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Resumo

EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM ASCORBATO E o-TOCOFEROL EM
PACIENTES INFECTADOS PELO HIV

Os pacientes infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) apresentam
diminui¢do dos niveis séricos de antioxidantes e aumento simultdneo na producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), caracterizando um estado cronico de estresse
oxidativo. A ativagdo imune cronica que ocorre desde os estigios iniciais da infecgdo ¢
responsavel pelo aumento da produgao das EROs, que favorecem a replicagao viral através
da ativagdo de fatores de transcricdo, como NF-kB e AP-1, e a deplecao dos linfocitos por
apoptose. Os elevados niveis de apoptose verificados nesses pacientes sdo responsaveis
pelo comprometimento do sistema imune e progressao para AIDS. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito da suplementacdo com 800 mg/dia de a-tocoferol e 2.000 mg/dia de
ascorbato sobre a viabilidade celular e a evolugdo da infec¢ao pelo HIV em pacientes
submetidos a terapia antirretroviral, através da avaliacdo de marcadores laboratoriais.
Participaram deste estudo 47 voluntarios soropositivos para o HIV, destes, 13 foram
suplementados com ascorbato, 14 com a-tocoferol e 20 fizeram uso de placebo. As
analises laboratoriais foram realizadas antes do inicio do tratamento e apds 60, 120 e 180
dias. Os resultados obtidos demonstraram o efeito adicional da suplementagdo sobre o
aumento dos niveis de viabilidade celular (»p=0,002) e diminuicao dos niveis de apoptose
(p=0,0001), independentes da terapia antirretroviral. Os niveis séricos de IgA apresentaram
diminuicdo no grupo suplementado com o-tocoferol, no entanto ndo houve diferenca
estatistica (p=0,490). Da mesma forma, houve uma tendéncia de melhores resultados dos
niveis séricos de IgM no grupo suplementado com ascorbato (p=0,511). Para os
marcadores CD4, CDS, relagdo CD4/CDS8 e niveis plasmaticos de RNA do HIV, nao
observamos efeito adicional da suplementa¢do com ascorbato ou a-tocoferol. A partir
desses resultados concluimos que a suplementacdo com ascorbato e a-tocoferol constituem
uma ferramenta importante na manuten¢ao da viabilidade celular e recuperagdo do sistema
imune em pacientes infectados pelo HIV.

Palavras chave: HIV, AIDS, ascorbato, a-tocoferol, apoptose, viabilidade celular



Abstract

EFFECTS OF ASCORBATE AND a-TOCOPHEROL SUPPLEMENTATION IN
HIV INFECTED PATIENTS

Low serum antioxidant levels are largely seen in HIV infected patients, accompanied by a
simultaneous overproduction of reactive oxygen intermediates, characterizing a chronic
state of oxidative stress. The chronic immune activation that occurs since the initial stages
of the infection is responsible for the increase in the production of reactive oxygen
intermediates, which favor viral replication through activation of nuclear transcription
factors, like NF-xB and AP-1, which are obligatory for HIV transcription, and depletion of
lymphocytes by apoptosis. The high levels of apoptosis observed in these patients are
responsible for the commitment of the immune system and progression to AIDS. The aim
of this study was to evaluate the effect of 800 mg/day of a-tocopherol and 2.000 mg/day of
ascorbate supplementation on cell viability and the progression of HIV infection in patients
under antiretroviral therapy, through the evaluation of prognostic markers. 47 HIV
seropositive patients participated in the study, of whom 13 were supplemented with
ascorbate, 14 with a-tocopherol and 20 utilized placebo. The analyses were carried out
before the treatment commenced and after 60, 120 and 180 days. The results demonstrate
the additional effect of vitamin supplementation in increasing cellular viability (p=0,002)
and decreasing apoptosis (p=0,0001), this effect being independent of antirretroviral
therapy. The serological levels of IgA decreased on a-tocopherol supplemented group,
without, however, statistical difference (p=0,490). Similar trends were observed on the
group supplemented with ascorbate, where serum IgM levels were diminished, but with a
lack of statistical significance (p=0,511). The results don’t demonstrate an additional effect
of ascorbate or a-tocopherol supplementation on CD4 and CDS cell-count, CD4/CDS ratio
and viral load. Considering these results, we conclude that ascorbate and a-tocopherol
supplementation is an important tool in the maintenance of cellular viability and
consequently the recovery of immune system in HIV infected patients.

Keywords: HIV, AIDS, ascorbate, a-tocopherol, apoptosis, cellular viability
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes Gerais

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) foi descrita em 1981, nos
Estados Unidos, quando foram notificados ao Center for Disease Control and Prevention
(CDC) os primeiros casos de pneumonia por Pneumoyistis carinii, atualmente denominado
Pneumocystis jirovecii, e de Sarcoma de kaposi em homossexuais masculinos previamente
sauddveis, que apresentavam também infecgdes por outros microrganismos oportunistas,
como Candida albicans (CDC, 1981; Levy, 1984). Os pacientes apresentavam evidéncias
de disfun¢do imune, caracterizada por anergia nos testes cutaneos e deplecao dos linfocitos
T auxiliares (Meyaard, 1993).

Em 1983, o agente etiologico, pertencente a subfamilia lentivirus dos retrovirus
humanos, foi isolado de maneira independente pelos grupos de Gallo e colaboradores
(1983) e Montagnier e colaboradores (Barré-Sinoussi, 1983), a partir de um paciente com
AIDS e de um paciente com linfadenopatia persistente. Inicialmente, o virus recebeu as
denomina¢des Human T-Lymphotrophic Virus (HTLV-III) (Gallo, 1983) e
Lymphadenopathy-associated virus (LAV) (Barré-Sinoussi, 1983), sendo que em 1986 foi
proposta a nomenclatura oficial Human Immunodeficiency Virus (HIV) (Coffin, 1986).

O HIV ja foi isolado de praticamente todos os fluidos corporais incluindo sangue,
sémen, secrecdo vaginal, lagrimas, saliva, urina e leite materno (Barré-Sinoussi, 1983;
Gallo, 1984; Levy, 1985) e a transmissao ocorre através de relagdes sexuais, inoculagao de
sangue e derivados e da mae para o concepto (Rachid, 2003).

A transmissao nas relagdes sexuais € bidirecional, no entanto o risco € maior para
as mulheres, sendo aumentado com a pratica do intercurso anal e na presenca de ulceras

genitais. O uso de drogas injetaveis e o contato sexual onde hd o contato com sangue e
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esperma contaminados sdo as principais vias de transmissdo (Friedland, 1987). Co-
infec¢des que comprometem a integridade da mucosa urogenital facilitam a infec¢ao pelo
HIV através do contato sexual. A inflamacao local decorrente dessas infec¢oes resulta na
ativacdo das células T e, conseqiientemente, aumenta a replicagdo viral (Sleasman, 2003).
A transmissao da mae para o filho pode ocorrer durante a gestagdo, no momento do parto
ou durante a amamentagdo, sendo que o risco de transmissdo aumenta a medida que
progride a imunodeficiéncia da mae (Rachid, 2003). Na auséncia de terapia antirretroviral,
aproximadamente 20% a 30% das criancas nascidas de maes infectadas tornam-se HIV
soropositivas (Mofenson, 1997).

O diagndstico da infecgdo pelo HIV precisa obedecer aos seguintes critérios,
estabelecidos pelo Ministério da Saude:

1) Resultados positivos em dois testes sorologicos de triagem para detec¢do de
anticorpos anti-HIV (anti-HIV-1 e anti-HIV-2) do tipo ELISA, com principios
metodologicos distintos, seguidos de resultado positivo em teste sorologico de carater
confirmatorio, tipo imunofluorescéncia indireta, Western Blot ou testes de amplificacao de
acidos nucléicos como, por exemplo, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a
amplificacao seqiiencial de 4cidos nucléicos (NASBA) (Ministério da Saude, 2004).

i1) Resultado positivo em um dos seguintes testes virologicos:

- Deteccao do acido nucléico do HIV por PCR ou NASBA (Nucleic Acid
Sequence Based Amplification);
- Teste para antigeno p24;
- Isolamento do HIV por cultura viral (CDC, 1999).
Apds diagnodstico confirmatdrio de infeccdo pelo HIV, segue-se o estadiamento e a

definicdo dos casos de AIDS, baseando-se em critérios clinicos ¢ laboratoriais. A
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classificagdo da infec¢do pelo HIV segue estadiamento proposto pelo CDC de Atlanta
(EUA) que classifica a doenca em trés categorias:
Categoria A: pacientes soropositivos para o HIV e que atendam a uma ou mais das
seguintes condicoes:

e Infecgdes assintomaticas;

e Linfadenopatia;

e Infeccdo sintomatica aguda (sindrome retroviral)
Categoria B: nesta categoria, enquadram-se pacientes sintomaticos que apresentam uma
ou mais das seguintes condigoes:

e Candidiase orofaringea persistente;

e Sintomas constitucionais como febre (>38° C) ou diarréia persistente por mais de 1

mes;

e Purpura trombocitopénica idiopatica;

e Listeriose;

e Neuropatia periférica.
Categoria C: os pacientes uma vez classificados nesta categoria, ai se mantém. As
principais condi¢des clinicas sdo:

e (andidiase traqueal, bronquial ou pulmonar;

e Cancer cervical invasivo;

e Coccidioidomicose, disseminada ou extrapulmonar;

e Criptococose extrapulmonar;

e Criptosporidiose e/ou isosporidiose intestinal cronica (superior a 1 meés);

e Encefalopatia relacionada ao HIV;

e Sarcoma de Kaposi;
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e Complexo Mycobacterium avium, disseminado ou extrapulmonar;
e Tuberculose, pulmonar ou extrapulmonar;
e Septicemia recorrente por Salmonella;
e Perda involuntaria de peso, superior a 10% do peso corporal.
A subdivisdo dessas categorias ¢ feita de acordo com a contagem de linfocitos

CD4+ no sangue periférico:

Categorias Al, B1, C1 CD4+ > 500/ul
Categorias A2, B2, C2 CD4+ de 200 a 499/ul
Categorias 43, B3, C3 CD4+ <200/l

O diagnostico de AIDS ¢ definido a todos os pacientes da categoria C, bem como
todos os que se enquadram na subcategoria 3 (CDC, 1992).

Segundo os critérios atuais de defini¢do de casos de AIDS do Ministério da Saude,
para fins de vigilancia epidemiologica, serd considerado caso de AIDS, todo individuo com
13 anos ou mais que apresentar resultado positivo em dois testes de triagem para detecgdo
de anticorpos anti-HIV ou um teste confirmatorio reagente, no qual seja diagnosticada
imunodeficiéncia; pelo menos uma doenga indicativa de AIDS e/ou contagem de linfocitos
T CD4 inferior a 350 células/mm’. Contudo, a TARV (terapia antirretroviral) s6 é
instituida quando a contagem de linfocitos T CD4 for inferior a 200 células/mm’

(Ministério da Saude, 2004).

1.2 Epidemiologia
No final de 2004, a Organizagdo Mundial da Satide (OMS) e o Programa Conjunto

das Nagodes Unidas para HIV/AIDS (UNAIDS) estimavam haver 39,4 milhoes de pessoas
infectadas com o virus da AIDS em todo o mundo. Destes, 37,2 sdo adultos, 17,6 sdo

mulheres e 2,2 milhdes sao criangcas com menos de 15 anos de idade, e estimava-se que
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mais de 20 milhdes j& haviam morrido. Foram registrados 4,9 milhdes de novos casos, 4,3
milhdes em adultos e 640.000 em criancas (UNAIDS/WHO, 2004).

Informagdes obtidas nos boletins de notificacdo indicam que a grande maioria das
infeccdes pelo HIV afetava o grupo de homossexuais masculinos, no inicio da epidemia.
Atualmente, as relagdes sexuais desprotegidas entre homens e mulheres e o uso de drogas
injetaveis lideram as vias de transmissao (UNAIDS/WHO, 2004; Boletim Epidemiolégico,
2004).

Dados obtidos até junho de 2004 indicam 362.364 casos acumulados de AIDS
registrados no Brasil, sendo que as regides Sudeste e Sul lideram, com 235.419 e 63.515
casos acumulados de AIDS, respectivamente. Na regido Sudeste registrou-se 7.743 novos
casos até junho de 2004, enquanto na regido Sul notificou-se 2.843 novos casos de AIDS
neste mesmo periodo (Boletim Epidemioldgico, 2004).

Em Santa Catarina foram registrados 15.637 casos acumulados de AIDS até junho
de 2004 (Boletim Epidemioldgico, 2004). Dentre os 100 municipios com maior nimero de
casos notificados no Brasil, Florian6polis estd na décima oitava posi¢do, de acordo com
dados obtidos até dezembro de 2003, com 2.486 casos registrados e Itajai com 1.591 casos,
ocupa a vigésima oitava posi¢do. No que se refere a incidéncia de AIDS por 100.000
habitantes em todo o pais, a cidade de Itajai (SC) estd em primeiro lugar com 97,1/100.000
habitantes e Floriandpolis (SC) 7° lugar com 65,6/100.000 habitantes (Boletim
Epidemiologico, 2003).

A epidemia de AIDS vem tendo impacto negativo sobre a expectativa de vida nas
tltimas 3 décadas, principalmente na Africa Sub Sahara, onde os recursos para tratamento
da infecgcdo pelo HIV sdo escassos, € a demanda por cuidados médicos relacionados a
infeccao sobrecarrega os sistemas de saude, que ja se encontram fragilizados nestas regioes

(UNAIDS/WHO, 2004).
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A AIDS exacerba a pobreza nos paises mais pobres, pois atinge pessoas na fase
mais produtiva de suas vidas, tolhe vidas deixando orfaos aos cuidados do Estado ou de
parentes.

Nos ultimos anos o Brasil ampliou fortemente a distribuicdo dos medicamentos

antirretrovirais, melhorando a expectativa e a qualidade de vida dos pacientes com AIDS.

1.3 Estrutura do HIV

O HIV pertence a um grupo de retrovirus denominados lentivirus, do latim - /lentus,
devido ao curso gradual da doenca que eles causam (Korber, 1998). Esses virus persistem e
continuam a se replicar por muitos anos antes de causar sinais evidentes de doenca
(Turner, 1999).

Trata-se de wum virus envelopado, a particula viral completa possui
aproximadamente 100 nm de diametro e apresenta uma bicamada lipidica, derivada da
membrana celular do hospedeiro, onde estdo localizadas as glicoproteinas gp120 e gp41; a
gp 120 tem localizagdo externa enquanto a gp41 ¢ de localizagdo transmembrana (Arthur,
1992).

O capsideo viral ¢ composto pela p24 que engloba o genoma de duas fitas de RNA
e as enzimas integrase, protease e transcriptase reversa (Sleasman, 2003).

Como todos os retrovirus, o HIV possui um genoma de RNA flanqueado por longas
repeti¢des terminais (LTR), envolvidas na integracdo e na regulacdo do genoma viral
(Turner, 1999). Da mesma forma que outros retrovirus, o HIV possui trés genes principais
— gag, pol e env. O gene gag codifica as proteinas estruturais do cerne viral, o gene pol
codifica as enzimas envolvidas na integragdo e replicacao do virus, enquanto o gene env

codifica as proteinas do envelope viral (Trono, 1995).
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O HIV possui outros seis pequenos genes que codificam proteinas que afetam a
replicagdo viral e a infectividade: Tat, Rev, Nef,Vif, Vpu e Vpr (Trono, 1995; Sleasman,

2003).

1.4 Ciclo de Vida do HIV

As células que expressam a molécula CD4 em sua superficie sdo os principais alvos
da infec¢dao pelo HIV. O virus infecta linfécitos T CD4, células dendriticas e células da
linhagem dos mondcitos como macrdéfagos, células da microglia e fibroblastos (Fauci,
1988; Cohen, 1999; Marcello,2004). Com base em estudos in vitro, duas vias pelas quais a
infeccdo primaria ocorre sdo aceitas: 1) O HIV pode se ligar aos receptores DC-SIGN !
(Dendritic  cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin),
especificos das células dendriticas (Baribaud, 2001). Embora as células dendriticas nao
sejam infectadas e a replicacdo do virus nessas células ndo seja eficiente (Alfano, 2005),
migram para os linfonodos, onde a infectam as células T CD4 e macréfagos, através do
contato célula-célula; ii) alternativamente, os macrdofagos e as células T CD4 presentes na
submucosa podem ser infectados diretamente, através do contato com células infectadas
presentes nas secrecdes do parceiro infectado (Zhang, 1999).

A infec¢do ocorre através da interag@o entre as proteinas gp120 e gp41 do envelope
viral e o receptor CD4 da superficie das células hospedeiras (Poli, 1993). Os receptores de
quimiocinas CXCR4 presentes em linfocitos e CCR5 em mondcitos/macrofagos também
s30 necessarios para que ocorra a infeccao (Chapham, 1997; Castedo, 2001).

Apos a fusao com a célula alvo, o HIV libera o seu RNA no citoplasma onde por

acdo da enzima viral transcriptase reversa ¢ transcrito para DNA e posteriormente
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integrado ao genoma da célula hospedeira por a¢do da enzima integrase. O DNA do HIV
integrado ¢ entdo denominado provirus (Weiss, 2001).

A transcricao dos genes a partir do DNA do provirus integrado ¢ regulada pelas
LTRs dos genes estruturais virais, sendo que estas possuem seqiliéncias especificas que
constituem sitios de ligagdo para fatores de transcrigdo de células do hospedeiro.
Atualmente sdo conhecidos quatro diferentes fatores de transcri¢ao capazes de se ligar as
LTRs do HIV: AP-1, NFAT, Sp-1 e NF-«xB (Lusic, 2003; Wu, 2003; Marcello, 2004). No
entanto, o complexo NF-«kB (p50/p65) liga-se predominantemente a essas regioes (Henkel,
1993; Bossis, 2000).

Certos estimulos a célula alvo sdo necessarios para que o ciclo de replicagao viral
inicie. Estes podem ser decorrentes da acao de citocinas como TNF-a, TNF-f, IL-1, IL-2,
IL-6 e espécies reativas de oxigénio (EROs) que ativam o fator de transcri¢do nuclear NF-
kB. O NF-xB encontra-se no citoplasma e sua ativagdo ocorre através da fosforilacao e
protedlise do I-xB, sua porcao inibitoria, e subseqiiente translocacdo para o ntcleo, onde se
liga as LTRs do HIV (Henkel, 1993; Jeeninga, 2000; Bossis, 2000).

Inicialmente, pequenos transcritos de RNA viral que codificam as proteinas
regulatorias Tat, Rev e Nef sdo sintetizados (Turner, 1999). A proteina viral 7at ¢ um
potente regulador de transcricdo, funciona como um fator de elongacdo que permite a
transcricdo do RNA viral pelo complexo RNA Polimerase II (Marcello, 2001).

A Tat possui dois sitios de ligacdo presentes em um unico dominio, conhecido

como dominio de transativagao; o primeiro sitio permite que a 7at se ligue a uma proteina

' A molécula DC-SIGN, expressa na superficie das células dendriticas (CD), é uma lectina tipo-C especifica,
mediadora da adesdo da CD a célula T CD4, através da ligagdo com a ICAM-3, molécula intercelular de
adesdo, que se expressa na célula T CD4 (Geijtenbeek, 2000).
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celular do hospedeiro, a ciclina T1?. Essa reagdo de ligagdo promove a ligagio da Tat
através do segundo sitio de ligacdo, no seu dominio de transativacdo, a uma seqii€éncia
especifica de RNA na LTR conhecida como regido de ativagdo transcricional (TAR),
aumentando a taxa de transcricdo viral por meio da retirada dos fatores de elongacao

negativa que bloqueiam a atividade da RNA Polimerase II (Kobor, 2002; Brigati, 2003).

Nowvas particulas 4
virais

) HI¥ fusiona-se com

a célula hospedeira

Particula viral do HI¥
brotando da célula
infectada

Proteinas
virais

Transcricdo
FEVEFSa

Genomas RNA
Integrase

o A
> D08
=i -
viral integra-se
genoma da célula hospedeir:

Copia de DNA viral

Adaptado de Weiss, 2001.

Figura 1: Ciclo de vida do virus HIV-1.

O HIV se liga as células que expressam o receptor CD4 por meio de um complexo de duas glicoproteinas, gp120 e gp41,
expresso como uma estrutura trimérica na membrana do virus. A porgdo gp120 desse complexo se liga a molécula CD4,
induzindo alteragdo da conformac@o permitindo uma ligagdo secundaria ao co-receptor, CXCR4 e CCRS, que sdo
receptores de quimiocinas. Esta ligagdo ao co-receptor induz alteragdo conformacional na gp41 que expde uma regido
hidrofobica que se insere na membrana celular e promove fusdo da membrana viral. Apods a fusdo, o virus libera seu
contetido no citoplasma da célula hospedeira e da inicio as etapas de transcri¢do, onde as fitas de RNA sdo transcritas
para DNA por acdo da enzima viral transcriptase reversa. O DNA complementar ¢ entdo transportado para dentro do
nucleo e integrado ao genoma da célula hospedeira, por acdo da enzima integrase, sendo denominado pro-virus. A
primeira etapa do ciclo de replicacdo inicia ap6s a célula hospedeira ter sido estimulada pela ag@o de citocinas ¢ EROs,
que ativam os fatores de transcri¢do celular. A sintese das proteinas que irdo compor as estruturas do HIV se da no
citoplasma, pela tradugdo dos fragmentos de RNAm produzidos a partir do DNA viral interado. A enzima protease cliva
as proteinas imaturas do HIV em proteinas virais funcionais e novos virus brotam da célula hospedeira.

? Familia de proteinas que regula a atividade das CdKs (proteinas quinases dependentes de ciclina) e controla
a progressao através do ciclo celular (Cooper, 2001).
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A proteina viral Nef estd envolvida na regulacdo de fatores de transcri¢do celulares,
dentre eles o NFAT (Fator de Transcrigdo Nuclear de Células T Ativadas) promovendo a
replicacdo do HIV de maneira indireta, considerando-se que a ativagdo dessas células ¢
necessaria para que ocorra a replicagdo viral (Lahti, 2003).

No ntcleo da célula hospedeira, a proteina acessoéria Rev se liga a uma seqli€éncia
especifica do RNA, chamada elemento de resposta ao Rev (RRE) e também a uma proteina
de transporte nucleo-citoplasma do hospedeiro, Crml, ativando a via de transporte das
seqiiéncias de mRNA do nticleo para o citoplasma, onde ocorre a sintese das proteinas do
HIV (Turner, 1999).

Nesta etapa, a enzima protease cliva as proteinas imaturas do HIV-1 em proteinas
virais funcionais e novos virus brotam da célula infectada (Figura 1); a rapidez de
producao do virus poderd alcancar niveis suficientemente elevados para causar a morte

celular (McCune, 2001).

1.5 Evolucio da Infec¢io pelo HIV-1

O curso tipico da infec¢do pelo HIV in vivo (Figura 2) ¢ caracterizado por trés
fases: infeccdo aguda ou primdria, fase assintomatica ou laténcia clinica e fase sintomatica
(Pantaleo, 1993; Touloumi, 2000).

Quando os virions do HIV-1, presentes no sangue, s€émen ou em outros fluidos
corporais de um individuo infectado penetram nas células de um outro individuo pelos
eventos de fusdo mediados pelos receptores, anteriormente citados, ocorre a infecgdo
primaria (Chapham, 1997).

Dentro de dias apds a infec¢do pelo HIV-1 pode ser detectada abundante replicagdo
nos linfonodos, a qual induz viremia, com um nimero elevado de particulas virais no

sangue periférico. A infec¢do primdria pelo HIV ¢ geralmente assintomatica, no entanto,
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cerca de 50% dos pacientes experimentam uma sindrome viral aguda que consiste em uma
variedade de sinais e sintomas semelhantes a influenza, com febre, cefaléia, faringite,
linfadenopatia generalizada e erupgdes cutdneas (Pantaleo, 1993; Graziosi, 1993;
Sleasman, 2003).

Durante esta fase aguda, a viremia permite ao virus disseminar-se por todo corpo e
infectar as cé€lulas T auxiliares, monocitos e macrofagos nos tecidos linféides periféricos.
Esta viremia aguda estd associada com a ativagdo das células T CD8 especificas, que
controlam temporariamente a replicacdo, porém ndo sao capazes de eliminar a infeccao
(Papagno, 2004).

A resposta dos linfocitos T citotoxicos (CTL) atinge o pico em 9 a 12 semanas, com
acentuada expansao de clones de células T CDS8 especificas para o HIV-1, sendo que até
10% dos CTL podem ser especificos contra o virus. Neste periodo observa-se também o
desenvolvimento da resposta imune humoral contra o HIV-1, com a producdo de
anticorpos especificos ou soroconversao (Touloumi, 2000), com predominancia de
anticorpos contra as proteinas do envelope, gp120 e gp41, e proteinas do cerne viral, p24 ¢
pl7 (De Milito, 2004a). Inicialmente desenvolve-se uma resposta imune humoral vigorosa,
com anticorpos neutralizantes (NAb) contra a gp 120 do envelope viral, que retarda e
controla a progressdo da doenca. No entanto, devido a variabilidade genética nas proteinas
do envelope, a resposta dos NAb falha e o virus escapa a resposta imune humoral
(Richman, 2003).

Apesar da resposta imune humoral controlar temporariamente a progressao da
infeccdo, quando uma particula viral ¢ recoberta com anticorpos a fagocitose pelos
macrofagos € facilitada; sendo os macrofagos células resistentes a atividade citolitica do

HIV, tornam-se entdo reservatorios € meio de transporte para o virus (Touloumi, 2000).
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A maioria dos pacientes infectados pelo HIV-1 desenvolverd a doenga apds um
periodo de laténcia clinica ou periodo assintomatico. Durante esse periodo ocorre

replicagdo persistente do virus e declinio gradual da fun¢do e do ntimero das células T CD4

(McCune, 2001).
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Figura 2. Curso tipico da doenca pelo HIV-1, antes e depois da terapia antirretroviral.
A doenga pelo HIV comeca por infec¢do aguda, parcialmente controlada pela resposta imune adquirida. Dentro de dias

apo6s a infecgdo primaria podem ser detectados altos niveis de particulas do HIV no plasma, o que pode ser acompanhado

pela doenga HIV aguda. Neste periodo ocorre abundante replicagdo viral nos linfonodos e o virus dissemina-se por todo
organismo. A medida que a infec¢do se dissemina, o sistema imune especifico produz respostas humorais e celulares

dirigidas aos antigenos do HIV e em aproximadamente 12 semanas apds a infec¢do a viremia plasmatica cai para niveis
mais baixos. Em uma segunda fase da infec¢do, denominada laténcia clinica, sdo produzidos baixos niveis de particulas
virais, porém a destruicdo das células T CD4 dentro dos orgaos linfoides progride constantemente e o nimero de células

T CD4 no sangue periférico declina gradualmente. Quando o nimero de células CD4 cai para niveis criticos, abaixo de
200 células /mm’, aparecem as infecgdes oportunistas caracteristicas da AIDS e progressdo, quase que invariavelmente

para a morte. Com a instituicdo da terapia antirretroviral, a replicagdo viral é suprimida, o que esta associado a
diminuigdo da ativag@o imune, diminui¢@o dos niveis de apoptose e aumento da contagem de células CD4.

Ocorrem ciclos continuos de infec¢do e destruicdo dessas células quando os
pacientes sdo assintomaticos e calcula-se que o HIV destroi até 1 x 10° células T CD4 por
dia (HO, 1995). Inicialmente o organismo continua a produzir novas células T CD4 e essas

células podem ser rapidamente substituidas; no entanto, a destruicdo celular continua e a
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conseqiiente desorganizagdo dos tecidos linféides com comprometimento na produgdo,
levam a um declinio do nimero de células T CD4 no sangue periférico (Sleasman, 2003).
Quando a contagem das células T CD4 declina abaixo de um nivel critico (< 200/ mm®) o
paciente torna-se susceptivel as infec¢des oportunistas caracteristicas da AIDS (Vergis,
2000).

A administracao da terapia antirretroviral (TARV) promove queda da viremia, com
diminui¢do da expressdao dos marcadores de ativacao, diminuindo os niveis de apoptose e
contribuindo para o aumento concomitante na contagem de células T CD4 (Gougeon,

2003).

1.6 Terapia Antirretroviral

Embora nenhuma terapéutica seja curativa, a introdu¢do da terapia antirretroviral e
o emprego rotineiro de profilaxia para infeccdes oportunistas aumentaram
significativamente o tempo e a qualidade de vida dos pacientes infectados pelo HIV
(Autran, 1999; Rachid, 2003; Gougeon, 2003).

No periodo de 1987 a 1994, somente andlogos de nucleosideos, inibidores da
transcriptase reversa, encontravam-se disponiveis para uso clinico. Durante 1995 e 1996,
grandes mudancas ocorreram, principalmente em decorréncia de novos conhecimentos
sobre a patologia da infeccdo pelo HIV e a possibilidade de quantificar a carga viral. O
advento de novos agentes antirretrovirais, principalmente inibidores da enzima protease,
trouxe novas perspectivas para o tratamento da infeccdo pelo HIV-1 (Cameron, 1998;
Staszewski, 1999; Rachid, 2002).

Os antirretrovirais tém por objetivo bloquear a transcrigdo do RNA viral (ITRN e
ITRNN), a clivagem das proteinas do HIV que garantem sua infectividade (IP) e a inibigao

da fusdao do virus as células alvo (Inibidores de fusdo) (Chaix, 2000). Quatro classes de
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antirretrovirais estdo disponiveis para uso na clinica, inibidores da transcriptase reversa
analogos de nucleosideos (ITRN), inibidores da transcriptase reversa nao nucleosideos
(ITRNN) e os inibidores de protease (IP). Recentemente, medicamentos antirretrovirais
que se ligam a proteinas do envelope do HIV envolvidas na fusdo do virus as suas células
alvo, também estdo sendo utilizados como coadjuvantes na terapia antirretroviral (Lalezari,
2003).

De acordo com o Ministério da Saude (2004), o tratamento antirretroviral ¢
indicado para todos os pacientes infectados pelo HIV, sintomdticos ou assintomaticos, que

apresentam contagem de linfocitos T CD4 abaixo de 200/mm’

, sendo que quando o
paciente assintomatico apresenta contagem de linfocitos T CD4 entre 200 e 350/mm’, o
inicio da terapia antirretroviral deve ser considerado conforme a evolugdo dos pardmetros
imunologicos e virologicos, bem como outras caracteristicas do paciente como motivagao,
capacidade de adesdo e co-morbidades (Ministério da Satde, 2004). Dentro dessa faixa, a
monitoracdo clinico-laboratorial e a reavaliagdo da necessidade do inicio da terapia
antirretroviral devem ser mais freqlientes (Ministério da Saude, 2004), j4 que a queda dos
linfocitos T CD4 para menos de 200/mm” ¢ indesejavel, por estar associada ao aumento na
incidéncia de infec¢des oportunistas e resposta terapéutica menos duradoura (Gallant,
2002).

A terapia precoce deve ser evitada, pois pode ser responsavel pela limitacdo de
opgOes para alteracao de tratamento em caso de intolerancia a medicagao, desenvolvimento
de resisténcia e falha terapéutica (Ministério da Saude, 2004). Ademais, efeitos colaterais
potencialmente graves associados ao uso prolongado de antirretrovirais como dislipidemia

e acidose latica sdao descritos com freqiiéncia (Lisziewicz, 2002; Hui, 2003; Ammaranond,

2003).



29

Nos ultimos anos demonstrou-se que héd recuperacdo imune celular, a0 menos
parcial, nos pacientes com AIDS apos a introducdo da terapia antirretroviral, sendo que as
infeccdes oportunistas nesses pacientes ocorrem nos mesmos niveis de CD4 que em

pacientes sem tratamento (Gallant, 2002).

1.7 Imunidade Humoral e Citocinas no Paciente HIV Soropositivo

Em pacientes soropositivos para o HIV ocorre desequilibrio nas fungdes do sistema
imune, que pode ser demonstrado pela diminui¢do progressiva da contagem de células T
CD4 e pela hiperativade das células B, resultando em um estado de grave imunodeficiéncia
e susceptibilidade as infec¢des oportunistas que caracterizam a AIDS (Nagase, 2001;
Malaspina, 2003).

O HIV persiste no hospedeiro, apesar do desenvolvimento da resposta imune e da
administracdo da TARV, sendo a constante exposicdo do sistema imune aos antigenos
virais, responsavel pela ativacdo imune cronica verificada no paciente HIV soropositivo. A
ativacdo imune cronica persiste durante todo processo infeccioso e manifesta-se in vivo
pela hiperplasia folicular dos tecidos linfoides (linfadenopatia), aumento da expressao dos
marcadores de ativacdo nas células T, ativacao policlonal das células B com aumento dos
niveis séricos das Imunoglobulinas, IgA, IgG e IgM, e aumento dos niveis plasmaticos de
marcadores de ativacdo como neopterina e Bz—microglobulina3 (De Milito, 2004a).

Os niveis séricos de IgA, tem importante valor preditivo de posterior diminui¢do da
contagem de linfécitos T CD4, em estagios iniciais da infec¢do (Philips, 1993), sendo que
a elevada secrecao de IgG e IgM, reflete a ativagcdo policlonal dos linfocitos B nesses

pacientes (Miiller, 1998).

3 A B,-microglobulina ¢ uma proteina de baixo peso molecular que forma os antigenos de cadeia leve
constante do MHC de classe I, presente na maioria das células somaticas (Shi, 1997).
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A Br-microglobulina tem seus niveis séricos aumentados em conseqiiéncia da
ativagdo imunologica e destruicdo das células linféides e ¢ utilizada como fator
prognostico da evolucdo da infecgdo pelo HIV. Niveis séricos elevados de  Pa-
microglobulina sdao preditivos para a diminui¢do da contagem de cé¢lulas T CD4 (Ashton,
1998).

A hipergamaglobulinemia e a secrecdo aumentada de anticorpos pelas células B sdo
caracteristicas precoces da infeccao pelo HIV, demonstrando o estado hiperativo dessas
células desde os estagios iniciais da infeccao (De Milito, 2001). Apesar desse estado
hiperativo, a produ¢do de imunoglobulinas induzida por mitéogenos in vitro e a produgao de
anticorpos antigeno-especificos apds a imunizagdo, estdo gravemente comprometidas
(Moir, 2001; Nagase, 2001).

Nos pacientes soropositivos para o HIV a hipergamaglobulinemia estd associada ao
surgimento de anticorpos contra antigenos proprios, como por exemplo, auto-anticorpos
contra fosfolipidios, neutréfilos, moléculas HLA (antigeno leucocitario humano),
antigenos nucleares e DNA, actina e miosina, levando ao desenvolvimento de doencas
autoimunes (Quan, 2001).

Observam-se também outros sinais de hiperatividade das células B, como aumento
do risco de transformacdo neoplasica (Gaidano, 2000) e aumento da expressdo de
marcadores de ativagao, como Fas, CD5, CD21 (Moir, 2001) e CD38 (Fournier, 2002).

A disfuncao das células B pode ser decorrente de um conjunto de fatores: 1) o perfil
de citocinas caracteristico da infec¢do pelo HIV, como TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-15
(Miiller, 1998; Fournier, 2002; De Milito, 2004b); ii) diminuicao da populagdo de células T
CD4 e conseqiliente comprometimento da cooperacdo entre as células T e as células B,
visto que a resposta humoral efetiva ¢ dependente de interacdes celulares bidirecionais

entre as T e B (CD40-CD154, CD27-CD70, CD80/CD86-CD28, 0X40-OX40L) (Walker,
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2000; Malaspina, 2003); iii) efeito direto do HIV e suas proteinas (7at, Nef, gp120) sobre
as c¢lulas B (Lefevre, 1999; Nagase, 2001).
Estudos recentes demonstraram que a viremia induz ao aparecimento de uma

subpopulacdo de células B CD21, que apresentam caracteristicas de plasmocitos, com

secrecdo elevada de imunoglobulinas; esta populagdo celular pode contribuir para a
hipergamaglobulinemia observada nos pacientes HIV soropositivos (Moir, 2001;
Malaspina, 2003; De Milito, 2004b).

A diminui¢do das células T CD4, caracteristica marcante da infec¢ao pelo HIV,
também acarreta a diminuicdo do CD154. O CDI154 (CD40L) ¢ uma molécula co-
estimuladora presente nas células T CD4, que se liga ao CD40 nas células B, provocando
assim sua ativacao (Klaus, 2001). A interagcdo entre o CD40 nos linfocitos B e o CD40L
nas cé€lulas T ¢ necessaria para que ocorra inversao de classes das imunoglobulinas e
formacgdo dos linfocitos B de memoria, necessarios para que ocorra a resposta antigeno
especifica (Arpin, 1995; Klaus, 2001).

No paciente HIV soropositivo observa-se a diminui¢ao da populagao de linfocitos
B expressando CD27, caracteristica dos linfocitos B de memoria (Agematsu, 2000). O
CD27 ¢ uma glicoproteina transmembrana tipo I da familia dos receptores do Fator de
Necrose Tumoral (TNF-R) (Camerini, 1991); quando interage com seu ligante CD70
(CD27L), expresso nos linfocitos T ativados, promove a diferenciacao dos linfocitos B de
memoria em plasmocitos (Nagase, 2001).

Nagase e colaboradores (2001), observaram o aumento da expressao do CD70 pelos
linfécitos T ativados isolados de pacientes HIV soropositivos e sugerem que a interacao
CD27/CD70 esta implicada na plasmocitose, na hipergamaglobulinemia e na diminui¢ao
das células de memoria nesses pacientes. De acordo com De Milito e colaboradores

(2004b), os altos niveis de expressao do CD70 nas células T contribuem para a diminui¢ao
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das células B CD27, induzindo a diferenciacdo das células B em plasmocitos e privando
essas células de fatores de crescimento, desencadeando a apoptose.

De Milito e colaboradores (2001) verificaram que o numero de células B CD27 nao
esta correlacionado com a contagem de células CD4, pois os mesmos nimeros de células B
de memoria foram encontrados em pacientes HIV soropositivos com contagens de CD4
acima ou abaixo de 390/mm°. Igualmente, pacientes submetidos & terapia antirretroviral e
pacientes virgens de tratamento, apresentaram os mesmos valores de CD27. Estes achados
sugerem que a perda das células B de memodria ocorre no inicio da infeccdo e nao ¢
corrigida apoOs a terapia antirretroviral (De Milito, 2001). Associado a diminui¢do do
numero de células B CD27, a maior parte das células B de pacientes HIV soropositivos €
composta por cé¢lulas B naive (Nagase, 2001), que respondem de maneira ineficiente aos
antigenos e contribuem, em grande parte, para a hipergamaglobulinemia observada na
infeccao pelo HIV (Hunziker, 2003; De Milito, 2004b).

A ativagdo imunologica que ocorre no inicio da infecg¢ao pelo HIV, persiste durante
o processo infeccioso e envolve a produgio aumentada de citocinas® como IL-1, IL-6 e
TNF-a que estimulam a replicacdo viral, contribuindo diretamente para a patogénese do
HIV e progressao para AIDS. Este estado cronico de ativagao imunoldgica ¢ importante
porque as células linfoides devem estar ativadas para tornarem-se infectadas pelo HIV
(Breen, 2002).

O maior estimulo para produgdo de IL-6 ¢ a secre¢ao de IL-1 e TNF-o. Esta
citocina ¢ importante no processo inflamatorio, pois induz o figado a secretar as chamadas

proteinas de fase aguda, como os fatores do complemento e a proteina C reativa, que atuam

* Citocinas sio glicoproteinas de baixo peso molecular secretadas por leucocitos e outros tipos celulares
(Breen, 2002). As citocinas podem ser classificadas de acordo com sua fun¢o, em pro-inflamatorias (IL-1,
IL-6, IL-8 ¢ TNF-a) e anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-B), ou de acordo com o tipo de linfocito T auxiliar que
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como opsoninas. Agindo sobre as células B, a IL-6 promove o crescimento e diferenciagdo
dessas células, possuindo um efeito importante sobre a mudanca de classes dos anticorpos
tipo IgG (van der Meijdem, 1998).

As mudangas nos niveis de citocinas nos pacientes infectados pelo HIV podem
afetar o funcionamento do sistema imune causando impacto direto no curso da infecgao,
aumentando a replicagdo viral. Particularmente o balango entre as citocinas pro-
inflamatorias IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a que agem em conjunto aumentando a replicagdo do
HIV e IL-10, que age estimulando as células B, podem ter um papel importante na
progressao para AIDS (Breen, 2002).

Os pacientes HIV soropositivos apresentam elevados niveis de TNF-a, sendo que
esta citocina tem a capacidade de ativar o NF-kB, aumentando os niveis de replicagdo viral
(Badley, 2000). Juntamente com a IL-1, o TNF-a € responsavel pelos sintomas
constitucionais como febre e anorexia, comuns nesses pacientes (Fauci, 1996; Mahlknecht,
2000).

A primeira ligagdo entre as citocinas pro-inflamatérias e a doenca pelo HIV foi
demonstrada pela capacidade do HIV estimular a secrecdo de IL-1, IL-6 e TNF-a in vitro,
em culturas de monocitos, isolados a partir do sangue periférico de pacientes soronegativos
(Nakajima, 1989; Merril, 1989). Outros trabalhos demonstraram a presenca dessas
citocinas no soro € no sobrenadante de culturas celulares de pacientes HIV soropositivos
(Weiss, 1989; Breen, 1990; Faucy; 1996; Elbim, 2001; Alfano, 2005).

A resposta imune celular que ocorre no inicio da infec¢ao pelo HIV, facilitada pelo
fendtipo Thl, controla os niveis de replicacao viral; no entanto, com o decorrer do tempo,

o fendtipo Th2 torna-se predominante ocasionando perda da imunidade mediada por

a produz: citocinas sintetizadas pelas células Thl: IL-1, IL-2, TNF-a, IFN-y e pelas células Th2: IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 (Breen, 2002).
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células. Em conseqiiéncia ocorre o aumento dos niveis de RNA viral bem como dano ao
sistema imune e progressao para AIDS (Cleirici, 1994; Sarih, 1996).

Citocinas antiinflamatorias como IL-4, IL-10, IL-13 ¢ TGF-B inibem tanto as
respostas da imunidade inata quanto da imunidade adaptativa (Alfano, 2005). A IL-4
desempenha um papel importante no contexto da infec¢do pelo HIV, incluindo a indugao
da expressdo do receptor DC-SIGN nas células dendriticas (Relloso, 2002). Apods
estimulacdo, essas células secretam IL-4, um fator de crescimento autocrino, ativador da
resposta Th2 e inibidor da populag¢do Thl (Alfano, 2005).

Desde sua descricdo, ha cerca de dez anos, a IL-10 tem sido objeto de muitos
estudos no contexto da infecgdo pelo HIV (Breen, 2002). A IL-10 ¢ secretada por
mondcitos/macrofagos, células B, células T e células dendriticas (Moore, 2001). E um
forte promotor da resposta Th2 (Banchereau, 2003), primeiramente conhecida como “Fator
Inibitério da Sintese de Citocinas” por sua habilidade em inibir a sintese de citocinas e
quimiocinas nos linfécitos T, células NK e macréfagos (Fiorentino, 1989).

Uma vez purificada, verificou-se que a IL-10 possui outras atividades que incluem
a inibi¢do direta dos macréfagos como células apresentadoras de antigeno, através da
reducdo da expressao das moléculas MHC (complexo de histocompatibilidade principal)
de classe II (Fiorentino, 1991; Moore, 2001), inibi¢do da liberacdo de IL-1 ¢ TNF-a
(Breen, 2002), diminuicdo da expressdo de moléculas co-estimulatorias nas células
dendriticas (Moore, 2001) e mondcitos/macrofagos (Contreras, 2004) e a habilidade de
agir como estimulador de células B (Rousset, 1993).

A secre¢do de IL-10 por macréfagos pode ser induzida pelo HIV ou por suas
proteinas (Fauci, 1993; Takeshita, 1995; Muller, 1998; Barcova, 1998; Contreras, 2004). A
IL-10 age como um potente cofator na proliferacdo e ativacdo das células B, além de

aumentar a sobrevida dos linfocitos B, protegendo-os da apoptose (Moore, 2001).
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No contexto da infec¢do pelo HIV, os niveis de IL-10 aumentam progressivamente,
em paralelo com a diminui¢do da contagem de células T CD4 e progressdo para AIDS
(Cleirici, 1994).

Altos niveis de IL-10 foram verificados em pacientes com linfoma ndo-Hodgkin
relacionado a infeccdo pelo HIV, sugerindo o papel desta citocina na estimulacdo da
proliferagdo dos linfocitos B (Blay, 1993; Edelman, 1996; Emilie, 1997). Proteinas virais
como gp 41 (Barcova, 1998), Tat (Badou, 2000; Contreras, 2004) e Nef (Birgino, 1997)
induzem a produgdo de IL-10 pelos macrofagos.

Em um estudo realizado por Fauci e colaboradores (1996), o tratamento de
pacientes HIV positivos com uma unica dose de IL-10 inibiu temporariamente a producao
de TNF-a e IL-1 reduzindo os niveis de carga viral, in vivo. A IL-10 poderia ser benéfica
na supressdo da replicagdo viral, atuando como inibidora das citocinas pro-inflamatorias;
contudo os altos niveis de IL-10 também podem estimular as células B, contribuindo para
hiperatividade dessas células, observada nos pacientes HIV soropositivos (Fiorentino,
1991). Além disso, IL-10 participa da orientacdo da resposta Th2, ineficiente contra a
infecc¢ao pelo HIV (Contreras, 2004).

A constante ativacdo imune e o fendtipo Th2 podem contribuir para os elevados

niveis de apoptose, verificados nesses pacientes (Badley, 2000).

1.8 Apoptose

A apoptose ¢ uma forma fisiolégica de morte celular que desempenha papel
importante na manuten¢do da homeostasia dos tecidos, sendo essencial ao sistema imune
no processo de selecdao clonal e um importante mecanismo de defesa, eliminando células

infectadas por virus e células tumorais (Yuan, 2000).
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As falhas no mecanismo de morte celular programada, com insuficiente morte
celular, podem levar ao cancer, infeccOes virais persistentes e doencas autoimunes
(Arnoult, 2003). No entanto, altos niveis de apoptose podem contribuir para a deplecao do
sistema imune celular, conforme verificado em pacientes imunocomprometidos,
principalmente na infec¢ao pelo HIV (Badley, 2000; Shi, 2002; Smaili, 2003).

A apoptose € caracterizada por contragdo da célula, condensagdo da cromatina,
permeabilizacio da membrana citoplasmatica com ativacdo de um processo
endonucleolitico, o qual leva a clivagem do DNA e formacao dos corpos apoptdticos que
se tornam alvo para os fagocitos (Hengartner, 2000).

A apoptose apresenta trés estagios: 1) Recepcao de sinais intra e extra celulares
iniciadores; 2) Morte celular devido a ativacdo das proteases intracelulares € 3) Remocao
das células apoptoticas pelos fagocitos (Vaux, 1996; Savil, 2000).

Os estimulos internos e externos induzem a apoptose, geralmente envolvendo as
caspases que sdo proteases especificas. Estas enzimas sdo sintetizadas como precursores
inativos, ativados por clivagem proteolitica catalisada por outras caspases. Desta forma
atuam em cascata degradando as proteinas celulares, culminando com o desarranjo do
DNA cromossomico e morte celular (Nicholson, 1997; Lassus, 2002).

As caspases envolvidas na apoptose estdo divididas em dois grupos: caspases
iniciadoras, que incluem as caspases 2, 8, 9 e 10 e as caspases efetoras, que incluem as
caspases 3, 6 ¢ 7 (Budihardjo, 1999; Badley, 2000; Shi, 2002).

A apoptose pode ser mediada por receptores, sendo que os mais bem caracterizados
atualmente sao Fas (CD95) e TNFR I (Wu, 2002). Estes receptores se ligam as proteinas
sinalizadoras Fas-LL e TNF-a, respectivamente; essa ligacdo induz a trimerizacdo do
receptor e recrutamento dos dominios de morte intracelulares com ativagdo da enzima

iniciadora caspase 8, que ativa a enzima efetora, a caspase 3, desencadeando a morte
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celular (Figura 3) (Roumier, 2003). Fas ¢ abundantemente expresso por linfocitos T
ativados, infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou em células
infectadas pelo HTLV-I, que causa leucemia e por células tumorais, que também

expressam Fas (Wu, 1999; Lassus, 2002).
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Figura 3: Vias de apoptose utilizadas pelo HIV.

A apoptose pode ser mediada por receptores, como Fas (CD95) e TNFR. Fas atua como receptor para FasL, expresso em
linfécitos infectados pelo HIV. O TNF-a, cujos niveis estdo elevados nos pacientes soropositivos, pode se ligar ao seu
receptor e também desencadear apoptose. As EROs induzem a mudangas na mitocondria que incluem aumento da
permeabilidade com perda do potencial de membrana, ativagdo de genes pro-apoptdticos como Bax, Bid ¢ Bak e a
liberagdo de proteinas regulatdrias como citocromo c, induzindo a apoptose. As células infectadas pelo HIV tornam-se
alvo para os linfocitos T citotoxicos, que liberam perforina, uma proteina que abre canais na membrana plasmatica, por
onde entra a granzima B, uma serino protease que ativa diretamente as caspases 3, 6 ¢ 7, induzindo apoptose. A enzima
protease ¢ capaz de clivar diretamente a caspase 8 e aumentar a susceptibilidade da célula a apoptose devido a
degradagio proteolitica da proteina antiapoptética Bel-2. As proteinas virais Tat e Nef aumentam a expressido de Fas na
membrana das células infectadas, estimulando o mecanismo Fas/FasL. A proteina Tat também ¢é capaz de inibir a enzima
superoxido dismutase, tornando a mitocondria mais susceptivel as EROs.



38

Além do sistema receptor-ligante, outros estimulos como quimioterapia, radiagao
ultravioleta, radiagdo ionizante e as espécies reativas de oxigénio (EROs) induzem a
mudancgas na mitocondria que incluem aumento da permeabilidade com perda do potencial
de membrana, liberando proteinas regulatorias como citocromo ¢. Uma vez liberado no
citoplasma, o citocromo c liga-se a Apaf-1 e este complexo, citocromo c/Apaf-1, ativa a
enzima iniciadora caspase 9, que por sua vez ativa a caspase 3 desencadeando o processo
de apoptose (Li, 1997; Green, 1998; Badley, 2000; Saleh, 2000; Shi, 2002; Smaili, 2003).
No entanto, proteinas regulatorias pertencentes a familia Bcl-2 que atuam na membrana
mitocondrial para regular a integridade da mitocondria e a liberagdo do citocromo ¢, sdo
capazes de inibir a apoptose (Heiden, 1999).

Os membros da familia Bcl-2, como Bcl-2 e Bcl-Xp inibem a apoptose, pois
previnem a liberacdo de citocromo ¢ e sdo chamados de reguladores anti-apoptoticos; ja
Bax, Bid e Bak sdo proteinas pré-apoptoticas (Hengartner, 2000). Segundo Heiden (1999),
a expressao de Bcl-2 ¢ capaz de inibir a geragao de EROs ¢ a acidificagdo intracelular, bem
como estabilizar o potencial de membrana da mitocondria.

A atividade enzimadtica das caspases pode também ser regulada por uma familia de
proteinas inibidoras da apoptose ou IAPs (Inhibitor of Apoptosis Protein). As IAPs foram
primeiramente isoladas do genoma do Baculovirus, com base na capacidade desse virus em
suprimir a apoptose nas células infectadas, através da inibicdo das caspases (Devereaux,
1999; Hay, 2000; Shi, 2002). Os alvos dessas proteinas sdo a caspase iniciadora, caspase 9
e as efetoras, caspases 3 e 7 (Shi, 2002).

Durante a apoptose as IAPs sdo removidas por uma proteina liberada da
mitocondria denominada smac/DIABLO ou segundo ativador das caspases derivado da
mitocondria (second mithocondria-derived activator of caspases/ Direct IAP-Binding

Protein with Low pl) (Du, 2000; Verhagen, 2000). Ap6s dano mitocondrial smac/DIABLO
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¢ liberada do espaco intermembrana para o citoplasma, juntamente com o citocromo c.
Enquanto citocromo c¢ liga-se a Apaf-1 e ativa diretamente a caspase 9, smac/DIABLO
remove as IAPs de sua ligagdo inibitéria as caspases (Chai, 2000).

A familia c-FLIP (FLICE-like inhibitory protein — proteina inibidora de FLICE)
também atua regulando a apoptose; estas proteinas inibem a apoptose ligando-se ao FADD
(Fas Adaptor Death Domain), uma proteina adaptadora ligada ao Fas, prevenindo assim a
ativacao da caspase 8/FLICE (Badley, 2000).

A regulacdo negativa da proliferacao dos linfocitos T ocorre através da apoptose
que inicia ap6s a ativacao dessas células. Apos a ativacao das células T, a expressao de c-
FLIP diminui e as células tornam-se susceptiveis a morte celular via Fas/FasL e ativacao
da caspase 8 (Badley, 2000).

A apoptose também poder ser mediada pelos linfocitos T citotoxicos, que liberam
perforina (Figura 3), uma proteina que abre canais na membrana citoplasmatica permitindo
a entrada de granzima B, uma serino protease que ativa diretamente as caspases 3, 7, 8 ¢ 10

(Darmon, 1995; Saikumar, 1999; Trapani, 2002; Trambas, 2003).

1.8.1. Apoptose no Paciente HIV Soropositivo

Os pacientes soropositivos para o HIV apresentam alteracdes qualitativas e
quantitativas nas células T, com decréscimo na contagem de linfécitos T CD4 e inversao
da relagdo CD4/CDS8, sendo a contagem de células T CD4 um dos marcadores mais
utilizados para avaliagdao da progressao da doenca (Caggiari, 2000).

Além da producgdo destas células estar comprometida, existem evidéncias de que a
deplecao das células T periféricas se deve aos altos niveis de apoptose verificados nos

pacientes infectados pelo HIV (Cotton, 1997; Prati, 1997; Gougeon, 2003).
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A ativag@o imune cronica ¢ o mecanismo primario envolvido na morte de células T
em pacientes HIV soropositivos (Mahlknecht, 2000). Uma vez ativadas, as células T
expressam receptores que sinalizam a apoptose, como Fas (CD95) e TNFR-I (Gougeon,
1996, Karmochkine, 1998). As células de pacientes HIV positivos e as células infectadas
pelo HIV in vitro apresentam um aumento da expressdao do CD95 na membrana celular e
maior susceptibilidade a apoptose via Fas/FasL, bem como diminui¢do das proteinas anti-
apoptoticas Bcl-2 e Bcel-X; e aumento concomitante das proteinas pro-apoptoticas Belxs e
Bax (Badley, 2000).

A apoptose via TNFRs também estd aumentada nos pacientes soropositivos para o
HIV. A ligacdo entre o co-receptor CXCR4 e a proteina viral Env aumenta a expressao do
TNFR-II pelas células T, tornando-as susceptiveis a apoptose pelo TNF de membrana
expresso pelos macrofagos (De Oliveira Pinto, 2002). Os altos niveis plasmaticos de TNF,
ligante para os TNFRs, detectados nos pacientes infectados pelo HIV sintomaticos,
também contribuem para o aumento da apoptose. Segundo Gougeon (2003), os niveis de
STNFR-II (forma soluvel do TNFR-II) sdao preditivos de progressao para AIDS.

As proteinas virais pro-apoptodticas como Tat, Nef, Vpr, gp120 e gp41, induzem
apoptose através de mecanismos que incluem as vias receptor-ligante, formagdo de
sincicios ou citotoxicidade direta (Castedo, 2001; Castedo 2002a; Wu, 2002).

A proteina viral Tat € capaz de ativar diretamente a caspase 8 e causar morte celular
através do mecanismo Fas/FasL (Li, 1995; Gougeon; 1999); além disso, Tat é capaz de
inibir a transcri¢ao do gene da enzima superoxido dismutase e diminuir a expressao da
proteina anti-apoptdtica Bcl-2, tornando a mitocondria vulneravel ao ataque por EROs
(Badley, 2000).

Nef, uma proteina viral essencial para infectividade viral, responsdvel pela

manuten¢do de altas taxas de virus circulante, também estd envolvida no aumento dos
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niveis de apoptose via Fas/FasL (Turner, 1999). A proteina Vpr pode alterar o potencial de
membrana da mitocondria, mesmo em células ndo infectadas, ocasionando a libera¢ao do
citocromo ¢, desencadeando apoptose (Gougeon, 2003).

A protease viral ¢ também capaz de clivar diretamente a caspase 8 e aumentar a
susceptibilidade celular em decorréncia da degradacdo proteolitica da proteina anti-
apoptotica Bcl-2 (Badley, 2000).

O complexo glicoprotéico gp120/gp41 do envelope viral interage com os receptores
CD4 induzindo ligacdes célula a célula, formando aglomerados celulares conhecidos como
sincicios, que resultam em apoptose via mitocondria (Chirmule, 1996; Ferri, 2000;
Castedo, 2002b; Kroemer, 2002).

A disfun¢do das células T ¢ uma caracteristica da infeccdo pelo HIV. Conforme a
infeccao progride, as citocinas produzidas pelas células Th1 como IL-2 e INF-y diminuem,
em detrimento de um aumento das citocinas liberadas pelas células Th2 como IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10, que promovem a resposta imune humoral (Tangsinmankong, 2000). Segundo
Badley (2000), a resisténcia a apoptose na infeccdo pelo SIV (virus da imunodeficiéncia
simia) e pelo HIV esta associada com a predominancia do fenotipo Thl, sendo que a
ativacdo imune crdnica e fenotipo Th2 podem promover a apoptose.

Sabe-se que a apoptose mediada pelo estresse oxidativo € uma das causas diretas de
diminui¢do dos niveis de linfocitos T CD4 nos pacientes HIV positivos (Ameisen, 1991;
Slatter, 1995), pois o estresse oxidativo causa mutacdes no DNA, danos a mitocondria e
ativacdo de genes pré-apoptoticos que podem desencadear a apoptose (Jaruga, 2002).
Danos de extensdo limitada aos cromossomos podem ser reparados pelas enzimas
celulares, contudo, extensos danos ao DNA como ocasionados pelo estresse oxidativo,
podem desencadear apoptose, reconhecidamente a maior causa do decréscimo na contagem

de células T CD4 nos pacientes soropositivos para o HIV (Cooke, 1998).
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Tendo em vista que condi¢des pro-oxidantes podem aumentar os niveis de morte
celular programada e facilitar a progressao da infec¢ao para AIDS, o uso de antioxidantes
pode ser benéfico nesses pacientes.

1.9 Estresse Oxidativo, Ascorbato e a-tocoferol

Define-se estresse oxidativo como o desequilibrio entre os sistemas pro-oxidante e
antioxidante, no qual os niveis de geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
neutralizam as defesas antioxidantes enddgenas do hospedeiro (Tang, 2000; Bulguer,
2001).

As EROs sdo produzidas em conseqiiéncia de processos fisiologicos, como perda
de elétrons das cadeias de transferéncia de elétrons celulares € como subprodutos do
metabolismo de lipidios. Em situagdes de infeccdo, sdo produzidas pelas células
fagociticas como meio de destruir os microrganismos invasores (Evans, 2000; Bulguer,
2001), porém, quando o estimulo se torna constante e sist€émico como no caso da AIDS, a
producao de EROs pode estar aumentada, resultando em um estado de estresse oxidativo e
ocasionando efeitos toxicos as células e tecidos (Frei, 1999).

Dentre as EROs incluem-se radicais hidroxila (OH), anion superoxido (O5),
peroxido de hidrogénio (H,0,), diéxido de nitrogénio (NO;), bem como as espécies nao
radicalares como o acido hidrocloroso (HOCI), o oxigénio singlet (‘Oy), espécies
nitrosadas (N2O3/ N,O4) e peroxinitrito (Cross, 1994; Carr, 1999).

O organismo possui um sistema de defesa antioxidante, incluindo enzimas como a
glutationa (GSH), a superéxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT), proteinas
antioxidantes como ceruloplasmina, albumina, transferrina e haptoglobina, metabolitos
como bilirrubina e urato, bem como antioxidantes de baixo peso molecular como o
ascorbato (ascorbato), vitamina E (o-tocoferol), carotendides e flavondides que sdo

encontrados na dieta (Evans, 2000; Mollace, 2001).
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Os seres humanos ndo sintetizam vitamina C e por isso necessitam obté-la da dieta
(Banhegyi, 1997). A ingestdo didria de ascorbato deve ser igual a quantidade excretada ou
destruida pela oxidagdo, sendo que individuos adultos saudaveis perdem cerca de 3 a 4%
de sua reserva corporal diariamente (Friedman, 1999).

As necessidades diarias de ascorbato em individuos saudaveis variam de 40 a 60
mg (Korolkovas, 2000). O ascorbato ¢ rapidamente absorvido no intestino, por meio de um
processo dependente de energia que ¢ saturavel e dose dependente. Quando a vitamina C ¢
administrada em uma tnica dose oral, a absor¢do diminui de 75% com 1 grama para 20%
com 5 gramas. A ligacdo a proteinas € baixa, apenas 25%. A vitamina C ¢ eliminada na
urina, a maior parte na forma de metabolitos. As concentracdes plasmaticas variam de
acordo com a ingestao; uma ingestdo adequada, em individuos clinicamente saudaveis, esta
associada a concentracdes superiores a 0,5 mg/dl (Hardman, 2003), enquanto em
individuos infectados pelo HIV as concentragdes de ascorbato sdo significativamente
inferiores (Semba, 1999; Treitinger, 2000).

A vitamina C ¢é um potente agente antioxidante, solivel em agua, com capacidade
de proteger tanto os componentes do citoplasma como as membranas celulares. No
citoplasma, o ascorbato age como um antioxidante direto, ou seja, como scavenger para 0s
radicais livres gerados durante o metabolismo celular. J4 nas membranas celulares, o
ascorbato age como um antioxidante indireto, reduzindo o radical a-tocoferil a a-tocoferol
(May, 1999), além de regenerar outros antioxidantes como glutationa, urato e [-caroteno
(Carr, 1999).

O ascorbato também participa de fungdes imunoldgicas importantes como
fagocitose, quimiotaxia e adesdo dos neutréfilos, além de estar envolvido na regulagdo da

sintese de citocinas (Jariwalla, 1996).
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As necessidades diarias de vitamina E em individuos clinicamente saudaveis
variam de 12-15 mg (Hardman, 2003). A concentragdo plasmatica maxima de a-tocoferol &
atingida aproximadamente 12 horas apds a administragdo, com uma meia vida de
eliminacdo de 18 a 81 horas. Em individuos saudaveis, as concentragdes plasmaticas de o-
tocoferol variam de 21 a 27 uM (Schwedhelm, 2003), enquanto que em individuos
infectados pelo HIV as concentragdes de a-tocoferol sdo significativamente inferiores
(Allard, 1998a).

O carater lipofilico do a-tocoferol determina sua localizagdo preferencial nas
membranas celulares, onde funciona como quelante para o radical peroxil, prevenindo a
propagacao da cadeia oxidativa e dano as membranas celulares (Traber, 1995).

Independente de sua acdo antioxidante, o a-tocoferol atua sobre o sistema imune
diminuindo a replicacdo do HIV através da regulagdo de processos como: 1) diminui¢ao
dos niveis das citocinas pro-inflamatérias IL-1B e TNF-a, via inibicdo da via da 5-
lipoxigenase; i1) diminuicdo dos niveis de outras citocinas como IL-4, IL-5 e IL-6, em
modelo murino de AIDS; iii) modulagdo da produgao de prostaglandina E, (PGE,); niveis
elevados de PGE, diminuem a produgdo de IL-2 e a ativagdao das células natural killer
(NK); iv)inibicdo da interagdo entre endotélio e mondcitos, através da regulacdo negativa
de moléculas de adesdao, como CD11b e VLA-4 (Azzi, 2000). Desta forma, a vitamina E ¢
capaz de normalizar as alteragcdes das funcdes do sistema imune observadas na infecc¢ao
pelo HIV.

Os pacientes HIV soropositivos sofrem significativa amplificagdo na geracdo de
EROs, especialmente no que tange a geracao de O, (Gabrilovitch, 1992; Jaruga, 2002).
Observa-se também o aumento da producao de H,O, pelas células mononucleares, desde os
estagios iniciais da infeccdo, mesmo nos pacientes assintomaticos, com contagens de

linfocitos T CD4 > a 500 células/mm’ (Elbim, 2001). Este fendmeno combinado com a
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deficiéncia de enzimas antioxidantes como a SOD e a CAT e a diminui¢ao dos niveis
plasmaticos de vitaminas antioxidantes como vitamina E e vitamina C podem levar esses
pacientes ao estresse oxidativo e progressao para AIDS (Jaruga, 2002; Gil, 2003).

Associados ao aumento da geragao de EROs, fatores como diminui¢do da ingestao
de nutrientes devido a perda de apetite (Bodgen, 2000) e alteracdes da mucosa
gastrointestinal, com prejuizo na absor¢ao dos micronutrientes, contribuem para a deplecao
das reservas antioxidantes e deficiéncias nutricionais, verificadas no paciente HIV
soropositivo (Tang, 2000).

A suplementagdo vitaminica ¢ capaz de reduzir a incidéncia de afeccdes como
ulceras orais, esofagite por candida e outras condi¢des inflamatérias relacionadas a
infeccao pelo HIV (Lyn, 2000). Condigdes como nduseas, vomitos e diarréia também sao
menos freqilientes nos pacientes que fazem uso de multivitaminas, em decorréncia de seu
efeito protetor sobre as mucosas oral e gastrointestinal, aumentando a imunidade local e
sistémica (Fawzi, 2004).

De acordo com Bodgen (2000), o estado nutricional esta diretamente relacionado as
fungdes do sistema imune, uma vez que as altas taxas de producdo e renovacao celular
exigem altos niveis de nutrientes. As necessidades nutricionais sdo ainda maiores nos
pacientes soropositivos para o HIV (Lyn, 2000), onde as taxas de destruicao e renovagao
celular estdo aumentadas (Gougeon, 2003).

Segundo Fawzi (2003), os pacientes HIV soropositivos que fazem uso de
suplementagdo com multivitaminas, incluindo as vitaminas C e E, apresentam contagem de
linfécitos T CD4 superiores as dos pacientes HIV soropositivos nao suplementados e
progressao mais lenta para AIDS.

As evidéncias de estresse oxidativo nesses pacientes podem ser demonstradas pelos

baixos niveis plasmaticos de cisteina, glutationa, superoxido dismutase (SOD) (Jaruga,



46

2002), vitamina Bg ¢ By, (Sepulveda, 2002), vitamina E, vitamina A e C (Jaruga, 2002;
Fawzi, 2004), desde os estagios iniciais da infeccao. Estas deficiéncias estdo envolvidas na
patogénese da AIDS através do desenvolvimento de tumores relacionados ao HIV, inducao
precoce da apoptose nos linfocitos, aumento da replicagdo viral, e até mesmo altas taxas de
mutacoes do HIV (Jaruga, 1999).

Nestes pacientes o aumento das condigdes pro-oxidantes estd implicado na
implementagdo da replicagdo viral, através da ativagdo do fator de transcri¢ao nuclear NF-
kB (Breenan, 1995; Lee, 1997; Gil, 2003).

A proteina ativadora -1 (AP-1) também pode ser ativada pelas EROs, sendo que
varios genes pro-inflamatorios possuem sitios promotores para este fator de transcrigao.
Deste modo, alteragdes do estado redox da célula podem contribuir para a producdo de
citocinas inflamatodrias, com inflamacao sistémica e dano aos 6rgaos (Bulguer, 2001). Em
resposta a ativagdo imune cronica, as células do sistema imune, principalmente mondcitos
e macrofagos, produzem radicais livres que atuam estimulando a producdo de citocinas,
como TNF-a. Os altos niveis de TNF-a, por sua vez, estimulam a producdo de mais
radicais livres, gerando um ciclo vicioso que pode ser amplificado pela ocorréncia de
infecgdes oportunistas (Tang, 2000; Elbim, 2001).

Arnoult e colaboradores (2003) observaram aumento na produ¢cdo de EROs em
linfocitos T CD4 de individuos soropositivos para o HIV, quando comparados aos
linfocitos CD4 em individuos soronegativos. O estresse oxidativo observado nesses
pacientes pode ser decorrente, em parte, dos danos provocados ao DNA mitocondrial, visto
que este ndo se encontra envolvido pelas histonas, como o DNA nuclear, e por isso esta
mais susceptivel ao dano oxidativo (Cooke, 1998). As EROs danificam as proteinas e o

DNA mitocondrial, desencadeando o processo de apoptose.
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Em um estudo realizado por Campbell e colaboradores (1999), o ascorbato foi
capaz de reduzir os niveis de morte celular na populagdo de células T de ratos, o que
sugere prote¢do contra a apoptose.

As EROs promovem danos ao DNA, através de modificacdes de bases e delegdes.
Os niveis de bases de DNA modificadas por oxidagdo estdo significativamente aumentados
em pacientes soropositivos para o HIV sintomaticos, quando comparados com individuos
soronegativos (Jaruga, 1999). A modificacio da base 8-hydroxiguanina (8-OH-Gua)
apresenta-se em niveis elevados nos pacientes HIV soropositivos sintomaticos, enquanto
apresenta-se em niveis normais em pacientes soronegativos para o HIV e pacientes HIV
soropositivos assintomaticos (Jaruga, 2002). Estes dados fornecem evidéncias de que o
aumento da producdo de radicais livres e o conseqiiente aumento do dano oxidativo,
demonstrado pelas modificagdes de bases de DNA nos pacientes soropositivos para o HIV
sintomaticos, contribuem para a progressao da doenga.

Lutsenko (2002), estudando a funcao do ascorbato na manuten¢do da integridade do
DNA celular, utilizou um sistema de avaliacdo de mutagdes nas bases de guanina. Neste
estudo, verificou que as células suplementadas com ascorbato apresentavam reducao
significativa de mutagdes nas bases de guanina (8-0xo-dG), sugerindo que o ascorbato ¢
capaz de prevenir mutacdes causadas pelo aumento da geracdo de EROs e com isso
diminuir os niveis de apoptose, aumentados no paciente HIV soropositivo.

Estudos realizados por Harakeh e colaboradores (1991; 1994; 1997) demonstraram
a atividade inibitéria da vitamina C sobre a enzima viral transcriptase reversa, in vitro.
Com base nestes resultados, os autores sugerem seu uso terapéutico para o controle da
infeccao pelo HIV.

Wang e colaboradores (1994), utilizando modelo de AIDS murina, avaliaram os

efeitos da suplementa¢do com altas doses de vitamina E sobre o sistema imune, producao
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de citocinas e o estado nutricional e demonstraram o restabelecimento das concentracdes
séricas e teciduais, acompanhado da normaliza¢do da secrecdao de citocinas (IL-2, IFN-y,
TNF-a, IL-6).

Estas observacdes sugerem que o uso de suplementagdo antioxidante pode ser

benéfica nos pacientes infectados pelo HIV.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os pacientes HIV soropositivos ou com AIDS apresentam um estado cronico de
estresse oxidativo, com diminuicdo das reservas antioxidantes e conseqiiente desequilibrio
do sistema oxidante/antioxidante. Os altos niveis de EROs estdo associados com aumento
da replicagdo viral e maior susceptibilidade dos linfécitos a apoptose, o que pode contribuir
para a diminuigdo significativa dos linfocitos T CD4 observada nesses pacientes. Os baixos
niveis dessas células de defesa sdo responsaveis pelas infecgcdes oportunistas verificadas
nos pacientes com AIDS e que podem leva-los a dbito.

Neste contexto, a reconstituicao dos niveis séricos de antioxidantes, como ascorbato
e a-tocoferol, pode ser um recurso importante na manutencao e recuperacao da viabilidade
celular, bem como apresentar efeito inibidor da replicacdo viral.

Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o efeito do ascorbato e do a-tocoferol
sobre a viabilidade celular e a evolugdo da infec¢do pelo HIV através dos parametros
laboratoriais marcadores do processo infeccioso.

Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito do ascorbato e do a-tocoferol sobre a viabilidade celular de
linfocitos, através da realiza¢do do ensaio de viabilidade celular em linfocitos periféricos;

- Avaliar o potencial antirretroviral do ascorbato ¢ do a-tocoferol , em associagao
com a TARYV, através da determinagdo dos niveis plasmaticos de RNA do HIV;

- Avaliar o efeito da suplementacdo com ascorbato e do a-tocoferol sobre a
evolucdo da infec¢do pelo HIV, através da determina¢do dos marcadores de progressao

CD4, CD8 e RNA do HIV;
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- Avaliar o efeito do ascorbato e do a-tocoferol no ritmo de progressao da infecgao,
através da avaliagdo dos marcadores de valor prognostico IgG, IgA, IgM e P2-

microglobulina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1Casuistica

Participaram deste estudo 67 voluntarios comprovadamente soropositivos para o
HIV, diagnosticados por dois testes sorologicos tipo ELISA, com principios metodoldgicos
distintos e confirmados por imunofluorescéncia indireta, com indica¢do para o inicio da
terapia antirretroviral, conforme orientagcdes do Ministério da Saude (Ministério da Saude,
2004).

Apos triagem clinica realizada por médicos infectologistas do ambulatorio de
DST/AIDS do Centro de Saude II — Secretaria Municipal da Saude de Floriandpolis, os
pacientes devidamente esclarecidos e que aceitaram participar da pesquisa mediante
assinatura de um termo de compromisso (Anexo 1), foram encaminhados ao Laboratorio
de Analises Clinicas do Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina,
para a coleta de material bioldgico para as determinacdes laboratoriais.

A realizagdo deste estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, conforme consta do processo
n°® 026/99, cujo parecer encontra-se em anexo (Anexo 2).

Os 47 pacientes que concluiram sua participagdo neste estudo, 32 homens e 15
mulheres, foram submetidos a terapia antirretroviral conforme a Tabela 1. Os demais
foram excluidos por motivos como gravidez, abandono do tratamento e falha terapéutica

devido a falta de adesdo a terapia antirretroviral.
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Tabela 1. Protocolos de terapia antirretroviral a que foram submetidos os pacientes
participantes do estudo.

Terapia Antirretroviral | Grupo Controle | Grupo Ascorbato | Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14
AZT +3TC + NVP 8 3 6
AZT +3TC + NFV - 1 -
AZT +ddl + NVP 2 - 4
AZT +3TC + ddl 1 - -
AZT +3TC 2 - 1
AZT +3TC + 1DV 2 - 2
ddl + 3TC + NFV - - 1
AZT +3TC + EFZ - 7 -
DAT +3TC + AZT - 1 -
DAT + 3TC + EFZ - 1 -

N = nimero de pacientes; AZT = Zidovudina; 3TC = Lamivudina; ddl = Didanosina; D4T=
Estavudina NVP = Nevirapina; NFV = Nelfinavir; IDV = Indinavir; EFZ= Efavirenz

As amostras de sangue venoso foram coletadas por pun¢do anterocubital, pela
manha, apds jejum de 12 horas, utilizando-se sistema de coleta a vacuo.

Foram coletados 10 mililitros de sangue em tubo contendo heparina para a
realizagdo da cultura de células e ensaio de viabilidade celular, 6 mililitros de sangue sem
anticoagulante para a determinacdo das imunoglobulinas, IgA, IgG e IgM e P»-
microglobulina, e 8 mililitros de sangue contendo EDTA para a determinagdo dos niveis
plasmaticos de RNA do HIV, contagem de células CD4 e CDS.

Os pacientes participantes do estudo foram divididos em trés grupos, de acordo
com o tratamento suplementar administrado, sendo um grupo Controle (21 - 40 anos)
fazendo uso de placebo + TARV, um grupo suplementado fazendo uso de ascorbato +
TARYV (20 - 42 anos) e um grupo suplementado fazendo uso de a-tocoferol + TARV (22 -

36 anos).
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Apo6s a coleta, os pacientes pertencentes ao Grupo Controle foram orientados a
iniciar o tratamento antirretroviral de acordo com as ordens médicas e placebo.

Os pacientes pertencentes aos Grupos suplementados foram orientados a iniciar o
tratamento antirretroviral seguindo as ordens médicas, bem como a terapia suplementar
com ascorbato ou terapia antirretroviral com a-tocoferol. O grupo suplementado com
ascorbato recebeu 2 gramas didrias de ascorbato, na forma de 4 comprimidos de liberagdo
prolongada de 500 mg, ingeridos de 6 em 6 horas (Sanofy-Synthélabo, RJ), enquanto o
grupo suplementado com a-tocoferol recebeu 800 mg/dia de a-tocoferol (E-Radicaps®),
em duas administragcdes de 400 mg pela manha e a noite (Novaquin-Sigma).

Utilizou-se o modelo de estudo duplo-cego e placebo controlado.

Todos os pacientes foram avaliados nos tempos 0 (zero), 60, 120 e 180 dias apo6s o

inicio dos tratamentos.

3.2 Isolamento das Células Mononucleares

O sangue contendo heparina foi centrifugado a 378 g por 10 minutos e a camada de
globulos brancos formada entre o plasma e as hemacias foi removida com a utiliza¢do de
uma pipeta de Pasteur e ressuspendida em 5 mililitros de solugdo fisiolégica tamponada
com fosfato (PBS) em pH 7.,4.

Esta suspensdo de células foi delicadamente transferida para um tubo contendo 2
mililitros de Ficoll-paque®, densidade 1,077 (Sigma Chemical Company, Saint Louis,
USA) e centrifugado a 378 g por 20 minutos.

A camada de células localizada entre o PBS e o Ficoll-paque foi retirada com pipeta
de Pasteur, lavada 2 vezes com PBS pH 7,4 e sedimentada por centrifugacdo a 168 g por 5

minutos.
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Estas células foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Sigma Chemical
Company, Saint Louis, USA), suplementadas com 10% de soro bovino fetal inativado, 10
ug/ml de estreptomicina e 2,5 pg/ml de anfoterricina B e mantidas por 48 horas a 37°C, em

estufa com 5% de CO,.

3.3 Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado no Setor de Citometria de Fluxo do
Laboratorio Médico Santa Luzia de Floriandpolis.

A quantificagdo das células viaveis, mortas e apoptoticas foi realizada por
citometria de fluxo, utilizando para isso dois corantes de acidos nucléicos, a calceina e o
homodimero 1 de etidio (EthD-1), através do conjunto reativo LIVE/DEAD™ (Molecular
Probes Incorporation, Eugene, Oregon, USA).

As células mantidas em meio RPMI 1640 por 48 horas foram ressuspendidas e
transferidas para um tubo de citdmetro e sedimentadas por centrifugacao (168 g/ 5
minutos); o sobrenadante foi desprezado com o auxilio de agulha de Pasteur e as células
ressuspendidas em 200 pl de solugdo corante (calceina 1uM, EthD-1 8 uM em solugao de
PBS pH 7,4) e mantidas em repouso ao abrigo da luz por 15 minutos.

Posteriormente, o ensaio foi realizado em citometro de fluxo modelo FACSCallibur
(Becton Dickinson Immunocytometry System, San Jose, C.A., USA), com o uso de dois
programas proprios para analises imunofenotipicas, CELLQuest ¢ PAINT-A-GATE, que
permitem a aquisicdo das células mononucleares, a visualiza¢ao da distribui¢do grafica dos
linfocitos corados, bem como a porcentagem de células vidveis, mortas e em apoptose.

Como pode ser observado na Figura 4, no programa CELLQuest realiza-se a

selecdo das células de acordo com seu tamanho e granulosidade, excluindo-se células
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maiores como os mondcitos e células que apresentam granulagdes, como os segmentados

remanescentes da separagao com Ficoll-paque®.
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Figura 4: Selecio das células mononucleares no programa CELLQuest pelo tamanho e granulosidade.

No programa PAINT-A-GATE, pode-se observar trés populacdes celulares
distintas. As células vidveis que constituem o grupo de células do quadrante inferior
direito, marcadas intensamente com calceina; as células mortas encontradas nos quadrantes

superiores, intensamente marcadas com EthD-1 e uma populagdo intermediaria, localizada

no quadrante inferior esquerdo, constituindo as células em apoptose (Figura 5) .
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Figura 5: Visualizacio das trés populacées celulares de acordo com a emissio de fluorescéncia no
programa CELLQuest.

As células viaveis sdo permedveis a calceina, que sofre agdo enzimatica de

esterases celulares, convertendo-se em calceina intensamente fluorescente.
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As células mortas sem atividade de esterases sdo permeaveis ao brometo de etidio,
que se liga ao acido nucléico emitindo fluorescéncia, sendo que as células em apoptose
com pouca atividade de esterases e pouco permeaveis ao EthD-1 também emitem
fluorescéncia.

Deste modo, as células viaveis emitem fluorescéncia verde, devido a calceina; as
células mortas emitem fluorescéncia vermelha, em fun¢do do brometo de etidio, e as

células em apoptose emitem um misto de fluorescéncia verde e vermelha (Figura 6).
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Figura 6: Visualizacio grafica das células viaveis, mortas e em apoptose através do programa PAINT-
A-GATE.

O resultado final ¢ dado em porcentagem de células viaveis, mortas e em apoptose.

. 8,16% Eventos em vermelho
B 59,12% Eventos em verde
0,0% Eventos em amarelo
. 0,0% Eventos em violeta
0,0% Eventos em azul claro
[ ] 32,72% Eventos em preto
0,0% Eventos nao classificados

Figura 7: Resultado final da avaliacio da viabilidade celular de linfécitos.
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3.4 Contagem de Linfocitos T CD4 e T CDS8
A contagem de linfocitos T CD4 e T CDS foi realizada no Laboratério de Analises

Clinicas do Hospital Universitario — Universidade Federal de Santa Catarina.

A contagem de linfécitos T CD4 e T CD8 foi realizada através de citdmetro de
fluxo modelo FACSCount™ (Becton Dickinson, USA), em amostras de sangue total,
utilizando o conjunto reativo com anticorpos monoclonais anti CD4/CD3 e anti CD8/CD3
(Becton Dickinson, San Jose, C.A., USA).

Os valores de referéncia assumidos para a contagem de linfocitos CD4 e CD8
foram os seguintes:

CD4: 500 a 1500 céls/mm’

CDS: 300 a 1000 céls/mm’

A relagao CD4/CD8 foi obtida pela divisao do numero de linfocitos CD4 pelo
nimero de linfécitos CD8. Para calibragdo do sistema foram utilizados os conjuntos
FACScount™ Control (Becton Dickinson), que contém os controles: zero, baixo, médio e

alto.

3.5 Quantificacdo do RNA do HIV
A quantificacao do RNA viral (Carga Viral) foi realizado por metodologia NASBA

(Nucleic Acid Sequence-based Amplification) através do teste NucliSens HIV-1 QT,
Organon Teknika BV (Boxtel, Netherland), onde o DNA ¢ extraido, amplificado e
quantificado por eletroquimiluminescéncia.
As determinacdes foram realizadas a partir de sangue total coletado em tubo
contendo EDTA, este foi centrifugado a 378 g por 10 minutos para obtengao do plasma.
O NucliSens HIV-1 QT compreende quatro conjuntos reativos distintos, sendo um
para cada fase de execugdo do teste:

1. NucliSens Lysis Buffer, utilizado para a liberacao dos acidos nucléicos;
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2. NucliSens HIV QT, para isolamento dos 4cidos nucléicos;

3. NucliSens HIV QT, para amplificagdo dos acidos nucléicos;

4. NucliSens HIV QT, para detecc¢ao dos acidos nucléicos.

O teste NucliSens HIV-1 QT consiste das seguintes etapas:

- Liberacao dos acidos nucléicos: 1 ml do plasma obtido foi adicionado ao tampao
de lise (Tiocianato de guanidina) para liberagdo dos dacidos nucléicos e posterior
determinagdo. Esta etapa tem por finalidade a desintegracao das particulas virais e células,
bem como a inativagdo das RNAses e DNAses presentes na amostra.

- Isolamento dos acidos nucléicos: aos acidos nucléicos liberados no tampao de
lise, sdo adicionados trés RNAs sintéticos de concentragdao conhecida (Qa, Qb e Qc), alta,
média e baixa, respectivamente, que servem como calibradores internos. Cada um desses
RNAs difere do RNA do HIV presente na amostra em apenas uma seqiiéncia de pares de
bases. Em meio de elevada concentragdo salina os acidos nucléicos presentes no tampao,
incluindo-se os calibradores, ligam-se as particulas de didxido de silicio que funcionam
como base sélida. Em seguida os 4cidos nucléicos sao eluidos da fase solida utilizando-se
tampao de eluicao.

- Amplificacdo: o RNA do HIV-1 presente no eluido ¢ amplificado juntamente
com os calibradores internos. Cada copia formada entra em um novo ciclo de amplificagao,
sendo que esta metodologia ndo requer a separagdo das cadeias, tornando o processo
isotérmico e continuo.

- Detecc¢do: a deteccdo e quantificagdo do RNA do HIV-1 presente na amostra se
baseia no principio de eletroquimiluminescéncia, utilizando o leitor NucliSens Reader.
Aliquotas da amostra sdo adicionadas a quatro solugdes de hibridizacao especificas (WT,
Qa, Qb e Qc). Os RNAs sao hibridizados com esferas-oligo (um oligo ligado a esferas

revestidas com estreptavidina) € uma sonda marcada com ruténio. As esferas
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paramagnéticas ligadas ao complexo RNA/sonda sdo capturadas a superficie de um
eletrodo por meio de um campo magnético. A voltagem aplicada ao eletrodo desencadeia a
reacdo de eletroquimiluminescéncia, sendo que a luz emitida pelas sondas marcadas com

ruténio € proporcional a quantidade de RNA viral amplificado.

3.8 Determinacio dos Niveis Séricos das Imunoglobulinas

Os niveis séricos de IgA, IgG e IgM foram determinados por Nefelometria,
utilizando-se anticorpos especificos produzidos pela Beckman Instruments Inc., USA., e
analisados em analisador automatico modelo Array 360 System também produzido pela
Beckman Instruments Inc., USA, no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital
Universitario - UFSC.

Valores de referéncia:

IgA: 100 a 490 mg/dl

IgG: 694 a 1618 mg/dl

IgM: 60 a 263 mg/dl

3.7 Determinagao dos Niveis Séricos de f2-Microglobulina

Os niveis séricos de P2-microglobulina foram determinados através de ensaio
enzimatico imunométrico quimiluminescente de fase solida, utilizando conjuntos reativos
IMMULITE® (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA), no Laboratdrio de
Andlises Clinicas do Hospital Universitario - UFSC.

Os valores de referéncia para este analito sdo:

1.010 a 1.730 ng/dl
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4 INFERENCIA ESTATISTICA

Os resultados das variaveis avaliadas neste estudo sao expressos através da média
aritmética e desvio padrdo, sendo as variaveis avaliadas intra e inter grupos. As analises
intra grupo foram realizadas por anélise de contrastes ortogonais: contraste de repetigao,
contraste de diferenca e contraste de Helmert. Na analise inter grupos, o efeito dos
tratamentos ao longo do tempo foi avaliado através de Andlise de Variancia Multivariada
de Medidas repetidas, com os testes de Pillai’s, Lambda de Wilk's, Hotelling’s e Roy’s,
considerando o fator tempo e a interagdo entre os fatores tempo e tratamento. As analises

foram realizadas utilizando-se o programa SPSS©, versdo 11.5.
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5 RESULTADOS

5.2 Niveis plasmaticos de RNA do HIV-1

As médias dos niveis plasmaticos de RNA do HIV apresentaram diminui¢do
significativa em conseqiiéncia do tempo de tratamento, nos trés grupos estudados, em

decorréncia do uso da terapia antirretroviral (p = 0,0001) (Tabela 2).

Tabela 2. Niveis plasmaticos de RNA do HIV-1 (cépias/ml), nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias, nos
grupos suplementados e controle.

Tempo (dias)
0 60 120 180
Média* 133.460° 3.168" 2.769" 61,95
CN"":trz‘ge Desvio Padrio 170.846,824 | 3.725448 9.297,999 22.142,26
Minimo 2.700 80 80 80
Maximo 720.000 12.000 42.000 100.000
Média 149.107,69* 16.555,4" 8.245" 28.274,2"
Asl\?":rll’;‘“’ Desvio Padrio 177.956,50 49.410,93 18.209,24 57.908,90
Minimo 3.400 80 80 80
Maximo 520.000 180.000 61.000 190.000
Média 113.428,57" 4.322,14" 1.975" 1.299,29"
ortocoterel Desvio Padrdo | 78.418,713 771,31 3.618,83 2.395,57
Minimo 25.000 480 80 80
Maximo 310.000 28.000 14.000 9.000

Efeito do fator tempo: p = 0,0001
Interagdo entre os fatores tempo e tratamentos: p = 0,965
* Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as médias, ao nivel de
significancia de p < 0.05

N = Numero de pacientes estudados

Os grupos suplementados com ascorbato e a-tocoferol apresentaram, aos 60 dias de
tratamento, niveis médios inferiores aos verificados no inicio do tratamento (p=0,0001)
(Tabela 2). As médias de RNA do HIV, observadas aos 120 e 180 dias de tratamento,

foram semelhantes as observadas no grupo controle.
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Nao foram observados efeitos adicionais da suplementagdo com ascorbato e a-

tocoferol, nas concentracdes utilizadas neste estudo, com relacdo a diminui¢do dos niveis

plasmaticos de RNA do HIV (p=0,539).

5.3 Numero de linfécitos CD4

A média das determinagdes do numero de linfécitos CD4 apresentou aumento
significativo em fun¢do do tempo de tratamento (p=0,0001).

Os pacientes pertencentes aos trés grupos avaliados apresentaram, aos 60 dias de
tratamento, aumento das médias da contagem de linfocitos CD4, em relagdo as médias

basais, seguido de um periodo de estabilizagdo até o final do periodo de estudo (Figura 8).
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Figura 8. Linf6citos CD4 (células/mm®) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias apés o inicio do tratamento,
nos grupos controle e suplementados.

Efeito do fator tempo: p=0,0001
Interagdo entre os fatores tempo e tratamentos: p=0,842

Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05.
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Nao foram observados efeitos adicionais da suplementagdo com ascorbato ou a-
tocoferol, sobre os niveis de linfocitos CD4, nas concentragdes utilizadas neste estudo

(»p=0,842) (Figura 8).

5.4 Numero de linfécitos CD8

As médias das determinacgdes de linfocitos CDS, aos 60, 120 e 180 dias nao
apresentaram diferencas significativas em funcdo do tempo de tratamento, quando
comparadas as médias dos niveis séricos basais destas cé€lulas, nos grupos controle,

ascorbato e a-tocoferol (p=0,109) (Figura 9).
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Figura 9. Linfécitos CD8 (células/mm®) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias apés o inicio do tratamento,
nos grupos controle e suplementados.

Efeito do fator tempo: p=0,109
Interagdo entre os fatores tempo e tratamentos: p=0,584

Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05.

Nao foram observados efeitos adicionais da suplementagdo antioxidante sobre os

niveis de linfocitos CDS, durante o periodo de estudo (p=0,584) (Figura 9).
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5.5 Relacao entre o numero de linfocitos CD4 e CD8

A relagdo entre o numero de linfocitos CD4 e CD8 apresentou aumento
significativo em funcdo do tempo de tratamento, nos trés grupos estudados (p=0,0001),
sem apresentar diferencas entre os tratamentos avaliados (p=0,491). Os trés grupos
apresentaram, aos 60 dias de tratamento, aumento das médias da relacio CD4/CDS, em
comparacgao com as respectivas médias basais.

Aos 120 e 180 dias de tratamento ndo se observaram diferencas significativas das
médias em relagdo as médias verificadas aos 60 dias de tratamento (Figura 10).

Nao foram observados efeitos adicionais da suplementagdo antioxidante, com

ascorbato e a-tocoferol, sobre a relacio CD4/CD8, ao longo do tempo (p=0,954) (Figura

10).
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Figura 10. Relagdo CD4/CDS8 nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias apos o inicio do tratamento, nos grupos
controle e suplementados.

Efeito do fator tempo: p= 0,0001
Interag@o entre os fatores tempo e tratamentos: p=0,954

Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05.
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5.6 Percentual de linfocitos vivos

O percentual de linfocitos vivos apresentou aumento significativo em conseqiiéncia
do tempo de tratamento, nos trés grupos estudados (p=0,0001). O grupo controle
apresentou, aos 60 dias, aumento significativo do percentual de linfocitos vidveis em
relacdo aos niveis basais, contudo, aos 120 ¢ 180 dias de tratamento, nao houve diferenca
significativa dos niveis de viabilidade celular com relacdo as médias observadas aos 60

dias de tratamento.
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Figura 11. Linf6citos viaveis (%) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias apés o inicio do tratamento, nos
grupos controle e suplementados.

Efeito do fator tempo: p=0,0001
Interagdo entre os fatores tempo e tratamentos: p=0,002

Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05.

Aos 180 dias, observa-se um aumento da porcentagem de linfécitos vidvies no
grupo suplementado com a-tocoferol, quando comparado aos tempos 0, 60 e 120 dias de
tratamento (p=0,002) (Figura 11).

O grupo suplementado com ascorbato apresentou, aos 60 dias de tratamento,

aumento dos niveis de linfocitos viaveis, quando comparado as médias dos niveis basais de
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viabilidade celular. Aos 120 e 180 dias de tratamento, observa-se aumento significativo das
médias de viabilidade celular, quando comparadas as médias dos niveis basais e aos 60

dias de tratamento (Figura 11).

5.7 Percentual de linfécitos em apoptose

O percentual de linfocitos em apoptose apresentou diminui¢do significativa em
conseqiiéncia do tempo de tratamento, nos trés grupos estudados (p=0,0001).

No grupo controle, aos 120 dias de tratamento, verificou-se diminui¢do das médias
da porcentagem de linfocitos em apoptose, seguido de estabilizagdo até o final do periodo

de estudo.
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Figura 12. Linfécitos em apoptose (%) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias apés o inicio do tratamento, nos
grupos controle e suplementados.

Efeito do fator tempo: p=0,0001
Interagdo entre os fatores tempo e tratamentos: p=0,0001

Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05.

O grupo suplementado com ascorbato apresentou, aos 60 dias de tratamento,

diminui¢do dos niveis de apoptose, quando comparados aos niveis basais (p=0,0001), o
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efeito adicional da terapia suplementar com ascorbato observado a partir dos 120 dias de
tratamento e mantido até o final do periodo observado (Figura 12).

No grupo suplementado com a-tocoferol observa-se diminui¢do significativa dos
niveis de apoptose aos 180 dias de tratamento, com relacdo as médias basalis,
demonstrando o efeito adicional da suplementagao com a-tocoferol. No entanto, aos 60 e

120 dias de tratamento, as médias ndo apresentam diferencas comparadas aos niveis

iniciais de apoptose nos linfocitos (Figura 12).

5.8 Percentual de linfocitos Inviaveis

As médias dos linfécitos mortos apresentaram diferenca significativa ao longo do

tempo de tratamento, nos trés grupos estudados (p=0,04).
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Figura 13. Linf6citos inviaveis (%) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias apo6s o inicio do tratamento, nos
grupos controle e suplementados.

Efeito do fator tempo: p=0,04
Interacdo entre os fatores tempo e tratamentos: p=0,125

Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05.
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Os trés grupos avaliados apresentaram flutuagdes nas médias dos niveis de
linfécitos mortos, ao longo do periodo avaliado (Figura 13).
Nao foram observados efeitos adicionais da suplementacdo com ascorbato ou a-

tocoferol, na diminui¢do dos niveis de linfécitos mortos (p=0,125).

5.9 Niveis séricos de IgA, IgG e IgM

Os niveis séricos de IgA, IgG e IgM apresentaram diminuicdo significativa em
conseqiiéncia do tempo de tratamento (p=0,0001; p=0,0001; p=0,0001) (Figuras 14, 15 e

16).
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Figura 14. Niveis séricos de IgA (mg/dl) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias apos o inicio do tratamento,
nos grupos controle e suplementados.

Efeito do fator tempo: p=0,002
Interagdo entre os fatores tempo e tratamentos: p=0,490

Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05.

Os niveis séricos de IgA nos grupos controle e suplementado com a-tocoferol, aos
60 dias de tratamento, apresentaram diminui¢do significativa com relagdo aos niveis

basais. Aos 120 dias de tratamento, os niveis basais de IgA ndo foram diferentes dos
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observados aos 60 dias de tratamento, para os grupos controle e a-tocoferol; neste mesmo
tempo, o grupo suplementado com ascorbato apresentou diminui¢do dos niveis séricos de
IgA, semelhante a observada para os grupos controle e a-tocoferol aos 60 dias de
tratamento. No grupo suplementado com ascorbato, aos 60 dias de tratamento, observa-se
aumento dos niveis séricos de IgA, com relacdo aos niveis basais, contudo, esse aumento

nao apresenta diferenca estatistica (Figura 14).
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Figura 15. Niveis séricos de IgG (mg/dl) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias apos o inicio do tratamento,
nos grupos controle e suplementados.

Efeito do fator tempo: p=0,0001
Interacdo entre os fatores tempo e tratamentos: p=0,567

Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05.

O grupo suplementado com a-tocoferol, aos 180 dias de tratamento, apresentou
diminui¢do mais pronunciada dos niveis séricos de IgA, porém essa diminui¢do ndo

apresentou diferenca estatistica (Figura 14) (p=0,645).
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Nao foram observados efeitos adicionais da suplementagao com ascorbato ou a-
tocoferol sobre a diminuicdo dos niveis de séricos de IgA, durante o periodo de estudo
(p=0,490).

Nos grupos controle e a-tocoferol, aos 60 dias de tratamento, os niveis séricos de
IgG e IgM apresentaram diminui¢do significativa com relacdo aos niveis séricos basais
(p=0,0001), seguido de estabilizagdo até o final do periodo de estudo (Figuras 15 e 16).

O grupo suplementado com ascorbato, da mesma forma que os grupos controle e o-
tocoferol, apresentou diminui¢@o significativa dos niveis séricos de IgG e IgM, aos 60 dias
de tratamento, quando comparados aos niveis basais dessas imunoglobulinas. Neste grupo,
observa-se diminui¢do acentuada dos niveis séricos de IgM aos 180 dias de tratamento,
com relacdo aos niveis basais e apos 60 e 120 dias de tratamento, porém ndo existe

diferenga estatistica entre as médias (p= 0,367) (Figura 16).

250
2004 2
a S
= a b b
% 150 | 3 b —e— Placebo
13 b b Ascorbato
% 100 - b b —a— Alfa tocoferol
- b
50
0
0 60 120 180

Tempo (dias)

Figura 16. Niveis séricos de IgM (mg/dl) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias ap6s o inicio do tratamento,
nos grupos controle e suplementados.
Efeito do fator tempo: p=0,0001
Interacdo entre os fatores tempo e tratamentos: p=0,511

Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05
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Nao foram observados efeitos adicionais da suplementagdo antioxidante sobre os

niveis séricos de IgG (p=0,567) e IgM (p=0,391) para os trés grupos estudados.

5.10 Niveis séricos de B2-Microglobulina

Os niveis séricos de B2-microglobulina, aos 60 dias de tratamento, apresentaram

diminuig¢ao significativa nos trés grupos estudados (p=0,0001), seguido de estabilizacdo até
o final do periodo avaliado (Figura 17).

Nao foram observados efeitos adicionais da suplementagdo antioxidante, com
ascorbato e a-tocoferol, sobre a diminuicdo dos niveis séricos de P2-microglobulina,

durante o periodo avaliado (p=0,120).
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Figura 17. Niveis séricos de f2-Microglobulina (ng/dl) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias apds o inicio do
tratamento, nos grupos controle e suplementados.

Efeito do fator tempo: p=0,0001
Interacdo entre os fatores tempo e tratamentos: p=0,120

Letras diferentes indicam diferencas significativas, p < 0.05
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6 DISCUSSAO

As deficiéncias nutricionais, comuns na infec¢do pelo HIV, tornam os pacientes
HIV soropositivos mais susceptiveis as infeccdes oportunistas e aceleram a progressao
para Aids, além de reduzirem o sucesso da terapia antirretroviral (Lyn, 2001).

Sabe-se que as fungdes do sistema imune estdo diretamente ligadas ao estado
nutricional do paciente, e nesse contexto, o uso de suplementacdo vitaminica torna-se
importante desde os estagios iniciais da infecg¢ao pelo HIV (Bodgen, 2000).

Fawzi e colaboradores (2004), verificaram que a suplementagdo antioxidante
incluindo as vitaminas C e E foi capaz de reduzir a incidéncia de afec¢des como ulceras
orais, esofagite por candida e outras condi¢des inflamatorias relacionadas a infec¢ao pelo
HIV.

As disfungdes do trato digestivo, como diarréia, candidiase oral e esofagiana, sao
comuns no paciente imunocomprometido e podem ser responsaveis pela ma absor¢do e
deficiéncia de micronutrientes como a-tocoferol e ascorbato (Greenspan, 1994). Além
dessas causas, o consumo acelerado das reservas antioxidantes pela excessiva producao de
radicais livres por macrofagos e leucdcitos polimorfonucleares no curso da infec¢ao pelo
HIV, estd bem caracterizado e aceito (Allard, 1998a).

Considerando que o aumento das condigdes pro-oxidantes estd associado ao
aumento dos niveis de replicagdo viral, através da ativacdo de fatores de transcri¢do como
NF-«B e AP-1, o uso de terapia antioxidante vem recebendo atencdo de varios grupos de
pesquisa (Look, 1998; Allard, 1998; Sprietsma,1999; Gil, 2003).

Em nosso estudo, verificamos a efetiva inibicdo da replicagdo viral, através da
diminui¢do dos niveis plasmaticos de RNA do HIV, nos trés grupos estudados, em

conseqiiéncia da administragdo da TARV, o que ja estd bem caracterizado (Gulick, 1997;
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Hammer, 1997), sem evidenciarmos efeito adicional da suplementacdo com a-tocoferol ou
ascorbato (Tabela 2). De acordo com a literatura, a institui¢do da terapia antirretroviral
efetiva promove a rdpida diminuicdo da carga viral, no plasma e nos tecidos, e estad
associada ao aumento da contagem de linfécitos CD4 no sangue periférico (Palella, 1998;
Deeks, 1999; Moore, 1999).

Estes resultados sdo concordantes com os resultados obtidos por Allard e
colaboradores (1998), que avaliaram o efeito da suplementacdo com 800 mg/dia de a-
tocoferol e 1000 mg/dia de vitamina C sobre a inibi¢cao da replicagdo viral e demonstraram
uma tendéncia na reducao da carga viral, apos trés meses de tratamento, sem, contudo,
demonstrarem diferencas significativas entre os grupos controle e suplementado.

Neste estudo, a auséncia de efeito adicional da suplementagdo com ascorbato e o-
tocoferol, pode estar refletindo a incapacidade de se atingirem concentragdes séricas tao
elevadas como as necessarias para que ocorra inibicdo da replicacdo viral, como
demonstrado em estudos realizados in vitro (Harakeh, 1991). Ademais, o aumento
expressivo nos niveis plasmaticos de RNA do HIV, observado em um paciente pertencente
ao grupo controle, quatro pacientes pertencentes ao grupo suplementado com ascorbato e
um paciente do grupo suplementado com a-tocoferol, aos 180 dias de tratamento, reflete
na tendéncia geral do grupo (Quadro 1, apéndices). Torna-se importante salientar que dos
4 pacientes com niveis elevados de RNA do HIV, pertencentes ao grupo suplementado
com ascorbato, 3 permaneceram com os niveis elevados durante todo o periodo do
tratamento, o que pode, neste caso, ser decorrente de falha terapéutica devido ao
desenvolvimento de resisténcia aos antirretrovirais ou a falta de adesdo ao tratamento

(Deeks, 1999; Raffanti, 2004).
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O principal objetivo dos fdrmacos antirretrovirais ¢ a reconstitui¢do do sistema
imune, através da efetiva inibicao da replicacdo viral e do restabelecimento numérico e
funcional dos linfocitos CD4 (Gallant, 2002) .

No presente estudo, observamos aumento significativo no numero de linfocitos
CD4 apo6s 60 dias de tratamento, seguido de estabilizacdo até o final do periodo avaliado,
para os trés grupos, demonstrando o efeito da terapia antirretroviral, sem, contudo,
verificarmos evidéncias de efeito adicional da terapia suplementar com ascorbato e o-
tocoferol nas concentracdes utilizadas (Figura 8).

Estes resultados ratificam os resultados obtidos por Smith e colaboradores (2003)
que observaram aumento abrupto da contagem de linfocitos T CD4 apo6s o inicio da terapia
antirretroviral altamente ativa (HAART), seguido por um periodo de estabilizacdo do
numero dessas células. Este periodo de estabilizagdo, observado a partir dos 60 dias de
tratamento, deve-se ao fato de que o aumento da producdo celular pelos 6rgaos linféides
somente ¢ observado apos meses de terapia antirretroviral e pode ser demonstrado pelo
aumento dos niveis de TRECS (7-cell receptor excision circles), formados a partir do
rearranjo dos receptores de células T, no timo (Al-Harthi, 2000; Spits, 2002). De acordo
com Ensoli e colaboradores (2000), a capacidade de regeneracdo do sistema imune e
conseqiiente producdo de novo das células T CD4 pode variar de acordo com o estagio da
doenca, sendo mais lenta em estdgios mais avancados. A administragdo da terapia
antirretroviral efetiva leva a supressao da replicacdo viral e ao concomitante aumento da
contagem de células T CD4, resultante da diminui¢do dos niveis de apoptose e
redistribuicdo das células a partir dos o6rgdos linféides (Autran, 1997; Mezzaroma, 1999;
Gougeon, 2003). Em concordiancia com a teoria da redistribui¢do celular, Autran e

colaboradores (1999) verificaram aumento da contagem de células T CD4 em pacientes
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submetidos a terapia antirretroviral apds o periodo de um més, sem verificarem aumento da
expressao de marcadores de proliferacao celular.

Nossos resultados corroboram os obtidos por Jaruga e colaboradores (2002),
quando ndo verificaram efeito adicional nos niveis de contagem de linfocitos T CD4 em
pacientes submetidos a terapia antirretroviral e suplementados com vitamina A, C e E,
apos 6 meses de estudo. Contudo, diferem dos resultados obtidos por Fawzi e
colaboradores (2004), que, em um estudo duplo-cego e controlado por placebo, avaliando
pacientes submetidos a suplementacdo com multivitaminas (B, C e E), verificaram
aumento da contagem de células CD4 e CD8, bem como diminui¢ao dos niveis de RNA do
HIV.

O numero de linfocitos CD8 nao apresentou alteragdo significante durante o
periodo de estudo, nos trés grupos avaliados (Figura 9), sendo que a relagdo CD4/CD8
apresentou 0 mesmo comportamento observado para as células T CD4 (Figura 10). O
aumento da relacao CD4/CD8, aos 60 dias de tratamento, se deve ao aumento da contagem
das células T CD4, decorrente do efeito da terapia antirretroviral.

O aumento dos niveis de apoptose e conseqiiente diminui¢ao da viabilidade celular,
em pacientes infectados pelo HIV, ¢ a maior causa da deplecdo dos linfocitos T CD4
nesses pacientes (Gougeon, 2003). Os mecanismos envolvidos incluem a acdo citopatica
direta do virus sobre as células infectadas, a ativagdo imune cronica devido a constante
exposicao aos antigenos do HIV (Ensoli, 2000), bem como o efeito indireto das proteinas
virais (Saikumar, 1999; Gougeon, 2003). Além desses fatores, a produ¢do aumentada de
espécies reativas de oxigénio ¢ um fator importante e contribuinte para a diminui¢do dos
niveis de viabilidade celular nos pacientes HIV soropositivos (Kramer, 2000; Bautista,

2001).
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Como verificado em estudos anteriores (Johnson, 1998; Chavan, 1999), os
resultados deste trabalho demonstraram aumento significativo das células viaveis (Figura
11) e conseqiiente diminui¢do dos niveis de apoptose (Figura 12), nos trés grupos
avaliados, apds 60 dias de tratamento, acompanhados pelo aumento significativo do
numero de células CD4 (Figura 8) e aumento da relacio CD4/CD8 (Figura 10). Estes
resultados iniciais, possivelmente sdo decorrentes do efeito da terapia antirretroviral, como
demonstrado pela diminui¢do concomitante dos niveis plasmaticos de RNA do HIV
(Tabela 2) e conseqiiente diminuicdo da ativagdo imune. Estes resultados sdo concordantes
com os obtidos por Ensoli e colaboradores (2000), que verificaram diminui¢ao dos niveis
de apoptose dos linfocitos CD4'CD45R0" associada & diminui¢io da expressdo de
marcadores de ativagdo como HLA DR e CD38, em pacientes que iniciaram a terapia
antirretroviral altamente ativa (HAART).

O efeito adicional da terapia suplementar com ascorbato ¢ verificado aos 120 dias
de tratamento, com um aumento significativo dos niveis de viabilidade celular (p=0,002),
sendo que este aumento nao ¢ verificado no grupo controle, no mesmo periodo de
avaliacdo. O efeito benéfico da suplementagdo com ascorbato permanece e pode ser
observado ao final do estudo, no periodo de 180 dias apds o inicio do tratamento.

Aos 180 dias de tratamento, observa-se efeito adicional sobre o aumento da
viabilidade celular e diminui¢do dos indices de apoptose, no grupo suplementado com o.-
tocoferol, com relacdo ao grupo controle. Estes resultados corroboram com estudos
anteriores, que demonstraram o efeito citoprotetor do a-tocoferol na infeccdo pelo HIV
(Barroso, 1997) e sdo concordantes com os obtidos por Li-Weber e colaboradores (2002),
que suplementaram linfécitos periféricos de pacientes HIV soropositivos, in vitro, €
demonstraram diminui¢do dos niveis de apoptose em presenca de 25uM de vitamina E no

meio de cultura.
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Da mesma forma, Jaruga e colaboradores (2002) demonstraram a diminui¢cdo do
dano causado pelo estresse oxidativo, em linfocitos de pacientes suplementados com
vitamina C e vitamina E, por um periodo de seis meses, demonstrado pela diminui¢ao dos
niveis séricos de 8-OH-Gua. Danos de extensdo limitada aos cromossomos podem ser
reparados pelas enzimas celulares, contudo, extensos danos ao DNA como ocasionados
pelo estresse oxidativo, podem desencadear apoptose. O mecanismo de agdo envolvido na
diminui¢do da 8-OH-Gua foi sugerido por Cooke e colaboradores (1998), onde a vitamina
C promove a remocado da 8-OH-Gua e o reparo do DNA através da regulagao positiva das
enzimas de reparo celular, demonstrado pela diminuicdo dos niveis de 8-OH-Gua no
plasma ou na urina.

Os resultados positivos mais precoces, obtidos através da suplementacdo com
ascorbato em relagdo a suplementagdo com a-tocoferol, podem estar refletindo o efeito do
a-tocoferol sobre o metabolismo dos firmacos antirretrovirais utilizados em conjunto. De
acordo com Traber (1995), estudos in vitro demonstraram o efeito indutor da vitamina E
sobre o sistema citocromo P450, através do receptor PXR (Pregnane X Receptor). Este
receptor liga-se ao receptor RXR (Retinoid X Receptor), e como um heterodimero regula a
expressao de genes como CYP3A4, envolvidos no metabolismo de xenobioticos (Landes,
2003). Agindo como um ligante para o receptor PXR a vitamina E pode aumentar o
metabolismo dos farmacos antirretrovirais, diminuindo suas concentragdes plasmaticas e
conseqlientemente sua eficacia terapéutica.

Os resultados mais precoces de viabilidade celular verificados no grupo
suplementado com ascorbato, podem ter relacdo com o carater hidrosoltivel da vitamina C,
0 que a torna capaz de agir como um antioxidante direto, atuando como scavenger para os

radicais livres gerados a partir do processo inflamatério (May, 1999).
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Apesar da efetiva inibi¢do da replicagdo viral, o grupo controle apresenta uma
tendéncia a manter os indices de apoptose ap6s a diminui¢dao inicial, aos 60 dias de
tratamento, em decorréncia da terapia antirretroviral (Figura 12), em contraste com os
grupos suplementados com ascorbato e a-tocoferol, que gradualmente diminuem os niveis
de apoptose aos 120 e 180 dias apds o inicio dos tratamentos (Figura 12).

A disfungdo das células B, com producdo aumentada de imunoglobulinas e
comprometimento na formagdo de anticorpos antigeno especificos ¢ um conceito bem
estabelecido na literatura (Lane; 1983; Shirai, 1992; Lefevre, 1999; Fournier, 2002).

Segundo De Milito e colaboradores (2004) a ativagdo policlonal dos linfocitos B,
responsavel pela hipergamaglobulinemia no paciente HIV soropositivo, diminui
drasticamente com a instituicdo da terapia antirretroviral. Conforme relatado por outros
autores (Messele, 2001; Moir, 2001; Nagase, 2001; Fournier, 2002; Zamarchi, 2002),
observamos niveis basais elevados das imunoglobulinas IgA, IgG e IgM, seguido de
diminui¢do significante em decorréncia do uso de terapia antirretroviral (p=0,0001). Estes
resultados sdo concordantes com os obtidos por Notermans e colaboradores (2001) e
Jacobson e colaboradores (2002), que observaram diminui¢do dos niveis séricos de IgG,
nos pacientes submetidos a terapia antirretroviral. Os niveis séricos de IgG podem ser
utilizados como valor prognostico, uma vez que pacientes sintomaticos apresentam niveis
elevados, quando comparados com individuos assintomaticos (De Milito, 2001). A
diminuicdo da hipergamaglobulinemia, relacionada a diminui¢do dos niveis plasmaticos de
RNA do HIV em conseqiiéncia da instituicdo da terapia antirretroviral, demonstra que a
disfuncdo das células B esta relacionada a carga viral e a progressao da doenga (Conge,
1998).

De Milito e colaboradores (2001) demonstraram que os linfocitos B de pacientes

HIV soropositivos ndo tratados apresentam altos niveis de apoptose in vitro, o que
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resultaria em disfun¢do do sistema imune humoral. Outros autores verificaram defeitos da
resposta imune humoral em pacientes HIV soropositivos (Ballet, 1987; Teeuwsen, 1990;
Opravil, 1991), sendo estes defeitos decorrentes da deplecdao dos linfocitos T CD4 ou da
diminui¢do dos linfocitos B de memoria. A diminui¢do dos linfocitos B de memoria esta
associada a auséncia de anticorpos especificos contra os antigenos circulantes, enquanto
uma populacao de células B naive ativadas € responsavel pela hipergamaglobulinemia, nos
pacientes HIV soropositivos (De Milito, 2004).

Estudos in vitro sugerem que as alteracdes funcionais dos linfécitos B sdo
decorrentes de efeitos diretos devido a infeccdo dessas células pelo HIV (Gras, 1993).
Poulin e colaboradores (1994) demonstraram que os linfécitos B ativados via CD40 podem
ser infectados e produzir baixas taxas de particulas virais. Posteriormente, outros autores
demonstraram que a infeccdo das células B ativadas via CD40 ocorre devido ao aumento
da expressdao do receptor CD4 e do receptor de quimiocinas CXCR4, sugerindo que as
células B podem representar um reservatorio adicional para o HIV (Moir, 1999).

O valor prognoéstico da IgA na infeccao pelo HIV tem sido discutido por varios
pesquisadores, demonstrando que niveis séricos elevados dessa imunoglobulina,
independente ou associada a baixa contagem de linfocitos CD4, indicam progressao mais
rapida para AIDS (Philips, 1993; Sabin, 1998).

O grupo suplementado com a-tocoferol apresentou diminuicdo mais pronunciada
dos niveis de IgA, embora essa diferenca ndo seja estatisticamente significativa (p=0,645)
(Figura 14), demonstra a tendéncia de uma melhor resposta do a-tocoferol na diminui¢do
dos niveis séricos desse marcador. Um estudo mais prolongado avaliando o efeito do a-
tocoferol, poderia trazer resultados mais significativos.

A terapia suplementar com ascorbato e a-tocoferol nao apresentou efeito adicional

a terapia antirretroviral na diminui¢do da hipergamaglobulinemia (p=0,511), no entanto,
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percebe-se uma tendéncia de melhores resultados para IgM no grupo suplementado com
ascorbato (Figura 16). Da mesma forma como sugerido anteriormente para o marcador
IgA, a avaliagdo desses pacientes por um periodo mais prolongado, poderia apresentar
resultados mais significantes.

Assim como os niveis séricos de IgA, IgG e IgM, os niveis basais elevados de [32-
microglobulina sdo decorrentes da ativacao policlonal dos linfécitos B (Lefevre, 1999; De
Milito, 2004), macrofagos (Fauci, 1996) e disfunc¢do dos linfocitos T, devido a infec¢ao
pelo HIV e aumento da expressdo de citocinas (Cleirici, 1994) e diminuem com a
diminui¢do da ativacdo imune, apds a introducdo da terapia antirretroviral (Morris, 1998).

Quando analisados em conjunto, os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que
o uso da terapia antirretroviral, em associa¢do com a suplementagdo antioxidante, foi capaz
de diminuir a ativacdo imune que ocorre em conseqiiéncia da infeccdo pelo HIV,
diminuindo efetivamente os niveis plasmaticos de RNA do virus, bem como aumentando
os niveis de linfocitos CD4 e melhorando significativamente os niveis de viabilidade
celular. Tendo em vista os melhores resultados de viabilidade celular obtidos nos grupos
suplementados com ascorbato e a-tocoferol (p=0,0001), com relagdo ao grupo controle, €
possivel que os niveis plasmaticos de citocinas, como TNF-a, IL-4, IL-6 e IL-10,
caracteristicas da resposta Th2, estivessem mais baixos nesses pacientes.

Neste sentido, mais estudos realizados por periodos mais prolongados, se fazem
necessarios para avaliar o efeito da suplementagdo antioxidante sobre o perfil de citocinas

e diminui¢do dos niveis de apoptose na infec¢ao pelo HIV.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos pelo presente estudo permitiram concluir que:

- A suplementagdo com 800 mg/dia de a-tocoferol foi eficiente em diminuir os niveis de
apoptose e conseqiientemente aumentar os niveis de viabilidade celular de linfécitos, em
relagcdo ao grupo controle, evidenciando o efeito adicional sobre a terapia antirretroviral;

- A suplementagao com 2.000 mg/dia de ascorbato foi eficiente em aumentar os niveis de
viabilidade de linfocitos, apresentando efeito adicional e independente da terapia
antirretroviral;

- A suplementagdo com 2.000 mg/dia de ascorbato apresentou uma resposta mais rapida e
linear sobre o aumento dos niveis de viabilidade celular, quando comparada com a
suplementagdo com 800 mg/dia de a-tocoferol ;

- A suplementacdo com 800 mg/dia de a-tocoferol e 2.000 mg/dia de ascorbato ndo
apresentou efeito adicional na inibi¢do dos niveis plasmaticos de RNA do HIV-1;

- A suplementacdo com 800 mg/dia de a-tocoferol e 2.000 mg/dia de ascorbato ndo
apresentou efeito adicional sobre o aumento da contagem de linfécitos CD4 e aumento da
relagdo CD4/CDS.

- O periodo de 180 dias ndo foi suficiente para que pudéssemos verificar variagdes
significativas nos grupos suplementados com 800 mg/dia de a-tocoferol e 2.000 mg/dia de

ascorbato, sobre os marcadores IgA, IgG, IgM e B2-microglobulina.
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APENDICE 1. Tabelas dos resultados estatisticos dos marcadores avaliados
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Tabela 3. Niveis basais de linfocitos CD4/mm’ e apos 60, 120 e 180 dias de iniciados os
tratamentos, nos grupos controle e suplementado.

Grupo Controle Grupo Ascorbato Grupo o-tocoferol
N =20 N=13 N = 14
Tempo | Média Desvio Valor Valor Média Desvio Valor Valor Meédia Desvio Valor Valor
(dias) Padrdo | Minimo | Méximo Padrdo | Minimo | Méximo Padrio | Minimo | Maximo
0 276755a 154,38 45 639 2572 168,263 41 639 190’46a 117,118 14 382
60 34337° | 214,775 57 793 393,29" | 270,094 111 1057 | 342,08 | 188,036 156 855
120 392’55b 206,621 96 808 36],57b 211,604 138 890 294,33b 129,656 103 540
180 | 430,55° | 234,733 125 885 379" 224,77 62 870 313,73 | 174,437 81 621

Analise de Variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenga entre os tempos: p=0,0001

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p=0,842

Letras diferentes indicam diferencgas significativas, p < 0.05

N = Numero de pacientes estudados

Tabela 4. Niveis basais de linfocitos CD8/mm’ e apods 60, 120 e 180 dias de iniciados os
tratamentos, nos grupos controle e suplementado.

Grupo Controle

Grupo Ascorbato

Grupo a-tocoferol

N=20 N=13 N=14
Tempo | Média* | Desvio Valor Valor Média* Desvio Valor Valor Média* | Desvio Valor Valor
(dias) Padrdo | Minimo | Maximo Padrdo | Minimo | Méaximo Padrio | Minimo | Maximo
0 863,2% | 444,273 380 1987 1075,08* | 768,949 216 2938 898,43% | 446,602 264 1987
60 794,42% | 350,187 373 1614 1074,67" | 595,18 417 2453 71936 | 28L1 432 1557
120 826,4% | 289,947 300 1316 969,58 | 657,674 178 2168 782,21* | 386,284 439 1691
180 | g20025° | 212,841 | 487 1414 | Jo0136 | 614387 | 342 2428 | g03.64* | 375.046 | 372 1741

Comparagoes multiplas entre os tempos, em cada tratamento avaliado, através do Contraste

Andlise de Variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenca entre os tempos: p=0,109

Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p=0,584

de Diferenca. *Letras diferentes indicam diferencgas significativas, p < 0.05

N = Numero de pacientes estudados



Tabela 5. Relacdo CD4/CD8 nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias de iniciados os tratamentos,

nos grupos controle e suplementado.
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Grupo Controle Grupo Ascorbato Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14

Tempo | Média* | Desvio Valor Valor Média* | Desvio Valor Valor Média* | Desvio Valor Valor
(dias) Padrdo | Minimo | Méaximo Padrdo | Minimo | Maximo Padrio | Minimo | Maximo

0 0,347* | 0,18198 0,1 0,87 0,2523* | 0,20981 0,01 0,74 0,2857* | 0,13642 0,05 0,87

60 | 0.4668" | 0.22005 [ 0,09 089 | 04092° | 026456 | 0,13 085 [ 05321 | 026522 | 0,15 0,98

120 0,495 | 022719 | 0,11 0,89 | 04725 | 0,32806 | 0,05 1,02 | 05079 | 0,25387 | 0,08 1,02

180 052" | 02526 0,1 1 0,439 | 03072 0,01 0,9 0,52" 0,252 0,1 0,97

Andlise de Variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenca entre os tempos: p=0,0001

Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p=0,954

Comparagoes multiplas entre os tempos, em cada tratamento avaliado, através do Contraste

de Diferenca. *Letras diferentes indicam diferencgas significativas, p < 0.05

N = Numero de pacientes estudados

Tabela 6. Percentual de linfocitos vidveis nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias de iniciados os
tratamentos, nos grupos controle e suplementado.

Grupo Controle Grupo Ascorbato Grupo o-tocoferol
N=20 N=13 N=14

Tempo | Média* Desvio Valor Valor Meédia* Desvio Valor Valor Meédia* Desvio Valor Valor
(dias) Padrio Minimo | Maximo Padrao Minimo | Maximo Padrio Minimo | Maximo

0 30,063% 23,341 2,5 84,9 47,847% 22,4752 5,1 78,6 21,826 15,2273 2,5 53,4

60 40,8 17° | 2112459 11,15 78,58 66,6869b 18,34583 | 33,45 86,84 25,6008b 13,16315 2,75 46,26

120 470157 26,2283 11 89,4 77,693¢ 15,9064 36,7 93,2 28,701b 14,6731 8,9 56,3

180 51,9655b 22,50705 15,06 87,69 80,6283d 18,24006 | 24,68 91,03 54,7921¢ | 23,20693 13,25 81,09

Andlise de Variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenga entre os tempos: p=0,0001

Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p=0,002

Comparagoes multiplas entre os tempos, em cada tratamento avaliado, através do Contraste

de Diferenca.* Letras diferentes indicam diferencgas significativas, p < 0.05

N = Numero de pacientes estudados
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Tabela 7. Percentual de linfocitos em apoptose nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias de
iniciados os tratamentos, nos grupos controle e suplementado.

Grupo Controle Grupo Ascorbato Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14

Tempo | Média* | Desvio | Valor Valor Média* | Desvio | Valor Valor Média* | Desvio | Valor Valor
(dias) Padrdo | Minimo | Méximo Padrdo | Minimo | Méximo Padrdao | Minimo | Maximo

0 60,41 | 20,15 14,38 88,14 48,81* | 20,49 17,87 88,22 72,68" | 1530 42,60 95,47

60 5227 | 2038 19,20 84,60 | 3040" | 16,31 12,60 62,70 | 70,50 | 13,57 | 44,51 93,53

120 4232 | 21.85 9,30 80,90 16,27 9,49 5,00 40,10 66,76° | 15.80 40,15 88,47

180 42,63 | 19,90 11,86 82,95 18,49 | 17,99 8,21 73,82 40,09 | 22,23 15,14 82,84

Andlise de Variancia para as hipoteses Hy:
Nao existe diferenca entre os tempos: p=0,0001
Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p=0,0001
Comparagoes multiplas entre os tempos, em cada tratamento avaliado, através do Contraste
de Diferenca. *Letras diferentes indicam diferencgas significativas, p < 0.05

N = Numero de pacientes estudados

Tabela 8. Percentual de linfocitos mortos nos tempos 0, 60, 120 ¢ 180 dias de iniciados os
tratamentos, nos grupos controle e suplementado.

Grupo Controle Grupo Ascorbato Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14
Tempo | Média | Desvio Valor Valor Média | Desvio Valor Valor Média | Desvio Valor Valor
(dias) Padrdo | Minimo | Maximo Padrdo | Minimo | Méximo Padrdo | Minimo Maximo
0 9’38‘“ 7,89 0,76 25,81 3’992‘ 2,10 1,12 9,06 5’28al 2,72 1,89 11,2
60 6,85b 6,39 0,42 24,98 2,87b 2,84 0,18 10,46 3’81b 2,44 0,92 9,2
120 10’411’ 9,78 0,40 34,7 6’022‘ 15,75 0,40 58,30 4’32al 2,57 1,64 9,3
180 542" 5,75 0,45 21,91 097" | 0,54 0,31 2,44 512° | 470 1,19 20,5

Anadlise de Variancia para as hipoteses Hy:
Nao existe diferenca entre os tempos: p=0,04
Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p=0,125
Comparagdes multiplas entre os tempos, em cada tratamento avaliado, através do Contraste
de Diferenca. *Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05

N = Numero de pacientes estudados
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Tabela 9. Niveis basais de IgA (mg/dl) e apos 60, 120 e 180 dias de iniciados os
tratamentos, nos grupos controle e suplementado.

Grupo Controle Grupo Ascorbato Grupo o-tocoferol
N=20 N=13 N=14

Tempo | Média | Desvio | Valor Valor Média | Desvio | Valor Valor Meédia | Desvio | Valor Valor
(dias) Padrdo | Minimo | Maximo Padrdo | Minimo | Maximo Padrio | Minimo | Maximo

0 311,10* | 206,34 119 877 352,69% | 178,32 107 812 4272 374,5 134 1.510

60 286,25b 174,96 103 730 385,69a 289,41 86 1123 383b 313,3 123 1.320

120 | 24025° | 139,77 27 510 301,31" | 167,16 80 704 348 | 2914 109 1.190

180 | 263,73 | 117,92 105 434 323,147 | 228,82 61 967 304 | 2563 96 1.030

Analise de Variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenga entre os tempos: p=0,002

Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p=0,077

Comparagdes multiplas entre os tempos, em cada tratamento avaliado, através do Contraste

de Diferenga. *Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05

N = Numero de pacientes estudados

Tabela 10. Niveis basais de IgG (mg/dl) e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados os
tratamentos, nos grupos controle e suplementado.

Grupo Controle Grupo Ascorbato Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14

Tempo | Média* | Desvio | Valor Valor Média* | Desvio | Valor Valor Média* | Desvio | Valor Valor
(dias) Padrdo | Minimo | Méximo Padrdo | Minimo | Méximo Padrdo | Minimo | Maximo

0 2168,40 | 746,57 671 3450 2306,69" | 771,34 1480 4116 2.195% 808,2 971 3.680

60 1733’10" 445,52 981 2490 2042,38b 722,60 1130 4040 1.824° 584,6 936 3.110

120 1647’25b 485,38 748 2640 1843,85b 612,29 1110 3252 1.763° 472,0 1.000 2.530

180 1699,20b 448,95 767 2810 1730’08b 446,07 940 2803 1.730° | 4523 985 2.570

Analise de Variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenga entre os tempos: p=0,0001

Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p=0,567

Comparacdes multiplas entre os tempos, em cada tratamento avaliado, através do Contraste

de Diferenca. *Letras diferentes indicam diferengas significativas, p < 0.05

N = Numero de pacientes estudados
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Tabela 11. Niveis basais de IgM (mg/dl) e ap6és 60, 120 e 180 dias de iniciados os
tratamentos, nos grupos controle e suplementado.

Grupo Controle Grupo Ascorbato Grupo a-tocoferol
N=15 N= N=14
Tempo | Média | Desvio | Valor Valor Média | Desvio | Valor Valor Média | Desvio | Valor Valor
(dias) Padrdo | Minimo | Méximo Padrdo | Minimo | Méximo Padrdo | Minimo | Maximo
0 17925 | 75.33 28 298 17546 | 8471 88 366 1934 | 949 79,6 350
60 126,89 | 52.46 43 254 120,77° | 42,28 36 205 150,1° | 749 39,8 282
120 114,28 | 57,29 39 228 114317 | 66,48 52 295 150,9° | 88,1 42 386
180 132,357 | 7433 50 350 9238 | 36,50 41 177 1374 | 557 50 243

Andlise de Variancia para as hipoteses Hy:
Nao existe diferenca entre os tempos: p = 0,0001
Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p = 0,511
Letras diferentes indicam diferencas significativas, p < 0.05

N = Numero de pacientes estudados

Tabela 12. Niveis basais de P2-Microglobulina (ng/dl) e apoés 60, 120 e 180 dias de
iniciados os tratamentos, nos grupos controle e suplementado.

Grupo Controle Grupo Ascorbato Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14

Tempo Meédia Desvio | Valor Valor Média Desvio Valor Valor Meédia Desvio Valor Valor
(dias) Padrdo | Minimo | Méximo Padrdo | Minimo | Méximo Padrio | Minimo | Maximo

0 3049’902‘ 812,03 1796 5393 256]’77a 1076,80 604 4406 3349’64a 1249,62 1976 6332

60 2406° | 47023 | 1341 3268 1856 | 346,09 1004 2277 | 2457.86° | 806,75 1177 3637

120 251 1’10" 825,82 1308 4463 2208,92b 1788,75 1144 7960 271 ]’]4b 808,18 1607 4346

180 2008,25b 478,42 1132 3018 1 568,42b 519,60 964 2400 2898,57b 1209,75 1609 6396

Andlise de Variancia para as hipoteses Hy:
Nao existe diferenca entre os tempos: p = 0,0001
Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p = 0,120
Letras diferentes indicam diferencas significativas, p < 0.05

N = Numero de pacientes estudados
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APENDICE 2. Quadros dos resultados dos marcadores avaliados, por paciente, dos

grupos Placebo e Ascorbato
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Quadro 1. Niveis plasmaticos de RNA do HIV-1 (copias/ml) nos pacientes soropositivos para o HIV submetidos a TARV, nos tempos 0, 60,

120 e 180 dias apos o inicio dos tratamentos, nos grupos controle e suplementados.

Paciente Grupo Controle Paciente Grupo Ascorbato Paciente Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180 1] 60 120 180
4 64.000 80 840 410 78 140.000 | 6.000 | 26.000 | 25.000 1 140.000 1.000 230 9.000
10 100.000 | 1.100 80 930 81 130.000 | 180.000 - - 1 170.000 1.400 1.800 130
12 72.000 80 80 180 83 31.000 80 80 80 14 55.000 6.300 240 80
16 110.000 | 5.300 | 780 4300 88 490.000 | 150 80 80 15 110.000 1.500 80 80
24 190.000 | 6.800 80 560 89 22.000 80 80 80 17 45.000 1.800 1.400 1.400
25 48.000 | 1.600 80 80 90 16.000 80 80 510 2 310.000 1.200 1.400 310
29 80.000 | 4.100 | 370 4.600 o1 110.000 80 80 80 23 110.000 7.900 1.200 760
32 290.000 | 5.400 | 4.900 350 92 14.000 | 18.000 | 6.700 27.000 26 58.000 28.000 | 14.000 3.400
33 430.000 | 9.000 | 430 460 94 520.000 80 80 95.000 28 200.000 480 310 310
36 110.000 | 1.600 | 1.400 | 1.300 102 310.000 | 510 4.600 1.300 30 170.000 1300 1300 80
37 61.000 | 1.100 | 1.200 670 104 62.000 80 80 80 31 63.000 3.800 80 160
45 55.000 | 2.500 | 1.400 | 2.000 108 3.400 80 80 80 35 25.000 730 1.200 1.200
46 75.000 | 12.000 | 370 160 110 90.000 | 10.000 | 61.000 | 190.000 44 84.000 4.000 310 80
56 720.000 | 80 120 1.100 47 48.000 1.100 4.100 1.200
S7 110.000 | 2.300 | 850 770
71 2.700 80 | 42.000 | 5.800
7 6.500 80 80 80
80 19.000 | 10.000 | 160 | 100.000
87 97.000 80 80 80
120 29.000 80 80 80
Média 133460,00 | 3168,00 | 2769,00 6195,50 | Média 149107,69 16558,46 8245,00 28274,17 | Média 113428,57 4322,14 1975,00 1377,14
DP 170846,82 | 372545 | 9298,00 | 22142,26 | DP 177956,50 | 49409,82 | 18209,24 | 57908,90 | DP 78418,71 7171,31 | 3618,83 2378,60

N = ntimero de pacientes, DP = Desvio Padrio
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Quadro 2. Numero de linfocitos CD4/mm’ nos pacientes soropositivos para o HIV submetidos & TARV, nos tempos 0, 60, 120 ¢ 180 dias

apos o inicio dos tratamentos, nos grupos controle e suplementados.

Paciente Grupo Controle Paciente Grupo Ascorbato Paciente Grupo a-tocoferol
N =20 N=13 N=14
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)

0 60 120 180 0 60 120 180 0 60 120 180
4 123 149 140 190 78 74 157 157 137 1 255 258 184 204
10 124 213 206 180 81 189 252 - - 11 342 771 627 773
12 446 647 582 554 83 196 406 316 223 14 449 355 330 392
16 420 - 728 749 88 14 226 263 - 15 45 152 201 232
24 190 284 420 274 89 247 483 440 621 17 241 495 364 474
25 291 271 498 762 90 152 156 167 230 22 64 111 138 62
29 471 784 517 545 91 208 340 381 454 23 639 1.057 890 870
32 241 267 251 346 92 23 - 103 81 26 321 432 226 279
33 236 394 346 471 94 131 247 214 211 28 268 281 460 360
36 45 57 9 125 102 160 353 413 339 30 88 225 195 215
37 487 619 737 825 104 382 855 540 590 31 41 154 146 157
45 298 300 410 394 108 241 295 290 276 35 366 157 420 409
46 230 272 291 346 110 369 335 248 289 44 201 480 495 396
56 413 388 415 336 47 291 578 386 483
s7 639 793 808 885
7 166 185 189 187
7 219 273 281 293
80 115 107 141 157
87 171 301 457 593
120 206 220 338 399

Média 276,55 | 361,95 | 392,55 | 430,05 | Média 190,46 | 320,77 | 294,33 | 313,73 | Média 257,93 | 393,29 | 361,57 379,00
DP 154,38 | 224,96 | 206,62 | 235,28 | DP 117,12 | 195,75 | 129,66 | 174,44 | DP 168,26 | 270,09 | 211,60 224,77

N = ntimero de pacientes

DP = Desvio Padrio



Quadro 3. Numero de linfocitos CD8/mm’ nos pacientes soropositivos para o HIV submetidos & TARV, nos tempos 0, 60, 120 ¢ 180 dias

apos o inicio dos tratamentos, nos grupos controle e suplementados.

Paciente Grupo Controle Paciente Grupo Ascorbato Paciente Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180 0 60 120 180

4 747 392 300 624 78 668 1.256 1.117 937 1 777 941 613 604
10 559 952 700 692 81 1.598 1.628 - - 11 847 786 985 938
12 1.109 800 682 683 83 542 767 740 601 14 900 607 470 589
16 482 - 1.010 891 88 230 550 681 - 15 432 545 789 590
24 481 770 1.235 679 89 796 837 575 812 17 1.190 629 480 734
25 808 705 707 775 90 1.030 907 178 896 22 1.308 745 1.691 1.741
29 1.461 1.494 718 881 91 2.938 2.453 2.150 1.640 23 1.987 1.557 1.227 1.253
32 1.190 646 988 908 92 1.983 - 2.168 2.428 26 731 860 557 706
33 532 778 619 959 94 1.588 1.698 1.561 1.444 28 612 489 624 372
36 432 626 692 929 102 216 417 403 388 30 400 432 629 563
37 841 698 825 856 104 907 1.050 823 756 31 264 502 439 525
45 919 613 920 729 108 619 511 460 342 35 1.242 645 1.348 1.278
46 380 444 403 487 110 861 822 779 771 4 1.080 723 627 734
56 1.688 1.305 1.316 887 47 808 610 472 624
57 1.987 1.614 1.270 | 1414

77 753 703 709 741

79 774 438 655 646

80 1.120 1.029 1.302 954

87 496 714 912 1.139
120 505 373 565 531

Média 863,20 782,20 | 826,40 | 820,25 | Média 1075,08 | 1230,46 969,58 | 1001,36 | Média 898,43 | 719,36 782,21 803,64
Dp 444,27 345,20 | 289,95 | 212,84 | DP 768,95 800,16 657,67 614,39 | DP 446,60 | 281,10 386,28 375,05

N = ntimero de pacientes

DP = Desvio Padrao
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Quadro 4. Relagdo CD4/CDS8 nos pacientes soropositivos para o HIV submetidos a TARV, nos tempos 0, 60, 120 ¢ 180 dias ap6s o inicio dos

tratamentos, nos grupos controle e suplementados.

Paciente Grupo Controle Paciente Grupo Ascorbato Paciente Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180 0 60 120 180
4 0,16 0,38 0,47 0,3 78 0,11 0,13 0,14 0,2 1 0,33 0,24 0,30 0,3
10 0,22 0,22 0,30 0,3 81 0,12 0,15 - - 11 0,40 0,98 0,64 0,8
12 0,40 0,81 0,85 0,8 83 0,36 0,53 0,43 0,4 14 0,50 0,58 0,70 0,7
16 0,87 - 0,72 0,8 88 0,06 0,41 0,39 - 15 0,10 0,28 0,25 0,4
24 0,40 0,37 0,34 0,4 89 0,31 0,58 0,77 0,8 17 0,20 0,79 0,76 0,7
25 0,36 0,74 0,70 1,0 90 0,15 0,17 0,94 0,3 22 0,05 0,15 0,08 0,0
29 0,32 0,52 0,72 0,5 91 0,10 0,14 0,18 0,3 23 0,32 0,68 0,73 0,7
32 0,26 0,41 0,25 0,4 92 0,01 - 0,05 0,0 26 0,44 0,50 0,41 0,4
33 0,44 0,51 0,58 0,5 94 0,08 0,15 0,14 0,2 28 0,44 0,57 0,74 1,0
36 0,10 0,09 0,14 0,1 102 0,74 0,85 1,02 0,9 30 0,22 0,52 0,31 0,4
37 0,58 0,89 0,89 1,0 104 0,42 0,81 0,66 0,8 31 0,16 0,31 0,33 0,3
45 0,32 0,49 0,45 0,5 108 0,39 0,58 0,63 0,8 35 0,29 0,24 0,25 0,3
46 0,61 0,61 0,72 0,7 110 0,43 0,41 0,32 0,4 44 0,19 0,66 0,79 0,5
56 0,24 0,30 0,32 0,4 47 0,36 0,95 0,82 0,8
57 0,32 0,54 0,54 0,6
77 0,22 0,26 0,27 0,3
79 0,28 0,62 0,43 0,5
80 0,10 0,10 0,11 0,2
87 0,34 0,42 0,50 0,5
120 0,40 0,59 0,60 0,8
Média 0,34 0,50 0,50 0,52 | Média 0,25 0,38 0,47 0,44 | Média 0,29 0,53 0,51 0,52
DP 0,18 0,27 0,23 0,25 | DP 0,21 0,28 0,33 0,31 | DP 0,14 0,27 0,25 0,25

N = ntimero de pacientes

DP = Desvio Padrao




Quadro 5. Percentual de linfécitos vidveis, nos pacientes soropositivos para o HIV submetidos a TARV, nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias

apos o inicio dos tratamentos, nos grupos controle e suplementados.

Paciente Grupo Controle Paciente Grupo Ascorbato Paciente Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180 0 60 120 180
4 20,6 | 49,47 49,7 51,21 78 5,1 53,81 54,7 24,68 1 26,9 - - 81,09
10 5,9 | 18,35 17,5 35,78 81 30,7 40,10 36,7 - 11 32,5 12,06 19,0 18,89
12 55,6 | 56,28 58,7 62,27 83 34,6 33,45 73,1 75,83 14 2,5 - - 36,65
16 3,6 | 38,66 49,5 31,76 88 52,2 61,02 80,0 82,93 15 12,7 33,50 38,0 33,80
24 23,8 | 49,85 54,4 54,49 89 47,1 83,92 88,6 91,03 17 53,4 37,16 15,2 81,06
25 18,9 | 21,81 21,7 23,03 90 45,6 47,16 77,4 77,70 22 4,5 46,26 35,1 54,90
29 26,5 | 11,98 - 68,42 91 74,4 84,28 83,8 89,21 23 12,3 2,75 8,9 58,16
32 4,7 | 14,67 11,0 18,03 92 54,1 63,04 80,1 89,49 26 42,1 19,71 17,7 58,08
33 10,5 | 11,15 - 63,53 94 77,2 71,87 75,3 88,06 28 25,0 32,41 38,3 78,80
36 30,7 | 36,62 47,2 54,51 102 54,9 78,21 87,2 85,19 30 34,9 28,35 47,4 13,25
37 27,3 | 35,29 24,9 24,74 104 14,5 86,84 93,2 88,50 31 25,7 34,76 56,3 67,06
45 52,5 | 30,72 20,5 48,57 108 78,6 84,51 90,2 88,12 35 15,8 21,82 21,3 36,92
46 51,5 | 47,35 27,2 73,22 110 53,0 78,72 89,7 86,80 44 4,2 6,78 32,7 71,74
56 4,8 | 38,57 56,1 37,97 47 13,1 31,65 15,4 76,69
57 2,5 | 16,04 21,5 15,06
77 33,8 | 67,75 41,8 59,91
79 84,9 | 78,58 87,2 87,69
80 24,8 | 58,29 83,0 57,19
87 56,7 | 59.41 89,4 86,51
120 61,7 | 75,50 87,4 85,42
Média | 30,06 | 40,82 47,15 51,97 | Média 47,85 66,69 77,69 80,63 | Média 22,05 25,60 28,78 55,51
DP 23,34 | 21,12 26,23 22,51 | DP 22,48 18,35 15,91 18,24 | DP 15,11 13,16 14,67 24,21

N = ntimero de pacientes

DP = Desvio Padrao
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Quadro 6. Percentual de linfocitos em apoptose, nos pacientes soropositivos para o HIV submetidos a8 TARV, nos tempos 0, 60, 120 e 180

dias apo6s o inicio dos tratamentos, nos grupos controle e suplementados.

112

Paciente Grupo Controle Paciente Grupo Ascorbato Paciente Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180 0 60 120 180
4 59,64 45,6 45,6 44,08 78 88,22 39,8 40,1 73,82 1 64,34 - - 15,14
10 77,27 74,0 69,2 58,90 81 60,25 49.4 5,0 - 11 60,65 77,0 49,3 78,02
12 38,22 38,1 37,3 35,69 83 62,44 62,7 23,8 21,74 14 95,47 - - 59,29
16 86,58 44,6 37,8 54,21 88 42,65 36,2 19,0 16,50 15 81,50 71,2 82,8 59,31
24 68,06 47,0 34,4 36,40 89 47,71 15,0 10,4 8,21 17 42,60 60,9 82,3 15,70
25 73,77 73,7 64,1 74,88 90 50,39 50,0 20,6 21,99 22 91,45 44,5 56,5 38,70
29 72,14 83,1 - 28,71 91 24,45 15,6 14,5 9,82 23 82,85 93,5 88,5 37,87
32 75,49 72,8 80,9 71,12 92 43,58 33,8 19,3 9,81 26 53,03 75,6 75,8 36,09
33 88,14 84,6 - 34,88 94 28,81 26,4 22,7 11,05 28 67,88 65,0 58,1 17,22
36 66,53 63,0 46,9 40,52 102 41,66 19,0 11,6 13,61 30 60,51 70,0 50,0 82,84
37 46,89 39,7 54,0 53,35 104 81,71 12,6 6,3 10,75 31 70,77 58,8 40,2 31,50
45 38,93 533 44,8 48,71 108 17,87 14,8 9,4 11,47 35 76,99 73,3 71,2 42,61
46 42,16 46,8 48,0 22,03 110 44,87 20,0 9,1 13,16 44 84,64 91,9 65,5 27,07
56 81,28 50,0 214 47,82 47 84,88 65,5 81,0 19,94
57 73,24 82,7 73,6 82,95
77 54,21 30,4 53,7 37,88
79 14,38 20,1 12,4 11,86
80 73,61 37,7 16,6 42,35
87 41,02 39,1 9,3 12,54
120 36,67 19,2 11,9 13,82
Média 60,41 | 52,27 42,30 42,61 | Média 48,82 30,40 16,28 18,49 | Média 72,68 70,59 66,76 40,09
DP 20,16 | 20,39 21,85 19,92 | DP 20,49 16,31 9,50 17,99 | DP 15,30 13,57 15,80 22,23

N = ntimero de pacientes

DP = Desvio Padrao



Quadro 7. Percentual de linfocitos mortos, nos pacientes soropositivos para o HIV submetidos a TARV, nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias

apos o inicio dos tratamentos, nos grupos controle e suplementados.

Paciente

Grupo Controle

Paciente

Grupo Ascorbato

Paciente

Grupo o-tocoferol

N=20 N=13 N=14
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180 0 60 120 180

4 19,76 4,93 4,7 4,71 78 6,70 6,74 5,2 1,50 1 8,79 - - 3,77
10 16,79 7,70 13,3 5,32 81 9,06 10,46 58,3 - 11 6,85 0,92 1,6 3,09
12 6,23 5,58 4,0 2,04 83 2,95 3,32 3,1 2,44 14 1,99 - - 4,06
16 9,86 16,76 12,8 14,03 88 4,19 2,81 1,1 0,57 15 5,78 5,26 9,3 6,89
24 8,11 2,04 9,2 9,11 89 5,17 1,10 1,0 0,76 17 4,00 1,97 2,5 3,24
25 7,29 4,48 14,2 2,07 90 4,82 2,82 2,0 0,31 22 4,07 9,23 8,4 6,40
29 1,36 4,91 - 2,87 91 1,12 0,18 1,7 0,97 23 1,89 3,72 2,6 3,97
32 16,95 12,53 8,1 10,85 92 2,30 3,12 0,7 0,78 26 4,89 4,71 6,6 5,83
33 1,36 4,30 - 2,09 94 2,03 1,76 2,0 0,89 28 7,09 2,55 3,6 3,98
36 2,74 0,42 5,9 4,97 102 3,42 2,49 1,2 1,19 30 4,59 1,70 2,6 3,91
37 25,81 24,98 21,1 21,91 104 3,78 0,55 0,5 0,78 31 3,50 6,47 3,6 1,44
45 8,53 16,03 34,7 2,72 108 3,47 0,69 0,4 0,78 35 7,19 4,93 5,8 20,47
46 6,37 5,83 24,8 4,75 110 2,89 1,33 1,2 0,76 44 11,17 1,30 1,8 1,19
56 13,95 11,43 22,6 14,21 47 2,07 2,90 3,6 3,37
57 24,25 1,27 4,9 1,99

77 12,02 1,89 4,5 2,15

79 0,76 1,32 0,4 0,45

80 1,60 4,01 0,4 0,46

87 2,26 1,46 1,3 0,95
120 1,62 5,26 0,7 0,76

Média 9,38 6,86 10,42 5,42 | Média 4,07 2,87 6,03 0,95 | Média 5,28 3,81 4,32 5,12
DP 7,89 6,40 9,79 5,75 | DP 2,13 2,84 15,75 0,57 | DP 2,72 2,44 2,57 4,70

N = ntimero de pacientes

DP = Desvio Padrao
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Quadro 8. Niveis séricos de IgA (mg/dl), nos pacientes soropositivos para o HIV submetidos a TARV, nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias apos

o0 inicio dos tratamentos, nos grupos controle e suplementados.

Paciente Grupo Controle Paciente Grupo Ascorbato Paciente Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180 0 60 120 180
4 576 432 474 484 78 317 728 263 215 1 277 161 186 174
10 142 131 123 107 81 230 235 239 - 11 217 214 214 238
12 471 421 279 287 83 564 562 547 421 14 299 322 195 183
16 233 206 181 191 88 331 185 142 282 15 410 451 500 521
24 224 231 228 252 89 327 382 330 370 17 243 179 141 149
25 216 191 190 284 90 217 173 199 178 22 995 705 690 145
29 209 199 151 225 91 404 412 331 391 23 134 169 109 96
32 188 254 27 230 92 812 1.123 704 967 26 458 486 386 366
33 577 425 384 366 94 347 279 306 248 28 269 270 272 230
36 877 730 510 438 102 210 135 222 191 30 320 403 284 256
37 124 103 93 105 104 302 218 195 192 31 - - - -
45 119 111 124 153 108 107 86 80 61 35 318 340 384 362
46 193 164 176 218 110 417 496 359 362 44 249 123 122 125
56 645 425 429 422 47 216 215 194 165
57 136 114 130 134
77 265 247 179 174
79 268 247 246 291
80 212 653 474 476
87 293 234 205 251
120 254 207 202 187
Média | 311,10 286,25 | 249,25 263,73 | Média 352,69 385,69 301,31 314,81 | Média 422,50 382,71 347,64 324,29
DP 206,34 174,97 | 130,83 117,93 | DP 178,32 289,42 167,17 227,95 | DP 374,54 313,38 291,42 256,34

N = ntimero de pacientes

DP = Desvio Padrao
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Quadro 9. Niveis séricos de IgG (mg/dl), nos pacientes soropositivos para o HIV submetidos a TARV, nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias apos

o0 inicio dos tratamentos, nos grupos controle e suplementados.

Paciente

Grupo Controle

Paciente

Grupo Ascorbato

Paciente

Grupo a-tocoferol

N=20 N=13 N=14
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180 0 60 120 180
4 2.610 1.780 1.990 1.580 78 2.300 1.800 1.110 1.490 1 2.470 2.280 2.100 180
10 1.990 1.840 1.700 1.560 81 1.480 1.864 1.606 - 11 2.210 1.730 1.700 1.730
12 1.980 1.300 748 767 83 1.892 1.774 1.873 1.708 14 1.140 936 1.000 985
16 2.080 2.490 2.460 2.810 88 4.116 4.040 3.252 2.803 15 1.640 1.870 2.000 1.810
24 2.760 1.720 2.060 1.860 89 2.007 1.829 1.599 1.665 17 1.150 997 1.000 1.150
25 3.100 2.430 1.850 1.930 90 2.342 1.977 2.008 1.707 22 3.070 2.510 2.530 2.570
29 1.610 1.570 1.580 1.850 91 3.252 2.489 2.200 1.390 23 2.150 1.270 1.510 1.320
32 1.070 1.470 1.580 1.850 92 1.997 1.809 1.500 1.578 26 2.540 1.910 1.990 1.920
33 3.390 2.080 1.840 1.710 94 3.205 2.629 2.822 2.150 28 971 1.400 1.240 1.150
36 3.450 2.350 2.390 2.120 102 1.990 1.130 1.760 1.660 30 1.840 1.630 1.710 2.030
37 2.650 1.530 1.210 1.490 104 1.480 1.260 1.200 940 31 3.680 3.110 2.500 2.340
45 2.470 1.280 2.640 1.930 108 2.190 1.900 1.520 1.900 35 1.999 1.965 1.840 1.820
46 1.360 981 1.150 1.300 110 1.736 2.050 1.520 1.770 44 2.770 2.100 1.900 1.860
56 1.830 1.340 1.440 971 47 3.100 1.830 1.660 1.650
57 2.150 1.470 1.560 2.150
77 2.324 2.190 1.380 1.999
79 1.362 1.240 1.070 1.201
80 671 2.320 1.242 1.820
87 2.717 1.821 1.475 1.546
120 1.794 1.460 1.580 1.540
Média | 2168,40 | 1733,10 | 1573,75 | 1644,20 | Média | 2306,69 | 2042,38 | 1843,85 | 1730,08 | Média | 2195,00 | 1824,14 | 1762,86 1729,64
DP 746,58 | 445,52 | 466,28 | 442,18 | DP 771,34 | 722,60 | 612,30 446,07 | DP 808,28 | 584,65 | 472,04 452,35

N = niimero de pacientes

DP = Desvio Padrao



Quadro 10. Niveis séricos de [gM (mg/dl), nos pacientes soropositivos para o HIV submetidos a TARV, nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias

apos o inicio dos tratamentos, nos grupos controle e suplementados.

Paciente Grupo Controle Paciente Grupo Ascorbato Paciente Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180 0 60 120 180
4 218 141 160 141 78 186 132 86 76 11 296 251 147 115
10 281 254 228 193 81 102 91 65 - 11 90 40 42 50
12 170 141 39 69 83 152 143 122 58 14 101 249 134 133
16 146 120 114 100 88 242 185 295 110 15 108 83 107 85
24 298 173 174 223 89 160 118 109 114 17 227 161 141 158
25 158 126 101 116 90 108 36 52 41 22 345 194 189 216
29 121 134 145 125 91 305 123 106 74 23 350 282 197 176
32 65 73 63 84 92 88 127 61 85 26 183 118 123 118
33 165 93 86 71 94 366 205 202 177 28 80 87 68 68
36 298 118 113 107 102 203 103 121 128 30 134 115 121 243
37 113 43 40 52 104 150 100 86 85 31 282 157 99 154
45 200 102 105 151 108 110 95 73 63 35 228 193 266 189
46 122 87 50 120 110 109 112 108 98 44 125 71 386 125
56 163 77 58 73 47 158 101 93 93
57 269 173 213 350
77 261 216 150 176
79 165 189 183 129
80 28 86 63 50
87 212 91 131 78
120 132 102 70 239
Média 179,25 126,89 | 114,28 | 132,35 | Média 175,46 | 120,77 | 114,31 92,38 | Média 193,36 | 150,12 150,90 137,38
DP 75,34 52,46 57,30 74,33 | DP 84,71 42,28 66,49 36,50 | DP 94,94 74,88 88,11 55,73

N = ntimero de pacientes

DP = Desvio Padrao
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Quadro 11. Niveis séricos de f2-Microglobulina (ng/dl), nos pacientes soropositivos para o HIV submetidos a TARV, nos tempos 0, 60, 120

e 180 dias apos o inicio dos tratamentos, nos grupos controle e suplementados.

Paciente Grupo Controle Paciente Grupo Ascorbato Paciente Grupo a-tocoferol
N=20 N=13 N=14
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180 0 60 120 180
4 3.001 2.161 2.427 1.968 78 4.406 1.965 2.917 1.397 11 5.027 3.456 3.710 3.784
10 4.028 3.070 2.300 2.542 81 1.597 2.277 2.269 - 11 4.182 2.542 3.030 2.930
12 3.243 2.583 2.132 2.249 83 604 1.600 1.644 1.860 14 2.031 1.480 1.607 2.000
16 3.034 2.444 2.530 1.132 88 2.884 1.743 1.384 1.084 15 2.915 2.550 2.575 1.982
24 2.796 2.579 2.378 2.608 89 2.454 2.081 1.144 1.892 17 2.569 1.476 2.345 2.193
25 2.776 2.579 2.378 2.197 90 3.087 2.162 1.751 1.356 22 6.232 3.637 4.346 6.396
29 3.505 2.657 2.620 3.018 91 2.697 2.144 7.960 964 23 1.976 1.177 1.656 1.881
32 2.930 2.452 2.611 2.035 92 3.021 1.668 1.360 2.400 26 2.763 2.984 3.500 3.624
33 2.493 1.787 1.727 1.722 94 1.717 1.584 1.560 2.324 28 3.936 2.542 2.333 3.247
36 2.915 2.460 2.390 2.307 102 3.840 1.004 1.771 1.100 30 4.428 3.325 3.469 3.200
37 2.201 1.984 1.935 2.073 104 3.652 2.176 1.748 1.288 31 3.149 2.825 2.533 2.796
45 3.202 2.985 2.271 1.980 108 1.740 1.812 1.292 1.056 35 2.107 1.730 2.040 1.609
46 1.911 2.130 2.267 1.431 110 1.604 1.912 1.916 2.100 44 2.804 2.964 2.742 2.622
56 2.837 2.178 2.579 2.124 47 2.776 1.722 2.070 2.316
57 1.796 1.341 1.308 1.225
77 3.976 2.162 4.438 2.224
79 2.943 2.007 3.790 1.540
80 5.393 3.036 4.463 1.925
87 3.650 2.257 1.602 1.485
120 2.368 3.268 2.076 2.380
Média | 4049,90 | 2406,00 | 2642,65 | 2108,25 | Média 2715,62 | 1856,00 | 2208,92 1568,42 | Média 3349,64 | 2457,86 | 2714,71 2895,71
DP 4589,76 470,24 | 1075,07 | 494,39 | DP 902,56 | 346,09 | 1788,76 519,60 | DP 1249,63 806,76 | 812,04 1210,07

N = ntiimero de pacientes

DP = Desvio Padrao
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TERMO DE CONSENTIMENTO

2D USSR , apos verbalmente esclarecido
sobre a presente pesquisa, aceitei espontaneamente a participar da mesma, concordando em
fazer uso da medicagdo prescrita pelos médicos durante o periodo de 180 dias. Da mesma
forma, concordei em fornecer amostras do meu sangue a fim de que sejam realizados testes
laboratoriais que serdo prescritos para avaliar o efeito da medicacdo ingerida sobre a
infeccdo pelo HIV, os quais serdo realizados no Laboratorio do Hospital Universitario, sito
no Campus da Universidade Federal de Santa Catarina, na cidade de Florianopolis.
Comprometo-me também a retornar ao ambulatério médico DST/AIDS, do Posto de Satude
IT 60, 120 e 180 dias apds iniciada a medicagdo, conforme serd agendado, para
acompanhamento clinico e ao Laboratério do Hospital Universitario para realizagdo de
nova coleta de amostras de sangue para avaliar os efeitos do tratamento a que serei
submetido. Embora os procedimentos de coleta de sangue sejam idénticos aqueles
aplicados rotineiramente e que a medicagdo tenha sido prescrita pelos médicos, fui
detalhadamente esclarecido a respeito do tratamento e dos exames laboratoriais a serem
realizados. Estou ciente que, embora esses procedimentos terapéuticos apresentam efeitos
colaterais minimos, terei toda aten¢do médica devida, desde que manifeste minha intengdo
de voltar a ser atendido. Sei também que esta pesquisa ¢ feita sem fins lucrativos para mim
ou para os pesquisadores, e que ela ¢ confidencial, ndo sendo o meu nome objeto de
qualquer de suas fases. Concordo com a publicagdo dos resultados obtidos na pesquisa e
que, caso algum resultado seja de interesse clinico, eu tenha ao meu dispor todo
atendimento médico para melhoria de minha satude. Estou consciente da importancia dessa
pesquisa e de que receberei os resultados com explicacdo detalhada dos seus significados.

Floriandpolis, ....... [evieee. /S

INOME COMPLELO: ...viiiiiiieeiie ettt et e et e et e e et e e s teeesabaeessseeessseeesseeensseeenseeennneennnes

RG e CPE e
RUA: e CLdAE: e
BalITO: oo CEP: e

Telefone Para CONTALO: ......cviieiiieeeiie ettt et e e e et e e et e e s teeesbeeessaee e sseeesnsaeesseeesseennns

Assinatura
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ANEXO 2. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos



