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Resumo

A evolugao da infec¢ao VIH ¢ caractetizada por uma gran-
de vatiabilidade individual. Na verdade, como em outros
processos da mesma natureza, depende largamente das
complexas inter-relac¢des que num dado momento se esta-
belecem entre o hospedeiro e o agente agressor. Contudo,
nesta infeccao, essa correlaco assume um papel determi-
nante. Desde o inicio da pandemia que o pulmao se assumiu
como alvo preferencial de complicacoes, quer de origem
infecciosa quer de outras etiologias. A esta inevitabilidade
biolégica dirfamos nao serem de facto estranhas as carac-
terfsticas anatomo-funcionais do 6rgao, enquanto interfa-
ce privilegiada entre o meio interno e o ambiente extetiot,
aliadas a particularidades de ordem imunoldgica que o tor-
nam, sob muitos aspectos, um 6rgao Gnico.

Cedo se constatou que esta infecgdo se acompanhava de
uma disfun¢io imunoldgica progressiva que culminava
na completa exaustao deste sistema nas fases terminais
da doenga. Desde o reconhecimento da SIDA até a pre-
sente data foram sendo adquiridos enormes conhecimen-
tos nao s6 em telacdo ao virus, como aos seus mecanis-

Abstract

The course of HIV infection is accompanied by a
wide individual variability. The complex and large in-
terplay between host and viral factors is crucial in
the disease’s evolution. The lung has been recognised
from the beginning of the disease as one of the main
targets of infectious and non-infectious complica-
tions of AIDS. In this setting both anatomic and
immunologic particularities of this organ play an im-
portant role.

The hallmark of HIV is progressive immune dys-
function. Despite the intensive research into the pa-
thogenesis, several questions remain to be answered
on the dynamic effects of HIV on pulmonary cells.
Previous studies in which we have participated sho-
wed the early presence of lymphocytic alveolitis from
the asymptomatic phase of infection. Since then,
many collected data has brought new insights into
the immune and biochemical mechanisms involving
HIV cell entry, as well as target cells, cytokines and
other cellular mediators.
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mos patogénicos, no entanto subsistem ainda numero-
sas questoes para as quais o estado da arte ainda nao
dispe de respostas. Nessas incluitiamos os efeitos do
VIH na dindmica celular do pulmao. Varios estudos efec-
tuados, nos quais tivemos oportunidade de participar,
demonstraram a apresenca de uma alveolite linfocitaria
durante a fase assintomatica da infeccio. Desde essa al-
tura tém-se vindo a adquirir novos conhecimentos relati-
vos 20s mecanismos imunoldgicos e bioquimicos subja-
centes 2 entrada do VIH nas células, as células-alvo, ao
microambiente citocinico, assim como de outros media-
dores celulares envolvidos. Neste contexto, a descoberta
de que receptores especificos de quimiocinas actuavam
como co-receptores para o VIH abriu definitivamente
um novo capitulo na investigacao dirigida aos mecanis-
mos responsaveis pelo tropismo viral e infeccao
celular. Neste ambito, vatios autores tém salientado a
importancia, para além da molécula CD4, dos recepto-
res quimiocinicos CCR5 e CXCR4 na ligacao e, postetior-
mente, na entrada do virus nas células, reconhecendo-se
em relagdo ao primeiro uma importancia fundamental
na transmissao da infecgdo, enquanto que o CXCR4 pa-
rece ser utilizado por estirpes virais que emergem tardia-
mente no decurso da doenga, quer isoladamente, quer
em associacao com o CCR5.

Objectivo: O nosso estudo dirigiu-se fundamentalmen-
te a avaliacao da dinamica celular do pulmao profundo
em doentes com SIDA, abarcando a determinagao das
cargas virais no liquido de lavagem broncoalveolar
(LLBA), a celularidade envolvida nos mecanismos de
defesa desse territorio e tropismo viral, através dos re-
ceptores quimiocinicos CCR5 e CXCR4.

Material: Estudimos 14 doentes portadores de SIDA,
com uma média de idades de 39 * 14,3 anos (9 homens e
5 mulheres) todos infectados pelo VIH1, heterossexuais,
dos quais 6 eram fumadores e 8 ndo fumadores, e sem
antecedentes de toxicodependéncia. Estes doentes foram
referenciados pelo Deparamento de Doencas Infecciosas
dos Hospitais da Universidade de Coimbra para a realiza-
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In this context, the discovery that specific chemoki-
ne receptors could act as co-receptors for HIV, allo-
wed a better understanding of the mechanisms un-
derlying viral cellular entry and tropism. On this
issue several authors have reported that in addition
to the CD4 molecule, most strains of HIV use the
chemokine receptor CCR5 for viral attachment and
entry into the host cells. This receptor seems to be
very important in disease transmission, whereas
CXCR4 receptor tends to be used by the viral strains
that emerge later in the disease in addition to or instead
of the CCR5.

Aims: To evaluate the pulmonary cellular dynamics
in AIDS patients regarding the viral load in broncho-
alveolar lavage fluid (LLBA), as well as cellularity and
tropism through CCR5 and CXCR4 receptors.
Material: 14 AIDS patients were enrolled in this stu-
dy, with a mean age of 39 + 14.3 years (9 males and
5 females) all HIV1, heterosexuals, 6 smokers and 8
non-smokers, none of them drug addicts. These pa-
tients were referred to bronchoscopy with BAL, for
clinical suspicion of opportunistic lung infections.
These patients were later divided into two groups:
Group I (recent diagnosis) and Group II (non-recent
diagnosis). While all patients had AIDS, group I had
also recent diagnosis of oportunistic infections and
had not received yet anti-retroviral therapy whilst
group II had a long-term disease evolution with
several opportunistic episodes and anti-retroviral
therapeutic.

Methods: BAL was performed both in the middle
bronchus in diffuse or in other segmentar bronchus,
depending on radiographic abnormalities. Plasma viral
load was performed through PCR-RT in blood sam-
ples with EDTA, centrifuged and frozen (-80° Cel-
sius) in the first 4 hours after being collected. The
viral load in BALf was quantified in 9 patients using
the automatized Cobas Ampliprep/Cobas Amplicor
HIV1 Monitor TM Test, version 1.5 Roche Diag-
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¢ao de broncofibroscopia e lavagem broncoalveolar (LBA),
por suspeita clinica de infeccao pulmonar oportunista.
Posteriormente, este conjunto de doentes seria dividido e
analisado em dois grupos: Grupo I, designado por diag-
nostico recente e Grupo 11, englobando os de diagndstico
nao recente. De facto, embora todos estes doentes fossem
portadores de SIDA, a Amostra Clinica era constituida
por individuos com infecgdes oportunistas de diagndstico
recente, nos quais ainda nao tinha sido instituida terapéu-
tica anti-retroviral, primeiro grupo, enquanto o segundo
grupo inclufa doentes com doenga mais prolongada, com
varios episodios infecciosos oportunistas e tratamento anti-
retroviral, para além de outros esquemas terapéuticos.
Métodos: Todos os doentes apos, consentimento in-
formado, foram submetidos a exame broncoendosco-
pico e LBA, ap6s anestesia local da orofaringe e cordas
vocais com lidocaina a 2%, sob monitotizacio cardio-
-respiratoria. O LBA foi efectuado com base nas altera-
¢Oes evidenciadas pela telerradiografia do térax: lobo
médio nas lesoes difusas, ou outro bronquio segmentar
correspondente a alteragoes radioldgicas localizadas
A determinagio das cargas virais no liquido de lavagem
broncoalveolar (LLBA), em 9 doentes, foi efectuada pela
quantificagao do ARN-VIHI, através de PCR-RT, nas
primeiras 4horas apés a colheita (sendo cada amostra
centrifugada), procedendo-se posteriomente nas aliquo-
tas do sobrenadante a congelacdo a menos 80° C, até a
extraccao e amplificacio dos acidos nucleicos. Realizou-
-se igualmente, na totalidade da amostra, a determina-
¢do das viremias plasmaticas (14 doentes), a partir de
amostras de sangue colhido em EDTA, com processa-
mento ulterior (separacio do plasma e congelamento a
menos 80°C). A extragdao e amplificacio dos acidos
nucleicos foi efectuada por um método automatizado
Cobas Ampliprep/ Cobas Amplicor HIV1 Monitor TM Test,
version 1.5 Roche Diagnostic Systems. Este método permite
a obtencao duma sequéncia de 155 nucleétidos situada
numa regido altamente conservada do gene gag. Os re-
sultados foram observados numa escala numérica com
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nostic Systems.The results were expressed in a nu-
meric scale, with a dynamic variation of 50-750.000
copies of RNA HIV1/cm®and later converted into
a logarithmic scale.

In 10 patients an immunological study was carri-
ed out in BALf and blood to quantify the lym-
phocyte populations and subsets (CD3, CD4, CDS,
CD19, CD56 and CD56CD8) as well as the recep-
tors CD3CCR5, CD4CCR5, CD8CCR5, CCR5Mao,
CXCR4, CD3CXCR4, CXCR4CD14 and co-stimu-
latory molecule CD28, CD3CD28, CD4CD28,
CD8CD28 through monoclonal antibodies —
CDSFITC, CD19FITC, CD3PE, CD56PE,
CD4PECY5-Lymphogram Cytognos; CCR5PE,
CXCRFITC-R & D Systems; CD8Cy5 and
CD3Cy5-DaKo, CD4PE, CD14PE, CD28FITC-
Immunotech; CD4FITC-CLB, CD8Percp- Beck-
ton Dickinson and CD3 APC - Beckton
Dickinson, by flow cytometry (Facs Calibur-Be-
ckton-Dickinson) with 3 or 4 fluorescences — FL1-
-FITC, FL2-PE, FL3-PECY, FL4-APC. In the sta-
tistical analysis, we used the Student #test, and li-
near correlation.

Results: Presence of HIV1 in BALf (2.95log £ 3.08
log), in small levels compared with plasma viral loads
(5.891log £5.90 log) (Table IV).There was great varia-
bility of viral loads in BALf as there was in blood
independent of the time elapsed between diagnosis
and the exam.

As for the lymphocytic populations and subsets
in blood (Table V) determined in 13 patients, there
was a significant fall of total lymphocytes as well
as of their subsets, although more marked in CD4
cells; 42.9% had CD4 levels < 50 cels/mm’ and only
2 patients (n° 12, 13) had CD4> 250 cels/mm’. The
CD19 was reduced with an individual distribution
similar to the CD4 subset. In most cases, the fall
of CD8 accompanied the decrease of CD4 and CD19
(patients-n® 7 and 8). The lymphocyte populations
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uma variacao dinamica situada entre as 50 e 750 000
copias de ARN VIH1/cm?, procedendo-se postetiot-
mente a sua conversao logaritmica.

No LLBA (10 doentes) e no sangue (13 doentes) foi efec-
tuado um estudo imunoldgico, dirigido a quantificagao das
populacdes e subpopulagdes linfocitarias: CD3, CD4, CDS,
CD19, CD56 e CD56CDS8, assim como dos receptores:
CD3CCRS5, CD4CCR5, CD8CCR5, CCR5Mo, CXCR4,
CD3CXCR4, CXCR4CD14 e da molécula de co-esti-
mulagiao CD28, CD3CD28, CD4CD28, CD8CD28 atra-
vés de anticorpos monoclonais — CDSFITC, CD19FITC,
CD3PE, CD56PE, CD4PECY5-Lymphogram Cy-
tognos; CCR5PE, CXCRFITC-R & D Systems; CD8Cy5
e CD3Cy5 - DaKo, CD4PE, CD14PE, CD28FITC —
Immunotech; CD4FITC-CLB, CD8Percp — Beckton
Dickinson e CD3 APC — Beckton Dickinson, por cito-
metria de fluxo (Faes Calibur-Beckton-Dickinson) a 3 ou 4
fluorescéncias — FLL1-FITC, FL2-PE, FL3-PECY, FL4-
-APC. Na andlise estatistica dos resultados foram utiliza-
dos os testes #-Student e de correlacio lineat.
Resultados: Salientamos os seguintes: presenca do virus
no LIBA (2,95 log £ 3,08 log), embora em quantidades
inferiores as detectadas no sangue (5,89 log & 5,90) e grande
varibilidade das cargas virais, tanto no sangue como no
LLBA, independente do periodo de tempo entre o diag-
nostico e a realizacao do exame; as populagdes e subpo-
pulacdes linfocitarias no sangue (Quadro V), em 13 doentes,
mostraram uma queda acentuada, tanto dos linfécitos totais
como das suas populacdes e subpopulacoes, que atingia
maior expressao nas células T-CD4. Apenas em 2 casos
(doentes n.” 12 e 13) esta subpopulagio era supetior a 250
células/mm?® e em 42,9% era inferior a 50 células/mm?.
A populagio CD19 encontrava-se igualmente em niveis
inferiores a0 normal com uma distribuicio individual se-
melhante a da subpopulacio CD4. Na maior parte dos
casos, a diminuigao dos CD8 acompanhava a reducao dos
CD4 e CD19 (doentes n.* 7 e 8); na LLBA (Quadro VI),
o estudo das populagoes e subpopulagoes linfocitarias
(10 doentes) revelou uma distribuicao percentual seme-
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and subsets in BALf (10 patients) (Table VI) sho-
wed a percentual distribution similar to that ob-
served in blood (Table VII) for CD3, CD19, CD4
and CD8 lymphocytes, although the percentage of
T cells was higher than in blood (94.5 £ 5 /84.1
1+10.4) as opposed to B cells (2.2 £3 /10.4 £ 9.6).
In BALf CD8 T cells were higher than in blood
(77.7 £ 17.6 /67.6 £ 4.2), which was not obset-
ved for the CD4 lymphocytes (8.1 £ 9.5 BALf
#5.10.4 £ 9.6 in blood). The natural killer activity
expressed by CD56 T cells had important indivi-
dual variations in both biological fluids: higher le-
vels in blood than in BALf (9.1 £8 /2.9 £1.9).
The cytotoxic activity of CD56CD8 was similar
in blood and in BALf (2.2 £ 2 / 1.7£ 1.2) while
the individual distribution seemed more homoge-
neous in BALf (Table VI) than in blood (Table
VII). The double-negative (DN) cells had slightly
higher values in BALf (7.6 £ 4.5 »s 5.6 £ 5.3).
Curiously, in BALf we observed a higher percen-
tage of less differenciated cells (13 * 13.6) (Table
VI). The analysis of the receptors CCR5 and
CXCR4 showed in general terms different beha-
viour concerning the two biological means (Ta-
bles VI and VII). Thus, the CCR5 CD3 was hi-
gher in blood (10.9% 13.2) than in BALf (8.4 £
* 3.5) while the CCR5 CD4 and CCR5 CD8 had an
increased expression in BALf in relation to blood
(2+23and49+37 /09 £0.7and 4.1 + 4.0
respectively). Concerning the expression of this
receptor on monocyte macrophage lineage a ma-
rked higher value was attained in BALft (77.8 £
+ 41 in BALf vs. 18.7 £ 15 in blood). On the
contrary the total expression of CXCR4 was hi-
gher in BALf (31 £ 19.9) than in blood (16.4 £
* 8.1). This tendency extended equally to the T
lymphocytes (26.6 £ 19.8 vs. 10.7 £7.6) and also
to the monocyte-macrophage lineage in an exu-
berant manner (84.5 £ 30.2 / 4.8 £ 4.6). The co-
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lhante a que foi observada no sangue (Quadro VII) em
relacio as células CD3, CD19, CD4 e CD8, embora no
LLBA a percentagem de linfécitos-T fosse supetior neste
meio em telagdo ao sangue(94,5 + 5 /84,1 £10,4), a0 con-
tratio do que se observou nos linfocitos-B (2,2 +3 /10,4
1 9,6). Também no LLBA se verificou uma percentagem
mais elevada de linfocitos-T CD8 do que no sangue (77,7
17,6 /67,6 £ 4,2), 0 que nio se observou em relagio as
células T-CD4 (8,1 £ 9,5 LLBA 2:.10,4 £ 9,6 no sangue);
aactividade natural killer (NK) expressa pelas células T' CID56
apresentava importantes variagoes individuais em ambos
os meios, mas com valores mais elevados no sangue do
que no LLBA (9,1 £8/2,9 +1,9); quanto 2 actividade cito-
toxica avaliada através das células CD56CDS,; era similar
no LLBA e no sangue (2,2 + 2/1,7% 1,2), parecendo, con-
tudo, que a distribuicao individual era mais homogénea no
primeiros destes meios (Quadros VI e VII); as céulas du-
plamente negativas (DN) apresentavam-se com valores
ligeiramente mais elevados no LLBA (7,6 + 4,5 »5 5,6 £
+ 5,3). Curiosamente, neste meio observa-se uma percen-
tagem elevada das células menos diferenciadas (13 £ 13,0)
(Quadro VI). A andlise dos receptores celulares CCR5 e
CXCR4 mostrou, em termos globais e médios, diferentes
comportamentos entre si e em relagdo aos meios biologi-
cos (Quadros VI e VII). Assim, o CCR5 CD3 era mais
elevado no sangue (10,9 £ 13,2) do que no I.ILBA (84 +
1+ 3)5); no entanto, o CCR5 CD4 e a CCR5 CDS en-
contravam-se em maior percentagem no LIBA do que
nosangue (2+23e4,9+37/0910,7¢4,1 £ 4,0 respec-
tivamente). No que diz respeito aos valores deste receptor
na linha monocitica-macrofagica ele apresentava-se mui-
to mais elevados no LLBA (77,8 £ 41 no LLBA #5. 18,7 £
* 15 no sangue). Pelo contrario, o0 CXCR4 total era mais
elevado no LLBA 31 * 19,9) do que no sangue (16,4 £
* 8,1); esta tendéncia manisfestava-se igualmente em rela-
¢do aos linfécitos-T (26,6 + 19,8 »s. 10,7 £7,0) e a linha
monocitica-macrofagica, alias, de uma forma exuberante
(84,5 £ 30,2 / 48 £ 4,6). A actividade co-estimulatéria
CD28 mostrou-se superior no sangue (22,8 * 16,2) em
comparacio com o LLBA (15,9 + 10,1) para as células T
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stimulatory activity of CD28 showed higher valu-
es in blood (22.8 * 16.2) than in BALf (15.9 *
* 10.1) for total T cells, CD4 and CD8 lympho-
cytes 22.5 £16.7; 7.8 + 8.3; 13.3 + 8.3 / 16.5 *
+ 10.5; 2.9 + 2.8; 10.8 * 8.0 respectively).
Conclusions: 1. HIV infection is responsible for
important and extensive abnormalities in lung host
defences.

2. The complex interaction between host and aggres-
sor as well as the immune response particularly repre-
sented by natural killer and cytotoxic activities, apop-
tosis, and opportunistic diseases or others, therapeutics
and other factors may contibute to the difficulty in
obtaining homogenous medical samples within rese-
arch. There are also ethical issues that restrict a purely
scientific approach to these patients.

3. These results point to a pulmonary response to
HIV in a compartmentalised fashion according to
the dynamic cellular elements involved and recep-
tors in which the latter had distinct profiles related
to the biological fluids. In this context, the lung com-
partimental response is particularly dependent on al-
veolar macrophages activity which is from the be-
ginning the cornerstone of this process and is the
last cellular defense mechanism in this territory when
all others are profoundly affected.

4. The dynamics of chemokines receptors may be very
important in therapeutic approach as the blockage of
the CCR5 receptor does not seem to trigger an incre-
ased expression of CXCR4 strains. In fact, we found
that CXCR4 remained high in monocyte-macropha-
ge cells throughout infection and its expression was
increased in T-lymphocytes in Group 1l patients as
opposed to CCR5 behavior in BALf which signifi-
cantly decreases. However, in blood, CCR5 expression
increased, unlike CXCR4.

5. Due to high co-existing opportunistic infections
(71.4%) we cannot ignore the hypothesis that this in-
creased expression of CXCR4 was a result of the mo-
dulation induced by opportunistic agents.
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totais, CD4 e CD8 (22,5 16,7 ;7,8 £ 83 ;133 £ 83 /
/165 %10,5;29 £28;10,8 £ 8,0, respectivamente).
Conclusdes: 1. A infeccao VIH ¢é reponsavel por ex-
tensas e diversificadas alteracdes nos mecanismos de
defesa do pulmio profundo.

2. A complexa interac¢aoo entre o hospedeiro e o agen-
te agressor , bem como a resposta imunoldgica, parti-
cularmente a natural killer e citotoxica, apoptose e
doencas oportunistas, ou outras, podem dificultar a
obtengio de amostras médicas homogéneas. Para além
disso, considera¢oes de ordem ética restringem, natu-
ralmente, a abordagem destes doentes com finalida-
des exclusivamente cientificas.

3. Os resultados obtidos apontam tendencialmente para
uma resposta pulmonar compartimentada a agressao
VIH, com base na dinamica celular envolvida e no perfil
dos receptores encontrado nos liquidos biolégicos estu-
dados. Neste contexto, esta compartimentacdo parece
estar particularmente na dependéncia da actividade dos
macroéfagos alveolares que constituem, desde o inicio, o
eixo fundamental destes processos, representando o ulti-
mo mecanismo celular de defesa deste tertitério, quando
0s outros estao ja profundamente alterados.

4. O estudo da dinamica dos receptores quimiocini-
cos pode vir a ter importantes implica¢oes terapcu-
ticas. De facto, foi ja demonstrado que o bloqueio do
receptor CCR5 nao foi acompanhado por um aumento
da expressao do receptor CXCR4. Neste estudo tive-
mos oportunidade de verificar que o0 CXCR4 se man-
teve elevado nas células monociticas-macrofagicas du-
rante a doenga, aumentando a sua expressio Nos
linfécitos T nos doentes do Grupo 11, ao contrario
do comportamento do CCR5 no LLBA, que dimi-
nufa significativamente. No sangue, porém, a expres-
sao do CCR5 aumentava.

5. A elevada co-existéncia de infec¢des oportunistas
(71,4%) leva-nos a colocar a hipétese de que a modu-
lagao induzida pelos germes possa contribuir para a
elevada expressio do CXCR4.

6. Finally, this striking individual variability undoubtly
has clinical implications. This makes a case-by-case
management strategy the correct approach.

Rev Port Pneumol 2007; XIII (2): 175-212

Key-words: Bronchoalveolar lavage, AIDS, cellulari-
ty, CCR5 and CXCR4 receptors.
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6. Finalmente, esta tdio marcada variabilidade indivi-

dual tem indiscutivelmente implicagdes clinicas. Em

termos gerais, podemos dizer que, para uma mais cor-

recta abordagem terapéutica, cada doente deve ser pré-

via e individualmente analisado neste contexto.

Rev Port Pneumol 2007; XIIT (2): 175-212

Palavras-chave: Lavagem broncoalveolar, SIDA, ce-

lularidade, receptores CCR5 e CXCR4.

Introducéio

Ha mais de duas décadas que foi reconheci-
da a sindroma de imunodeficiéncia adquiri-
da (SIDA), uma das piores epidemias da his-
toria humana recente, encarada por alguns
como a praga do século XX, tendo em conta a
enorme mortalidade de que se tem feito
acompanhar, responsavel, ainda em 2003
(UNAIDS/WHO 2003)', por 3 milhdes de
mortos em todo o mundo e por 5 milhoes
de novos casos, a que se associa o0 seu im-
pacto social, cultural e econémico.

A nivel cientifico, porém, este desafio tem-se
traduzido por um esfor¢o imenso na aquisicao
de novos conhecimentos nos varios ramos do
saber e por alteracOes substanciais nos cuida-
dos clinicos, no enquadramento legal, nas es-
tratégias globais de saide dos diversos paises,
bem como, a um patamar mais nuclear e con-
ceptual, na propria medicina, para a qual o bi-
némio doenga/6rgao comeca a dar lugar ao
reconhecimento mais ztegralista, dirfamos, de
mecanismos comuns das doengas, espelhando
bem o desejo de equilibtio entre o poder da
ciéncia e o humanismo da medicina moderna.
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Desde o inicio da epidemia de SIDA, em 1981,
se reconheceu que o pulmio constitufa um
dos principais 6rgaos-alvo, sede de infeccGes
oportunistas e de processos tumorais.
Durante essa década, a par da investigacao
dirigida a sintese de medicamentos anti-retro-
virais, com base nos conhecimentos que fo-
ram sendo adquiridos acerca da biologia e
da caracteriza¢ao molecular do virus, a pro-
filaxia de certas infec¢bes oportunistas mar-
caram de forma significativa a abordagem es-
tratégica desta infeccdo, contribuindo de uma
forma directa e decisiva para a reducao da
morbilidade. A utilizacio mais recente, na
década de noventa, da designada terapéutica
anti-retroviral de alta poténcia (HAART) vi-
ria a ter um profundo impacto na historia
natural da doenga, quer em termos de mor-
bilidade quer de mortalidade.

Num estudo epidemioldgico realizado em
Franca em 19987 constatou-se que a inci-
déncia de pneumonia a Preumocystis jiroveci
pot 10 000 pessoas/ano passou de 174, em
1995, para 47 em 1998; ainda no mesmo
perfodo de tempo, pode verificar-se uma
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reducdo nas incidéncias de doenca a cito-
megalovirus (CMV), Mycobacterium avium
complex: IMAC), toxoplasmose e sarcoma de
Kaposi. O mesmo estudo mostrou, igual-
mente, que outras infecgdes oportunistas
que ocorrem com graus mais acentuados
de imunossupressao atingiam quase que ex-
clusivamente doentes que nao tinham sido
sujeitos a terapéutica anti-retroviral potente
ou aqueles em que esta nao foi eficaz. Tam-
bém numa outra analise retrospectiva efec-
tuada nos Estados Unidos?, a pneumonia a
Prneumocystis jiroveci foi menos frequente na
era HAART, em comparacio com o perio-
do pré-HAART; pelo contrario, as pneumo-
nias bacterianas e os linfomas nao Hodgkin
parecem ter sido mais frequentes durante a
utilizagao de anti-retrovirais potentes (15
vezes superior, neste ultimo caso), o que foi
atribuido pelos autores a uma estimula¢ao
das células B, persistentemente mantida
durante a terapéutica, ou a existéncia de ano-
malias do sistema imunolégico recentemen-
te restaurado. Um dado favoravel a esta ex-
plicagao parece residir na elevada frequéncia
com que estes doentes sdo atingidos por in-
fecgbes prévias a CMV, as quais constituem
um marcador do importante grau de imu-
NOSSUpPressao; neste contexto, a recuperagao
imunolégica far-se-ia de forma defeituosa ou
incompleta, colocando estes doentes num
risco acrescido para o desenvolvimento des-
tas neoplasias.

Em relacido a tuberculose, na auséncia de
terapéutica anti-retrovirica potente, os
doentes co-infectados com VIH e Mycobac-
terium tuberculosis apresentam, na sua for-
ma latente, um risco elevado (cerca de
10%/ano) de virem a desenvolver uma tu-
berculose activa, contrariamente ao que se
observa em individuos seronegativos, a
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qual ronda os 10% durante toda a vida.
Esta maior incidéncia de tuberculose pul-
monar na infec¢ao VIH prende-se, natu-
ralmente, com as alteracdes da imunidade
celular induzidas por esta ultima. Neste
contexto, o YINF ¢ a citocina efectora mais
importante na resposta imune ao bacilo de
Koch; produzida por linfécitos T (CD4 e
CD8), induz a activagao dos macréfagos,
que, por um lado, desencadeiam a liberta-
¢ao de radicais oxidantes, responsaveis pela
morte intracelular ou pela inibi¢ao do cres-
cimento micobacteriano, e, por outro, o
aumento da expressio de moléculas da
classe II do MHC (major histocompatibility
complex) e da producio do factor de ne-
crose tumoral (TNF). Alias, estudos efec-
tuados em doentes com SIDA?* revelaram
baixos niveis de Y INF, o que pode estar
em relacdo directa com o aumento de in-
cidéncia da tuberculose nestes doentes.
Neste ambito, a HAART, ao promover o
aumento numérico e funcional dos linfé-
citos T-CD4, favorecendo eventualmente
o estabelecimento de uma resposta Thl aos
antigénios micobacterianos, induz uma re-
ac¢ido granulomatosa do organismo ten-
dente a conter a infeccao’. Os mesmos
autores* demonstraram ainda que a HAART
permite restaurar a resposta imune ao Myco-
bacterium tuberculosis, embora esta se pro-
cesse de uma forma lenta e gradual (em
comparagdo com a supressdao da carga vi-
ral e com o aumento dos T-CD4 sangui-
neos) e nio chegue a atingir os niveis de-
tectados em individuos seronegativos.

De facto, a tuberculose pulmonar pode so-
brevir com graus modestos de imunode-
pressao, contrariamente ao observado nou-
tras infec¢Ges oportunistas. Em Franga,
Mayaud e Cadranel® verificaram uma ra-
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zoavel diminuicdo da sua incidéncia nos
seropositivos entre 1995 e 1998: 80 para
39 casos de tuberculose pulmonar e 51 pa-
ra 33 casos de tuberculose extrapulmonar.
Esta persisténcia da tuberculose parece re-
sultar, segundo estes autores, de varios fac-
tores: por um lado, do seu aparecimento
numa fase de imunossupressio moderada
(CD4>200 cels/mm’), em relagio a qual
cerca de 16,4% das situagdes de tuberculoses
pulmonar e extrapulmonar constituiram as
manifesta¢oes inaugurais da SIDA; por ou-
tro como resultado do risco de nova infec-
¢io (reinfec¢do exdgena).

Também sob o ponto de vista clinico, a in-
teccao VIH veio modificar a dissica apresen-
tacdo da tuberculose pulmonar; basta para
tanto recordar que cerca de 35% dos doen-
tes co-infectados tém radiografias toracicas
normais, que 5% apresentam baciloscopias
positivas com exames radiograficos inaltera-
dos, e que 72% dos doentes com CD4<200
cel/mm’ sdo anérgicos’.

Um outro aspecto que se prende, natural-
mente, com a restauragao imunoldgica con-
siste na interrupg¢ao da profilaxia face as in-
feccOes oportunistas. A este propoésito, num
estudo suico alargado® envolvendo um total
de 2410 individuos infectados pelo VIH aos
quais foi aplicada a HAART, e com um fo/low-
-up de 15 meses, 0s seus autores constata-
ram que o risco de desenvolvimento de in-
fecg¢oes oportunistas sob terapéutica anti-re-
trovirica potente ¢ muito elevado nos meses
iniciais de tratamento e que os factores pre-
ditivos da progressao da doenca se encon-
travam relacionados com os niveis basais de
CD4 e com a resposta virologica a terapéuti-
ca, chamando a ateng¢ao para uma cuidadosa
vigilancia dos doentes com taxas de CD4 in-
feriores ou iguais a 50x10°/pL.
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Assim, a HAART veio modificar o espectro
das infec¢Oes oportunistas nos doentes que
respondem ao tratamento, bem como a inter-
rupcio segura, quer da profilaxia primaria,
quer de secundaria, contra alguns dos agen-
tes infecciosos por elas responsaveis™'’.

Porém, esta modalidade terapéutica origina-
ria novas manifestacoes pulmonares no de-
curso do tratamento. Neste contexto, o apa-
recimento de reac¢Oes paradoxais despertou
um justificado interesse, face aos problemas
de ordem clinica e terapéutica que se lhe en-
contram associados. De entre os varios es-
tudos publicados a este respeito, salientamos
o de Narita'', o qual refere a exacerbagio
transitoria da sintomatologia e das lesGes
pulmonares tuberculosas em doentes sob te-
rapcutica antibacilar e HAART; neste traba-
lho, o agravamento traduziu-se por hiperter-
mia, linfoadenopatias intratoracicas e
cervicais, derrames pleurais, aumento das le-
soes radioldgicas iniciais e/ou apatecimento
de infiltrados miliares. Estas reaccoes tém
sido atribuidas a causas imunoldgicas e te-
riam por base uma poderosa resposta de hi-
persensibilidade retardada, uma diminuicao
dos mecanismos de supressio e¢/ou um au-
mento da exposi¢ao a antigénios micobacte-
rianos decorrente da actividade microbicida
dos antibacilares. Tais situacSes observavam-
-se cerca de duas semanas apds o inicio do
tratamento anti-retroviral. Por outro lado, os
doentes que eram anérgicos no inicio do tra-
tamento exibiam, durante a fase de agrava-
mento, reac¢oes positivas a prova de Man-
toux. Nestas circunstancias, diversos autores
viriam a propor a interrupgao temporaria da
terapcutica anti-retroviral ou antituberculosa
nas situagdes mais graves de linfoadenopa-
tias compressivas ou de outras lesoes respon-
saveis por sintomas significativos, aconse-
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lhando, ainda, o recurso a ciclos cutrtos de
corticoterapia.

Ainda neste ambito, tem vindo a ser refe-
renciado o desencadeamento de doencas
pulmonares granulomatosas — sarcoidose-like
em doentes sob o efeito da HAART. Naca-
che’” refere dois casos de sarcoidose diag-
nosticados dois anos e meio apos o reco-
nhecimento da infeccio VIH num doente,
e oito anos, no segundo, os quais se encon-
travam sob HAART. Nestas situacoes, a
analise do liquido de lavagem broncoalveo-
lar (LLBA) revelou a presenca de uma alveo-
lite linfocitaria CD4 e de uma elevacio sig-
nificativa da relagio CD4/CD8 em relacio
a0 sangue, a par de uma elevaciao da SACE
e de uma infiltracio granulomatosa identi-
ficada nas amostras histopatologicas obti-
das através de bidpsias bronquicas e pul-
monares transbronquicas. O mecanismo
patogénico subjacente afigura-se similar ao
invocado para os agravamentos paradoxais
da tuberculose: o(s) eventuais antigénio(s)
responsdveis pela sarcoidose, ja presentes nos
individuos infectados pelo VIH com bai-
xos niveis de CD4, seriam, nestas circuns-
tancias, insuficientes para induzirem uma
resposta granulomatosa até que a terapéu-
tica anti-retroviral potente veio permitir a
sua expressio. Outros autores” citam dois
casos de sarcoidose recorrente em doentes
seropositivos para o VIH sob HAART, com
antecedentes de sarcoidose assintomatica
desde ha décadas, para a qual nio efectua-
ram qualquer tipo de tratamento, e que dois
anos, num dos casos, e alguns meses, no
outro, desenvolveram, apds terem iniciado
o tratamento, um quadro de infiltrados pul-
monates bilaterais, com niveis de CD4 de
253 cel/mm’ e de 371 cel/mm’, respecti-
vamente. Estes doentes apresentavam pa-
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drées funcionais respiratérios restritivos e
a presenca de granulomas nio caseosos nas
bi6psias pulmonares, tendo iniciado cortico-
terapia da qual resultaram melhorias clini-
ca, radiolégica e funcional. Os autores res-
ponsaveis por esta descricio chamam ainda
a atengdo para a frequéncia com que estes
doentes com infiltrados pulmonares e in-
suficiéncia respiratoria sao rotulados como
portadores de pneumonias a Preumocystis ji-
roveci, ou adquiridas na comunidade, sem
serem sujeitos a uma investigacao diagnos-
tica mais exaustiva, sobretudo quando apre-
sentam nos seus antecedentes patologias
susceptiveis de serem influenciadas pela te-
rapéutica anti-retroviral.

Nestas circunstancias, a panoramica geral da
infec¢ao modificou-se, sobretudo nos paises
com recursos econoémicos mais alargados e
com sistemas de saide bem implantados no
terreno. Contudo, nos paises pobres a infec-
¢ao pelo VIH, a par de outras, ndo sé trataveis
como curaveis, continua a constituir um fla-
gelo para milhdes de seres humanos.

Resposta imunolégica do pulmio
profundo a infecgio VIH

O aparelho respiratorio constitui a maior in-
terface entre o ambiente externo e o meio
interno. Na realidade, a mucosa que o reco-
bre corresponde a uma superficie de cerca
de 140 m?, o que, aliado a sua composi¢io
estrutural, justifica o facto de poder ser con-
siderado, também, um 6rgao mucoso. Ape-
sar dessa extensa exposicdao ao ar ambiente,
em condi¢Oes normais ele mantém-se nota-
velmente estéril, ndo s6 por ser detentor de
engenhosas barreiras mecanicas, mas por
possuir diversificados meios de defesa, en-
tre os quais se destacam os celulares, alguns
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deles altamente especializados e que assegu-
ram a sua integridade morfo-funcional.

De entre estes ultimos, os macrofagos, lin-
tocitos e neutrofilos constituem a primeira
linha de defesa celular, podendo sofrer pro-
cessos de activacao, migracao e diferencia-
¢do em células efectoras especializadas
quando estimuladas por agentes estranhos.
A eficiéncia deste sistema € assegurada por
um fluxo de células com origem na circula-
¢do sistémica ou na medula 6ssea. A comu-
nicag¢ao celular tem por base uma rede com-
plexa de citocinas que actuam nao s6 como
interlocutores celulares, mas igualmente
como mediadores funcionais da prolifera-
¢io, diferenciacio e activacio de células imu-
nocompetentes'.

O sistema imunoldgico pulmonar inclui ain-
da estruturas linféides e nio linféides pri-
vativas, organizadas ou difusamente disper-
sas no parénquima. Este tecido linféide
encontra-se representado por foliculos dis-
tribuidos ao longo da arvore bronquica, os
quais sao constituidos por um centro ger-
minativo de células B, rodeado por linféci-
tos T, macréfagos e células dendriticas. Tan-
to os linfécitos como os macréfagos
dispersos no tecido pulmonar podem en-
contrar-se, quer isolados, quer em peque-
nos agregados, distribuidos pela submuco-
sa e pela lamina propria. Estas células sdo
igualmente detectadas entre as células epi-
teliais e no intersticio pulmonar.

Os macréfagos alveolares representam a li-
nhagem mononuclear fagocitaria do pulmao;
a maior parte deles provém de mondcitos
circulantes formados na medula Ossea, os
quais migram para o pulmao através das pa-
redes alveolares, onde sofrem uma matura-
cao'. Estes macrofagos alveolares tém pat-
ticularidades importantes em relagao aos de
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outros tecidos'; entre elas salienta-se o fac-
to de se localizarem estrategicamente na in-
terface ar/tecido, pelo que se encontram pet-
manentemente expostos aos antigénios
inalados.

O pool macrofagico a nivel pulmonar é regu-
lado por varios factores, dos quais se desta-
ca o granulocyte-macrophage colony stimulating
Sfactor (GM-CSF). Para além disso, estas cé-
lulas sdo atraidas aos locais de inflamacdo
pelos seus mediadores e, igualmente, por pro-
dutos microbianos (endotoxinas), imuno-
complexos, factores do complemento, leu-
cotrienos, citocinas, etc. A sua enorme
capacidade fagocitaria passa, em algumas si-
tuagoes, pela estreita colaboracio com as
células T, sobretudo na remocao de agentes
patogénicos intracelulares, apos prévia inges-
tdo por endocitose, seguida de degradacao e
transporte de parte desses produtos até a
membrana celular, onde se ligam a molécu-
las da classe II do MHC, ou seja, a estrutura
do macréfago apresentadora de antigénios
ao receptor de linfocitos T, actuando, assim,
nestas circunstancias, como uma célula aces-
soria. Segundo Agostini', esses elementos
celulares dispdem de receptores com alta
afinidade para a por¢ao Fc das imunoglobu-
linas G e E, bem como para o complemen-
to. Em condi¢oes fisiologicas, uma pequena
subpopula¢io de macréfagos (<5%)'* reage
com os determinantes CD4, um dos princi-
pais receptores do VIH. Libertam ainda me-
diadores da resposta imunolégica (factor de
necrose tumoral a (TNF-o), IL1, IL6, ILS,
YV-INF e GM-CSF, etc.), os quais desenvol-
vem a sua actividade através da expansio
policlonal e do aumento das fung¢des celula-
res efectoras.

Na coinfec¢io tuberculose/SIDA, o recep-
tor CXCR4 encontra-se predominantemen-
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te expresso nos macrofagos alveolares. Es-
tudos 7 vitro demonstraram que a infec¢io
de macrofagos pelo Mycobacterinm tuberculosis
aumentava a expressao de CXCR4, enquan-
to in vivo a melhotia da doenca a diminuia.
No LLBA dos doentes com tuberculose pul-
monar parece existirem niveis elevados de
MIP 1B, RANTES (CCL5) e CX3CL1 (frac-
talquina), mas nao de SDF 1ot (stromal-der-
ved-factor-100). A tuberculose criaria assim um
ambiente propicio a replicacao viral através
do aumento da expressio do CXCR4 nos
macréfagos alveolares e a supressao do
CCRS5, influenciada pelo aumento da expres-
sao de citocinas. Estas altera¢oes explicari-
am a razdo pela qual a tuberculose acelera a
progtessio para a SIDA.

Quanto as células dendriticas, os agentes mi-
crobianos sio reconhecidos pelos recepto-
res toll-like (TLR)'® expressos na superficie
das células apresentadoras de antigénios
(APC), nas quais se incluem células dendriti-
cas imaturas dos tecidos periféricos, fagoci-
tos mononucleares, células de LLangerhans da
pele, etc. O reconhecimento do agente pa-
togénico pelo TLR, a internalizacao, o pro-
cessamento ¢ a exposi¢io ao MHC do an-
tigénio microbiano processado levam a
maturacao das células dendriticas, as quais,
seguidamente, migram para os ganglios lin-
faticos de drenagem. A maturagao envolve
ainda uma expressio aumentada de antigé-
nios MHC e de receptores de quimiocinas
inflamatérias (CCR1, CCR2, CCR5 e CCRO),
assim como de moléculas co-estimuladoras
e de adesio'. Por outro lado, ela encontra-
-se também associada ao aumento da secre-
¢do de citocinas inflamatérias (IL2, IL10,
112, IL18, TNF-0) e de quimiocinas — pro-
tefna inflamatdria do macréfago (MIP 1a,
MIP 1B, MIP 2)19. Ir vivo, é possivel reco-
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nhecer alteragdes na produgdo de citocinas
e quimiocinas por estes elementos celulares
em diferentes fases da infeccio VIH". A ca-
pacidade de as células dendriticas maduras
determinarem respostas do tipo Th1 ou Th2
depende do perfil de produgao de citocinas
e dainterac¢ao do receptor TLR com o agen-
te microbiano®. A secrecio de Y-INF pelos
T-CD4 Thl (bem como pelos T-CD8 e 7a-
tural killer) conduz a activagao de macrofa-
gos e a0 desencadeamento de uma potente
resposta contra o agente patogénico intrace-
lular, enquanto as células Th2, tipicamente
produtoras IL4 e IL5, levam a producio de
imunoglobulinas e 2 mudan¢a de uma res-
posta IgG para IgE'®.

Tanto as células dendriticas como as molé-
culas por elas libertadas constituem o elo de
ligacdo entre as respostas imunes, inata e ad-
quirida, contra agentes patogénicos invaso-
res'®. Em relacio a infeccio VIH, as células
dendriticas desempenham um importante
papel face a infecgdo ao nivel da mucosa, por
representarem um primeiro alvo para o vi-
rus ¢, sobretudo, por permitirem a transmis-
sao de estirpes R5 do VIH a células T-CD4
através da ligacdo dos virides a moléculas de
adesdo especificas intercelulares. A interac-
¢do ndo determina a infeccio destas células',
mas mascara e protege os virides até que
encontrem linfécitos T-CD4 e macréfagos
altamente susceptiveis'.

O ndimero e as funcoes das células dendtiti-
cas diminui durante a infeccao, como conse-
quéncia da /se mediada por linfécitos cito-
toxicos (CTL)". In vitro, essas células podem
ser infectadas tanto por estirpes R5 como
por CXCR4 dependentes (X4), embora se
observe apenas uma replicagio eficiente com
as R5. Ao longo da infeccao VIH, varios au-
tores puderam constatar mudancas na produ-
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¢ao de citocinas e quimiocinas pelas células
dendriticas'’, bem como a sua recuperacio,
numérica e funcional, sob terapéutica anti-
-retroviral®.

Os linfécitos pulmonares encontram-se,
quer nos foliculos onde os linfécitos B 7ai-
ve e os linfocitos T se diferenciam em linfo-
citos de memoria e efectores, quer em cir-
culagio, respondendo quando reconhecem
os antigénios. Sempre que um antigénio des-
conhecido franqueia as barreiras de defesa,
inicia-se um processo complexo de comu-
nicacOes entre as células acessorias dos fo-
liculos pulmonares, sobretudo as dendriti-
cas e os linfocitos T-naive, levando a
transformacio destes em linfécitos-memé-
ria (CD45RO), os quais se dirigem aos locais
de inflamacdo. O recrutamento linfocitario
envolve a interac¢do de varios factores,
como a integrina presente na superficie celu-
lar dos linfécitos, com ligandos expressos
pelo endotélio inflamado, sabendo-se que
tanto as citocinas (IL1, YINF e TNF-o)
como os produtos bacterianos podem au-
mentar a expressao de moléculas de adesio
a nivel endotelial.

No territério pulmonar, as células T, quan-
do activadas, produzem um conjunto de lin-
focinas nas quais se incluem o ¥-INF e a IL.2,
responsaveis por multiplas actividades bio-
légicas, entre as quais se destaca a replicagao
in situ das células T apos estimulagio antigé-
nica. A IL2 ¢ ainda indutora da sintese de
anticorpos pelas células B e do aumento da
capacidade citotoxica local; pensa-se, igual-
mente, que a sua influéncia se estende ainda
aos macrdfagos', aumentando a expressio
de GM-CSE

Os linfécitos T-CD4 subdividem-se em dois
tipos de células helper, designadas por Thl e
Th2, com base no perfil de produgio de lin-
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focinas. Assim, as células Th1 libertam I1.2,
1112, y-INF e TNF-B, enquanto as Th2 pro-
duzem IL4, IL5, IL6, 119, 1L10 e IL13.
Ambas podem segregar GM-CSF e IL3. Sob
o ponto de vista funcional, Th1 encontram-
-se associados as respostas de hipersensibili-
dade retardada, promovem a sintese de IgG
e, através do Y-INF, inibem a libertacdo de
citocinas pelos linfocitos Th2 e a sintese de
IgE; por seu lado, os Th2 sio capazes de
inibir os Th1 através da IL10".

Na mucosa respiratoria encontram-se ainda
linfécitos citotdxicos especificos (CTL), ac-
tivados por estimulacdo antigénica, e lin-
tocitos natural killer INK). Os citotoxicos
reconhecem as células-alvo através da inte-
rac¢ao molecular do seu receptor (TCR) com
um peptideo associado a uma molécula do
MHC, geralmente da classe I no caso dos
linfécitos citotoxicos CD8 e, mais raramen-
te, da classe II. A diferenciacdo dos linfoci-
tos T em células citotdxicas implica a expres-
sao de genes codificadores de moléculas
efectoras da /Zse celular (granzimas, perfori-
nas) e a citotoxicidade exige um contacto
membranar entre células efectoras e células-
-alvo associadas a presenca de co-sinais pro-
duzidos pelas moléculas de aderéncia inter-
celulares®.

Um dos aspectos mais relevantes da infec-
¢do VIH prende-se com o estado de imuno-
deficiéncia que resulta da diminui¢io numé-
rica e funcional dos linfécitos T-CD4 ao
longo da doenga. Com efeito, durante a in-
feccao primaria, a replicagao viral incontro-
lavel determina: A activagdo da resposta imu-
ne de mediacio celulat, através do aumento
quantitativo de linfécitos CD8 activados que
expressam CD38, CD45RO e HLA-DR; a
elevacio das células NK; e o aumento das
concentra¢des de citocinas, sobretudo do
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Y INF responsavel pela expansao oligoclo-
nal dos CDS8. Estes aspectos caracterizam a
resposta imunoloégica a infecgdo primaria,
mais tarde acompanhada pelo desenvolvi-
mento da resposta humoral. Mas a medida
que se vai assistindo a diminui¢ao dos mar-
cadores de activagao, a doenga progride para
a fase cronica. Embora grande parte da re-
plicacdo viral ocorra em linfécitos CD4 acti-
vados, o virus pode infectar outras células
relativamente inactivas e nao replicativas, per-
mitindo a emergéncia de outras infec¢oes™.
De facto, a diminuicao dos linfécitos T-CD4
na infeccio VIH ¢é acompanhada por uma
progressiva alteracdo da imunocompeténcia
local, pelo aumento da susceptibilidade as in-
fecgcdes oportunistas e ao desenvolvimento
de neoplasias. Esta deplecao celular pode ter
pot base um excesso de destrui¢io e/ou uma
diminui¢do da producao de células T.

Entre os complexos mecanismos respon-
saveis pela diminuicao destas células, é re-
ferido um aumento da apoptose dos CD4 e
dos CD8, e, embora esta possa estar associa-
da a0 estado de continua activacao induzida
pelo virus, tal circunstancia nao permite, de
per se, explicar o facto de s6 uma minoria
dos linfécitos apoptoticos se encontrarem
fisicamente infectados pelo VIH. A apoptose
¢ o processo de morte celular programada,
essencial a manutencio da homeostasia.
Entre os varios mecanismos que para ela
contribuem incluem-se: a activagcdo imuno-
logica cronica, a ligacdo da gp 120 ao re-
ceptor de CD4, o aumento da produgao de
ligandos citotoxicos ou de proteinas virais
a monaocitos, macrofagos, células B e, ainda,
a accao de linfécitos T-CD8 que destroem
CD4 nio infectados, bem como o efeito
citopatico directo do préprio virus. No en-
tanto, a infeccdo de células nio activadas
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em repouso, como linfécitos e macréfagos,
nao desencadeia a apoptose; esta circuns-
tancia permite explicar o desenvolvimento
de reservatorios virais.

As células natural killer constituem um ele-
mento importante do sistema imunolédgico
inato e, no homem, representam cerca de
15% dos linfécitos do sangue periférico.
Contrariamente as células T e B, ndo pos-
suem receptores antigénio-especificos™, mas
produzem varias citocinas e quimiocinas
quando activadas, o que lhes permite modu-
lar outras células imunes e regular a hemato-
poiese. Uma das suas fun¢es mais relevan-
tes consiste na capacidade de /Zsar células
malignas ou infectadas por virus, sem prévia
sensibilizacio. Inicialmente, pensava-se que
esta populagao celular era relativamente ho-
mogénea; contudo, hoje reconhece-se que
existem populagoes natural killer distintas com
varias capacidades funcionais. Algumas des-
tas células possuem fraca capacidade cito-
toxica, embora sejam fortes produtoras de
citocinas, enquanto outras exibem, predomi-
nantemente, uma actividade citotoxica. Em-
bora se possam encontrar nos tecidos, exis-
tem sobretudo em circulacio, deslocando-se
ao longo do endotélio vascular, onde exer-
cem uma funcao de patrulha. Contrariamente
aos linfécitos T, nao possuem receptores
antigénio-especificos, podendo ligar-se a
outras células através de moléculas e destrui-
las, aquando da libertacdo do conteudo dos
seus granulos citoliticos (perforina, serina-
protease, proteoglicanos) ou induzindo
apoptose”. Apés exercerem a sua fungio ci-
tolitica, estdo aptas a nova ligacdo e a des-
truicdo de outro alvo. Entre as citocinas que
produzem contam-se o Y INF, o TNF o, a
IL1, a IL5, a IL8, a IL.10, o GM-CSF, e, ain-
da, quimiocinas como linfotactina o, MIP
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1o, MIP 13, RANTES, quimiocina detivada
dos macrofagos (CCL22), defensinas e 1L8.
Podem ainda expressar varios receptores es-
pecificos para as quimiocinas — CXCRI,
CXCR2, CXCR3, CXCR4, CX3CR1 —, bem
como para as citocinas 1.2, 1112, IL.15, IL.21
e YINE

Dado que os virus ndo representam formas
de vida auténoma, dependendo da maqui-
naria das células do hospedeiro para se po-
derem replicar, a defesa contra estes agentes
passa pela destruicao das células infectadas
do hospedeiro™. As principais células envol-
vidas no combate aos virus sao os linfocitos
T e os NK. Nainfeccao VIH, as células CD4
helper sao os principais alvos das estirpes T
trépicas, sendo destruidas apds a infeccao.
Como constituem o eixo fundamental da
resposta imune adquirida, a sua deplecao é
responsavel pelo estabelecimento de uma
imunodeficiéncia grave, caracterizada pelo
aparecimento de infec¢bes oportunistas.
Neste contexto, os monocitos e as células
NK constituem as principais células efecto-
ras inatas no combate as infec¢oes virais. Os
mondcitos expressam CD4 em baixa densi-
dade e sdo sensiveis a infeccdo pelo VIH,
através de estirpes M tropicas. Quanto as
células NK, embora tenha sido descrita em
seres humanos® uma populacio de células
com fenétipo CD4+NK que exibiam recep-
tores CCR5 ou CXCR4 infectadas pelo VIH,
a maioria delas sio CD4- e resistem a infec-
¢ao VIH. A diminuicio do numero destes
elementos celulares no sangue de doentes
seropositivos para o VIH esta geralmente
associada a uma rapida progressao da doen-
¢a, 0 que atesta a importancia funcional
destas células no controlo da infeccio. Por
outro lado, a fungao NK ¢ regulada, habitual-
mente, a partir de receptores da classe I do
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MHC; ora, o VIH1 parece diminuir a expres-
sa0 MHC 1 na superficie das células do hos-
pedeiro através das moléculas Vpu e Nef*,
suspeitando-se de que se trate de uma adapta-
¢do do virus para escapar a ac¢ao citotoxica
das células T que requerem a apresentagao
de antigénios especificos no contexto das
moléculas da classe I do MHC. Esta altera-
¢ao desequilibra o balango entre sinais de
activacao e de inibicdo, tornando as células
do hospedeiro susceptiveis a acgao litica das
células NK.

Outros virus, como o CMV?, codificam uma
proteina semelhante a molécula I do MHC
humana, como forma de impedirem a /se de
elementos celulares infectados pelas NK. Na
infec¢do VIH, as células NK encontram-se
nio s6 diminuidas em relacio as observadas
em individuos saudaveis, como funcional-
mente alteradas”, existindo uma supressao
significativa da producao de TNF o e de
YINE Sob tratamento anti-retrovirico, as cat-
gas virais diminuem e as células NK parece
recuperarem a sua capacidade citotoxica, em-
bora se mantenha a sua incapacidade para
produzirem Y INF*. Sio, no entanto, impot-
tantes no controlo da viremia, parecendo
existir um aumento da sua actividade em in-
dividuos expostos mas nio infectados, o que
contribui, nesta situagdo, para a protecgao
contra ainfec¢io primaria. As alteragdes fun-
cionais induzidas pelo VIH traduzem-se por
uma diminuic¢ao da produgido de citocinas e
quimiocinas, bem como pela capacidade cito-
litica, que parece ocorrerem paralelamente a
progressio da doenga.

Os polimorfonucleares neutréfilos (PMN-N)
constituem a segunda linha de defesa contra
infecgbes bacterianas e fungicas. Em condi-
¢cdes normais, e em individuos nio fumado-
res, os PMN-N encontram-se numa peque-
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na percentagem (< a 5%) no pulmao, mas
podem ser rapidamente recrutados a partir
dos vasos sanguineos adjacentes aos alvéo-
los se a quantidade de microrganismos se
elevar em relacio a capacidade fagocitaria dos
macroéfagos, ou se os agentes patogénicos
forem particularmente virulentos. A migra-
¢ao até aos locais de inflamacdo ¢ dirigida
pelos macréfagos sob a libertacao de varios
factores quimiotaticos para os granulécitos,
nos quais se incluem as ILL1 e IL8, o y-INF e
o TNF-o'.

Ainda neste contexto, salienta-se o papel das
quimiocinas, originalmente descritas como
proteinas de defesa do hospedeiro e que hoje
se reconhece terem fungdes biologicas mais
alargadas, para além de simples modulado-
res imunolégicos. Exercem os seus efeitos
biol6gicos ligando-se a receptores na super-
ficie das células.

As quimiocinas constituem uma grande fa-
milia de proteinas quimiotacticas que regu-
lam a activacao e o recrutamento de leuco-
citos para os locais de inflamagao através
da interac¢io com receptores®. Embora
cada um destes receptores se ligue a uma
s6 classe de quimiocinas, eles podem unir-
-se a varios membros da mesma classe com
alta afinidade. Atendendo ao seu papel na
defesa do hospedeiro, numerosos agentes
patogénicos intracelulares tém utilizado es-
tes receptores como porta de entrada e meio
de transmissdo de doencas™. A ligacio ao
receptor da quimiocina dd origem a uma
cascata de mecanismos intracelulares que
culmina nos seus efeitos biolégicos — acti-
vacdo da quimiotaxia, mas igualmente um
conjunto de funcdes em diferentes leucoei-
tos, como o aumento do burst respiratério,
a desgranulagio, a fagocitose, a sintese de
mediadores lipidicos, etc.
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Em 1996 foi clonado® o gene humano do
receptor da quimiocina CC, posteriormente
designado por CCR5. Este ¢ uma proteina
G ligada a um receptor (GPCR), e a sua acti-
vagao ¢ responsavel por uma série de altera-
coes celulares. Liga-se a varias quimiocinas
(MIP 1o, MIP 1B, RANTES) que bloqueiam
ou diminuem a sua expressao™, mas a sua
fung¢do nao se encontra ainda completamente
esclarecida, mesmo 7 vivo. Exprime-se em
varias subpopulagoes de linfocitos e em mo-
noécitos-macrofagos sanguineos, em 6rgaos
linféides primarios e secundarios e em teci-
dos nio inflamados. O CCR5 esta ainda pre-
sente no epitélio, no endotélio, no musculo
liso vascular, nos fibroblastos, em células net-
vosas, etc., e estudos efectuados em animais
(ratos), nos quais o CCR5 era deficiente,
mostraram apenas altera¢oes limitadas dos
processos imunes de mediagao celular. A de-
ficiéncia em seres humanos parece nao au-
mentar a susceptibilidade a doengas, embora
o CCR5 parega estar implicado na activagao
de células Th1*,

O interesse por este receptor aumentou subs-
tancialmente a partir do momento em que
se reconheceu o seu papel como co-recep-
tor de entrada das estirpes M tropicas do VIH
nas fases iniciais da infec¢do. Com efeito, a
glicoproteina do envelope do virus — gp120
— liga-se a proteina CD4 na superficie celu-
lar, sofre uma alteracao conformacional que
lhe permite interagir com o receptor CCR5,
apos o que ocorre a fusio das membranas
celulares, seguida da entrada do virus na cé-
lula. Por isso, os niveis celulares do CCR5
sao importantes na determinagdo do grau de
infeccao dos seropositivos. De facto, os in-
dividuos com baixa expressao de CCR5, pro-
vocada, por exemplo, pela delec¢iao A32, sao
menos susceptiveis ao VIH, encontrando-
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-se a capacidade de infeccio igualmente re-
duzida. Do mesmo modo, individuos com
niveis elevados de quimiocinas circulantes e,
portanto, com uma expressao reduzida de
CCR5, devida a sua ligagdo a estas e a inter-
nalizacao dos receptores, mostram-se menos
vulneraveis a infeccio®. Os mecanismos im-
plicados na regulagio do nimero de recep-
tores presentes nas células afiguram-se da
mais alta importancia. De facto, neste con-
texto, e segundo varios autores, apos a liga-
¢ao quimiocina-receptor CCR5, o complexo
¢ fosforilado por uma proteina quinase, ligan-
do-se 2 uma [} arrestina® do CCR5, e na se-
quéncia da remog¢ao do estimulo quimiocini-
co o receptor internalizado ¢ reciclado para a
supetficie celular através de endossomas™.
Uma célula pode expressar diferentes recep-
tores quimiocinicos em diferentes circuns-
tancias fisiologicas, o que lhe permite res-
ponder a diferentes quimiocinas. Esta
expressio programada de receptores qui-
miocinicos tem provavelmente um impor-
tante papel, ao assegurar que uma resposta
imune apropriada se desencadeie contra um
agente patogénico particular. Assim, a se-
leccao de células efectoras Th1 ou Th2 pode
ser influenciada pela expressio dos recep-
tores de quimiocinas, os quais sao regula-
dos por citocinas®.

Na infec¢ao VIH, a progressio da doenga
esta associada a uma mudanca na preferén-
cia de co-receptores, do CCR5 para o
CXCR4, o que esta associado a expansao das
células-alvo e a um prognoéstico mais som-
brio®'. Segundo Ronald Veazey™, a maior
parte, senao a totalidade das estirpes de VIH
e SIV, utiliza o receptor CCR5 para entrar
nas células do hospedeiro, enquanto as estit-
pes virais que ocorrem mais tarde, com a
progressao da doenga, podem utilizar o re-
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ceptor quimiocinico CXCR4, isolada ou con-
juntamente com o CCR5. Este autor pre-
coniza que ¢ o estado de activa¢ao celular e
o turnover das células T-CD4 nos tecidos
mucosos que determinariam a progressao da
doenca e a patogenia da SIDA. Um aspecto
importante neste contexto ¢ a utilizagao pre-
ferencial de determinado receptor a nivel dos
tecidos, mais particularmente ao nivel das
mucosas. Estudos recentes demonstram que,
ao contrario das células T-CD4 do sangue
periférico e dos ganglios linfaticos que ape-
nas expressam CCR5 numa percentagem de
4% e 7%, respectivamente, nao sendo por
isso susceptiveis a infec¢do pelas estirpes R5;
as da mucosa intestinal e da vagina expres-
sam-no em elevados niveis (74% e 52%,
respectivamente), o que pode explicar a pre-
feréncia do VIH por este receptor na trans-
missao sexual da doenca.

O CXCR4 ¢ outro dos co-receptores do VIH
necessario para a entrada celular de estirpes
T tropicas, mas nao M trépicas. Encontra-se
presente numa grande variedade de células,
incluindo a maior parte das hematopoiéti-
cas, as células vasculares endoteliais, os neu-
rénios, ete.”. A alteracio do gene do seu li-
gando SDF1 (stromal cell derived factor) produz
alteragoes no desenvolvimento embrioldgico,
imune, circulatério e nervoso®, tendo sido
apontado como o co-receptor preferencial
dos macréfagos alveolares na co-infecgio tu-
berculose/SIDA.

O lavado broncoalveolar

na infecgao VIH

Ha cerca de 35 anos reuniu-se um conjunto
de circunstancias que viriam a fazer desta téc-
nica acessoria da broncofibroscopia um mé-
todo de exceléncia para o estudo do pulmio
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profundo. Nessa época, os novos conheci-
mentos acerca da imunidade humoral e ce-
lular conduziram a comunidade cientifica a
centrar o seu interesse na compreensio dos
mecanismos de defesa do hospedeiro, sobre-
tudo nos do aparelho respiratério, até entao
baseados fundamentalmente em modelos
animais. A possibilidade de aceder a celulari-
dade pulmonar através dum método simples
e seguro resultou de um dos avangos tecno-
légicos mais importantes da pneumologia —
o desenvolvimento do broncofibroscépio
pot S. Ikeda e colaboradores, no Japao. Com
efeito, apds a introducdo da broncofibros-
copia, quer nos EUA, quer na Europa, o la-
vado broncoalveolar (LBA) foi usado ini-
cialmente para a obtenc¢io de macréfagos
alveolares, em voluntarios, para estudos fun-
cionais, expandindo-se rapidamente a reco-
lha de outros elementos celulares e ao estu-
do dos componentes solaveis do liquido de
lavagem broncoalveolar (LLBA). A partir
destes e de outros trabalhos foi possivel ob-
servar o perfil imunolégico da resposta do
pulmao profundo a multiplas agresses, com
interesse nao s6 no diagndstico, mas, igual-
mente, na monitorizago terapéutica e follow-
-up dos doentes. Assim, por exemplo: a pre-
senca de neutrofilia no LLBA de individuos
portadores de fibrose pulmonar idiopatica
constituiria um factor de mau prognostico;
a pneumonite de hipersensibilidade encon-
trar-se-ia associada a uma alveolite linfo-
citaria, sobretudo 2a custa dos linfécitos su-
pressores; na sarcoidose, a alveolite estaria
fundamentalmente na dependéncia de linfo-
citos CD4, com relacbes CD4/CD8 muito
elevadas no LLBA.

Todos os estudos subjacentes a estes resul-
tados sugeriam que a analise celular poderia
constituir um meio de diagnéstico eficaz e,
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certamente, menos invasivo do que a biépsia.
De facto, nessa altura, a LBA era rotulada
pelos adeptos desta técnica como uma ver-
dadeira bidpsia liguida, enquanto os menos
entusiastas a consideravam equivalente a uma
mera contagem de células no sangue ou no
liquido cefalorraquidiano. A consagra¢ao do
método so6 seria possivel quando fosse via-
vel responder a seguinte questao: O perfil
celular do LLBA correlaciona-se com a al-
veolite 7z sitn, ou com as alteracOes paren-
quimatosas e histopatolégicas das biopsias
efectuadas simultaneamente e em 4reas adja-
centes, durante o procedimento? Esta ques-
tdo viria a ser ultrapassada; de facto, varios
investigadores puderam demonstrar que exis-
tia uma boa correlacio entre ambas as técni-

cas 33,34

. Por outro lado, parece ser inques-
tionavel a circunstancia desta técnica ter
permitido a recolha de células pulmonares e
de substancias soluveis do liquido epitelial
para pesquisa, o que permitiu uma melhor
compreensio dos mecanismos de defesa lo-
cais, dos componentes imunolégicos envol-
vidos na regulacdo da inflamagao, fibrogé-
nese, producio de sutrfactante e clarance, e,
sobretudo, da notavel cinética celular e da
importancia do microambiente celular.

O resultado de tio proficua e numerosa in-
vestigacao permite-nos hoje aceder melhor
a interpretagao imunopatogénica de muitas
doencas e langar novos desafios no conheci-
mento de outras. Neste contexto, a sindro-
ma da imunodeficiéncia adquirida (SIDA)
foi, desde o seu aparecimento, um motivo
de pesquisa, face as suas repercussoes a ni-
vel pulmonar. A série de acontecimentos que
ocorrem entre ainfecgio pelo VIH e o desen-
volvimento de doengas respiratorias ¢ com-
plexo, prolongado e ainda nao completamente
esclarecido. Subjacente a esses acontecimen-
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tos encontra-se a presenca do virus em todas
as fases da doenca, assim como a correlacio
entre a diminuicido de linfocitos T-CD4, o
aumento da viremia e a emergéncia de infec-
¢bes oportunistas. Desde as fases iniciais da
doenga que foi possivel avaliar o impacto
desta infecgdo a nivel pulmonar, detectan-
do-se, logo na fase assintomatica, a presenca
de uma alveolite linfécitaria citotoxica e ob-
servando-se um comportamento inverso re-
lativamente 2 populagio CD4%'*%* que se
cré constituir uma resposta imune adequada
as células infectadas no pulmao e um marca-
dor da elevada carga viral neste 6rgao™.
Segundo Agostini', a alveolite linfocitiria
¢ devida, sobretudo, a compartimentagio de
linfécitos citotéxicos que constituiriam a
principal arma efectora da resposta imune
pulmonar contra o VIH, prevenindo a sua
dissemina¢io no microambiente. Contudo,
com o decorrer do tempo, os efeitos do
VIH incluem um declinio progressivo da
resposta citotoxica pulmonar (CTL) e a
exaustdo dessa actividade favorecedora da
emergéncia de infecgdes oportunistas. No
estabelecimento da alveolite linfocitaria es-
tariam envolvidas citocinas, particularmen-
te as derivadas dos macréfagos, como a
IL15 e o o0 TNEF, reguladoras da expressao
de moléculas envolvidas na apresentagao
antigénica APC/'T, as quais iniciatiam a pro-
gressao do ciclo celular nos linfécitos resi-
dentes; um segundo mecanismo teria por
base moléculas quimiotacticas, particular-
mente as quimiocinas™.

Por outro lado, o virus é detectavel nas célu-
las do LLBA, nomeadamente nos mactrofa-
gos purificados e nos linfécitos alveolares™.
Através da PCR-DNA, que reconhece os vi-
rus latentes, 50 a 86% dos individuos infec-
tados exibem o VIH nas células broncoal-
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veolares, o que sugere que este agente exista,
predominantemente, num estado latente nas
células recolhidas pela LBA, pelo menos nos
doentes nao afectados por infec¢des opor-
tunistas®’. Homer, utilizando a RT-PCR em
LLBA de individuos infectados, em virias
fases da doenca, encontrou uma correlacio
estatisticamente significativa entre a percen-
tagem de linfécitos citotoxicos e a carga vi-
ral do LLBA, sobtretudo nas fases iniciais e
intermédias da infeccio (CD4>500 cel/ml
— inicial; CD4 entre 200-500 cel/ml — inter-
média)*. Este autor refere ainda que nos
doentes em fase mais tardia da infeccao o
fenétipo predominante dos linfécitos é o
supressor.

Os macréfagos alveolares de doentes infec-
tados revelam um aumento de antigénios
da classe II do MHC necessarios para a
apresentacao do antigénio as células T, o
que aumenta a sua capacidade nestes domi-
nios e evidenciam, ainda, receptores de alta
afinidade para a porcao Fc da IgG, daIgE e
do complemento, bem como uma elevada
expressao de antigénios CD4, reflectindo,
indirectamente, a presenca na sua superfi-
cie celular do receptor do VIH e o aumen-
to da producio de citocinas I1L1, IL6, ILS,
YINE, TNF o, GM-CSE, MIP 10 (7zacrophage
inflammatory protein). Estas citocinas desem-
penham o seu papel no estabelecimento da
alveolite: o TNF o , a 11, a ILL8 e a MIP
1ot podem promover directamente o recru-
tamento e a activacdo de linfécitos, neutrd-
filos e mondcitos e amplificar indirectamen-
te a resposta inflamatéria, estimulando
outras células, como os fibroblastos e as
células epiteliais, a libertarem factores qui-
miotacticos ou moléculas de adesao; o TNF
o favorece o contacto célula-célula no mi-
croambiente pulmonar.
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A motivagao deste
trabalho dirige-se
a um novo olhar
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do processo de
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Objectivos

A infeccao VIH apresenta, entre outras carac-
terfsticas, uma grande variabilidade individual.
Com efeito, tal como em outros processos in-
fecciosos, ¢ da interac¢ao entre os complexos
mecanismos do agente agressor e das defesas
inatas ou adquiridas do hospedeiro que resul-
tara o eclodir da doencga ou a sua resolucio.
No caso particular da infec¢ao VIH, porém,
assistimos ao estabelecimento de um proces-
so mais ou menos longo, que conduz a pro-
gressiva destruicao do sistema imunolégico
do hospedeiro, processado através de um
jogo de forcas dinamicas, nomeadamente a
nivel celular (activagdo; diferenciagao; proli-
feracio; libertacio de mediadores; microam-
biente quimio e citocinico, etc.), que atinge a
totalidade do organismo, adquirindo, no en-
tanto, uma expressao particular a nivel pul-
monat, face, entre outros factores, a simul-
tanea exposicao desta regido organica ao
meio interno e ao ambiente exterior.
Assim, a motiva¢ao deste trabalho dirige-se a
um novo olhar sobre a dinamica do processo
de defesa pulmonar, agora a luz de novas aqui-
sicoes cientificas que permitam uma melhor
compreensao da génese dessa variabilidade de
resposta. Esta premissa, a ser confirmada, po-
deria contribuir para relevantes implicagoes
clinicas, dado que o tratamento que ja agora é
dirigido a estrutura e mecanismos da pene-
tracdo celular do virus passaria a ser adaptado
individualmente ao conjunto de alteragoes que
ele produz no hospedeiro.

Por isso, este trabalho teve como objectivo
principal o estudo da variabilidade de alguns
aspectos do envolvimento imunolégico ce-
lular do pulmao profundo durante a agres-
sao pelo VIH, na tentativa de contribuir para
um melhor conhecimento da dinamica sub-
jacente a estes mecanismos.
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Material e métodos

Material

Este estudo englobou um conjunto de 14
doentes VIH1 positivos, 5 do sexo feminino
e 9 do masculino, com uma média de idades
de 39,6 £ 14,3 anos (Quadro I), referencia-
dos pelo Departamento de Doengas Infec-
ciosas dos Hospitais da Universidade de
Coimbra para realizacdo de broncofibrosco-
pia por suspeita clinica de infecgao bronco-
pulmonar oportunista.

Posteriormente, este conjunto de doentes
seria dividido e analisado em dois grupos;
Grupo I, designado por diagnéstico recente;
e o Grupo II, englobando os de diagnéstico
nao recente, pois, embora todos fossem por-
tadores de SIDA, a amostra clinica era cons-
tituida por individuos com infec¢des opor-
tunistas de diagnostico recente, nos quais
ainda nao tinha sido instituida terapcutica

Quadro | — Amostra médica

Doente Sexo Idade
1 F 29
2 M 38
3 F 41
4 M 60
5 M 33
6 M 36
7 F 37
8 M 76
9 F 48
10 M 41
11 F 29
12 M 24
13 M 31
14 M 33
Med * DP 9M; 5F 39,6 £ 14,3
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anti-retroviral, enquanto o segundo grupo
inclufa doentes com doen¢a mais prolonga-
da, com varios episédios infecciosos opor-
tunistas e tratamento anti-retroviral, para
além de outros esquemas terapcuticos.

Métodos

Todos os individuos, depois de expressarem
o seu consentimento informado, foram sub-
metidos a exame broncoendoscopico e a
LLBA, ap6s anestesia local da orofarige e cor-
das vocais com lidocaina a 2%, encontran-
do-se os doentes sob monitorizacio cardio-
-respiratoria.

Seguidamente a observacio da arvore bron-
quica, procedeu-se ao encravamento do fi-
broscopio num bronquio sub-segmentar,
cuja localizagao foi variavel, de acordo com
o local das alteragoes presentes na telerra-
diografia do torax; na auséncia de lesbes ra-
diolobgicas localizadas, esta técnica foi apli-
cada num dos bronquios subsegmentares do
bronquio lobar médio. Apds encravamento
do fibroscopio, efectuou-se a instilagao se-
tiada, através de seringa, de 60cm’ de soro
fisiolbgico aquecido a temperatura corporal,
num total de 180 cm?, ap6s o que se proce-
deu a sua aspiragao, igualmente através de
seringa. Considerou-se uma boa recolha
aquela em que se obteve 60%, ou mais, do
soro previamente instilado.

Em 10 doentes foi efectuado um estudo imu-
nolégico do LLBA e do sangue para a deter-
minac¢ao quantitativa das populagoes e subpo-
pulagdes linfocitarias (CD3, CD4, CDS,
CD19, CD56 e CD56CDS8) e dos receptores
CCR5 L, CD4CCR5, CD8CCR5, CCR5Mo,
CXCR4, CXCR4CD3, CXCR4CD14, CD28,
CD28CD3, CD28CD4, CD28CDS8, através
de anticorpos monoclonais: CD8FITC,
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CD19FITC, CD3PE, CD56PE, CD4PECY5
— lymphogram “cytognos”, CCR5PE, CXCR
FITC — R & D Systems, CD8Cy5 e CD3Cy5
—DaKo, CD4PE, CD14PE, CD28FITC-Im-
munotech; CD4FITC — CLB; CD8Percp —
Beckton Dickinson e CD3 APC — Beckton
Dickinson.

A leitura foi realizada num citémetro de fluxo
(Facs Calibur - Beckton Dickinson) a 3 oua 4
fluorescéncias: FL1-FITC (fluoresceina); FL2-
PE (ficoeritrina); FL3-PECY (ficoeritrina-ci-
anina); FL4-APC (aloficocianina).
Procedeu-se, em todos os doentes, a quanti-
ficagdo das viremias plasmaticas do VIH, por
PCR (polymerase chain reaction) de retrotrans-
cricio (PCR-RT) a partir de amostras de
sangue colhido em EDTA e, seguidamente,
processadas (separagao do plasma e conge-
lamento a menos 80°C, nas primeiras 4 ho-
ras ap0s a colheita).

Em 9 doentes efectuou-se a quantificacao do
ARN-VIH1 no LIBA através da PCR-RT. Nas
primeiras 4 horas depois da colheita, cada amos-
tra foi centrifugada, e aliquotas do sobrenadan-
te foram congeladas a menos 80°C até a extrac-
¢do e amplificagdo dos 4acidos nucleicos. Esta
extrac¢do foi efectuada por método automati-
zado “Cobas Ampliprep/Cobas Amplicor
HIV1 Monitor TM Test, version 1.5 Roche
Diagnostic Systems (Branchburg, New Jersey,
USA). Na amplificacao dos acidos nucleicos uti-
lizaram-se dois métodos disponiveis em termos
comerciais — método padrao e ultra sensivel do
sistema “Cobas Amplicor HIV1 Monitor TM
Test Version 1.5 Roche Diagnostic Systems”.
Este método permitiu a amplificagio de uma
sequéncia de 155 nucleétidos situada numa re-
gido altamente conservada do gene gagdo VIH1,
limitada pelas sequéncias iniciadoras SK145 e
SKCCI1B, optimizadas para se obter um rendi-
mento em termos de amplificagio equivalente
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para todos (A-G) os subtipos do grupo M do
VIHI. Os resultados foram observados na es-
cala numérica, com uma variacio dindmica si-
tuada entre as 50 e as 750 000 cépias de ARN
do VIH1/cm’ de amostra, tendo sido postetiot-
mente convertidos em escala logaritmica.
Durante todo o procedimento foram acau-
teladas medidas de anticontaminacio.

Para a analise estatistica aplicou-se o teste 7
de Studant e o teste de correlacio linear, uti-
lizando-se para isso o programa computaci-
onal disponivel.

Resultados
Caracterizacao da amostra médica

A caractetizacio da amostra médica (Qua-
dro II) revelou um conjunto de doentes apro-

Quadro Il - Caracterizagdo da amostra médica

ximadamente homogéneo em relagao aos
parametros considerados, com excep¢io da
idade. Com efeito, esta apresentava uma
média de 39,6+14,3 anos, mas com valores
que oscilavam entre os 29 e os 76 anos.
Quanto aos outros, todos eram VIH1 posi-
tivos, heterossexuais e nao toxicodependen-
tes; pelo que diz respeito ao sexo, 36% eram
mulheres e 64% homens, tendo-se verifica-
do uma distribuicao sobreponivel dos habi-
tos tabagicos — 43% de fumadores e 57% de
nao fumadores.

A avaliacio clinica destes doentes (Quadro
IIT) permitiu verificar que todos referiam
queixas de acordo com a situagao patolégica
e uma traduc¢io imagiologica que justificava
a realizacdo do exame broncoendoscépico.
Entre os sintomas predominavam a febre e
a expectoracdo purulenta, de acordo, alias,

N.° doente Idade Sexo HS HT Tox Inf VIH
1 29 F Ht NF N VIH1 R
2 38 M Ht F N VIH1 NR
3 41 F Ht NF N VIH1 NR
4 60 M Ht NF N VIH1 R
5 33 M Ht F N VIH1 R
6 36 M Ht F N VIH1 NR
7 37 F Ht NF N VIH1 R
8 76 M Ht NF N VIH1 R
9 48 F Ht NF N VIH1 NR

10 41 M Ht F N VIHT1 R
11 29 F Ht F N VIH1 NR
12 24 M Ht NF N VIH1 R
13 31 M Ht F Ex VIHT1 R
14 33 M Ht NF N VIH1 R
14 39,6+14,3 9M 5F Ht 6F 8NF N VIH1 9R 5NR

HS - Habitos sexuais; HT — Habitos tabagicos; Tox — Toxicodependéncia; Inf VIH - Infeccdo VIH; R — Recente; NR - Néo recente
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Quadro Il - Avaliag&o clinica da amostra médica.

N.° \ Bact Imuno
doente Sintomas IDR Rx BFO LBA LBA

PC +
1 Candidiase oral e esofagica Neg. Padréo intersticial Inflamat. CMV - Sim
MICT -

PC -
2 S. Febril; exp: purulenta Neg. Pleurite esq.; reforco broncovascular Inflamat. CMV - Sim
MICT -

PC -
3 S. Febril; candidiase genital Neg. Reforgo broncovascular Inflamat. CMV - Sim
MICT -

Inflamat. PC +
4 S. Febril; exp: purulenta Neg. Padré&o intersticio nodular + Sec. Pur. CMV - Sim
MICT -

PC +

Candldla_se oral; adenopatias cervicais, Neg. Reforgo broncovascular Inflamat. CMV - Sim
emagrecimento MICT -

PC +
6 S. Febril; candidiase oral e esofagica Neg. Padréo intersticial Inflamat. CMV - Sim
MICT -

PC -

Neg. Reforgo broncovascular Inflamat. CMV - Néo
MICT +
PC +

Neg. Padréo intersticial Inflamat. CMV + Nao
MICT +

PC -

9 S. Febril; Exp: purulenta; tosse Pos. Infiltrado para hilar esq. Inflamat. CMV - Néo
MICT +
PC -

Cefaleias; emagrecimento; Neg. Padréo reticular basal Inflamat. CMV - Nao
perda de equilibrio MICT -

Tosse; exp: purulenta; adenopatias
cervicais; candidiase oral

S. Febril; tosse seca; candidiase oral;
emagrecimento

10

PC -

11 S. Febril; tosse seca Neg Padréo intersticial Inflamat CMV - Sim
MICT -
PC +

12 S. Febril; Exp: purulenta Neg Padrao intersticial Inflamat CMV - Sim
MICT -
PC -

13 Tosse seca; febre Neg Reforgo broncoalveolar Inflamat CMV - Sim
MICT +t

PC -

14  S. Febril; tosse seca Neg Padrao intersticial Inflamat CMV + Néo
MICT +t

IDR - Intradermo reacgéo a tuberculina; BFO - Broncofibroscopia; LBA — Lavado broncoalveolar: PC — Pneumocistis jiroveci; CMV - Citomegalovirus;
MICT — Mycobacterium tuberculosis
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com a existéncia de uma infecgao respirato-
ria oportunista detectada pelo exame micro-
biolégico do LLBA e pelo aspecto inflama-
tério da mucosa da arvore respiratoria,
observavel em todos os individuos.

No ambito das alteragoes imagioldgicas, do-
minava um padrio intersticial, adstrito, na sua
maioria, aos doentes com infec¢do por Pren-
mocystis jirovect, seguido pelo reforco bronco-
vascular, nos restantes. Como seria de espe-
rar, o resultado da intradermo-reaccio a
tuberculina era generalizadamente negativo,
com excepcao do doente n.” 9.

Quanto ao estudo das cargas virais (Quadro
1V), dos seus resultados sobressaem, pela sua
relevancia, os seguintes aspectos: por um
lado, a presenca de virus no LLBA, tradu-
zindo a sua existéncia no pulmao profundo,
naturalmente em quantidades inferiores as
do sangue; por outro, a enorme variabilida-
de dessas cargas, tanto no sangue como no
LLBA, independentemente do periodo de
tempo mediado entre o diagnostico e a rea-
lizacao do exame.

Do estudo imunolégico no sangue

e no LLBA

A avaliagdo sanguinea, em valores absolu-
tos, das principais populagdes e subpopula-
¢oes linfocitarias (Quadro V), efectuada em
treze doentes, mostrou uma acentuada que-
da, tanto dos linfécitos totais como das suas
populagoes e subpopulagoes, mais expressi-
vamente nas células T-CD4. Apenas em
2 casos (doentes n.”* 12 e 13) esta subpo-
pulagio ultrapassava as 250 células/mm’, e
em 42,9% dos doentes era infetior a 50 célu-
las/mm’. Igualmente a populagio CD19 re-
velaria niveis muito inferiores ao normal,
com uma distribui¢io individual aparente-
mente equivalente a da subpopulagio CD4.
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Quadro IV - Cargas virais

N.° doente Sangue LLBA
1 718 000 1010
2 4110 106
3 685 000 654
4 787 000 2620
5 2090 000 137
6 680 000 -
7 2300 000 49
8 621 000 49
9 84 100 153

10 1880 000 3170
11 546 000 -
12 1000 000 -
13 41 600 -
14 14 200 -

Med £ DP 769 490 + 793 871 883 +1194
5,89 log £ 5,90 log 2,95 log + 3,08 log

Também na maior parte dos casos as taxas
mais baixas de células CD8 correspondiam
aos valores mais diminutos da subpopulacao
CD4 e CD19 (doentes n.”* 7 ¢ 8).

O estudo das populagdes e subpopula-
¢oes linfocitarias no LLBA, realizado em
10 dos 14 doentes (Quadro VI), revelou uma
distribui¢ao percentual semelhante a que foi
observada no sangue (Quadro VII) em rela-
¢ao as células CD3, CD19, CD4 e CDS,
embora no LLBA a percentagem de linf6ci-
tos T fosse superior neste meio, em relacao
ao sangue (94,515/84,1110,4), ao contritio
do que se verificou com os linfocitos B
(2,213/10,419,6); também no LLBA existia
uma percentagem mais elevada de linfocitos
T-CD8 (77,7£17,6/67,614,2), o que se nao
observou com as células T-CD4 (8,119,5 no
LLBA »s. 10,419,6 no sangue).

DE PNEUMOLOGIA

Vol XIll N.°2 Margo/Abril 2007



PULMAQ PROFUNDO - REACCAO CELULAR AQ VIH
Maria Alcide Tavares Marques, Vera Alves, Victor Dugue, M Filomena Botelho

Quadro V - Populagdes e subpopulagdes linfocitarias no sangue (valores absolutos)

N.° doente Linf. totais CcD19 CcD3 CD4 CD8
1 1800 64 1584 108 1476
2 700 35 658 126 539
3 1200 12 1092 12 816
4 1700 204 1292 17 173
5 500 15 440 40 400
6 - - - - -
7 100 8 73 8 66
8 100 6 86 8 77
9 1500 195 1260 225 945
10 700 98 476 42 413
1 1000 110 850 10 700
12 800 24 568 256 328
13 800 104 704 320 384
14 500 5 420 80 330
Med + DP 877 *+ 548 68 +70 731 * 465 104 £ 103 588 + 418

A actividade natural killer INK), marcada pelas
células T-CD56, com importantes variagoes
individuais nos dois meios biolégicos, expres-
sava-se em nfveis mais elevados no sangue
(9,1£8) do que no LLBA (2,9+1,9). Quanto a
actividade citotoxica, avaliada através das célu-
las CDD56 CD8, era, em média, similar no LLLBA
(1,7£1,2) e no sangue (2,21+2), parecendo, no
entanto, que a distribui¢do individual se apre-
sentava mais homogénea no primeiro destes
meios (Quadro VI) do que no segundo (Qua-
dro VII). As células duplamente negativas (DN)
apresentavam-se em valores ligeiramente mais
elevados no LLBA (7,6£4,5 »s. 5,615,3).

Curiosamente, e ao contrario do que se passa-
va no sangue, no LLLBA destacava-se um con-
junto de células da linha monocitico-macro-
fagica em vias de diferenciacio que em
termos médios atingia uma percentagem de

13 £13,6 (Quadro VI).
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A analise dos receptores celulares CCR5
e CXCR4 evidenciaria, em termos globais e
médios, comportamentos diferentes entre si
e em relacdo aos meios biologicos em que
foram determinados (Quadros VI e VII).
Assim, o CCR5 adstrito a totalidade dos lin-
técitos T era mais abundante no sangue
(10,9£13,2) do que no LLBA (8,4%3,5); no
entanto, o CCR5 ligado as células T-CD4 ¢
CD8 encontrava-se em maior percentagem
no LLBA do que no sangue (2+2,3 e
4,9%3,7/0,910,7 e 4,114,0, respectivamen-
te). Ja em relagdao aos valores deste receptor
nos monocitos/macrofagos, a dispatidade de
valores atingidos nos dois meios considera-
dos era muito acentuada (77,8141 no LLBA
vs. 18,7115 no sangue).

Ao contrario do CCR5, a expressao do
CXCR4 total era mais elevada no LLBA
(31£19,9) do que no sangue (16,48,1), e esta
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Quadro VI - Valores das populagées e subpopulagdes linfocitarias e receptores no LLBA (%)

CD56 CCR5 CD4 CD8 CCRS

Casos Ch3 CD4 CD8 CD19 CD56 DN

cD8 CCR5 CCR5 Mo
1 %52 4 85 04 38 109 18 57 13 4 981
2 865 22 54 56 56 4 4 98 82 16 0
3 976 01 897 14 78 06 3 02 25 958
4 %58 03 913 28 13 41 08 122 02 105 97
5 81 52 812 05 14 101 08 127 27 92 943
6 %87 09 9 0 13 52 08 85 08 0 0
7 %3 19 912 0 36 24 2 78 09 53 995
8 847 274 394 91 59 176 29 83 26 41 995
9 93 98 768 17 4 53 29 36 12 21 9.4
10 86 97 799 03 11 87 07 126 19 10 97
Med 045 84 717 22 29 16 17 84 20 49 7118
DP 50 95 17,6 30 19 45 12 35 23 37 410
CxCR4  CxCR4  Cel. CD28  CD28  CD28
Casos CxCR4  “ps co4  -pif P cD3 CD4 cD8
1 "7 104 98,8 31,2 49 43 19 23
2 753 66,4 99,4 17 20,8 15.1 85 57
3 214 194 85,2 "7 125 104 0.1 95
4 153 134 85,7 1.9 17,1 153 0 14,8
5 175 15 89 25,8 177 156 23 133
6 16,2 0 0 0 0 0 0 0
7 43,6 M7 99,6 19 23,3 21,3 15 19
8 M6 39 97,3 15 74 30,1 46 45
9 436 M6 95,4 73 20,3 188 37 136
10 23,3 224 9,4 37 34,6 34,2 59 25,5
Med 31,0 26,9 84,5 13,0 15,9 16,5 2,9 10,8
DP 19,9 19,8 30,2 13,6 10,1 105 28 8,0

tendéncia manifestava-se igualmente em rela-
¢do aos linfécitos T (26,6£19,8 ws. 10,7£7,0)
e a linha monocitica/macrofagica, neste caso
exuberantemente (84,5+30,2/4,814,0).

A avaliacio da co-estimulacio efectuada
através da marcacio CD28 mostrou-se su-
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perior no sangue (22,8%£16,2) em relacao
ao LLBA (15,9110,1); esta tendéncia man-
tinha-se a nivel das células T totais, dos
CD4 e dos CD8 (22,516,7; 7,8%8,3;
13,3%+8,3/16,5+10,5;2,9+2.8; 10,8£8, res-
pectivamente).
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Quadro VII - Valores das populagdes e subpopulagdes linfocitérias e receptores no sangue (%)

Casos Ch3 CD4 CD8 CD19 CD56 DN

CD56 CCR5 CD4 CD8 CCRS

cD8 CCR5 CCR5 Mo
1 89 48 83 21 89 21 19 3 04 23 83
2 898 195 696 93 07 06 0 18 07 09 7.
3 896 01 705 25 76 192 19 31 0 19 10
4 655 17 578 231 13 64 17 273 19 1 155
5 8,9 42 814 23 107 12 28 63 08 48 86
6 851 5 747 72 718 56 18 42 18 0 582
7 82 75 755 18 5 16 52 01 35 174
8 645 173 385 58 294 8 16 3 05 26 203
9 86,7 303 505 41 89 36 17 4 11 26 175
10 954 138 765 23 21 49 12 142 18 M7 24
Med 841 104 676 67 91 56 22 109 09 41 187
DP 104 96 142 63 80 53 20 132 07 40 150
CxCR4  CxCR4  Cel. CD28  CD28  CD28
Casos CCR4  “cp3  cpta -pift PB ¢ps CD4 cD8
1 103 95 33 - 8 79 33 45
2 215 182 58 - 34,5 35,5 13,1 22,1
3 6,8 5 4 — 12,4 12 03 8.9
4 186 55 25 - 153 13.4 15 15
5 10,3 86 19 - 11,6 1 2 87
6 21,9 0 16,9 - 0 0 0 0
7 21,9 173 21 - 30,6 30,4 59 22,6
8 31,3 25 06 - 40,1 37,7 14,6 20,9
9 56 4,9 53 _ 51,9 54,2 25,5 23,2
10 15,8 13,4 53 _ 23,2 22,9 15 10,9
Med 16,4 10,7 48 - 22,8 22,5 78 13,3
DP 8.1 76 46 - 16,2 16,7 83 83
Discussao pendéncia de dois factos: por um lado, de

No ambito da discussao dos resultados, jul-
gamos dever assinalar, em primeiro lugar, a
circunstancia de eles corresponderem a uma
amostra médica que desejarfamos mais re-
presentativa, o que se nao verificou, na de-
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apenas podermos dispor de doentes referen-
ciados ao Departamento de Ciéncias Pneu-
molégicas e Alergologicas pelo Servico de
Doengas Infecciosas com um quadro clini-
cO que necessitasse, para seu esclarecimen-
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to, de um exame broncoendoscépico; por
outro, da diminuicao do ndamero de interna-
mentos e de patologia respiratéria oportu-
nista, face a aplicacio dos novos esquemas
terapcuticos (HAART).

No entanto, apesar de a caracterizagao e ava-
liagdo clinica da amostra médica (Quadros
II ¢ I1IT) demonstrarem uma relativa homo-
geneidade do conjunto dos individuos estu-
dados, verificou-se, em relagiao aos parame-
tros aplicados na investigagao dirigida as
populagoes e subpopulagdes linfocitarias e
receptores celulares, a presenca de uma rele-
vante variabilidade individual dos resultados,
tanto no LLBA como no sangue (Quadros
VI e VII), dando a sensa¢io de que as multi-
plas alteragoes verificadas impedem a forma-
¢ao de conjuntos homogéneos, face aos nu-
merosos factores envolvidos na resposta do
pulmio profundo a infeccao VIH.

Por isso nos interrogamos sobre se o alarga-
mento da amostra médica, em circunstan-
cias habituais sempre desejavel, viria a alte-
rar substancialmente o espectro de resultados
correspondentes a este trabalho

A acentuada queda dos linfocitos totais, as-
sim como das suas populagdes e subpopula-
¢Oes, tanto no LLBA como no sangue, e que
atingiam marcadamente as células T-CD4,
esta de acordo com os resultados obtidos por

outros autores#0:4:42

4, Curiosamente, ape-
sar da enorme variabilidade detectada nos
valores das cargas virais (Quadro IV), tanto
no sangue como no LLBA, aos niveis de T-
CD4 mais baixos nestes meios biolégicos
correspondiam as maiores cargas virais, exis-
tindo uma correlagdo entre as cargas virais
e os elementos celulares considerados
(p=0,005 para os linfécitos totais; p=0,05
para os CD19; p=0,004 para os CD3; p=0,01
para os CD4 e p=0,007 para os CD8). Ja em
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relagdo as infecgbes respiratorias oportunis-
tas, ndo Nos pareceu que se encontrassem
dependentes dos niveis virais no LLBA. Ao
analisar as cargas virais do LLBA em func¢ao
do tempo decorrido entre o diagndstico e o
exame broncoendoscépico, podemos cons-
tatar que a maioria dos doentes mais recen-
tes correspondiam as maiores cargas virais
no LLBA, a semelhanca do que ocorria no
sangue periférico (Quadros II e IV).

O pulmao profundo destes doentes apresen-
tava uma percentagem de linfécitos T e da
subpopulacio CD8 superior a do sangue, ao
contrario do que ocorria com a subpopula-
¢ao CD4, embora menos expressivamente,
mas ambos em valores extremamente dimi-
nuidos, em oposicao ao que se verificava com
os linfocitos B, que predominavam nitida-
mente no sangue (Fig.1).

Ainda na Fig 1, pode-se reconhecer que a
actividade natural killer era significativamen-
te (p=0,01) mais elevada no sangue do que
no pulmao, onde apresentava valores extre-
mamente diminuidos e, quanto a actividade
citotdxica, esta encontrava-se muito reduzi-
da nestes meios biologicos (Fig. 1). Assina-
la-se, por isso, a queda acentuada destes dois
mecanismos de defesa a nivel pulmonar, in-
dependentemente das cargas virais e do tem-
po de infecgdao. Assim, os baixos niveis de
células T-CD4 e T-CD8 com expressio ci-
totoxica poderiam ter contribuido para a
ocorréncia das infecgbes oportunistas que
atingiram a maioria destes doentes.

Por outro lado, a deplecio linfocitaria verifi-
cada a nivel do pulmao profundo podera jus-
tificar a diminuta expressio das actividades
reguladora e supressora das subpopulagoes
CD4 e CD8 ligadas a molécula de co-estimu-
lagao CD28, as quais, alids, se apresentavam
ligeiramente mais elevadas no sangue (Fig. 2).
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%
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94,5
I Sangue
84,1
100 1 5 71,7

67,6

+
17,6

CD3
CD4
CD8
CD19
CD56
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CD56CD8

Fig.1 - Distribuicdo das populagdes e subpopulagdes linfocitarias no LLBA e no sangue. (* p<0,03; # p< 0,01; ## p<0,003)

60 -
mLLBA @ Sangue

45

CD28 CD28CD3 CD28CD4 CD28CD8

Fig. 2 - Expressao do factor co-estimulatério CD28 no LLBA e no sangue. (* p<0,02).

Assim, a diminuta expressao do receptor mero destes elementos celulares, eventual-
CCRS5 nas subpopulagoes CD4 ¢ CDS8 pre- mente de acordo com uma fase avancada da
sentes no aparelho respiratorio destes doen-  doenga (Fig, 3); pelo contrario, nas células da
tes podera estar dependente do reduzido ni-  linha monocitico/macrofagica, este receptor
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abundava expressivamente e em percenta-
gens muito superiores as detectadas no san-
gue (Fig, 3).

A presenca de tio elevada percentagem da
expressio do receptor CCR5 neste grupo
celular a nivel do aparelho respiratério
(77,8141%) coincide com as descri¢oes de
investigacoes similares™ efectuadas noutros
6rgaos mucosos, como o intestino (74%) e
vagina (52%) vs sangue (4%) e ganglio linfa-
tico (7%), traduzindo a sua grande sensibili-
dade para os territorios de grande replica-
¢ao do VIH.

Quanto a expressio do receptor CXCR4,
sempre mais acrescida no pulmao (Fig. 4),
encontrava-se em percentagens bastante mais
elevadas do que o CCR5, tanto nos linféci-
tos T como nas células monocitico/macro-
tagicas, neste dltimo caso com diferencas sig-
nificativas (p<0,005) em relacido ao sangue.
Parece, assim, que existe um tropismo viral
para os receptores CCR5 e CXCR4, poden-
do o VIH utilizar qualquer deles.

Face aos resultados apresentados, e nesta fase
da doenga, os mondcitos e os macréfagos
do pulmio profundo, para além de consti-
tuirem um poderoso reservatério, assumem
um importante papel na defesa deste terri-
tério, demonstrada, em todos os doentes,
pela expressiva activagao detectada por au-
tofluorescéncia, como se pode reconhecer,
a titulo exemplificativo, no Caso n.° 1 (Fig. 5).
Alias, se distribuirmos os doentes por dois
conjuntos em func¢ao da antiguidade da sua
infecgao, determinada pelo espaco de tem-
po que decorreu entre o diagnostico de
SIDA e a realizacido deste estudo — con-
junto I (doentes n.° 1,4, 5, 8,9 e 10 — diag-
nostico recente) e conjunto 11 (doentes n.°
2,3, 6 ¢ 7 — diagnéstico nido recente), po-
demos reconhecer que, apesar dos condi-
cionalismos que rodeiam esta amostra
médica e da notéria variabilidade indivi-
dual, o comportamento dos receptores ce-
lulares CCR5 e CXCR4 parece tendencial-
mente ligado a fase evolutiva da doenca.

B Sangue

% m LLBA
120 -
100 -
80 -
60 -
40 4 g4 109
+ * 2 0,9
20 B 3’5 13,2 2i3 +
o | mmmilm 2O
CCRS CD4CCR5

CD8CCRS CCRS Mo

Fig. 3 — Expressao do receptor CCR5 no LLBA e no sangue. (* p<0,002).
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100 -
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40 -

20 ~

CxCR4 CxCR4CD3 CxCR4(CD14)

Fig. 4 - Expressao do receptor CXCR4 no LLBA e no sangue. (* t=2,5; p<0,02; ** t=3,3; p<0,005; *** t=7,3, p<0,00002)

CCR5

Fig. 5 — Autofluorescéncia,
determinada por citometria
de fluxo, das células da li-
nha monocitica/macrofagica
que expressavam recepto-
res CCR5 e CXCR4, corres-
pondente ao doente n.° 1.
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Assim, o CCR5 ligado a linha celular mo-  no pulmio profundo em relacio ao san-
nocitica-macrofagica dos individuos recen-  gue (p<0,000002), em niveis muito supe-
temente diagnosticados (Fig. 6) encontra-  riores aos detectado no LLBA das infec-
va-se larga e significativamente expandido  ¢Oes mais antigas (Fig. 7).

97,1
% P
100,0 - 1.7 |
m LLBA E Sangue
75,0 -
50,0 -
9,2 9,6
25,0 - . - T L1
39 96 " b
0,0 - ‘
CCR5 CD4CCR5 CD8CCR5 CCR5 Mo

Fig. 6 — Expressao do receptor CCR5 no LLBA e no sangue do conjunto | (diagnéstico recente). (* t=34,1; p<0,000002).

100 -

mLLBA @ Sangue

CCR5 CD4CCR5 CD8CCR5 CCRS5 Mo

Fig. 7 — Expresséo do receptor CCR5 no LLBA e no sangue do conjunto Il (diagnéstico ndo recente).
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Curiosamente, a sua evolugao no sangue pro-  Ja a expressio do receptor CXCR4, igual-
cessou-se em termos opostos (Figs. 6 ¢ 7), mente elevada nos mondcitos/macroéfagos
parecendo aumentar neste meio amedidaque  do LLBA, em valores significativamente

diminuia no LLBA. (p<0,0000001) muito superiores aos do san-
100,0 -
mLLBA m Sangue
75,0
50,0 -
25,0
0,0 -
CxCR4 CxCR4CD3 CxCR4(CD14)

Fig. 8 — Expresséo do receptor CXCR4 no LLBA e no sangue do conjunto | (diagndstico recente). (* t=43,4; p<0,0000001)

%
100 -
1 =
mLLBA @mSangue +
75 47,8
39.1 42.5
' +
+ LN
2O 23,5

25

CxCR4 CxCR4CD3 CxCR4(CD14)

Fig. 9 — Expressao do receptor CXCR4 no LLBA e no sangue do conjunto Il (diagndstico ndo recente). (* t=2,4; p<0,05)
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gue (Fig. 8), diminufa muito mais lentamen-  pre em maiores percentagens no LLBA do
te no pulmio profundo com a progressao  que no sangue (Figs. 10 e 11), se viria a reco-
da doenga (Fig. 9). nhecer uma tendéncia evolutiva inversa, com
Por outro lado, também em relacdo ao re-  niveis mais elevados no LLLBA dos doentes
ceptor CXCR4 ligado aos linfécitos T, sem-  com infec¢do mais antiga (Figs. 8 ¢ 9).

94,2
% 4
100 - 5,1 813
4 74,9
- + mLLBA msangue

CD3 CD4 CD8 CD19 CD56 DN CD56CD8

Fig. 10 — Populagdes e subpopulagdes linfocitarias no LLBA e no sangue do conjunto | (diagnéstico recente).

%, 94,8
88,2

100 4 56 - 82
22 m LLBA m Sangue

CD3 CD4 CD8 CD19 CD56 DN CD56CD8

Fig. 11 - Populagdes e subpopulagdes linfocitarias no LLBA e no sangue do conjunto Il (diagnéstico nédo recente).
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Estes dados parecem sugerir que, em relagao
aos receptores investigados, aquele que mais
se exptime nas células da linha monocitica/
/macrofagica, e, em menor percentagem, nos
linfécitos T do pulmio profundo, ao longo
da afeccio, é o CXCR4. Com efeito, nas fases
evolutivas avaliadas, esta dinamica dos recep-
tores celulares podera ter varias explicages,
tanto na dependéncia de eventuais mutagoes
virais, como de provaveis alteracoes celulares
na expressao de receptores, induzida pelo pro-
cesso inflamatério crénico dependente da in-
feccao VIH, ou da ac¢io do tratamento re-
troviral, o qual, alids, ndo tinha sido ainda
aplicado aos doentes do conjunto I. A este
processo nao devera ser indiferente o acelera-
do turnover monocitico/macrofagico do pul-
mao profundo, desencadeado, ao que tudo
indica, por citocinas moduladoras do proces-
so inflamatério, responsavel por uma expres-
sao destes elementos celulares neste territo-
rio organico, traduzida por uma alveolite
macrofagica detectada por Fontes Baganha,
Melico Silvestre e Santos Rosa, entre outros,
desde a fase assintomatica da doenca®.

Os resultados obtidos parecem reforcar a
ideia de que, com a progressiva queda dos
linfécitos T, fundamentalmente dos CD4, os
elementos da linha monocitica/macrofagica
assumir-se-iam como as primeiras células
efectoras inatas de combate 2 infeccio VIH
no pulmio profundo.

Por outro lado, em qualquer dos conjuntos
considerados, a actividade natural killer e
citotoxica pulmonar encontrava-se profun-
damente diminuida, enquanto no sangue
parecia cair com a progressio da doenca
(Figs. 10 e 11), pressagiando um prognosti-
co sombirio.

A progressiva diminui¢io no territério pul-
monar das células duplamente negativas (au-
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séncia dos receptores o-f3 e ¥-0) (Figs. 10 e
11) podera significar uma queda da percenta-
gem de células indiferenciadas ou de elemen-
tos celulares que endocitaram receptores sob
o efeito da infeccdo VIH. Curiosamente, as-
sistia-se, no sangue, a uma evolugdo inversa
da dinamica destas células (Figs. 10 e 11).

Por dltimo, uma referéncia ao papel desem-
penhado neste contexto pelas infec¢oes
oportunistas, ja que também os seus agentes
ou o processo inflamatério por eles desen-
cadeado, ao modificarem o microambiente
celular, poderio alterar, a par do aumento
da replicac¢io viral, a utilizacdo de receptores
celulares pelo VIH, através da produg¢ao ou
diminui¢ao de determinados grupos citoci-
nicos, como o assinalaram Israél-Biet, em
relacao ao Preumocystis jiroveci, e Hyoshihi-
ko Hoshint ao Mycobacterinm tuberculosis ™.

Conclusées

1. A infec¢do VIH desencadeia no pulmao
profundo, como em muitos outros 6rgaos
importantes, extensas e diversificadas per-
turbacoes dos mecanismos de defesa.

2. Os factores envolvidos nesta luta sao de
tal forma numerosos, tanto em relacio ao
agente agressor como ao hospedeiro (es-
tirpe viral, porta de entrada, elementos
envolvidos na resposta imunitaria, actua-
¢ao de uma complexa rede de citocinas e
de outros mediadores, actividades natural
killer e citotdxica, expressao de diferentes
receptores celulares, apoptose, eventual
presenca de patologia oportunista — infec-
ciosa ou de outra natureza — resposta te-
rapéutica, etc.) que dificulta a disponibili-
dade de amostras médicas homogéneas
quando se pretende conduzir uma inves-
tigacdo nestes dominios. Este circunstan-
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cionalismo vé-se ainda agravado pelas dis-
posicoes de ordem ética que impdem, na-
turalmente, acentuadas restricdes a abor-
dagem destes doentes com finalidades
exclusivamente cientificas.

. Entretanto, julgamos poder afirmar, face

aos resultados apresentados, que estes
apontam tendencialmente para uma res-
posta pulmonar a agressio VIH com ca-
racteristicas de compartimentagao, confe-
rida essencialmente, entre outros factores,
pela dinamica dos elementos celulares
envolvidos e dos respectivos receptores,
com estes ultimos a revelarem expressdes
distintas em fun¢iao do meio biolégico.
Neste contexto, a compartimentagiao da
resposta do pulmio profundo encontra-
-se particularmente dependente da activi-
dade dos macréfagos alveolares, os quais
constituem, desde muito cedo, a pega gira-
téria destes fenémenos e representam o
ultimo mecanismo celular de defesa nesta
regiao organica, quando todos os outros
se encontram fortemente afectados.

. Por outro lado, parece que o conhecimen-

to da dinamica dos receptores celulares
estudados, em relagdo aos quais este tra-
balho constitui um modesto conttibuto,
fara acalentar fundamentadas esperangas
na utilizagdo terapéutica do seu bloqueio,
na medida em que ja foi demonstrado que
a sua aplicacao ao receptor CCR5 nio de-
sencadeia o perigo de constitui¢ao de vari-
antes do VIH para o receptor CXCR4*,
o que podera depender dos resultados que
observamos quanto a0 compotrtamento
destes receptores; de facto, enquanto no
pulmao profundo o CXCR4 permaneceu
consistentemente elevado nas células mo-
nocitico-macrofagicas ao longo da infec-
¢30 e aumentava a sua expressao nos lin-
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focitos-T com a progressio da doenca,
o CCR5 revelou um comportamento
oposto, no LLBA, caindo substancialmente
a0 longo da infec¢do, mas, contrariamen-
te a0 CXCR4, aumentava a sua expressiao
no sangue com o decurso do quadro pa-
tolégico.

5. Dada a elevada coexisténcia de infec¢oes
oportunistas nestes doentes (71,4%), nao
podemos descartar a hipotese de este pre-
dominio da expressio CXCR4 se dever a
uma modulacdo induzida por estes ger-
mes oportunistas ou, eventualmente, ter
origem em reinfec¢des por estirpes que
predominantemente o utilizem.

6. Finalmente, a expressao de uma tio acen-
tuada variabilidade individual nao deixara
de acarretar importantes ilagGes clinicas.
De facto, nestas circunstancias, cada caso
parece apontar para a necessidade de o
doente respectivo ser analisado individual-
mente em relagdao aos principais parame-
tros estudados, atitude indispensavel a apli-
cacdo de uma correcta terapéutica.
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