
GRUPO II X CONTROLE 0,0001**
GRUPO III X CONTROLE 0,0009%*
CD4 0,0001*
GRUPO I X II 0,0001**
GRUPO I X III 0,0001**
GRUPO II X III 0,0001**
CARGA VIRAL 0,0001*
GRUPO I X II 0,0023**
GRUPO I X III 0,0001**
GRUPO II X III 0,0089%*

* Kruskal -Wallis

** Mann -Whitney
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Tabela 3. Prevaléncia, Razao de Prevaléncia e respectivos Intervalos
de Confianca (95%) da reducdo dos niveis de osteocalcina
entre os grupos de estudo.

HIV+ 43,5 [31,6-56,0] 2,72 [1,36 — 5,42]

GRUPO I 30,4 [13,2-52,9] 1,90 [0,78 —4,61]
GRUPO II 56,5 [34,5-76,8] 3,53 [1,70 - 7,33]
GRUPO III 43,5 [23,2-65,5] 2.72 [1,24 - 5,97]
HIV- 16,0 [7,17-29,1] 1
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Grafico 1. Distribuicao dos grupos estudados por género.
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grupos de estudo.
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DISCUSSAO

Ate o momento, poucas evidéncias sugeriam que o préprio HIV
pudesse alterar os marcadores do metabolismo ésseo e mineral (Serrano et
al., 1995; Hernandez et al, 1993; Aukrust et al, 1999). A maior parte dos
estudos apontava para o uso dos medicamentos antiretrovirais, como sendo
0s responsaveis por tais alteragbes (Tebas et al, 2000; Carr et al, 2001;

Knobel et al, 2001; Blakson et al., 2002).

No presente trabalho, demonstramos pela primeira vez no Brasil
que pacientes HIV positivos sem uso de medicamentos antiretrovirais
‘apresentam acentuada redugdo nos niveis do marcador de formagdo dssea a
osteocalcina. Observamos no grupo de pacientes infectados que 30
individuos (43,5%) apresentaram niveis plasmaticos de osteocalcina abaixo
do valor normal; enquanto, somente 8 individuos dos 50 (16%) HIV

negativos apresentaram niveis diminuidos. Esses achados confirmam raros



resultados anteriores (Hernandez et al, 1993; Serrano et al,1995). Pelo
nosso conhecimento, nossos resultados representam a primeira
demonstragdo de alteragdo do metabolismo dsseo em individuos infectados

pelo HIV na América Latina.

Os niveis diminuidos de marcadores de formacgdo 6ssea, tais como
osteocalcina e o propeptideo do colageno tipo-1 (Mcnurlan ef afl, 1998),
sugerem a ocorréncia de uma alteragdo no metabolismo dsseo e mineral
destes individuos com conseqiiente redugdo da densidade mineral gssea
(Kuhne 2001, Aukrust 1999). De fato, estudos tém demonstrado que
osteopenia e osteoporose ocorrem em individuos infectados pelo HIV (Quero
et al, 1993; Serrano et al, 1995; Paton et al, 1997; Mcnurlan et a/,, 1998),
0 que corrobora com esta hipdtese. No entanto, estudos prospectivos

necessitam ser desenvolvidos a fim de confirmar esta associacao.

Observamos, no presente trabalho, uma correlagao positiva entre
nimero de linfocitos T CD4" e osteocalcina (r=0,06); porém, sem
significancia estatistica (p=0,58). Este achado ndo confirma relato anterior
(Serrano et al, 1995). Provavelmente pelo tamanho da amostra que foi uma
limitagao no presente estudo. Estes autores descreveram uma relagdo positiva
e estatisticamente significante entre a diminui¢do dos niveis plasmaticos de

osteocalcina, nimero de Linfécitos T CD4™ e gravidade da doenca.

No entanto, verificamos uma correlagao inversa (r=-0,22) com um

valor de p < 0,06, entre carga viral e osteocalcina plasmatica na auséncia
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de terapia antiretroviral, confirmando resultado anterior (Aukrust et al,

1999).

Algumas hipdteses podem ser aventadas para explicar a diminuicdo
- deste -marcador de formacao dssea, osteocalcina, no curso da infeccdo

causada pelo HIV:

Esta diminuigdo poderia resultar de um efeito direto do virus nas
células responsaveis pela homeostasia dssea: osteoblasto e osteoclasto. A
nossa observagdo de correlagdo inversa entre carga viral e osteocalcina
poderla corroborar com esta hipotese. No entanto, é controversa a
capacidade do HIV infectar osteoblastos maduros. Um estudo verificou que
somente de 1 a 5 % de células de linhagens provenientes de osteosarcoma
se infectam quando expostas ao HIV-1 (Mellert et a/, 1990). Porém, trabalho
subseqliente demonstrou que linhagens de células osteoblasticas ndo sdo

susceptiveis em nenhum nivel a infecgdo pelo HIV-1 (Toneguzzi et a/., 1995).

O HIV poderia também interferir na producdo de osteocalcina
infectando osteoclastos e, conseqlientemente, inibir a produc¢do de fatores de
atragdo quimiotatica dos osteoblastos (Mundy et al, 1983; Hughes et al,
1996). No entanto, tem sido demonstrado que osteoclastos ndo sdo

susceptiveis a infecgao pelo HIV (Hofbauer et af.,, 2000).

A ativagdo cronica de linfécitos T, mediada diretamente pelo HIV ou
por infecgdes oportunisticas associadas, leva ao aumento da producdo de

citocinas proinflamatorias. Ja foi demonstrado que citocinas como IL-1, IL-6,
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IL-11, TNF-o e osteoprotegerina estimulam a atividade do osteoclasto
aumentando a reabsorgdo dssea com consequiente inibicdo da formacdo dssea
(Aukrust et al, 1999; Kong et al, 2000). Sabe-se que a ativagcao de citocinas
proinflamatorias (IL-1,TNF-o) apresentam importante papel na patogénese da
AIDS (Fauci, 1996). A redugdo dos marcadores bioquimicos osteocalcina e o
propeptideo do colageno tipo 1 apresentam correlagdo com o grau de
imunodeficiéncia que por sua vez esta relacionada com o aumento de atividade
de TNF-o (Aukrust et al, 1999). Nao tivemos condicdes de avaiiar nos
pacientes estudados os niveis destas interleucinas; pois, também, ndo era o
objetivo do presente estudo. Estudos que contemplem as varidveis mais
significativas ligadas ao metabolismo dsseo e mineral de pacientes portadores

de retroviroses estdo sendo planejados para serem realizados oportunamente.

Fatores que poderiam afetar o metabolismo dsseo como: doenca
Ossea previa; aiteracdo no metabolismo renal, ou hepatico; diabetes mellitus;
patologias enddcrinas, ou gastrintestinais; medicamentos anticonvulsivantes,
ou corticosterdide ou presenca de alteragbes moderadas, ou severas no
estado nutricional ndo foram avaliados no presente estudo; pois, os dados
foram retirados de um banco cujas informactes sd contemplavam dados
referentes ao uso de medicamentos antiretrovirais. Porém o Estudo
Populacional de Tromso (Midtby et a/, 2001) avaliou quais eram os fatores
bioldgicos que poderiam influenciar nos niveis dos marcadores bioquimicos

do metabolismo dsseo. Esse estudo avaliou fatores como consumo de alcool

e cigarro; diferentes niveis de atividade fisica; tempo da ultima refeicdo;
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historia de cancer; doencas na tiredide; doencas hepaticas e renais; historia
de fraturas; doencas ateroscleréticas; asma; diabetes e menopausa,
concluindo que de todos os fatores avaliados somente a menopausa teve
influéncia nos valores de osteocalcina na populagdo estudada. Este estudo
demonstrou, também, que na faixa etaria compreendida entre 20 e 29 anos
0s niveis de osteocalcina encontravam-se extremamente elevados. Estes
dados reforgam a nossa hipotese de que o proprio HIV seria o responsavel,
direto ou indiretamente, pelas alteracbes dos niveis plasmaticos da

osteocalcina na nossa amostra.

No presente estudo, a tendéncia de reducdo dos niveis de
osteocalcina foi cada vez maior com 0 aumento da carga viral. A significancia
clinica decorre do fato que temos uma populagdo jovem com alteragao grave
em seu marcador de formacgdo dssea, podendo desenvolver quadro como a
osteoporose em idade inferior a esperada na populagdo HIV negativa.
Baseado em nossos achados, a prevaléncia de alteragbes nos niveis de
osteocalcina de um individuo HIV positivo foi de 2,72 vezes maior, quando

comparado com individuos HIV negativos.

Considerando o numero de individuos infectados pelo HIV, no Brasil,
e que grande parte deles esta sob terapia antiretroviral, a utilizacdo do
marcador osteocalcina poderia determinar quais individuos estariam em risco
de desenvolver alteragdes no seu metabolismo dsseo e mineral e, portanto
poderiam se beneficiar de medidas preventivas para a manuten¢do de sua

saude Ossea.
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CONCLUSOES

Individuos portadores do HIV apresentam reducdo
estatisticamente significante nos niveis do marcador de
formagdo Ossea osteocalcina, quando comparados com

individuos HIV negativos.

A prevaléncia de redugdo dos niveis plasmaticos de

osteocalcina é 2,72 vezes maior no grupo HIV positivo.

Ndo foi observada relagdo estatisticamente significante
(considerando um p < 0,05) entre a reducdo dos niveis
plasmaticos de osteocalcina e os marcadores de progressao

da doenca (linfécitos T CD4" e Carga Viral).
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Anexo 1 - Artigo Endaminhado para Publicagao
na Revista AIDS

OSTEOCALCIN CONCENTRATION IN HIV-INFECTED
PATIENTS PRE-ANTIRETROVIRAL THERAPY.

It was estimated that in 2000 there were 597,443 individuals of
both sexes between the ages of 15-49 years with HIV infection in Brazil,
corresponding to a prevalence of 0,65% [UNAIDS 2002]. UNAIDS estimates
for the end of 2001 place the figure at 610,000 individuals living with

HIV/AIDS, a prevalence of 0,65%.

HIV-infected patients have been shown to have alteration in bone
mineral metabolism that appears to be related to the infection. Osteopenia
has been associated with protease inhibitor (PI) therapy [2,3]. However,
direct interaction of HIV with cells of the bone, and bone bone marrow
microenviroment, chronic t cell activation [6], and abnormal cytokine
production affecting osteoblast, and osteoclast function had been described

in HIV-infected patients before the use of antiretroviral therapy [2-5].

The aim of this study is to investigate the influence of HIV infection
on the serum osteocalcin levels. A cross-sectional study was performed on 69
HIV-infected patients [48 men, 21 women, mean age (SD) 33 years (+-4)]
pre-antiretroviral therapy. Fifty healthy seronegative adults matched by age,
and sex served as controls.To analyze the possible relation between the
serum osteocalcin levels and disease severity, the HIV-infected group was

classified according to CD4 cell count into three groups of 23 patients:



Groupl CD4 cell count >500, Group 2 CD4 cell count in between 499-200,

Group 3 CD4 cell count less than 199.

Osteocalcin levels were measured by an immunometric assay (DPC
Corp., Los Angeles, CA) detecting intact osteocalcin (1-49) with a reference

range of 3.1 - 13.7 ng/ml.

When comparing more than two groups, the Kruskal-Wallis test was
used. If a significant difference was found, the Mann-Whitney U test (two
tailed) was used to determine the differences between each pair of groups.
Coefficients of correlation were calculated by the Spearman rank test. Data
are given as medians and 25-75" percentiles, if not otherwise quoted. P

values are two-sided and considered significant when <0,05.

The characteristics of the 119 subjects included in the study, and

the resuits are summarized in Table 1,

Serum osteocalcin levels reduction was present in 43,5 % of HIV
infected patients and in 16% of health controls [P=0,0001;0dds ratio (OR)

4,04; 95% CI 1,68-9,69].

No statistical significance difference on osteocalcin levels were
‘found in HIV-infected patients, irrespective of the CD4 cell count and viral
loud; however, serum osteocalcin concentration had a positive correlation
with CD4 cell count [r=0,067 ; P=0,587], and a negative correlation with

viral load [r=-0,228; P=0,06].
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Tabela I. Characteristics of the 119 patients included in the study
HIV-negative HIV-positive
CD4 >500 CD4 200-499 CD4 <199
N=50 N=23 N=23 N=23
30 +-5 33+-5 33+-4 32+-4
711 Age
(years)*
Median Osteocalcin 3,9 3,0 2,9 2,5
Median CD4 N/T** 717 318 148
Median Viral load N/AX** 9600 31.000 160.000
% of subjects with 16 30,4 56,5 43,5
reduced Osteocalcin
levels

*Values are mean +- SD
**not tested
***not applicable

The HIV-infected patients in our series showed marked decrease in

serum osteocalcin concentration compared with non-HIV patients.

Several studies have assessed biochemical markers of bone
formation and resorption in HIV-infected patients, and their changes after
therapeutic interventions with similar conclusions [7-9].The hypothesis that
osteoblasts could act on as local HIV-1 reservoirs , the systemic activation of
T cells in vivo leads an osteoprotegerin ligand-mediated increase in
osteoclastogenesis, and the hypothesis that osteopenia may result from
mitochondrial toxicity may explain the interaction of HIV infection and
alteration in bone mineral metabolism [2-9].The lack of statistical significance
differences in the osteocalcin levels and CD4 cell count, and viral loud has

the limitation of the relatively small population included in the study.



Decreased bone mineral density has previously been reported in
HIV-infected patients [8], and although the clinical consequences of our
findings with disturbed osteocalcin levels remain unclear, it is conceivable
that if these abnormalities persist over time, they may well lead to clinically
significant bone loss. Until more is known about the etiology of the alteration
in bone mineral metabolism of HIV-positive persons, certain changes in

lifestyle behaviors may contribute to optimal skeletal health.
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Anexo 2

Comité de Etica em Pesquisa
CEPARH

Parecer No. 16/2002

Salvador, 30 de outubro de 2002.

O Comité de Etica em Pesquisa do CEPARH — Centro de Pesquisa e
Assisténcia em Reprodugdo Humana, em reunido realizada em 30 de outubro
de 2002, avalion o projeto para monografia do Dr. Antonio Carlos Silva
Santos Janior, “Avaliacio do Marcador de Formagio Ossea Osteocalcina
de Individuos Portadores de Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipol e
sua Correlacio com Marcadores de Gravidade da Doen¢a”

Por tratar-se de uma pesquisa na qual ndo ha envolvimento de pacientes € 08
soros utilizados ndo possuem registro, nome ou endereco, o projeto foi
aprovado sem restrigdes.

L

Presidente d6 Comité de Etica em Pesquisa

CEPARH

CEPARH - Rua Caetano Moura, 35 - Federagiio. CEP 40210-341. Tel.: (0**71) 339-2300, (0**71) 339-2400 (marcagdo de consultas)
Fax: (0**71) 339-2302. Salvador - Bahia. www.ceparh-ba.com.br e-mail: humrepbahia@e-net.ogm.br
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Anexo 3 — Dados da Performance do Teste de
Osteocalcina

Caracteristicas do ensalo

Ver tabelas e grificos para dados
representativos da performance do
doseamento. Os resultados séio
apresemados em ng/mL. (Salvo referéncia
erm contrario todos os dados foram
obtidos de amostras de plasma
heparinizado.)

Calibragho: Até 100 ng/mL.
Sonsibllidade Analftica: 0,1 ng/mL

Efeito Hook de Alta Dose:
Neanhum até 25 000 ng/mL.

Preclsfio: As amostras foram doseadas
em duplicado durante 20 dias, 2 ensaios
por dia, perfazendo um total de 40
ensaios e 80 réplicas. (Ver a labela de
*Precisto”.)

Linearidade: As amostras foram
doseadas sob varios nivels do dituicho.
{Ver a tabela de “Linvaridade” para dados
reprosentativos.)

Recuperaglio: As amostras foram
adicionadas na rela¢fo de 1 para 19 com
trés solucbes (60, 260 and 1500 ngyml)
antes do doseamento. (Ver tabela de
"Recuperagio” para dados
reprosentativos.)

Especificidade: O doseamento &
especifico para o osteocaicina (Ver tabsia
de “Especificidade”.)

BHirrubina: N&o apresenta efeito
significativo.

Hemolise: Nio apresenta efelto
significativo.

Outros tipos de amostra: Sem efeito
'slon!ﬁcauvo (n = 28.) Por regresséo
Inoar:

(Sore) - 0,88 {(Heparina) « 0.35 ng/mi.
(EDTA) = 0,04 (Hoparina) + 0,84 ng/ml.

Médias:

19,45 ng/mL (Heparin)

19,38 ng/mL (Serum) = 0,892
19,31 ng/mil. (EDTA) r = 0,890
Compsragiio de métodos: O ensailoffoi -

comparado a ocutro ensalo comeccial,
Imunoradiomeétrico, (Kit A), em 74
amostras de soro e plasma. (doentes o
adicionadas.) (Zona de trabatho:
aproxdmadamente 1.5 a 56 ng/mlL. Vor
gréfico.) Regressao linear:

{IML) = 1,2 {Kit A) ~ 0,38 ng/mL re= 0,980

WAMULITE Osteccakin
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Tables and Graphs
Precision {(ng/mL)
Wihio-Run' Total*
Mean® SO' CVF  SD cV
1 084 0025 30% 0042 50%
2 152 D043 28% 0072 47%
3 281 0078 28% 0098 35%
4 692 0434 28% 0270 38%
§ 141 0388 28% 0540 38%
6 304 138 35% 185 4%
7 878 394 45% 620 7T9%
Linearity (ng/mL)
Dition'  Observed’ Expecled®  %O/E*
1 18int6" 85 — —
Bin 16 33 33 100%
4in18 18 16 100%
2in 18 8s 8.1 105%
116 45 4. 110%
2 16in16 43 — —
816 23 25 2%
4016 13 12 103%
2,16 82 6% 103%
1in18 32 al 105%
3 18in1s 31 - —
8in16 16 16 100%
4in 18 7.8 78 er%
2ints 4.0 39 103%
1in 18 2.0 1.9 105%
4 1BM16 21 - —_
Bin16 1° u ,91%
440 16 sS4 53 102%
216 26 26 100%
118 13 1.3 100%
5 ‘1816 13 - -
816 84 65 - 98%.
4in1g 32 32 . 100%
2in16 1.5 16 9%
1018 08 08 100%

Recovery (ng/mL)
Solution’ Observod Expected”  XO/E'
1 — 4.7 - —
A 82 75 109%
B 18. 17.5 103%
C 85.8 795 121%
- J— 53 - —
A 83 8o 104%
B 178 180 o9%
[ 948 80.0 119%
3 - 7.9 — —
A 04 97 7%
B 19.9 19.7 101%
c 80.4 81.7 88%
4 — 10.8 — -
A 12.3 124 9%
5} 24,2 234 103%
5 96.1 85.4 113%
Speciticity
%
Compound' w m‘;g“iviy’
Ostocaicn 1000 ngAml. ND
fragment 1-43
HSA 3000 ngAml. ND
Transtorsin 4.0 mg/mL ND
Ferritin 100 pg/mL ND
hiyG 100 ppiml. NO
AFP 400 RymL ND
ND: not detectable.*
Method Comparison
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