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RESUMO viii

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE VITAMINA E EM PACIENTES
INFECTADOS PELO HIV-1.

Os pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
apresentam um estado crénico de estresse oxidativo com diminui¢cdo dos niveis
séricos de micronutrientes essenciais, em especial o alfa-tocoferol. O estresse
oxidativo é gerado pelo préprio curso crbnico da resposta imunoldgica a
infeccédo, assim como por constituintes virais, e acaba por favorecer a replicacéo
viral via NF-xB e a deplecdo de linfocitos por apoptose, formando assim um
circulo vicioso de comprometimento do sistema imune e progressao para AIDS.
O objetivo de nosso estudo foi avaliar a efetividade da suplementacdo de
pacientes soropositivos para o HIV-1 submetidos a terapia anti-retroviral, com
vitamina E 800 mg/dia, em recompor os niveis séricos de alfa-tocoferol. Avaliar
seus efeitos sobre os parametros laboratoriais marcadores do processo
infeccioso, carga viral, CD4", CD8" e relagdo CD4/CD8. E avaliar seu efeito
sobre os indices de viabilidade celular de linfécitos periféricos e marcadores de
ativagao imunolégica de valor prognéstico na infecgao pelo HIV-1, IgA, IgG, IgM.
Participaram do estudo 29 pacientes, destes, 14 foram suplementados e 15
fizeram uso de placebo. As analises foram realizadas antes do inicio do
tratamento e ap6s 60, 120 e 180 dias. Os resultados demonstraram diminui¢ao
significativa da carga viral, nos dois grupos, em decorréncia da terapia anti-
retroviral, acompanhado de aumento significativo no nimero de linfécitos CD4" e
relacdo CD4/CD8, bem como diminuicao significativa dos niveis de IgA, IgG,
IgM. Os resultados demonstram ainda, efeito suplementar significativo da
suplementacao sobre os indices de viabilidade celular e IgA. Com este estudo
concluimos que a suplementacdo com 800 mg/dia de alfa-tocoferol, via oral,
associada a terapia anti-retroviral, propicia um aumento na viabilidade dos
linfécitos circulantes em pacientes soropositivos para o HIV-1, e sugerimos que
esse efeito possa colaborar na reconstituicdio do sistema imune nesses

pacientes.
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EFFECTS OF THE SUPPLEMENTATION WITH VITAMIN E IN HIV-1
INFECTED PATIENTS.

Patients infected by the human immunodeficiency virus (HIV) show a
chronic state of oxidative stress with a decrease in the serum levels of essential
micronutrients, in particular alfa-tocopherol. The oxidative stress is generate by
chronic immune response to infection, as well as by viral products, favoreced
viral replication by NF-xB pathway and lymphocytes destruction by apoptosis,
forming thus a vicious circle of the immune system comprometiment and AIDS
progression. The objective of our study was to evaluate the effect of
supplementation with 800mg/day of vitamin E in reestablish the serum levels of
alpha-tocopherol in HIV-1 seropositive patients undergoing anti-retroviral
therapy. Evaluate your effects in laboratorial infection markers, viral load, CD4",
CD8" and CD4/CD8 relation. And evaluate your effect in cellular viability of
peripheral blood lymphocytes and immune markers of the prognostic value in
HIV-1 infection, IgA, 1gG, IgM. Twenty nine patients participated in the study, of
whom 14 were supplemented and 15 utilized placebo. The analyses were carried
out before treatment commenced and after 60, 120 and 180 days. The results
demonstrated a significant decrease in the viral load for both groups, as a
consequence of the anti-retroviral therapy, accompanied by a significant increase
in the number of CD4" lymphocytes and CD4/CD8, as well as significant
decrease in IgA, IgG, IgM. The results still demonstrated, significative additional
effect of supplementation in cellular viability index and IgA. With this study it is
concluded that the oral supplementation of 800 mg/day of vitamin E, associated
with anti-retroviral therapy, provides an increase in the viability of peripheral
blood lymphocytes in HIV-1 seropositive patients, and it is suggested that this
effect may collaborate in the reconstitution of the immune system of these

patients.



INTRODUGAO 1

1.0 INTRODUCAO
1.1  Consideracoes gerais

Em 1981, o Centers for Disease Control (CDC) de Atlanta, Georgia,
descreveu os primeiros casos da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), em homossexuais masculinos residentes nas cidades de Los Angeles,
Nova York e Sao Francisco, nos Estados Unidos da América (EUA) (CDC,
1981). Estes primeiros relatos foram feitos a partir de observagbes de cinco
casos de pneumonia por Pneumocystis carini, uma afeccao extremamente rara
nos EUA, até aquele momento. Além destes, concomitantemente observou-se
vinte e seis casos de sarcoma de Kaposi, uma neoplasia cutdneo vascular de
origem endotelial, também raramente observada até aquele momento (CDC,
1981; BLATNER, 1991).

Estes primeiros relatos foram rapidamente seguidos por outros, onde a
mesma sindrome foi descrita em usuarios de drogas injetaveis (CDC, 1981c),
hemofilicos (CDC, 1982), hemotransfundidos (CDC, 1982c), criancas nascidas
de maes infectadas (CDC, 1982d) e parceiros sexuais de individuos infectados
(CDC, 1983).

Em 1983, de maneira independente e quase simultanea, Barré-Sinoussi e
colaboradores (1983) e Gallo e colaboradores (1983), isolaram um retrovirus de
um paciente com linfoadenopatia persistente e de um paciente com AIDS, ao
qual denominaram Lymphadenopathy-associated virus (LAV) e Human T-
Lymphotrophic virus (HTLV-1II), respectivamente.

A denominagdo oficial de Human Immunodeficiency Virus (HIV) foi
proposta, em 1986, por um comité internacional (COFFIN, 1986). Neste mesmo
ano, Clavel e colaboradores (1986), identificaram um segundo agente
patogénico em individuos com AIDS na regido ocidental da Africa, o qual
denominaram HIV-2,

O HIV-2 difere do atualmente denominado HIV-1, quanto a sua
distribuicdo, mais restrita ao continente africano, e patogenicidade. Enquanto o
HIV-1 é claramente causador de AIDS, o HIV-2 é muitas vezes associado a
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baixa patogenicidade e transmissibilidade, além de estar associado a infec¢des
com longos periodos assintomaticos (HU et al., 1996; UNAIDS, 1997).

Atualmente, as analises filogenéticas do HIV-1, com base no
seqlienciamento dos genes gag e pol, revelaram multiplas cepas,
aproximadamente equidistantes, que sdo agrupadas em 9 subtipos
(A,B,C,D,F,G,H,I,J). Coletivamente os subtipos estdo agrupados no grupo M
(major). Ha ainda dois distintos grupos, o grupo “O” (outlier) e o grupo N (non-
M/non-0), recentemente descoberto (ROBERTSON et al., 2000).

No Brasil, desde 1980, até o més de dezembro de 2003, a Coordenacgao
Nacional de Doengas Sexualmente Transmissiveis e AIDS registrou 257.780
casos de AIDS, sendo que, a regido metropolitana de Floriandpolis apresentava
uma incidéncia de 67,7 casos de AIDS por 100.000 habitantes (BRASIL, 2003).

1.2 Diagnostico e estadiamento da infeccao pelo HIV-1
O diagnéstico da infeccao pelo HIV-1 em adultos e adolescentes precisa
obedecer aos seguintes critérios:

e Resultados positivos em dois testes sorolégicos tipo ELISA com principios
metodoldgicos distintos seguidos de resultado positivo em teste sorolédgico de
carater confirmatdrio, tipo imunofluorescéncia indireta ou Wester Blot, ou;

e Resultado positivo ou qualquer quantidade detectavel em um dos seguintes
testes virolégicos:

- Deteccao de acido nucléico do HIV-1, DNA ou RNA, por
metodologias baseadas em PCR;
- Teste para o antigeno p24;
- Isolamento do HIV-1 por cultura viral (CDC, 1999).
Esses critérios diagnéstico foram usados no Brasil até recentemente,
quando em 30 de janeiro de 2003, o Ministério da Saude estabeleceu novos
critérios para diagnéstico da infecgédo pelo HIV em individuos acima de dois anos

de idade, e que estdo agrupados em 3 etapas, como segue:

Etapa | - Triagem Sorolégica:
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e Realizacdo de um imunoensaio nesta primeira etapa de testes de
qualquer amostra de soro ou plasma. O imunoensaio utilizado nao podera
ser de avaliacao rapida (teste rapido) e devera ser capaz de detectar
anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2;

e As amostras ndo-reagentes terdo seu resultado definido como "Amostra

Negativa para HIV";

e As amostras reagentes ou inconclusivas devem ser submetidas ao
segundo imunoensaio em paralelo ao teste de Imunofluorescéncia
Indireta (IFI) para HIV-1 ou ao teste de Imunoblot para HIV. O segundo
imunoensaio devera ter principio metodologico e/ou antigenos distintos do
primeiro imunoensaio utilizado. O teste de Western blot pode ser
realizado diretamente substituindo a IFI.

Etapa Il - Confirmagdo Sorolégica por meio da realizacdo de um segundo
imunoensaio em paralelo ao teste de Imunofluorescéncia Indireta para o HIV-1
(IFI/HIV-1) ou ao teste de Imunoblot para HIV.

Etapa Il - Confirmagao Sorolégica por meio da realizacao do teste de Western
blot para HIV-1 (WB/HIV-1) (Brasil — Ministério da Saude, 2003)

Apos diagnéstico confirmatério de infecgao pelo HIV-1, critérios clinicos e
laboratoriais sdo usados no estadiamento e definicado de caso de AIDS. Varios
organismos internacionais tém proposto diferentes critérios de estadiamento.
Entre esses, o sistema proposto pelo CDC divide a doengca em trés categorias
clinicas:

e (Categoria A: Enquadra-se nessa categoria todos os pacientes soropositivos
para o HIV-1, e que atendam uma ou mais das seguintes condi¢cdes:
- infecgao assintomatica;
- linfoadenopatia generalizada persistente;
- infecgcdo sintomatica aguda (sindrome retroviral).
e (Categoria B: Enquadra-se nessa categoria todos os pacientes sintomaticos
que apresentam uma ou mais das seguintes condigdes:
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e (Categoria C: Segundo essa proposta de estadiamento, os pacientes uma vez

classificados nessa categoria assim se manterdo. As principais condi¢des

clinicas sao:

As subdivisdes dessas categorias sao feitas de acordo com o numero de

linfécitos T CD4™ no sangue periférico, conforme se verifica na tabela 1.1 (CDC,

1992).

TABELA 1 Classificagdo da infeccao pelo HIV-1, proposta pelo CDC e

- candidiase orofaringea persistente;

- sintomas constitucionais como febre (> 38.5°C) ou

diarréia, por mais de 1 més;

- purpura trombocitopénica idiopatica;

- listeriose;

- neuropatia periférica.

- candidiase traqueal, bronquial ou pulmonar;

- cancer cervical invasivo;

- coccidioidomicose disseminada ou extra-pulmonar;

- criptococcose extrapulmonar;

- criptosporidiose e/ou isosporidiose intestinal crénica;

- encefalopatia relacionada ao HIV-1;

- sarcoma de Kaposi’'s

- tuberculose pulmonar ou extrapulmonar;

- septicemia recorrente por Salmonella.

utilizada a partir de 1993.

Categorias Clinicas

Contagem de linfocito A B C
CD4

> 500/uL A1 B1 C1
200 — 499/uL A2 B2 Cc2
< 200/uL A3 B3 C3
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O diagnostico de AIDS é definido a todos os pacientes da Categoria C,

assim como os que se enquadram no subtipo 3 (CD4" <200/ul) (CDC., 1992).

1.3 BIOLOGIA DO HIV-1

O HIV-1, e seus subtipos sao lentivirus, constituintes de um grande grupo
de retrovirus complexos, caracterizados pela presenca de varios genes
acessorios ou regulatérios, além dos trés principais genes env, gag e pol
(FOLEY, 2000).

O virus é esférico, com diametro aproximado de 80 a 130nm.
Externamente observa-se o nucleocapsidio viral composto por uma céapside
icosaédrica envolta por um envelope lipoprotéico, originado na bicamada lipidica
da célula hospedeira, com 72 projecdes em sua superficie, que sao as
glicoproteinas 120 (gp 120), responsaveis pela ligacdo com os receptores CD4
da célula hospedeira. Mais internamente encontra-se a matriz protéica, formada
pela proteina p17, e o capsidio viral, formado pela proteina p24. No interior do
capsidio viral encontram-se o0 genoma viral, com duas simples fitas de RNA, e as
principais enzimas virais, transcriptase reversa (RT), protease (PT), ribonuclease
e integrase (INT) (SERB et al., 1994).

O genoma do HIV-1 consiste de aproximadamente 9.200 pb em cada fita de
RNA com nove genes cada (gag, pol, env, tat, rev, nef, vif, vpu e vpr),
flanqueados por duas regides denominadas long terminal repeats (LTR). Os
genes gag, pol e env codificam os principais componentes estruturais e
funcionais do virus (FOLEY, 2000).

O gene gag codifica as proteinas do capsidio viral, p17 (matriz), p24
(capsidio), p7 (nucleocapsidio) e p6, todas originadas de uma proteina
precursora de 55 Kd, a p55, que é posteriormente clivada por uma protease viral
no processo de montagem do virus. O gen pol codifica as enzimas de
importancia viral, protease (PT), transcriptase reversa (RT) e a integrase (INT).
Ja o gene env codifica as glicoproteinas do envelope viral gp120 e gp41, que se
originam de uma glicoproteinas percussora comum a gp160. As proteinas

maturas gp120/gp41 sdo mantidas juntas na superficie viral por interagées nao
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covalentes, o que resulta em substancial numero de gp120 sendo liberada no
meio (KIENY, 1990; FAUCI et al., 1996).

Os genes tat e rev produzem os fatores regulatérios necessarios para
expressdao do HIV-1. Os produtos conhecidos do gen tat, tat-1 exon de 72
aminoacidos e tat-2 exon de 86 aminoacidos, atuam por ligagdo ao TAR RNA
(Target sequence for viral transactivation) iniciando ou ativando a transcricao
viral. O produto do gen rev, uma fosfoproteina de 19 Kdaltons age por ligacao
ao RRE (rev responsive element) e promove a exclusdao do nucleo, estabilizagao
e utilizacdo do RNAm viral (KUIKEN et al., 2000 ).

Os demais produtos dos genes vif, vpr, vpu e nef sdo ditos proteinas
acessoérias ou auxiliares e parecem desempenhar papel importante na
infectividade e patogenia do virus (DESROSIERS, 1992; KUIKEN et al., 2000).

O HIV-1 infecta preferencialmente células que expressam receptores CD4 na
superficie, por interacao deste receptor com sua gp120. Contudo as mudancas
conformacionais geradas pela interacdo da molécula gp120, do HIV-1, com o
receptor CD4, da célula alvo, sado insuficientes para fusdo do HIV-1 com a
membrana da célula hospedeira. Sendo necessaria a presenca de um co-
receptor, 0s receptores de quimiocinas, que favorecem uma mudanca
conformacional na molécula gp41, do HIV-1, e com isso uma efetiva fusdo
(MURDOCH & FINN, 2000).

Os receptores de quimiocinas incluem a familia CXC (CXCR1- CXCR5) e a
familia CC (CCR1-CCR9) e se distribuem de forma heterogénea nos diferentes
tipos celulares, o que explica em parte a conhecida seletividade celular de
diferentes cepas de HIV-1 conhecidas como T-tréficas, que interagem
seletivamente com CXCR4 para infectarem linfécitos T e M-tréficas que
interagem preferencialmente com CCR5 para infectarem macréfagos e
mondécitos (DRAGIC et al., 1996; HORUK, 1999; TZANCO & CHRISTOPHER,
2001).

As mutacdes nos genes que codificam os co-receptores podem explicar a
presenca de resisténcia a infeccao pelo HIV-1 em alguns casos (MURDOCH &
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FINN, 2000), por outro lado mutagdes que ocorrem no virus aumentam sua
capacidade de infectibilidade por esse mecanismo (LEVY, 1996).

A mutacdo no gen que codifica o co-receptor CCR5, conhecida como
CCR5A32 da origem a uma proteina nao-funcional, e é relativamente freqiente
em caucasianos (10%) e menos freqlente em negros (2%) em sua forma
homozigo6tica. Em homozigose essa mutacao confere protecao in vitro contra
infeccao por cepas de HIV-1. Também em heterozigose, a CCR5A32 parece
proteger parcialmente contra a transmissao heterossexual do HIV-1, porém, nao
da transmissdo homossexual ou perinatal (MCDERMOTT et al., 1998).

Apés a fusdo, o HIV-1 perde o envelope e libera seu contetudo no citoplasma
celular e da inicio as etapas de transcricao do RNA viral em DNA complementar
que é incorporado ao genoma da célula hospedeira, sendo entdo denominado
provirus. Uma vez o provirus formado, o virus somente podera ser eliminado
pela destruicdo da célula. Este provirus pode permanecer latente ou ser ativado
levando a sintese de novas particulas infectantes (ROSENBERG &
FAUCI,1991).

Entre os principais estimulos envolvidos na ativacdo do ciclo de replicacao
viral estdo as citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o),
interleucina 1 (IL-1), interleucina 2 (IL-2) e interleucina 6 (IL-6) (PIETTE, 1994;
ZAITSEVA et al., 2000), e espécies reativas de oxigénio que ativam o fator de
transcricao nuclear kB (NF-xB) (PIETTE, 1994; PEACE & LEAF, 1995; SHOR-
POSNER et al., 2002).

Apos a ativagao do ciclo de replicagao viral, o HIV utiliza os mecanismos
biossintéticos celulares, levando a formagao de novas particulas virais que sao
liberadas por processo de brotamento, ou por influéncia dos genes reguladores,
em processo que acaba por levar a lise da célula infectada. A sintese das
proteinas que irdo compor a estrutura morfolégica e funcional da nova particula
viral, ocorre no citosol pela traducdo dos fragmentos de RNA mensageiro
(RNAm) produzidos, a partir da clivagem do RNAm transcrito, nesse processo a
enzima de origem viral denominada protease, tem papel fundamental (POLI et
al., 1993).
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1.4 HISTORIA NATURAL DA INFECGAO PELO HIV-1

A infeccdo aguda pelo HIV-1, também conhecida como sindrome
retroviral, acomete 50 a 90% dos pacientes infectados, comegando entre a 22 e
62 semana apds a exposicdo e se prolonga por algumas semanas. Nesse
periodo os sinais e sintomas mais comuns sao febre, astenia, exantema cutaneo
maculo-papular, linfoadenopatia, fotofobia e odinofagia. Laboratorialmente os
parametros refletem a intensa atividade replicativa viral, com viremia geralmente
superior a 50.000 cépias/ml, podendo alcancar concentracdes de 10° a 10’
copias/ml, e marcante declinio de linfécitos CD4" (QINN, 1997; YOUNG &
KURITZKES, 1999).

Geralmente trés semanas a trés meses, ap6s o aparecimento dos
sintomas, o sistema imune responde a infeccdo o que € marcado pelo declinio
da viremia, aumento dos linfécitos CD4"* e soroconversao, com anticorpos anti-
HIV detectaveis nos ensaios tipo ELISA. Contudo, a resposta imune ao HIV-1 é
insuficiente para bloquear completamente a replicagédo viral, mantendo-se ativa
nos tecidos linféides. Nesse periodo a infec¢do entra em um estado de laténcia
clinica que podera perdurar de 2 a 10 anos até que o paciente entre em um
estado de AIDS clinica (QINN, 1997).

O aparecimento e progressao da infeccao pelo HIV-1, seguido do periodo
de laténcia, sdo marcados pela progressiva destruicdo dos linfécitos CD4*,
estando esta deplecao, no centro da patogénese da infeccao (GOUGEON &
MONTAGNIER, 1999).

Entre as principais fungdes dos linfécitos CD4" estdo: a) a producdo de
citocinas necessarias a imunidade inata; b) ativacao e maturacao dos linfécitos B
em plasmaécitos secretores de imunoglobulinas e c) diferenciacao dos linfocitos T
CD8" em linfocitos T citotéxicos virus-especifico (CTL). Todas essas fungdes
estdo comprometidas na AIDS (GOUGEON & MONTAGNIER, 1999).
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FIGURA 1. Perfil do nimero de linfécitos CD4+ e dos niveis plasmaticos de RNA do
HIV durante a infeccao pelo HIV (ABBAS, 2003).

Os principais mecanismos envolvidos na deplecdo de linfécitos CD4" na
AIDS sao: i) o efeito citopatico direto do virus nas células infectadas e ii) a
inducao de apoptose em células nao infectadas (DOBMEEYER et al., 1997).

1.5 IMUNIDADE HUMORAL

A hipergamaglobulinemia e a espontanea secreg¢édo de niveis elevados de
imunoglobulinas (Ig’s) por linfocitos B periféricos de individuos infectados com o
HIV-1 sdo achados marcantes e precoces que indicam o comprometimento
funcional dessas células em estagios iniciais da infeccdo (DE MILITO, 2001;
NAGASE, 2001).

Apesar desse estado hiperativo dos linfécitos B, ha um grave
comprometimento na formacdo de anticorpos antigeno-especifico nesses
pacientes, quer seja apds vacinacao ou apoés estimulagdo, in vitro, com
mitdgenos e antigenos (DE MILITO, 2001; NAGASE, 2001).
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Os mecanismos envolvidos na hipergamaglobulinemia sdo ainda pouco
conhecidos, os estudos sugerem tanto a participacdo de proteinas virais (Tat,
Nef, gp 120), como distarbios no sistema imune, principalmente na cooperacao
celular entre linfocito B e linfocito T e na secregao de citocinas (TNF-a., IL-6 e IL-
10) (MULLER, 1998; NAGASE, 2001).

Os estudos recentes tém apontado para uma alteracado na cinética celular
dos linfécitos B em pacientes infectados com o HIV-1, com plasmocitose e
marcante diminuicdo dos linfocitos B de memdéria (DE MILITO, 2001; NAGASE,
2001).

Os linfécitos B de memodria expressam caracteristicamente CD27, uma
glicoproteina transmembrana tipo | da familia dos receptores do fator de necrose
tumoral (TNF-R), que quando interage com seu ligante natural CD70 (CD27L),
expresso em linfocitos T ativados, promovem a diferenciacao dos linfocitos B de
memoéria em plasmécitos (NAGASE, 2001). Na infecgcao pelo HIV-1, observa-se
um aumento na expressdo de CD70 pelos linfécitos T, sendo este aumento
inversamente correlacionado a proporcdo de linfécitos B de memoria (CD27Y)
circulante (DE MILITO, 2001).

Outra observacgao relevante na infeccao pelo HIV-1 é a diminuicdo de
CD154 (CD40L), uma molécula co-estimuladora expressa em linfocitos CD4". A
interacdo de CD40L com CD40 dos linfécitos B é requerida para inversao de
classes das imunoglobulinas promovendo a geracao de linfécitos B de memdéria
(CD27%). Com base nesses achados, a hipergamaglobulinemia assim como o
comprometimento na secregcdo de anticorpos antigeno-especifico seriam
decorrentes de ambos os mecanismos, aumento de CD70, que leva a
plasmocitose e secrecdo de grandes niveis de imunoglobulinas, porém com
deplecédo dos linfécitos B de meméria (CD27*). Ocorre também diminuicdo de
CD40L, resultado da deplecao de linfécitos CD4" caracteristico da infecgédo pelo
HIV-1, o que acaba por comprometer a manutengcdo de um pool normal de
linfécitos B de memdria requeridos na resposta secundaria, ou seja, antigeno-
especifica (NAGASE, 2001).



INTRODUGAO 11

A hiperatividade persistente dos linfécitos B, durante a infeccéo pelo HIV-
1, acaba por favorecer transformacoes genéticas que levam ao aparecimento de
clones andmalos (HERNDIER et al., 1994; RIBOLDI et al., 1994) o que pode
explicar ao menos em parte a alta incidéncia de linfoma ndo-Hodgkin nesses
pacientes (HERNDIER et al., 1994).

1.6 CITOCINAS

As citocinas sao glicoproteinas de baixo peso molecular secretadas por
leucdcitos e outros tipos celulares em resposta a diferentes estimulos, atuando
como reguladoras e promotoras da resposta imune (HOWARD, 1996).

Podemos classificar as citocinas segundo sua principal funcdo em:
citocinas proé-inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a) e antiinflamatérias (IL-10 e
TGF-B). Contudo, essa classificagdo mostra-se limitada pela complexidade de
efeitos que exercem nos diferentes tipos celulares (HOWARD, 1996). Outra
forma de classificarmos as citocinas é segundo o tipo de linfocito T auxiliar que a
produz, desta forma temos as citocinas tipo 1 (IL-2, TNF-a, INF-y) que séo
sintetizadas e secretadas principalmente por linfocitos T auxiliar 1(LTa4) e estdo
envolvidas na imunidade celular e imunidade a patdgenos intracelulares. As
citocinas tipo 2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10), derivadas de LTa, e envolvidas na
ativagéo e diferenciagédo de linfécitos B e imunidade a patdgenos extracelulares
(HOWARD, 1996; GOUGEON & MONTAGNIER, 1999).

No contexto da infeccao pelo HIV-1, os pacientes mesmo sem infeccoes
oportunistas concomitantes, apresentam niveis séricos aumentados de TNF-q,
INF-y, IL-8 e IL-6, principalmente em estagios mais avancados da doenga
(AUKRUST et al., 1994; ULLUM et al., 1996; OTT et al., 1998). Os niveis
aumentados dessas citocinas sao responsaveis, ao menos em parte, pelos
sintomas constitucionais da infeccdo como febre e anorexia, além de alterarem a
velocidade de sintese de proteinas de fase aguda, e participarem da
hipergamaglobulinemia caracteristica dos pacientes infectados pelo HIV-1
(GRIMBLE, 1998; DE MILITO, 2001; NAGASE, 2001). Além disso, o TNF-a. € o
IFN-y estdo envolvidos na inducdo de apoptose em linfécitos CD4" (KRAMMER,
2000).
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1.7 APOPTOSE

O termo apoptose foi descrito pela primeira vez por Currie e
colaboradores, em 1972, para descrever um tipo comum de morte celular
programada observada por estes, em varios tecidos e tipos celulares, sendo
morfologicamente caracterizada por condensacdo e fragmentacdo nuclear,
vacuolizacao citoplasmatica e clivagem do DNA (HENGARTNER, 2000).

A apoptose é um mecanismo fisiolégico que preserva a homeostasia
celular de tecidos normais, sendo essencial no sistema imune ao
desenvolvimento e selecao celular, gerando e mantendo os mecanismos de
auto-tolerancia, além de ser o principal mecanismo de controle da homeostasia
celular ap6s expansao clonal reativa a uma injuaria (DOBMEEYER et al., 1997;
KRAMMER, 2000).

O principal mecanismo de inducao de apoptose nos linfécitos circulantes
ocorre via CD95 (Apo/Fas) e CD95L (FasL). O CD95 & um membro da
superfamilia dos receptores do fator de necrose tumoral (TNF-R), expresso em
varios tecidos (KRAMMER, 2000). Ja seu ligante natural, CD95L, uma proteina
transmembrana tipo Il da familia do TNF-R, tem expressao mais restrita a certos
tipos celulares como linfécitos T ativados, macrofagos e células testiculares
(GRIFFITH, 1995; KRAMMER, 2000). Apds a estimulacado dos linfécitos T, ha
uma macica expressao de CD95L, e sua interagdo com CD95 leva a transdugao
do sinal apoptético de maneira analoga a observada apds interacdo de TNF-a
com seu receptor-1 (TNF-R1) (KRAMMER, 2000). Apos a ligacdo do CD95L e
TNF-o aos seus receptores, os dominios da morte destes receptores sao
ativados e formam complexos homodimeros, que recrutam as suas respectivas
proteinas adaptadoras intracelulares, a proteina associada ao dominio da morte
TNFR1 (TRADD) (HSU et al., 1995) e a proteina associada ao dominio da morte
Fas (FADD) (CHINNAIYN et al., 1995), para formar complexos sinalizadores da
inducao da morte (DISC), que ativam a enzima iniciadora caspase 8, que ativa a
enzima efetora a caspase 3. A atividade da caspase 3 resulta na degradacéo de
proteinas nucleares e celulares, bem como na decomposicdo do DNA
cromossémico (HENGARTNER, 2000). A caspase 8 pode ainda ativar a
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caspase 3, através da clivagem da proteina Bid, que, em seguida, interage com
as proteinas externas da membrana mitocondrial formando poros que permitem
a liberacdo do citocromo C, ativando a enzima iniciadora caspase 9 em
consequéncia da ativacdo do fator de ativacdo de proteases pro-apoptoéticas
(Apaf-1) (LI et al., 1998; LUO et al., 1998). A caspase 9, por sua vez, ativa a
caspase 3, responsavel pela degradacdao das proteinas celulares e nucleares
(SAIKUMAR et al., 1999) e pela ativacao da CAD (Caspase-activated DNase).
Contudo, outras proteinas adaptadoras como a FLASH (FLICE-associated huge
protein), que interage com os dominios efetores de morte (DED) da caspase 8
(IMALI et al.,1999), proteinas inibidoras como a FLIP (FLICE inhibitory protein) e
proteinas envolvidas em mecanismos de sobrevivéncia, como a proteina
denominada RIP, podem participar deste mecanismo complexo que pode
determinar a vida ou a morte celular (SAIKUMAR et al., 1999).

Esse mecanismo normal de eliminacao das células imunes ativadas pode,
contudo, ser danoso em infec¢des crénicas como o HIV-1, onde o estimulo
antigénico viral ndo cessa, mantendo os linfocitos ativados e sensiveis a
apoptose. Esse parece ser o mecanismo primario responsavel pela morte celular
prematura na AIDS (GOUGEON & MONTAGNIER, 1999).

Associado a cronica ativagdo imune temos, na infecgdo pelo HIV-1, um
estado crénico de estresse oxidativo devido a quebra do balango normal entre
pré-oxidantes e antioxidantes. Esse meio pro-inflamatério e pro-oxidante facilita
tanto a replicacao viral, via fator nuclear KappaB (NF-kB), como aumenta a
susceptibilidade dos linfécitos a apoptose (LOOK, 1998; LI-WEBER, 2000).

O NF-xB é uma denominagédo genérica de uma familia de fatores de
transcrigcdo, que coordenam a expressado de uma variedade de genes envolvidos
na resposta imune. O NF-xB esta presente no citoplasma celular associado a
seu inibidor, a proteina |-xB. A fosforilacao dessa proteina com degradacao do
complexo NF-xB/I-xB citoplasméatico, por uma variedade de estimulos, entre os
quais as espécies reativas de oxigénio e TCR, permitem a translocacdo do NF-

kB em sua forma ativa para o ndcleo celular e expressdo dos genes por ele
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regulado (LI & VERMA, 2002). Entre os genes que sofrem essa regulacao, esta
o CD95L, principal envolvido na apoptose dos linfocitos T (LI-WEBER, 2000).

A excessiva producdo e o acumulo das espécies reativas de oxigénio
(ERQOS), além de serem resultado do proprio curso da resposta imune a infeccao
pelo HIV-1, sofre também influéncia direta dos genes virais (GOUGEON &
MONTAGNIER, 1999; JARUGA et al., 2002).

O produto do gene Tat, apesar de sozinho ser insuficiente para induzir
apoptose, sensibiliza as células a apoptose induzida por um segundo sinal,
como CD95, TCR ou CD4 (GOUGEON & MONTAGNIER, 1999). Esse processo
envolve a geracdao de um estado pré-oxidativo intracelular, onde o produto do
gene Tat apds penetrar nas células nao infectadas age diminuindo a atividade
da superdxido dismutase (SOD), com consequente deplecdo de glutationa
reduzida (GSH) e aumento das EROS (LOOK, 1998; KRAMMER, 2000).

Associado a este fator indutor de apoptose, esta a acao toxica direta das
EROS ao DNA e as mitocondrias, ambos eventos pré-apoptoticos
independentes de sinalizacdo extracelular. Por esse mecanismo o evento
primario, dano ao DNA ou a mitocéndria, acabam por romper a homeostasia
mitocondrial com liberagcao das moléculas pro-apoptéticas citocromo C e o fator
de ativacdo de proteases pré-apoptoticas (APAF-1), ativacdo da cascata das
caspases que culmina em apoptose (RICH, 2000; HENGARTNER, 2000).

Apesar da necessidade de um melhor entendimento sobre os
mecanismos de envolvimento das EROS na inducao de apoptose em pacientes
infectados pelo HIV-1, estratégias terapéuticas baseadas na suplementacao
antioxidante com N-acetilcisteina, Vitamina A, Vitamina E e Vitamina C, tem-se
mostrado favoravel em preveni-la (JARUGA et al., 2002 ).

1.8  Alfa-TOCOFEROL

Os tocoferdis e tocotriendis sdo os dois grupos de compostos lipossoluveis
com atividade de vitamina E de ocorréncia natural. Os membros destes grupos
sao designados como «, 3, Y ou & segundo o numero e posi¢ao dos substituintes
metila ligados ao anel cromanol (STOCKER & AZZI, 2000).
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Entre os tocoferdis de origem natural, o alfa-tocoferol € o principal
homélogo encontrado, e também o Unico a nao ser rapidamente depurado dos
tecidos e plasma (STOCKER & AZZI, 2000).

O alfa-tocoferol e o gama-tocoferol sdo absorvidos na parte proximal do
intestino delgado junto com os demais componentes lipossoluveis da
alimentacdo que sdo emulsificados e formam as micelas mistas. Estas,
posteriormente, formam os quilomicrons no complexo-de-golgi das células da
mucosa intestinal, onde sao armazenados em granulos secretores que
posteriormente podem ser excretados por exocitose para o compartimento
linfatico e entdo ganharem a circulacdo sangilinea via ducto-toraxico. Na
circulacdo sanglinea, os quilomicrons trocam apolipoproteinas com a
lipoproteina de alta densidade (HDL) e sofrem acédo das lipases lipoprotéicas
endoteliais (LPL) originando os remanescentes de quilomicrons. Esses
remanescentes de quilomicrons possuem a apolipoproteina B 48 (Apo B 48) e a
apolipoproteina E (Apo E), essenciais para sua internalizacdo nas células
hepéticas via receptores especificos para tais apoliproteinas. Nas células
hepaticas, o alfa-tocoferol é entdo incorporado a lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) por acao da proteina transferidora de alfa-tocoferol (a-TTP) e
liberado para o plasma onde atingir4 os diversos tecidos (STOCKER & AZZI,
2000; SCHWEDHELM et al., 2003).

No plasma o alfa-tocoferol pode circular associado a qualquer uma das
lipoproteinas, sendo que a contribuicdo das diversas fracbes lipoprotéicas
relaciona-se a sua proporcao relativa no plasma (STOCKER & AZZI, 2000). Ja a
ligacdo e internalizacdo do alfa-tocoferol nas células extra-hepaticas, ocorre
preferencialmente as moléculas associadas a lipoproteina de baixa densidade
(LDL), que recebem o alfa-tocoferol no processo de troca de fosfolipidios
catalisada pela proteina transferidora de fosfolipidios plasmatica (PLTP)
(MONTEIRO et al., 2000; STOCKER & AZZI, 2000). Essa estreita relagdo da
cinética do alfa-tocoferol com os lipideos fazem das lipoproteinas plasmaticas

determinantes primarios da concentracdo circulante de alfa-tocoferol, assim
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como, determinam sua proporcao fisiologicamente ativa disponivel
tecidualmente (MONTEIRO et al.,2000).

As necessidades diarias de vitamina E em individuos clinicamente
saudaveis variam de 12-15mg segundo a 102 edicdo do RDA (Natonal Research
Coucil, 1989). A concentracdo plasmatica maxima de alfa-tocoferol é atingida
aproximadamente 12 horas ap6s a administracdo de uma simples dose de
400mg, com meia-vida de eliminagdo de 18 a 81 horas. Em individuos
saudaveis, a concentragdo plasmatica de alfa-tocoferol varia de 21 a 27 uM
(SCHWEDHELM et al.,, 2003), ja em individuos infectados pelo HIV-1 as
concentragdes de alfa-tocoferol sdo significativamente inferiores (ALLARD et al.,
1998).

O principal efeito do alfa-tocoferol é como antioxidante, seu carater lipofilico
determina sua localizacao preferencial nas membranas celulares, onde funciona
como um potente quelante para o radical peroxil, prevenindo assim a
propagacao da cadeia oxidativa e do dano as membranas celulares (TRABER &
PACKER, 1995).

Em decorréncia de seu efeito antioxidante, o alfa-tocoferol afeta as vias de
transducdo de sinais intracelulares que utilizam o fator nuclear kappaB (NF-xB)
e proteina ativadora-1 (AP-1) como fatores de transcricdo, visto esses fatores
responderem a estressores oxidativos como peréxido de hidrogénio e
hidroperéxidos (BAEUERLE & HENKEL, 1994; TRABER & PACKER, 1995; LI-
WEBER et al., 2002).

Além de seu efeito antioxidante, ha numerosas evidéncias que o alfa-
tocoferol possa influenciar no metabolismo celular por mecanismos néo
antioxidante. Entre esses efeitos estdo sua capacidade de afetar o metabolismo
do acido araquiddnico com inibicdo da sintese de prostaglandina E, (PGE;) e
ativagdo da proteina quinase C (PKC), uma enzima chave na transdugéo de
sinal, e envolvida no crescimento e diferenciacdo celular. As implicacdes
fisiolégicas e patolégicas de ambos os mecanismos de efeito do alfa-tocoferol
sdo, contudo, ndo completamente entendidas e carecem de mais estudos para
sua elucidacao (TRABER & PACKER, 1995).
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As implicacdes da vitamina E (alfa-tocoferol e homdélogos), sobre o sistema
imune, indicam um comprometimento tanto na imunidade celular como humoral
na deficiéncia desse fator, em modelos animais. Ja a suplementagdo com
vitamina E, aumenta tanto a imunidade celular como humoral, sendo que em
modelos experimentais em humanos, os efeitos sobre a imunidade mediada por
células e sobre a imunidade inata sdo bem descritos, enquanto, os efeitos sobre
a imunidade humoral sdo em sua maioria conhecidos com base em modelos
animais (SCRIMSHAW & SANGIOVANNI, 1997).

Na infeccao pelo HIV, estudos prévios demonstraram a capacidade da
vitamina E em inibir a ativacdo do NF-kB, reduzindo assim a replicacao viral in
vitro (Suzuki & Packer, 1993).

Wang e colaboradores (1994) utilizando um modelo de AIDS murina,
avaliaram os efeitos da suplementagdo com altas doses de vitamina E sobre o
sistema imune, producéo de citocinas e o estado nutricional e demonstraram o
restabelecimento das concentracbes séricas e teciduais de alguns
micronutrientes (vitamina A, vitamina E, zinco, cobre) acompanhado da
normalizacdo na secrecdo de citocinas (IL-2, INF-a, TNF-a, IL-6) pelos
esplendcitos, proliferacdo dos esplendcitos e da atividade das células natural
killer.

Estudos prévios também demonstraram efeito atenuador da vitamina E na
mielotoxicidade induzida pelo AZT (Gogu, 1990; Geissler, 1994), o que
associado a diminui¢do na peroxidacao lipidica das membranas celulares pode
ser responsavel pelo efeito benéfico na preservagdo dos eritrécitos, dos
pacientes soropositivos para o HIV-1, sob terapia anti-retroviral (Spada et al,
2003).
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os pacientes infectados pelo HIV-1 apresentam um estado crbnico de
estresse oxidativo devido a quebra do balanco entre pré-oxidantes e
antioxidantes, o que facilita tanto a replicacdo viral, como aumenta a
susceptibilidade dos linfoécitos a apoptose. Sendo assim, a reconstituicdo dos
niveis séricos de alfa-tocoferol, um potente antioxidante e um composto
reconhecidamente imunomodulador, pode apresentar efeito inibidor da
replicacdo viral, melhorar o sistema imune celular e a secrecdo de citocinas,
processos esses, que regem o comprometimento imune nesses pacientes.
Assim sendo, a suplementacédo com vitamina E em pacientes soro positivos para
o HIV-1, precisa ser mais bem avaliada.

Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi investigar os efeitos da suplementacao de

vitamina E sobre o sistema imune e a evolucao da infeccao pelo HIV-1, através
do comportamento de parametros laboratoriais marcadores do processo
infeccioso.

Objetivos Especificos

e Avaliar o nivel de deficiéncia de alfa-tocoferol e o potencial de
restabelecimento deste micronutriente pela terapia suplementar proposta,
através das determinagdes dos niveis séricos de alfa-tocoferol;

e Avaliar o potencial anti-retroviral, suplementar, do alfa-tocoferol em
associagcdo com os farmacos anti-retrovirais, através das determinagcdes
dos niveis plasmaticos de RNA do HIV-1;

e Avaliar o efeito do alfa-tocoferol no ritmo de progressédo da infec¢ao pelo
HIV-1, através das determinacdes de marcadores de valor progndstico,
CD4", relagdo CD4:CD8, RNA do HIV-1;

e Avaliar o efeito citoprotetor do alfa-tocoferol, através dos indices de
viabilidade celular em linfécitos periféricos.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

Participaram deste estudo 69 voluntarios comprovadamente soropositivos
para o HIV, diagnosticados por dois métodos de ELISA com principios
metodoldgicos distintos e confirmados por imunofluorescéncia indireta, conforme
recomendado pelo Ministério da Saude (BRASIL, 1996), com indicagao clinica
para iniciarem o tratamento com farmacos anti-retrovirais com base nos critérios
determinados pela Coordenacao Nacional de DST/AIDS. A triagem clinica dos
pacientes foi realizada por médicos infectologistas do Ambulatério de DST/AIDS
do Centro de Saude Il da Secretaria da Saude do Municipio de Florianopolis. Os
pacientes devidamente esclarecidos, que aceitaram participar do estudo, apo6s
assinarem o termo de consentimento, foram encaminhados ao Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa
Catarina, para realizarem a coleta de amostra de sangue para se determinar os
niveis basais dos parametros laboratoriais propostos. A realizacdo 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 3).

Todos os pacientes que participaram deste estudo foram classificados
como assintomaticos, de acordo com as Recomendacdes do Ministério da
Saude e como portador do HIV (Z-21) de acordo com o Codigo Internacional de
Doencas (BRASIL, 2000; OMS, 1998). Os 29 pacientes que concluiram sua
participacdo no estudo foram submetidos a terapia anti-retroviral conforme
consta da TABELA 3.1. Os demais pacientes foram excluidos do estudo por

apresentarem intolerancia ou ndo adesao a terapia proposta.
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TABELA 3.1-Protocolos dos tratamentos anti-retrovirais a que foram

submetidos os pacientes durante o estudo.

Tratamento anti-retroviral Grupo Grupo Estudo
Controle n=14
n=15

AZT " 3TC " NVP 8

AZT " ddl " NVP 2

AZT * 3TC * ddl 1 -

AZT *3TC 2 1

AZT *3TC " IDV 2 2

ddl * 3TC " NFV - 1

n= ndmero de pacientes; AZT = zidovudina; 3TC = lamivudina;

NVP = nevirapina; ddl = didanosina; NFV = nelfinavir; IDV=indinavir

As amostras de sangue venoso dos pacientes foram coletadas por
puncdo anterocubital, pela manha, apés jejum de 12 a 14 horas, utilizando-se
sistema a vacuo. Foram coletados um total de 8 tubos, sendo retirados,
aproximadamente, 10 mililitros de sangue em tubo (1) contendo heparina, 12
mililitros em cada tubo (4) sem anticoagulante e 8 mililitros em cada tubo (3)
contendo EDTA.

ApGés esta coleta de sangue, todos os patrticipantes deste estudo iniciaram
o tratamento com os farmacos anti-retrovirais prescritos pelos médicos, assim
como iniciaram o tratamento suplementar, constituido de placebo ou alfa-
tocoferol. O conteddo era desconhecido pelos médicos, pesquisadores e
pacientes, portanto, o estudo realizado foi do tipo duplo cego, randomizado,
controlado por placebo. Todos os pacientes que concluiram sua participacao
neste estudo apresentaram-se regularmente para acompanhamento clinico e
terapéutico durante os 180 dias de duragdo do mesmo. Os pacientes
submeteram-se, ainda, as coletas de sangue para determinacao dos niveis de
carga viral, linfécitos CD4", linfécitos CD8", relagdo CD4/CD8, linfécitos viaveis,

linfocitos em apoptose, linfocitos inviaveis, 19G, IgA, IgM, B.-microglobulina, alfa-
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tocoferol, colesterol total, VLDL, LDL e HDL aos 60, 120 e 180 dias apés o inicio
dos tratamentos propostos, para avaliacdo dos mesmos.

Os pacientes que participaram do estudo foram divididos em dois grupos,
de acordo com o tratamento suplementar a que foram submetidos. O grupo
controle foi constituido pelos pacientes que, além dos farmacos anti-retrovirais,
ingeriram placebo, enquanto o grupo de estudo foi constituido pelos pacientes
que, além dos farmacos anti-retrovirais, ingeriram 800mg/dia de alfa-tocoferol,
em duas administragcdes de 400mg pela manha e a noite, durante o periodo de
realizacdo do estudo. O alfa-tocoferol utilizado neste estudo foi produzido e
comercializado pela NOVAQUIM-SIGMA com a denominacéo de E-RADICAPS®.

A dose diaria de 800 mg utilizada neste estudo baseia-se em observagdes
prévias e recomendacgdes internacionais quanto: (i) efetividade antioxidadante
(STEPHENS, N.G., et al. 1996; SCHULTZ,M., et al. 1995); (i) e seguranca
(MEYDANY, S.N., et al. 1998).

3.2 Fracionamento do sangue
O soro e o plasma foram obtidos por centrifugacao do sangue, em
centrifuga clinica Celm, modelo LS-Il, a 2500 rpm (1050g), durante 10 minutos.
O soro e o plasma obtidos foram novamente centrifugados, por 10 minutos a
2500 rpm (1050 g), para evitar a contaminacado com hemacias.

3.3 Armazenamento das amostras de soro para determinacao de
Alfa-Tocoferol
As amostras de soro para a determinacdo de alfa-tocoferol foram
armazenadas em tubos de crio-armazenamento a -80° Celsius em congelador
horizontal modelo ULT 2090-3-D14, produzido pela Revco Scientific
Incorpoation, Asheville U.S.A., no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital

Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina.
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3.4 Isolamento das células mononucleares

Apé6s centrifugacdo do sangue a 1500 rpm (378 g) por 15 minutos, a
camada de glébulos brancos formada, entre o plasma e as heméacias, foi
removida com pipeta de Pasteur e ressuspendida com 8 mL de solucéo salina
tamponada com fosfato 0,01M (PBS), pH 7,4. Em seguida, a suspensao de
células, contendo leucécitos e hemacias, foi transferida lentamente para outro
tubo contendo 2,5 mL de Ficoll-Paque, densidade 1,077 g/mL (Sigma Chemical
Company, Sant Louis, U.S.A.) e centrifugadas a 1500 rpm (378 g) durante 20
minutos em centrifuga clinica Celm, modelo LS-Il. A camada de células
localizada entre o tampéao e o Ficoll-Paque foi retirada com pipeta de Pasteur,
lavada duas vezes em PBS e sedimentada por centrifugacdo a 1000 rpm (168 Q)
por 10 minutos. Apéds, as células mononucleares terem sido ressuspendidas em
meio RPMI 1640 com 25 mM de HEPES e 2 mM de L-glutamina (Sigma
Chemical Company, Sant Louis, U.S.A.), suplementado com 10% de soro bovino
fetal inativado pelo calor, adicionou-se 10 Ul/mL de penicilina, 10 ug/mL de
estreptomicina e 2,5 ug/mL de anfotericina B e mantidas por 48 horas a 37° C,

em estufa com 5% de CO..
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3.5 Ensaio de viabilidade celular

A determinacao dos linfocitos viaveis, em apoptose e mortos foi realizada
utilizando-se o conjunto LIVE/DEAD® (L-3224), contendo calceina AM e
homodimero-1 de etidio (EthD-1) (Molecular Probes Incorporation, Eugene,
Oregon, EUA).

Por este método, as células viaveis sao distinguidas pela presenca de
atividade intracelular da esterase, a qual é determinada pela conversao
enzimatica da calceina AM nao fluorescente, que penetra na célula através de
sua membrana integra, em calceina intensamente fluorescente. A fluorescéncia
da calceina polianiénica é retida nas células viaveis, produzindo nestas uma
intensa e uniforme fluorescéncia verde. Nas células em processo de morte
celular verifica-se, progressivamente, menor atividade das esterases e maiores
alteracbes fisicas e/ou bioquimicas da membrana celular. Em conseqiéncia
destas alteracbes, as células em apoptose tornam-se progressivamente
incapazes de impedir a entrada de EthD-1, o qual tem sua fluorescéncia
aumentada em 40 vezes apos ligar-se aos acidos nucléicos, produzindo deste
modo, uma fluorescéncia vermelha. As células inviaveis, por ndo apresentarem
atividade esterasica sdo marcadas intensamente pelo EthD-1, o que as distingue
das demais células.

Neste estudo, para a avaliacao da viabilidade, através do conjunto reativo
LIVE/DEAD® (L-3224), as células mononucleares foram mantidas em 2,0 mL de
meio RPMI 1640 com 25 mM de HEPES e 2 mM de L-glutamina, suplementado
com 10% de soro bovino fetal inativado, 10 IU/mL de penicilina, 10 ug/mL de
estreptomicina e 2,5 ug/mL de Fungison, durante 48 horas a 37° Celsius, em
estufa com atmosfera com 5% de CO.. Apds este tempo, as células foram
lavadas por centrifugacdao a 1000 rpm (168 g) por 10 minutos e ressuspendidas
com solugcao de PBS pH 7,4. Apds a segunda centrifugacao, as células foram
marcadas com 200 pL da solugdo de uso de calceina AM 1 uM e brometo de
etidio 8 uM em solucédo de PBS, pH 7,4. Apds 15 minutos em repouso, o ensaio
de viabilidade das células foi realizado no Laboratério Médico Santa Luzia, em
citbmetro de fluxo modelo FACSCallibur (Becton Dickinson Immunocytometry
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Systems, San Jose, CA,.U.S.A.), através de dois softwares proprios as analises
imunofenotipicas, 0 CELLQuest e o PAINT-A-GATE.

Inicialmente, as células mononucleares marcadas com os fluorocromos
sao adquiridas no citémetro de fluxo modelo FACSCallibur (Becton Dickinson.
U.S.A.), e através do programa CELLQuest, as células e/ou estruturas foram
selecionadas de acordo com o seu volume e sua granulosidade, sendo que as
células e/ou estruturas maiores, entre 0s quais encontram-se os mondcitos,
foram excluidas visto que a anadlise de sua viabilidade nao foi objeto deste
estudo. A selecao inicial das células foi realizada conforme pode ser observado
na figura 2.

Na figura 3 verifica-se que entre as células selecionadas existem trés
grupos distintos, os quais podem ser classificados como: a) as células viaveis,
que constituem o grupo de células localizadas no quadrante inferior direito e que
foram marcadas mais intensamente pela calceina; b) as células em apoptose,
que constituem o grupo de células localizado no quadrante inferior esquerdo e
que foram marcadas pela calceina e pelo EthD-1, com intensidade variada, de
acordo com o estagio do processo de apoptose em que se encontram e c) as
células mortas, que se encontram nos quadrantes superiores, as quais foram
intensamente marcadas pelo brometo de etidio. Entretanto, é importante
ressaltar que este programa nao permite excluir todas as células e/ou estruturas
que nao se deseja analisar, bem como nao permite quantificar cada um dos
grupos descritos anteriormente. Portanto, as imagens das células e/ou
estruturas selecionadas devem ser salvas em arquivo especifico de modo que

seja possivel a sua analise através de outro programa, o PAINT-A-GATE.
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FIGURA 2. Selegao das células e/ou estruturas, de acordo com o seu volume e sua

granulosidade, através do programa CELLQuest.

No PAINT-A-GATE realiza-se novamente a selecdo das células e/ou
estruturas de acordo com o seu volume e sua granulosidade, como pode ser
observado na figura 4. Assim, as células mononucleares maiores, como 0s
mondécitos e as células que apresentam granulagdes, como os segmentados,
que nao foram separadas através do isolamento das células mononucleares
pelo Ficoll-Paque, foram excluidas. Deste modo pode-se afirmar, com elevado
grau de confiabilidade, que foi avaliada a viabilidade dos linfécitos.
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FIGURA 3. Distribuicdo das células e/ou estruturas selecionadas, através do CELLQuest, de

acordo com a intensidade com que estas foram marcadas pela calceina e/ou brometo de etidio.
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FIGURA 4. Células selecionadas e analisadas através do PAINT A GATE, de acordo com o seu

volume e sua granulosidade.
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Na tela, que constitui a figura 5, visualiza-se, todas as células (linfocitos)
selecionadas, distribuidas de acordo com a sua granulosidade e a intensidade
com que foram marcadas pela calceina.

Na imagem correspondente a figura 6 observa-se que a distribuicdo das
células é semelhante aquela verificada na figura 3. Entretanto, o programa
PAINT-A-GATE permite que os linfécitos dos trés grupos distintos sejam
selecionados e coloridos. Inicialmente sdo, entdo, excluidas as estruturas que se
concentram proximo ao eixo y, visto que sao, provavelmente, fragmentos
celulares restantes. Em seguida colorimos os linfécitos marcados mais
intensamente com calceina, que constituem o grupo localizado mais a direita,
em verde. Apds esta etapa, os linfécitos marcados mais intensamente pelo
brometo de etidio, que formam o grupo localizado na parte superior, foram
coloridos de vermelho, e os linfécitos marcados gradativamente com menos
intensidade pela calceina e com mais intensidade pelo brometo de etidio, que
constituem o grupo intermediario, foram coloridos de branco, mas que, em
consequéncia do fato de o fundo da imagem na tela do computador ser negra,

aparecem na figura 5 como pontos negros.
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FIGURA 5. Distribuicao das células selecionadas, através do PAINT A GATE, de acordo com a

sua granulosidade e a intensidade com que foram marcadas pela calceina.
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Assim, apds a selecao das células e/ou estruturas através do CELLQuest
e do PAINT A GATE, considerando sempre a granulosidade e o seu volume, e a
exclusao final das estruturas que se encontram muito préximas ao eixo y, ou
seja, foram marcadas praticamente apenas pelo brometo de etidio, pode-se
afirmar, com elevado grau de certeza, que serdo analisados apenas os linfécitos
(Figura 6).
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FIGURA 6. Distribuigdo dos linfocitos, obtida através do PAINT A GATE, de acordo com a

intensidade de sua marcacao pela calceina e/ou pelo brometo de etidio.
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FIGURA 7. Resultado final da avaliagéo da viabilidade celular de linfocitos.
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Ao final da avaliagdo da viabilidade celular dos linfocitos, realizada como
descrito, obtém-se a proporcao dos linfécitos viaveis, em processo de apoptose
e inviaveis (Figura 7). Entretanto, € importante assinalar que os linfécitos nao
marcados com uma das cores escolhidas sdo reconhecidos como eventos ndo
classificados, devendo-se entdo proceder a correcao da falha através da
marcacao com calceina e brometo de etidio, utilizando-se o PAINT A GATE.

O conjunto reativo LIVE/DEAD® (L-3224), contendo calceina AM e
homodimero-1 de etidio (EthD-1) (Molecular Probes Incorporation, Eugene,
Oregon, EUA), utilizado neste estudo, foi desenvolvido para quantificar
simultaneamente células viaveis e células mortas, mas pode também ser
utilizado para quantificar células em apoptose (JACOBSEN, 1996; WEIL, 1996;
MOLECULAR PROBES INCORPORATION, 1999). Entretanto, é importante
ressaltar que este método ndo € especifico para quantificar células em

apoptose.

3.6 Contagem de linfocitos CD4* e CD8*

As contagens de linfécitos CD4" e CD8" foram realizadas através de
citdmetro de fluxo modelo Facs Count™ (Becton Dickinson U.S.A.), em amostras
de sangue total, colhidas em tubos contendo EDTA, por sistema de vacuo,
utilizando conjuntos reativos contendo anticorpos monoclonais CD4/CD3 e
CD8/CDS3 (Becton Dickinson U.S.A.) para quantificar os linfécitos CD3*, CD4" e
CD8". A relagdo CD4/CD8 foi obtida pela divisdo do nimero de linfécitos CD4*
pelo nimero de linfécitos CD8". Para calibragdo do sistema foram utilizados os
conjuntos FACSCount™ Control que contém os controles: zero, baixo, médio e
alto. As contagens de linfécitos CD4" e CD8" foram realizadas no Laboratério
Analises Clinicas do Hospital Universitario, da Universidade Federal de Santa
Catarina.
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3.7 Determinacao dos niveis plasmaticos de RNA do HIV

A quantificacao das particulas virais foi realizada por metodologia NASBA
(nucleic acid sequence-based amplification) através do teste NucliSens HIV-1
QT, produzido pela Organon Teknika BV (Boxtel, Netherlands), que é um teste
de amplificacdo do RNA do HIV-1 presente na amostra. A quantidade do RNA
amplificado é medida por eletroquimioluminescéncia (ECL).

O teste NucliSens HIV-1 QT compreende quatro conjuntos reativos
diferentes, um para cada fase distinta:

a) NucliSens Lysis Buffer para a liberacao de 4cidos nucléicos

b)

c) NucliSens HIV QT para a amplificagdo dos acidos nucléicos

d)

A liberacao dos acidos nucléicos é realizada através da adicao de 2mL de

NucliSens HIV QT para o isolamento dos acidos nucléicos

NucliSens HIV QT para a detec¢ao dos acidos nucléicos

amostra de plasma ao tampao de lise, que contém tiocianato de guanidina e
Triton X-100. Nesta etapa sdo desintegradas quaisquer particulas virais e
células, bem como, inativadas as RNAses e DNAases presentes na amostra.
Aos acidos nucléicos liberados, presentes no tampao de lise, sdo adicionados
trés RNA sintéticos (Qa, Qb e Qc) de concentragao conhecida, respectivamente,
alta, média e baixa, os quais servem como calibradores internos. Cada um
destes RNA sintéticos, utilizados como calibradores internos, difere do RNA do
HIV de tipo selvagem (WT, do inglés wild type), presente na amostra, em apenas
uma pequena seqiéncia de bases. Em meio de elevada concentracao salina, os
acidos nucléicos presentes no tampao ligam-se ao diéxido de silicio adicionado
a solucao. As particulas de diéxido de silicio funcionam como fase sélida e sao
lavadas com o tampao de lavagem (2X), etanol 70% (2X) e acetona (1X). Em
seguida, os acidos nucléicos sao eluidos da fase sélida com tampéao de eluigao.

A amplificacdo dos acidos nucléicos eluidos baseia-se na transcricdo
repetida, onde sdo sintetizadas multiplas copias de cada HIV de tipo selvagem e
da sequiéncia alvo do calibrador de RNA, pela polimerase de RNA do T7, através
de uma molécula de DNA intermediaria que contém o promotor de cadeia dupla
para a polimerase de RNA do T7. Cada cépia formada entra em um novo ciclo
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de amplificacdo. A metodologia utilizada ndo requer separacdo de cadeias,
deste modo, o processo de amplificacao € isotérmico e continuo.

A detecgcédo do RNA do HIV-1 presente na amostra baseia-se no principio
da eletroquimioluminescéncia do leitor NucliSens Reader. Para diferenciar os
RNA amplificados (WT, Qa, Qb e Qc) adicionam-se aliquotas da amostra a
quatro diferentes solucdes de hibridizacdo especificas para um dos RNA
amplificados. Os RNA sao hibridizados com esferas-oligo (um oligo ligado a
esferas revestidas com estreptavidina) e uma sonda marcada com ruténio. As
esferas paramagnéticas que transportam as sondas hibridizadas amplificadas
sao capturadas a superficie de um eletrodo por meio de um campo magnético. A
voltagem aplicada ao eletrodo desencadeia a reacdo  de
eletroquimioluminescéncia. A luz emitida pelas sondas hibridizadas marcadas
com ruténio € proporcional a quantidade de RNA amplificado. Os caélculos
baseados nas quantidades relativas dos quatro RNA amplificados revelam a
quantidade de RNA do HIV originalmente presente na amostra.

3.8 Determinacao dos niveis séricos de IgA, IgG e IgM

Os niveis séricos IgA, 1gG e IgM foram determinados por nefelometria,
utilizando-se anti-soros especificos produzidos pela Beckman Instruments Inc.
USA. As determinagdes foram realizadas em analisador automatico modelo

Array® 360 System produzidos pela Beckman Instruments Inc. Brea, CA. USA.

3.9 Determinacao dos niveis séricos de Alfa-Tocoferol

Os niveis séricos de alfa-tocoferol foram determinados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), a partir de 250 uL de soro, usando acetato de
alfa-tocoferol (Sigma Chemical Company, Sant Louis, U.S.A.) como padrao
interno, em uma concentracao final de 200uM. O soro foi mixado com 250uL de
sédio dodecil sulfato (SDS) 4mM, desproteinizado com metanol e extraido com
solugdo de n-hexano contendo 0,5 g/L de BHT. As amostras foram entao
centrifugadas a 2500 rpm (1050 g) por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
contento a fase orgéanica foi removido e seco sob fluxo de nitrogénio.
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As amostras foram ressuspendidas em 250uL de fase mével e injetadas
no sistema cromatografico através de injetor automatico.

O ensaio cromatografico obedeceu as seguintes condicbes, amostras
mantidas a 4°C, aliquotas de 50uL injetadas no sistema cromatografico, coluna
CLC-ODS série AT 0175 (Shimadzu, Japao), fluxo de 1,0 mL/minuto em sistema
isocratico, com fase movel constituida de metanol/acetonitrila/cloroformio, na
relacdo 35:35:30 (v/v/v), previamente filtrada em filtro Millex de porosidade 0,22
um (Millipore, Rio de Janeiro, Brasil), em um tempo total de corrida de 20
minutos. O alfa-tocoferol foi monitorado em 292 nm, e o acetato de alfa-tocoferol
a 284nm em detector UV-diode Array (Shimadzu, Japao) utilizando o softwer
Class-LC 10, LC-work station.

As concentracdo das amostras foram obtidas através de curva de
calibracdo de pontos multiplos de padrao externo de alfa-tocoferol (Sigma
Chemical Company, Sant Louis, U.S.A.) e correcdo com o padrao interno de
acetato de alfa-tocoferol.

Constituiam ainda o sistema cromatografico, bomba LC 10AD, médulo de
comunicacdo CBM 10 A e injetor automatico SIL-10A todos da Shimadzu,

Japao.

3.10 Determinacdao dos niveis séricos de colesterol total, do
colesterol das fracoes lipoprotéicas e dos triglicerideos

Os niveis séricos de colesterol total foram determinados por método
enzimatico, através de conjunto reagente produzido pela Dade Behring
Incorporation Newark, U.S.A.. Na determinacédo do colesterol das lipoproteinas
de alta densidade (HDL-colesterol), foram inicialmente precipitadas as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de muito baixa densidade (VLDL), em
pH 5,7, pela adicao do reativo fosfotungstico tamponado, produzido pela Dade
Behring Incorporation Newark, U.S.A.. A centrifugacdo do soro pré-tratado
resulta em um sobrenadante limpido que contém o HDL-colesterol. O HDL-

colesterol € determinado através do mesmo conjunto reagente utilizado para a
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determinacao dos niveis séricos de colesterol total. Os niveis séricos de LDL-
colesterol foram obtidos através da férmula de Friedewald (FRIEDEWALD,
1972):

LDL-colesterol = colesterol total — (triglicérides + 5 + HDL-colesterol)

Os niveis séricos de VLDL-colesterol foram obtidos através da divisédo da
concentragéo de triglicérides por 5 (cinco).

Os niveis séricos dos triglicerideos foram determinados por método
enzimatico, através de conjunto reagente produzido pela Dade Behring
Incorporation Newark, U.S.A..

As determinagdes dos niveis séricos de colesterol total e HDL-colesterol e
triglicérides foram realizadas através do sistema automatico de quimica clinica

Dimension AR® da Dade Behring Incorporation Newark, U.S.A..
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4. INFERENCIA ESTATISTICA

Os resultados das variaveis estudadas foram expressos através da
média aritmética e desvio padrao. As variaveis estudadas foram comparadas
inter e intra-grupos. Na analise inter-grupos o efeito dos tratamentos ao longo do
tempo foi avaliado através de Andlise de Variancia Multivariada de Medidas
Repetidas, utilizando-se os testes de Pillai’'s, Lambda de Wilk’s, Hotelling’s e
Roy’s, considerando o efeito do fator tempo, e a interacao entre os fatores tempo
e tratamento. As andlises intra-grupo foram realizadas por andlise de contrastes
ortogonais: contraste de repeticdo, contraste de diferenca e contraste de
Helmert.

Nesse estudo, foi utilizado o nivel de significancia de p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Niveis plasmaticos de RNA do HIV-1

A inferéncia estatistica utilizada mostrou que as médias dos niveis
plasmaticos de RNA do HIV-1 apresentaram diminuigao significativa em
consequéncia do tempo de tratamento, nos grupos estudados (p=0.0001).

Os pacientes do grupo controle apresentaram, aos 60 dias de tratamento
anti-retroviral, niveis médios de RNA do HIV-1 significativamente menores que a
média dos niveis basais. Aos 120 dias de tratamento, verificou-se diminui¢do
significativa da média em relagdo a média basal e aquela verificada aos 60 dias
de tratamento. Entretanto, ndo se verificou diminui¢cdo significativa dos niveis
plasmaticos de RNA do HIV-1 entre 120 e 180 dias de tratamento (Tabela 2).

O grupo estudo apresentou, aos 60 dias de tratamento, diminuicdo
significativa na média de niveis plasmaticos de RNA do HIV-1 em relacdo a
média dos niveis basais. As médias de RNA do HIV-1 observadas aos 120 e 180
dias de tratamento, também foram menores que aos 60 dias de tratamento, mas
estas diferengas nao foram estatisticamente significativas (Tabela 2).

A andlise de variancia multivariada de medidas repetidas nao
caracterizou diferenca significativa nos niveis plasmaticos de RNA do HIV-1

entre os tratamentos ao longo do tempo (p=0.7343) (Tabela 2).
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TABELA 02. Niveis basais de RNA do HIV (cépias/mL), e apds 60, 120 e 180 dias

de iniciados os tratamentos, nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle

Grupo Estudo

n=15 n=14
TEMPO | Média* | Desvio Valor Valor Média* | Desvio | Valor Valor
(DIAS) Padrao | Minimo | Maximo Padrao | Minimo | Méaximo
0 148.340% | 186.314 2900 720.000 | 113.428% | 78.418 | 25.000 310.000
60 3536° 3554 80 12000 4322° 7171 480 28.000
120 865 ° 1215 80 4900 1975° 3618 80 14.000
180 1191° 1415 80 4600 1299° 2395 80 9000

Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.7343

Efeito do Fator Tempo: p = 0.0001

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através dos

contrastes de repeti¢cdo, diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam diferencas

significativas; p<0.05.

n = Nimero de pacientes estudados
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5.2 Numero de linfécitos CD4*

A determinacdo do numero de linfécitos CD4" demonstrou aumento
significativo em consequéncia do tempo de tratamento nos dois grupos
estudados (p=0.0002). Os pacientes dos dois grupos apresentaram, aos 60 dias
de tratamento, aumento significativo das médias de contagens do numero de
linfécitos CD4" em relagéo as respectivas médias basais. Ja, aos 120 e 180 dias
de tratamento ndo se verificou alteracao significativa do numero de linfécitos
CD4" em relacao as médias verificadas aos 60 dias de tratamento (Figura 8).

A andlise de variancia multivariada de medidas repetidas nao caracterizou
diferenca significativa nas determinagdes quantitativas do nimero de linfécitos
CD4" entre os fatores tempo e tratamentos (p=0.6300) (Figura 8).
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Figura 8. Linfécitos CD4* (células/mm?®) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias, nos
grupos controle e estudo.
Efeito do Fator Tempo: p = 0.0002
Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.6300

Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.
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5.3 Numero de linfécitos CD8*

As determinacbes de linfocitos CD8" aos 60, 120 e 180 dias de
tratamento anti-retroviral ndo apresentaram alteragdes significativas, quando
comparados com 0s niveis séricos basais destas células nos dois grupos
estudados (p=0.1376), assim como, ndo caracterizaram diferencas significativas
na interacdo entre os fatores tempo e tratamentos (p=0.9150) a que os dois

grupos foram submetidos (Figura 9).
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Figura 9. Linfécitos CD8* (células/mm?®) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias, nos
grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.1376

Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.9150
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5.4 Relacao entre o numero de linfocitos CD4* e o niumero de

linfécitos CD8*

A relagao entre o nimero de linfécitos CD4" e linfécitos CD8" apresentou
aumento significativo em consequéncia do tempo de tratamento, nos dois grupos
estudados (p=0.0001). Os dois grupos apresentaram, aos 60 dias de tratamento,
aumento significativo das médias de relacdo CD4/CD8 em relacdo as
respectivas médias basais. Entretanto, aos 120 e 180 dias de tratamento néo se
verificou alteracdo significativa das médias de relagdo CD4/CD8 em relagéo as
médias verificadas aos 60 dias de tratamento (Figura 10).

A analise de variancia nao caracterizou diferenca significativa na relagao

CD4/CD8 entre os tratamentos ao longo do tempo (p=0.8935) (Figura 10).
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Figura 10. Relagcdo CD4/CD8 nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias, nos grupos
controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.0001
Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.8935

Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.
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5.5 Percentual de linfocitos vivos

O percentual de linfécitos vivos apresentou aumento significativo em
consequéncia do tempo de tratamento, nos dois grupos estudados (p=0.0002).

Os pacientes do grupo estudo apresentaram, aos 180 dias de tratamento
diferenga significativa dos demais tempos. Entretanto, aos 60 e 120 dias de
tratamento nédo se verificaram diferencas significativas do percentual de linfécitos
vivos em relagdo aos valores basais.

O grupo controle apresentou, aos 60 dias, diferenga significativa do
percentual de linfocitos vivos em relagdo aos valores basais. Aos 120 dias o
percentual de linfécitos vivos apresentou aumento significativo em relacao aos
valores basais, mas ndo em relacao aos 60 dias. Aos 180 dias o percentual de
linfécitos vivos apresentou aumento significativo em relagdo aos valores basais,
contudo, nao houve significancia em relagdo aos 60 e 120 dias de tratamento no
grupo controle.

A analise de variancia multivariada de medidas repetidas caracterizou
diferenca significativa no percentual de linfécitos vivos entre os tratamentos ao

longo do tempo (p=0.0472) (Figura 11).
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Figura 11. Linfécitos vivos em percentual (%) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias,
nos grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.0002
Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.0472

Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.
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5.6 Percentual de linfocitos em apoptose

O percentual de linfécitos em apoptose apresentou diminuicao
significativa em conseqiéncia do tempo de tratamento, nos dois grupos
estudados (p=0.0003).

O grupo estudo apresentou, aos 180 dias de tratamento diferenca
significativa dos demais tempos. Entretanto, aos 60 e 120 dias de tratamento
nao se verificaram diferencas significativas do percentual de linfocitos
apoptoticos em relacéao aos valores basais.

O grupo controle, apresentou diferenca significativa aos 60 dias de
tratamento em relacédo aos valores basais. Aos 120 dias de tratamento, verificou-
se diminuicdo significativa da média em relacdo a média basal e aquela
verificada aos 60 dias de tratamento. Entretanto, ndo se verificou diminuicao
significativa da média do percentual de linfécitos em apoptose entre 120 e 180
dias de tratamento.

A analise de variancia caracterizou diferenca significativa no percentual
de linfécitos apoptéticos entre os tratamentos ao longo do tempo (p=0.0321)
(Figura 12).
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Figura 12. Linfocitos apoptoéticos em percentual (%) nos tempos 0, 60, 120 e
180 dias, nos grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.0003
Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.0321

Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.
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5.7 Percentual de linfécitos mortos

As médias de linfécitos mortos apresentaram diferenca significativa em
conseqléncia do tempo de tratamento (p=0.0286).

O grupo de estudo aos 60, 120 e 180 dias de tratamento ndo apresentou
alteracgdes significativas, contudo o grupo controle apresentou flutuacoes
significativas na média de linfécitos mortos.

Quanto analisadas a interagédo entre os fatores tempo e tratamentos a que
os dois grupos foram submetidos ndo houve diferenca significativa (p=0.0728)
(Figura 13).
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Figura 13. Linfocitos mortos em percentual (%) nos tempos 0, 60, 120 e 180
dias, nos grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.0286
Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.0728

Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.
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5.8 Niveis séricos de IgG, IgM e IgA

Os niveis séricos de 1gG, IgM e IgA apresentaram diminuicao significativa
em conseqliéncia do tempo de tratamento (p=0.0003; p=0.0006; p=0.0021)
(Figuras 14, 15 e 16).

Nos dois grupos avaliados, aos 60 dias de tratamento os niveis séricos de
lgG e IgM diferiram significativamente dos niveis basais, contudo, aos 120 e 180
dias nao se verificaram diferencas significativas em relacdo aos 60 dias de

tratamento (Figuras 14 e 15).
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Figura 14. Niveis séricos de IgG (mg/dL) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias, nos
grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.0003
Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.6171

Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.
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Figura 15. Niveis séricos de IgM (mg/dL) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias, nos
grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.0006
Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.5466

Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.

Os niveis séricos de IgA no grupo controle diferiram significativamente
aos 60, 120 e 180 dias em relacao aos niveis basais, ndo havendo contudo,
diferenca significativa entre esses tempos de tratamento (Figura 16).

No grupo estudo aos 60 dias de tratamento verificaram-se niveis séricos
de IgA menores que o0s niveis basais, sem contudo haver significancia
estatistica. Aos 120 e 180 dias de tratamento, os niveis séricos de IgA foram
significativamente menores que 0s niveis basais, mas nao apresentaram
diferenca significativa dos niveis observados aos 60 dias de tratamento (Figura
16).

A analise de variancia nao caracterizou diferencas significativas nos

niveis de IgG e IgM entre os tratamentos ao longo do tempo (respectivamente,
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p=0.6171; p=0.5466). Ja para os niveis séricos de IgA verificou-se diferenca
entre os tratamentos ao longo do tempo (p=0.0265) (Figura 16).
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Figura 16. Niveis séricos de IgA (mg/dL) nos tempos 0, 60, 120 e 180 dias, nos
grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.0021
Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.0265

Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.
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5.9 Niveis séricos de Alfa-tocoferol

Os niveis séricos de alfa-tocoferol apresentaram diferencas significativas
ao longo do tempo de tratamento (p=0.0097), assim como entre os tratamentos
avaliados ao longo do tempo (p=0.0002).

O grupo de estudo manteve niveis séricos significativamente maiores a
partir dos 60 dias de tratamento quando comparados com os valores basais
(Figura 18).

O grupo controle apresentou, diferenca significativa aos 180 dias de
tratamento quando comparado aos demais tempos. Entretanto, ndo se verificou

diferenca significativa entre os valores basais e os observados aos 60 e 120 dias
de tratamento (Figura 18).
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Figura 18. Niveis séricos de alfa-tocoferol (uM) nos tempos 0, 60, 120 e 180
dias, nos grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.0097
Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.0002

Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.
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5.10 Niveis séricos de colesterol total

As determinacdes de colesterol total aos 60, 120 e 180 dias de tratamento
anti-retroviral ndo apresentaram alteracdes significativas, quando comparados
com os niveis basais nos dois grupos estudados (p=0.1461), assim como, nao
caracterizaram diferencas significativas na interacao entre os fatores tempo e

tratamentos (p=0.5796) a que os dois grupos foram submetidos (Figura 19).
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Figura 19. Niveis séricos de colesterol total (mg/dL) nos tempos 0, 60, 120 e
180 dias, nos grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.1461

Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.5796
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5.11 Niveis séricos de HDL-colesterol

Os niveis séricos de HDL-colesterol apresentaram diferencga significativa
ao longo do tempo de tratamento nos dois grupos estudados (p=0.0026).

Os pacientes dos dois grupos apresentaram, aos 60 dias de tratamento,
aumento significativo nos niveis de HDL-colesterol em relacdo as respectivas
médias basais. Aos 120 e 180 dias de tratamento ndo se verificou alteracao
significativa nos niveis de HDL-colesterol em relacdo as médias verificadas aos
60 dias de tratamento (Figura 20).

A andlise de variancia multivariada de medidas repetidas ndo caracterizou
diferenca significativa entre os fatores tempo e tratamentos (p=0.7539) (Figura
20).
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Figura 20. Niveis séricos de HDL-colesterol (mg/dL) nos tempos 0, 60, 120 e
180 dias, nos grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.0026
Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.7539

Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.
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5.12 Niveis séricos de LDL-colesterol

As determinacdes de LDL-colesterol aos 60, 120 e 180 dias de tratamento
nao apresentaram alteracdes significativas, quando comparados com 0s niveis
basais nos dois grupos estudados (p=0.3836), assim como, nao caracterizaram
diferencas significativas entre os tratamentos ao longo do tempo (p=0.9984)
(Figura 21).
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Figura 21. Niveis séricos de LDL-colesterol (mg/dL) nos tempos 0, 60, 120 e
180 dias, nos grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.3836
Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.9984

Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.
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5.13 Niveis séricos de VLDL-colesterol

Os niveis séricos de VLDL-colesterol ndo apresentaram diferencas
significativas ao longo do tempo de tratamento (p= 0.6277), assim como
n&o houve diferenga significativa entre os tratamentos ao longo do tempo
(p=0.2485) (Figura 22).
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Figura 22. Niveis séricos de VLDL-colesterol (mg/dL) nos tempos 0, 60, 120 e
180 dias, nos grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.6277

Interacdo entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.2485
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5.14 Niveis séricos de Triglicerideos

Os niveis séricos de triglicerideos nao apresentaram diferencas
significativas ao longo do tempo de tratamento (p= 0.7438), assim como
n&o houve diferenga significativa entre os tratamentos ao longo do tempo
(p=0.4773) (Figura 23).
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Figura 23. Niveis séricos de Triglicerideos (mg/dL) nos tempos 0, 60, 120 e 180
dias, nos grupos controle e estudo.

Efeito do Fator Tempo: p = 0.7488

Interacao entre os Fatores Tempo e tratamentos: p = 0.4773
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6. DISCUSSAO

O objetivo principal do tratamento de pacientes soropositivos para o HIV-1
€ a reconstituicao do sistema imunolégico, o que exige fundamentalmente uma
efetiva inibicao da replicacéo viral e o restabelecimento numérico e funcional dos
linfécitos T CD4".

Neste contexto, o estado nutricional e os niveis séricos de micronutrientes
essenciais, como a vitamina E, tem sido apontados como cofatores importantes
no curso da infecgao pelo HIV-1 (MONTEIRO et al., 1999).

TANG e colaboradores (1997), estudando a associacdo entre niveis
séricos de vitamina A, vitamina E e ritmo de progressao da infeccao pelo HIV-1,
observaram que pacientes com niveis séricos superiores a 23,5uM de alfa-
tocoferol, tem menor risco de progressao para AIDS e menor mortalidade. Os
pesquisadores observaram ainda, que os niveis séricos de alfa-tocoferol nesses
pacientes, eram mantidos pelo uso de suplementagao vitaminica.

Em individuos saudaveis os niveis séricos médios de alfa-tocoferol variam
de 21 a 27uM dependendo do local de estudo e dieta a que os individuos estao
expostos (SCHWEDHELM et al., 2003).

No presente estudo, verificamos que os pacientes soropositivos para o
HIV-1 apresentam concentragdes séricas diminuidas de alfa-tocoferol e que a
suplementacdo com 800 mg/dia de vitamina E foi capaz de recompor os niveis
séricos desse micronutriente nos pacientes sob terapia anti-retroviral (figura 18).
As concentragdes séricas de alfa-tocoferol foram mantidas em niveis superiores
a 35uM a partir de 60 dias de suplementacdo, o que representa um aumento
significativo (p<0.05) quando comparado aos niveis basais ou ao grupo controle.

Nossos resultados corroboram os resultados obtidos por MONTEIRO e
colaboradores (1999), no Brasil, que estudando pacientes soropositivos para o
HIV-1, verificaram concentragdes séricas diminuidas de alfa-tocoferol, abaixo de
18uM em 41,3% dos pacientes estudados, e concentragcdes médias de 17,8uM e
19,8uM dependendo do estado nutricional geral dos pacientes. Contudo,

MONTEIRO e colaboradores nao avaliaram o efeito da suplementacdo com
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1)

7. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

Os pacientes infectados com o HIV-1 apresentam deficiéncia de alfa-
tocoferol quando do inicio da terapia anti-retroviral, e essa deficiéncia é
prontamente corrigida pela suplementacao com 800mg/dia de vitamina E via

oral;

O tratamento anti-retroviral efetivamente inibiu a replicagdo viral, e a
diminuicdo dos niveis plasmaticos de RNA do HIV-1 foi acompanhada do
aumento do numero de linfécitos CD4", da relagdo CD4/CD8, da viabilidade
de linfocitos e dos niveis séricos de IgA e IgG, no inicio da terapia;

O aumento dos niveis séricos de alfa-tocoferol € acompanhado do aumento
de linfocitos viaveis e diminuicdo dos indices de apoptose, independente da

terapia anti-retroviral;

As determinagbes dos indices de viabilidade celulares em linfocitos
circulantes sdo, em associagdo com niveis plasmaticos de RNA do HIV-1 e
numero de linfécitos CD4", parametros importantes na avaliagdo terapéutica
e progressao da infeccao pelo HIV-1;
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TABELA 03. Niveis basais de linfécitos CD4*/mm > e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados os tratamentos,

nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle Grupo Estudo
n=15 n=14
TEMPO | Média* | Desvio Valor Valor Média* | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrdo | Minimo | Maximo Padrédo | Minimo | Maximo

0 310° 164 45 639 258° 168 41 639

60 410° 239 57 793 393° 270 111 1057
120 430° 218 96 808 362° 212 138 890
180 465° 246 125 885 379° 225 62 870

Andlise de variancia para as hipéteses Hy:
Nao existe diferenca entre os tempos: p= 0.0002
Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p= 0.6300
*Comparagdes miiltiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através dos contrastes de repeti¢ao,
diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.

n = Ndmero de pacientes estudados

TABELA 04. Niveis basais de linfécitos CD8*/mm’ e ap6s 60, 120 e 180 dias de iniciados os tratamentos,

nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle Grupo Estudo
n=15 n=14
TEMPO | Média | Desvio Valor Valor Média | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrao | Minimo | Maximo Padrao | Minimo | Maximo

0 908 491 380 1987 898 447 264 1987

60 826 366 392 1614 719 282 432 1557
120 826 299 300 1316 782 386 439 1691
180 826 210 487 1414 803 375 372 1741

Andlise de variancia para as hipéteses Hy:

Nao existe diferenca entre os tempos: p= 0.1376

n = Ndmero de pacientes estudados

Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p= 0.9150
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TABELA 05. Niveis basais de relagio CD4/CDS, e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados os tratamentos,

nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle

Grupo Estudo

n=15 n=14
TEMPO | Média | Desvio Valor Valor Média | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrdo | Minimo | Méaximo Padrdo | Minimo | Méaximo
0 0,37° 0,20 0,10 0,87 0,29° 0,14 0,05 0,50
60 0,54° 0,29 0,09 1,23 0,53° 0,26 0,15 0,98
120 0,54° 0,23 0,14 0,89 0,51° 0,25 0,08 0,82
180 0,56° 0,26 0,13 0,98 0,52° 0,25 0,04 0,97

Analise 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= 0.8935

*Comparagdes miiltiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através dos contrastes de repeti¢ao,

diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.

n = Nimero de pacientes estudados

TABELA 06. Niveis basais de linf6citos vivos, em percentual (%), e ap6s 60, 120 e 180 dias de iniciados

os tratamentos, nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle

Grupo Estudo

n=15 n=14
TEMPO | Média* | Desvio Valor Valor Média* | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrdo | Minimo | Méaximo Padrdo | Minimo | Méaximo
0 22,63% | 18,45 2,51 55,55 |22,04%| 15,10 2,54 53,40
60 31,79° | 15,24 11,15 56,28 |25,60°| 13,16 2,75 46,26
120 35,38° | 17,25 10,96 58,70 | 28,78% | 14,67 8,89 56,29
180 44,17° | 18,96 15,06 73,22 | 54,79° | 23,21 13,25 81,09

Analise de variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenca entre os tempos: p = 0.0002

N&o existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p = 0.0472

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através dos contrastes de repeticdo,

diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.

n = Ndmero de pacientes estudados
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TABELA 07. Niveis basais de linfécitos em apoptose, em percentual (%), e ap6s 60, 120 e 180 dias de

iniciados os tratamentos, nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle Grupo Estudo
n=15 n=14

TEMPO | Média* | Desvio Valor Valor Média* | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrdo | Minimo | Maximo Padrdo | Minimo | Maximo

0 65,89% | 16,90 38,22 88,14 72,68% | 15,30 42,60 95,47

60 59,93° | 16,96 38,14 84,55 70,59% | 13,57 44,51 93,53

120 50,61° | 17,13 21,35 80,91 66,76% | 15,80 40,15 88,47

180 48,92° | 17,41 22,03 82,95 40,09° | 22,23 15,14 82,84

Andlise de variancia para as hipéteses Hy:
Nao existe diferenca entre os tempos: p = 0.0003
Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p = 0.0321
*Comparagdes miiltiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através dos contrastes de repeti¢ao,
diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.

n = Ndmero de pacientes estudados

TABELA 08. Niveis basais de linfécitos mortos, em percentual (%), e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados

os tratamentos, nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle Grupo Estudo
n=15 n=14
TEMPO | Média* | Desvio Valor Valor Média | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrdo | Minimo | Méaximo Padrdo | Minimo | Mé&ximo
0 11,29% | 7,909 1,360 25,81 5,28 2,72 1,89 11,2
60 8,21° | 6,841 0,420 24,98 3,81 2,44 0,92 9,2
120 13,86°% | 9,407 3,980 34,66 4,32 2,57 1,64 9,3
180 6,91° | 5,938 1,990 21,91 5,12 4,70 1,19 20,5

Analise de variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenga entre os tempos: p = 0.0286

N&o existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p = 0.0728

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através dos contrastes de repeticdo,

diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.

n = Nimero de pacientes estudados
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TABELA 09. Niveis séricos basais de IgG (mg/dL), e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados os tratamentos,

nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle

Grupo Estudo

n=15 n=14
TEMPO | Média* | Desvio Valor Valor Média* | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrdo | Minimo | Méaximo Padrdo | Minimo | Méaximo
0 2300% | 705,7 1070 3450 2195% | 808,2 971 3680
60 1708° | 453,1 981 2490 1824° | 584,6 936 3110
120 1727° | 5278 748 2640 1763° | 472,0 1000 2530
180 1694° | 500,4 767 2810 1730° | 452,3 985 2570

Analise de variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenga entre os tempos: p = 0.0003

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p =0.6171

*Comparagdes miiltiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através dos contrastes de repeti¢ao,

diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.

n = Nimero de pacientes estudados

TABELA 10. Niveis séricos basais de IgM (mg/dL), e apéds 60, 120 e 180 dias de iniciados os tratamentos,

nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle

Grupo Estudo

n=15 n=14
TEMPO | Média* | Desvio Valor Valor Média* | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrao | Minimo | Maximo Padrdao | Minimo | Méaximo
0 185,8% | 72,8 65,0 298,0 193,4% | 94,9 79,6 350,0
60 123,5° | 51,2 42,5 254,0 150,1° 74,9 39,8 282,0
120 112,5° | 60,6 38,9 228,0 150,9° | 88,1 42,0 386,0
180 131,7° | 76,5 52,0 350,0 137,4° | 557 50,0 243,0

Andlise de variancia para as hipéteses Hy:

Nao existe diferenca entre os tempos: p = 0.0006

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo

: p =0.5466

*Comparagdes miiltiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através dos contrastes de repeti¢ao,

diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.

n = Ndmero de pacientes estudados



ANEXOS

77

TABELA 11. Niveis séricos basais de IgA (mg/dL), e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados os tratamentos,

nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle Grupo Estudo
n=15 n=14
TEMPO | Média* | Desvio Valor Valor Média* | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrdo | Minimo | Méaximo Padrdo | Minimo | Méaximo

0 329% | 237,1 119 877 422% | 374,55 134 1510

60 276° 176,0 103 730 383%° | 313,3 123 1320
120 245° 137,6 93 510 348° | 2914 109 1190
180 260° 120,7 105 484 324° | 256,3 96 1030

Andlise de variancia para as hipéteses Hy:

Nao existe diferenca entre os tempos: p = 0.0021
Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p =0.0265

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através dos contrastes de repeticdo,

diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.

n = Ndmero de pacientes estudados

TABELA 12. Niveis séricos basais de alfa-tocoferol, e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados os tratamentos,

nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle Grupo Estudo
n=15 n=14

TEMPO | Média* | Desvio Valor Valor Média* | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrao | Minimo | Maximo Padrao | Minimo | Maximo

0 15,6° 4,9 7.4 27,0 18,8° 4.4 11,2 27,4

60 15,6° 6,3 3,3 26,0 36,5° 15,8 14,5 65,4

120 14,12 6,7 41 27,0 35,7° 15,4 16,7 57,7

180 10,8° | 4,0 3,8 15,0 36,8° | 13,7 23,3 64,8

Andlise de variancia para as hipéteses Hy:

Nao existe diferenca entre os tempos: p = 0.0097

Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p =0.0002

*Comparagdes miiltiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através dos contrastes de repeti¢ao,

diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.

n = Ndmero de pacientes estudados
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TABELA 13. Niveis séricos basais de colesterol total (mg/dL), e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados os

tratamentos, nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle Grupo Estudo
n=15 n=14
TEMPO | Média | Desvio Valor Valor Média | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrdo | Minimo | Méaximo Padrdo | Minimo | Mé&ximo
0 155 38,3 89 218 172 37,0 115 244
60 169 35,7 120 227 182 34,6 113 241
120 167 40,3 114 270 175 38,6 109 257
180 163 38,5 115 251 178 28,5 118 230

Analise de variancia para as hipoteses Hy:
Nao existe diferenca entre os tempos: p = 0.1461
Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p = 0.5796

n = Nimero de pacientes estudados

TABELA 14. Niveis séricos basais de HDL-colesterol (mg/dL), e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados os

tratamentos, nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle Grupo Estudo
n=15 n=14

TEMPO | Média | Desvio Valor Valor Média | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrdo | Minimo | Maximo Padrédo | Minimo | Maximo

0 36,0° 10,1 17,0 52,0 31,6° 13,0 9,0 52,0

60 41,7° 13,2 19,0 70,0 37,1° 10,1 21,0 57,0

120 45,0° 12,4 21,0 67,0 37,1° 11,6 22,0 61,0

180 42,0° 13,4 22,0 71,0 36,1° 13,9 21,0 75,0

Andlise de variancia para as hipéteses Hy:

Nao existe diferenca entre os tempos: p =0.0026

Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p = 0.7539

*Comparagdes miiltiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através dos contrastes de repeti¢ao,

diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam diferencas significativas; p<0.05.

n = Ndmero de pacientes estudados
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TABELA 15. Niveis séricos basais de LDL-colesterol (mg/dL), e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados os

tratamentos, nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle

Grupo Estudo

n=15 n=14
TEMPO | Média | Desvio Valor Valor Média | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrao | Minimo | Maximo Padrao | Minimo | Maximo
0 104,9 32,0 50,80 152,8| 113,6 22,8 71,0 153,4
60 110,5 30,1 60,60 154,0| 120,2 27,0 68,8 169,4
120 104,5 29,5 62,40 172,2| 113,3 30,0 54,4 172,8
180 106,3 31,7 52,80 151,8| 116,0 23,5 73,0 163,8

Analise de variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenca entre os tempos: p =0.3836

n = Ndmero de pacientes estudados

Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p =0.9984

TABELA 16. Niveis séricos basais de VLDL-colesterol (mg/dL), e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados

os tratamentos, nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle

Grupo Estudo

n=15 n=14
TEMPO | Média | Desvio Valor Valor Média | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrdo | Minimo | Méaximo Padrdo | Minimo | Méaximo
0 14,3 6,5 7,00 30,0 21,7 11,4 9,2 38,6
60 16,7 7,3 5,00 27,6 21,4 11,4 9,0 39,6
120 17,6 7,8 6,20 30,8 20,4 7,2 11,4 29,2
180 16,3 55 9,40 28,2 241 11,1 9,6 40,8

Analise de variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenca entre os tempos: p = 0.6277

n = Ndmero de pacientes estudados

Nao existe diferenca entre os tratamentos ao longo do tempo: p= 0.2485
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TABELA 17. Niveis séricos basais de triglicerideos (mg/dL), e apds 60, 120 e 180 dias de iniciados os

tratamentos, nos pacientes dos grupos estudo e controle.

Grupo Controle

Grupo Estudo

n=15 n=14
TEMPO | Média | Desvio Valor Valor Média | Desvio Valor Valor
(DIAS) Padrdo | Minimo | Méaximo Padrdo | Minimo | Mé&ximo
0 71,7 32,3 35,0 150 108,3 57,20 46,00 193,0
60 81,8 35,2 25,0 138| 106,8 57,15 45,00 198,0
120 88,1 39,2 31,0 154 | 1021 36,03 57,00 146,0
180 81,4 27,4 47,0 141 1149 53,35 48,00 204,0

Analise de variancia para as hipoteses Hy:

Nao existe diferenca entre os tempos: p = 0,7488

n = Nimero de pacientes estudados

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p=0.4773
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QUADRO 1. RNA do HIV-1 (cépias/mL) no plasma dos pacientes soropositivos

para o HIV submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo,
nos tempos 0, 60, 120, e 180 dias.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)

0 60 120 180 0 60 120 180

1 140000 | 1000 230 9000 4 64000 80 840 410

11 170000 | 1400 | 1800 130 10 100000 | 1100 80 930
14 55000 | 6300 240 80 12 72000 80 80 180
15 110000 | 1500 80 80 16 110000 | 5300 780 4300
17 45000 | 1800 | 1400 | 1400 24 190000 | 6800 80 560

22 310000 | 1200 | 1400 310 25 48000 | 1600 80 80
23 110000 | 7900 | 1200 760 29 80000 | 4100 370 4600
26 58000 | 28000 | 14000 | 3400 32 2900 | 5400 | 4900 350
28 200000 | 480 310 310 33 430000 | 9000 | 430 460
30 170000 | 1300 | 1300 80 36 110000 | 1600 | 1400 | 1300
31 63000 | 3800 80 160 37 61000 | 1100 | 1200 670
35 25000 | 730 1200 | 1200 45 55000 | 2500 | 1400 | 2000
44 84000 | 4000 310 80 46 75000 | 12000 | 370 160
47 48000 | 1100 | 4100 | 1200 56 720000 | 80 120 1100
57 110000 | 2300 850 770

Média 113429 | 4322 | 1975 | 1299 148.340 | 3.536 865 1191
Desvio 78.418 | 7171 3618 | 2395 186.314 | 3554 | 1215 | 1415

Padrao
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QUADRO 2. Nimero de linfécitos CD4*/mm 2 nos pacientes soropositivos para

o HIV submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo, nos
tempos 0,60,120, e 180 dias.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)

0 60 120 180 0 60 120 180

1 255 258 184 204 4 123 149 140 190

11 342 771 627 773 10 124 213 206 180

14 449 355 330 392 12 446 647 582 554

15 45 152 201 232 16 420 715 728 749

17 241 495 364 474 24 190 284 420 274

22 64 111 138 62 25 291 271 498 762

23 639 | 1057 | 890 870 29 471 784 517 545

26 321 432 226 279 32 241 267 251 346

28 268 281 460 360 33 236 394 346 471

30 88 225 195 215 36 45 57 96 125

31 41 154 146 157 37 487 619 737 825

35 366 157 420 409 45 298 300 410 394

44 201 480 495 396 46 230 272 291 346

47 291 578 386 483 56 413 388 415 336

57 639 793 808 885

Média 258 393 362 379 310 410 430 465

Desvio 168 270 212 225 164 239 218 246
Padrao
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QUADRO 3. Nimero de linfécitos CD8*/mm 2 nos pacientes soropositivos para o

HIV submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo, nos
tempos 0,60,120, e 180 dias.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)

0 60 120 180 0 60 120 180

1 777 941 613 604 4 747 392 300 624

11 847 786 985 938 10 559 952 700 692
14 900 607 470 589 12 1109 | 800 682 683

15 432 545 789 590 16 482 550 | 1010 | 891
17 1190 | 629 480 734 24 481 770 | 1235 | 679
22 1308 | 745 | 1691 | 1741 25 808 705 707 775

23 1987 | 1557 | 1227 | 1253 29 1461 | 1494 | 718 881
26 731 860 557 706 32 1190 | 646 988 908
28 612 489 624 372 33 532 778 619 959
30 400 432 629 563 36 432 626 692 929
31 264 502 439 525 37 841 698 825 856
35 1242 | 645 | 1348 | 1278 45 919 613 920 729
44 1080 723 627 734 46 380 444 403 487
47 808 610 472 624 56 1688 | 1305 | 1316 | 887
57 1987 | 1614 | 1270 | 1414

Média 898 719 782 803 908 826 826 826
Desvio 447 282 386 375 491 366 299 210
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QUADRO 4.Relagcao CD4/CD8 nos pacientes soropositivos para o HIV

submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo, nos tempos

0,60,120, e 180 dias.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180
1 0,33 | 0,24 0,3 0,34 4 0,16 | 0,38 | 0,47 0,3
11 0,4 0,98 | 0,64 | 0,82 10 0,22 | 0,22 0,3 0,26
14 0,5 0,58 0,7 0,67 12 0,4 0,81 0,85 | 0,81
15 0,1 0,28 | 0,25 | 0,39 16 0,87 | 1,23 | 0,72 | 0,84
17 0,2 0,79 | 0,76 | 0,65 24 0,4 0,37 | 0,34 0,4
22 0,05 | 0,15 | 0,08 | 0,04 25 0,36 | 0,74 0,7 0,98
23 0,32 | 0,68 | 0,73 | 0,69 29 0,32 | 0,52 | 0,72 | 0,53
26 0,44 0,5 0,41 0,4 32 0,2 0,41 0,25 | 0,38
28 0,44 | 0,57 | 0,74 | 0,97 33 0,44 | 0,51 0,58 | 0,49
30 0,22 | 0,52 | 0,31 0,38 36 0,1 0,09 | 0,14 | 0,13
31 0,16 | 0,31 0,33 0,3 37 058 | 0,89 | 0,89 | 0,96
35 0,29 | 0,24 | 0,25 | 0,32 45 0,32 | 0,49 | 0,45 | 0,54
44 0,19 | 0,66 | 0,79 | 0,54 46 0,61 0,61 0,72 | 0,71
47 0,36 | 0,95 | 0,82 | 0,77 56 0,24 0,3 0,32 | 0,38
57 0,32 | 0,49 | 0,64 | 0,63
Média 0,29 | 0,53 | 0,51 0,52 0,37 | 0,54 | 0,54 | 0,56
Desvio 0,14 | 0,27 | 0,25 | 0,25 0,20 | 0,29 | 0,23 | 0,26
Padrao




ANEXOS

86

QUADRO 5. Percentual de linfocitos vivos (%) nos pacientes soropositivos para

o HIV submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo, nos
tempos 0, 60, 120, e 180 dias.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)

0 60 120 180 0 60 120 180

1 26,87 | ... ... | 81,09 4 20,6 | 49,47 | 49,7 | 51,21

11 32,5 | 12,06 | 19,03 | 18,89 10 5,94 | 18,35 | 17,53 | 35,78
14 2,54 .. | 36,65 12 55,55 | 56,28 | 58,7 | 62,27
15 12,72 | 33,5 | 37,96 | 33,8 16 3,56 | 38,66 | 49,47 | 31,76
17 53,4 | 37,16 | 15,18 | 81,06 24 23,83 | 49,85 | 54,43 | 54,49
22 4,48 | 46,26 | 35,13 | 54,9 25 18,94 | 21,81 | 21,68 | 23,05
23 15,26 | 2,75 | 8,89 | 58,16 29 26,47 | 11,98 68,42
26 42,08 | 19,71 | 17,67 | 58,08 32 4,71 | 14,67 | 10,96 | 18,03
28 25,03 | 32,41 | 38,28 | 78,8 33 10,5 | 11,15 63,53
30 34,9 | 28,35 | 47,44 | 13,25 36 30,73 | 36,62 | 47,19 | 54,51
31 25,73 | 34,76 | 56,29 | 67,06 37 27,3 | 35,29 | 24,94 | 24,74
35 15,82 | 21,82 | 21,33 | 36,92 45 52,54 | 30,72 | 20,5 | 48,57
44 4,19 | 6,78 | 32,74 | 71,74 46 51,47 | 47,35 | 27,24 | 73,22
47 13,05 | 31,65 | 15,43 | 76,69 56 4,77 | 38,57 | 56,05 | 37,97
57 2,51 | 16,04 | 21,49 | 15,06

Média 22,04 | 25,60 | 28,78 | 54,79 22,63 | 31,79 | 35,38 | 44,17
Desvio 15,10 | 13,16 | 14,67 | 23,21 18,45 | 15,24 | 17,25 | 18,96
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QUADRO 6. Percentual de linfécitos em apoptose

(%)

nos pacientes

soropositivos para o HIV submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos

Controle e Estudo, nos tempos 0, 60, 120, e 180 dias.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)

0 60 120 180 0 60 120 180

1 64,34 | ... 15,14 4 59,64 | 456 | 45,6 | 44,08
11 60,65 | 77,02 | 49,33 | 78,02 10 77,27 | 73,95 | 69,17 | 58,9
14 95,47 | ... 59,29 12 38,22 | 38,14 | 37,32 | 35,69
15 81,5 | 71,24 | 82,75 | 59,31 16 86,58 | 44,58 | 37,77 | 54,21
17 42,6 | 60,87 | 82,32 | 15,7 24 68,06 | 47,04 | 34,42 | 36,4
22 91,45 | 44,51 | 56,51 | 38,7 25 73,77 | 73,71 | 64,09 | 74,88
23 82,85 | 93,53 | 88,47 | 37,87 29 72,17 | 83,11 28,71
26 53,03 | 75,58 | 75,75 | 36,09 32 75,49 | 72,8 | 80,91 | 71,12
28 67,88 | 65,04 | 58,14 | 17,22 33 88,14 | 84,55 34,38
30 60,51 | 69,95 | 49,99 | 82,84 36 66,53 | 62,96 | 46,94 | 40,52
31 70,77 | 58,77 | 40,15 | 31,5 37 46,89 | 39,73 | 54,01 | 53,35
35 76,99 | 73,25 | 71,24 | 42,61 45 38,93 | 53,25 | 44,84 | 48,71
44 84,64 | 91,92 | 65,49 | 27,07 46 42,16 | 46,82 | 47,96 | 22,03
47 84,88 | 65,45 | 81,02 | 19,94 56 81,28 | 50 |21,35|47,82
57 73,24 | 82,69 | 73,57 | 82,95

Média 72,68 | 70,59 | 66,76 | 40,09 65,89 | 59,93 | 50,61 | 48,92
Desvio 15,30 | 13,57 | 15,80 | 22,23 16,90 | 16,96 | 17,13 | 17,41
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QUADRO 7. Percentual de linfécitos mortos (%) nos pacientes soropositivos

para o HIV submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo,
nos tempos 0, 60, 120, e 180 dias.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)

0 60 120 180 0 60 120 180

1 8,79 3,77 4 19,76 | 4,93 | 4,7 | 4,71

11 6,85 | 0,92 | 1,64 | 3,09 10 16,79 | 7,7 13,3 | 5,32
14 1,99 4,06 12 6,23 | 558 | 3,98 | 2,04
15 578 | 526 | 9,29 | 6,89 16 9,86 | 16,76 | 12,76 | 14,03
17 4 1,97 | 2,5 | 3,24 24 8,11 | 2,04 | 9,15 | 9,11
22 4,07 | 9,23 | 8,36 6,4 25 7,29 | 4,48 | 14,23 | 2,07
23 1,89 | 3,72 | 2,64 | 3,97 29 1,36 | 4,91 2,87
26 489 | 471 | 6,58 | 5,83 32 16,95 | 12,53 | 8,13 | 10,85
28 7,09 | 255 | 3,58 | 3,98 33 1,36 | 4,3 2,09
30 4,59 1,7 | 2,57 | 3,91 36 2,74 | 0,42 | 5,87 | 4,97
31 35 | 6,47 | 3,56 | 1,44 37 25,81 | 24,98 | 21,05 | 21,91
35 7,19 | 493 | 5,78 | 20,47 45 8,53 | 16,03 | 34,66 | 2,72
44 11,17 | 1,3 1,77 | 1,19 46 6,37 | 5,83 | 24,8 | 4,75
47 207 | 29 | 3,55 | 3,37 56 13,95 | 11,43 | 22,6 | 14,21
57 2425 | 1,27 | 494 | 1,99

Média 528 | 3,81 | 432 | 512 11,29 | 8,21 | 13,86 | 6,91
Desvio 2,72 | 2,44 | 2,57 | 4,70 791 | 6,84 | 9,41 | 594
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QUADRO 8. Niveis séricos de IgG (mg/dL) nos pacientes soropositivos para o

HIV-1 submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo, nos
tempos 0, 60, 120, e 180 dias.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)

0 60 120 180 0 60 120 180
1 2470 | 2280 | 2100 | 1880 4 2610 | 1780 | 1990 | 1580
11 2210 | 1730 | 1700 | 1730 10 1990 | 1840 | 1700 | 1560

14 1140 | 936 | 1000 | 985 12 1980 | 1300 | 748 767
15 1640 | 1870 | 2000 | 1810 16 2080 | 2490 | 2460 | 2810
17 1150 | 997 | 1000 | 1150 24 2760 | 1720 | 2060 | 1860
22 3070 | 2510 | 2530 | 2570 25 3100 | 2430 | 1850 | 1930
23 2150 | 1270 | 1510 | 1320 29 1610 | 1570 | 1580 | 1850
26 2540 | 1910 | 1990 | 1920 32 1070 | 1470 | 1290 | 1380
28 971 1400 | 1240 | 1150 33 3390 | 2080 | 1840 | 1710
30 1840 | 1630 | 1710 | 2030 36 3450 | 2350 | 2390 | 2120
31 3680 | 3110 | 2500 | 2340 37 2650 | 1530 | 1210 | 1490
35 1999 | 1965 | 1840 | 1820 45 2470 | 1280 | 2640 | 1930
44 2770 | 2100 | 1900 | 1860 46 1360 | 981 1150 | 1300

47 3100 | 1830 | 1660 | 1650 56 1830 | 1340 | 1440 | 971
57 2150 | 1470 | 1560 | 2150
Média 2195 | 1824 | 1763 | 1730 2300 | 1708 | 1727 | 1694
Desvio 808,2 | 584,6 | 472,0 | 452,3 705,7 | 453,1 | 527,8 | 500,4
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QUADRO 9. Niveis séricos de IgM (mg/dL) nos pacientes soropositivos para o

HIV-1 submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo, nos
tempos 0, 60, 120, e 180 dias.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180
1 296 251 147 115 4 218 141 160 141
11 90,4 | 39,8 42 50 10 281 254 228 193
14 101 249 134 133 12 170 141 38,9 | 69,1
15 108 | 82,8 107 | 85,4 16 146 120 114 100
17 227 161 141 158 24 298 173 174 223
22 345 194 189 216 25 158 126 101 116
23 350 282 197 176 29 121 134 145 125
26 183 118 123 118 32 65 73 63 84
28 79.6 87 68,1 68 33 165 | 92,7 | 85,8 | 70,9
30 134 115 121 243 36 298 118 113 107
31 282 157 99 154 37 113 | 42,5 | 39,6 52
35 228 193 266 189 45 200 102 105 151
44 125 | 71,1 386 125 46 122 | 86,8 | 50,2 120
47 158 101 925 | 92,9 56 163 76,8 58 72,9
57 269 173 213 350
Média 193,4 | 150,1 | 150,9 | 137,4 185,8 | 1235 | 112,5 | 131,7
Desvio 949 | 74,9 | 88,1 55,7 72,8 | 51,2 | 60,6 | 76,5
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QUADRO 10. Niveis séricos de IgA (mg/dL) nos pacientes soropositivos para o

HIV-1 submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo, nos
tempos 0, 60, 120, e 180 dias.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180
1 277 161 186 174 4 576 | 432 | 474 | 484
11 217 | 214 | 214 | 238 10 142 131 123 107
14 299 | 322 195 183 12 471 421 279 | 287
15 410 | 451 500 | 521 16 233 | 206 181 191
17 243 179 141 149 24 224 | 231 228 | 252
22 995 | 705 | 690 | 645 25 216 191 190 | 284
23 134 169 109 96 29 209 199 151 225
26 458 | 486 | 386 | 366 32 188 | 254 | 207 | 230
28 269 | 270 | 272 | 230 33 577 | 425 | 384 | 366
30 320 | 403 | 284 | 256 36 877 | 730 | 510 | 438
31 1510 | 1320 | 1190 | 1030 37 124 103 93 105
35 318 | 340 | 384 | 362 45 119 111 124 153
44 249 123 122 125 46 193 164 176 | 218
47 216 | 215 194 165 56 645 | 425 | 429 | 422
57 136 114 130 134
Média 422 | 383 | 348 | 324 329 | 276 | 245 | 260
Desvio 374,5| 313,3 | 291,4 | 256,3 237,1 | 176,0 | 137,6 | 120,7
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QUADRO 11. Niveis séricos de alfa-tocoferol (uUM) nos pacientes soropositivos

para o HIV submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo,
nos tempos 0, 60, 120, e 180 dias.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180
1 22,3 | 57,5 | 56,3 | 64,8 4 16,4 | 19,4 | 175 | 11,6
11 15,8 | 53,7 | 28,2 | 36,7 10 17,4 | 16,6 | 13,8 | 13,7
14 11,2 | 494 | 57,7 53 12 125 | 151 | 159 | 134
15 19,2 | 275 | 29,8 | 26,9 16 12,3 | 9,1 7,3 12,4
17 21,8 | 355 | 48,2 | 38,8 24 11,7 | 7,1 15,3 | 4,2
22 21,2 | 18,5 24 28,1 25 19,8 | 19,9
23 27,4 | 388 | 26,8 | 41,6 29 16,6 | 21,2 | 21,7 | 11,6
26 143 | 31,1 | 21,5 | 24,1 32 15,1 | 10,3 | 9,6 4
28 13,6 | 145 | 22,5 | 28,2 33 7,4 15,3 | 5,1 13,2
30 20 65,4 | 56,3 | 57,1 36 14 15,5 | 4.1 8,8
31 19,5 37 11 3,3 9,3 3,8
35 21,3 | 348 | 50,6 | 26,9 45 16,2 | 16,4 | 11,6 | 12,8
44 21,9 | 258 | 25,8 | 23,3 46 274 | 22,5 | 27,1 15,2
47 143 | 21,6 | 16,7 | 28,7 56 205 | 26,2 | 21,8 | 11,4
57 16,7 | 14,6
Média 18,8 | 36,5 | 35,7 | 36,8 156 | 156 | 14,1 | 10,8
Desvio 44 | 158 | 154 | 13,7 4.9 6,3 6,7 4,0
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QUADRO 12. Niveis séricos de colesterol total (mg/dL) nos pacientes portadores

do HIV-1 submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo, nos
tempos (dias) 0, 60, 120 e 180.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180
1 185 241 213 178 4 194 187 172 162
11 124 157 139 163 10 127 146 146 146
14 244 210 257 230 12 89 120 116 133
15 230 227 213 193 16 131 133 134 140
17 140 166 178 170 24 190 163 179 147
22 162 153 139 161 25 117 128 114 115
23 180 193 199 220 29 162 172 171 190
26 186 171 172 163 32 140 126 131 127
28 150 165 140 180 33 104 184 171 199
30 190 184 176 159 36 176 169 193 191
31 137 167 150 177 37 210 227 197 206
35 183 227 193 211 45 218 208 270 251
44 175 180 169 172 46 169 194 157 127
47 115 113 109 118 56 145 145 148 128
57 157 227 208 180
Média 172 182 175 178 155 169 167 163
Desvio 37,0 | 346 | 38,6 | 28,5 38,3 | 35,7 | 40,3 | 38,5
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QUADRO 13. Niveis séricos de HDL-colesterol
portadores do HIV-1 submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e

Estudo, nos tempos (dias) 0, 60, 120 e 180.

(mg/dL)

nos pacientes

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)

0 60 120 180 0 60 120 180
1 23 32 27 24 4 44 41 47 43
11 16 33 30 25 10 31 33 33 34
14 52 57 55 53 12 26 40 39 34
15 42 38 34 39 16 17 19 21 22
17 39 43 45 35 24 34 26 48 37
22 20 27 26 21 25 34 48 36 34
23 42 45 45 37 29 52 52 50 46
26 31 29 33 25 32 45 47 52 50
28 30 34 32 38 33 24 31 35 38
30 18 34 44 36 36 30 33 41 31
31 9 21 26 29 37 47 70 66 70
35 49 38 61 75 45 47 55 67 71
44 38 55 22 36 46 45 39 41 42
47 34 33 40 33 56 33 36 41 36
57 31 56 58 42

Média 31,6 | 37,1 37,1 | 36,1 36,0 | 41,7 | 45,0 | 42,0

Desvio 13,0 | 10,1 11,6 | 13,9 10,1 13,2 | 124 | 13,4
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QUADRO 14. Niveis séricos de LDL-colesterol (mg/dL) nos pacientes portadores

do HIV-1 submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo, nos
tempos (dias) 0, 60, 120 e 180.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)

0 60 120 180 0 60 120 180
1 129,6 | 169,4 | 157,8 | 133,6 4 1376 | 133,6 | 111,4 | 106.,2
11 84 87,2 | 81,8 | 100,2 10 84,8 | 101,4 | 96,6 | 98,6
14 153,4 | 125,6 | 172,8 | 148,8 12 50,8 | 70,4 68 82,6
15 136,6 | 154,4 | 120,8 | 113,6 16 103 87 89,2 | 97,8
17 85,8 | 112,2 | 119,2 | 123,4 24 141,2 1 113,8 | 106,2 | 131,2

22 104.6 | 107,8 | 96,4 | 107.,4 25 73 60,6 62,4 71
23 128,6 | 137,6 | 138,6 | 163,8 29 101,4 | 104 | 113,2 | 129,6
26 119 | 108,2 | 109,8 | 99,4 32 75,8 | 70,6 | 68,6 | 52,8
28 105,6 | 120,4 | 96,6 | 132,4 33 66,6 148 | 116,2 | 149,4
30 119,6 | 120,2 | 102,8 | 90,6 36 116 | 118,8 | 127,4 | 134,8
31 99.6 | 103,4 | 98,2 | 106,6 37 152 | 147,2 | 124,8 | 119,5
35 1246 | 1544 | 118,6 | 116 45 152,8 | 130 |172,2 | 151,8
44 127,81 113,8 | 117,8 | 115,2 46 113,8 | 1274 | 86,4 | 62,4
47 71 68,8 | 54,4 73 56 86 90,6 | 87,8 | 78,6
57 119 154 | 137,2 | 128,6
Média 113,6 | 120,2 | 113,3 | 116,0 104,9 | 110,5 | 104,5 | 106,3
Desvio 22,8 | 27,0 | 30,0 | 23,5 32,0 | 30,1 | 29,5 | 31,7
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QUADRO 15. Niveis séricos de VLDL-colesterol

portadores do HIV-1 submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e

Estudo, nos tempos (dias) 0, 60, 120 e 180.

(mg/dL)

nos pacientes

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15

Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180
1 324 | 39,6 | 28,2 | 20,4 4 124 | 124 | 13,6 | 12,8
11 24 36,8 | 27,2 | 37,8 10 11,2 9,6 16,4 | 13,4
14 38,6 | 27,4 | 29,2 | 28,2 12 122 | 9,6 9 16,4
15 12,4 9 12,8 | 15,6 16 11 27 23,8 | 20,2
17 15,2 | 10,8 | 13,8 | 11,6 24 148 | 23,2 | 24,8 | 15,8
22 374 | 18,2 | 16,6 | 32,6 25 10 19,4 | 15,6 10
23 9,4 10,4 | 15,4 | 19,2 29 8,6 16 7,8 14,4
26 36 33,8 | 29,2 | 38,6 32 19,2 | 8,4 10,4 | 14,2
28 14,4 | 10,6 | 114 | 9,6 33 13,4 5 19,8 | 11,6
30 26,4 | 18,2 19 15,6 36 30 242 | 246 | 25,2
31 284 | 27,2 | 25,8 | 40,8 37 11 9,8 6,2 16,4
35 9,4 | 346 | 134 20 45 18,2 23 30,8 | 28,2
44 9,2 11,2 | 29,2 | 35,2 46 10,2 | 27,6 | 29,6 | 22,6
47 10 11,2 | 14,6 12 56 26 18,4 | 19,2 | 134
57 7 17 12,8 | 9,4
Média 21,7 | 214 | 20,4 | 24,1 143 | 16,7 | 176 | 16,3
Desvio 114 | 114 | 7,2 11,1 6,5 7,3 7,8 5,5
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QUADRO 16. Niveis séricos de triglicerideos (mg/dL) nos pacientes portadores

do HIV-1 submetidos a terapia anti-retroviral, dos grupos Controle e Estudo, nos
tempos (dias) 0, 60, 120 e 180.

Paciente Grupo Estudo Paciente Grupo Controle
n=14 n=15
Tempo (dias) Tempo (dias)
0 60 120 180 0 60 120 180
1 162 198 141 102 4 62 62 68 64
11 120 184 136 189 10 56 48 82 68
14 193 137 146 141 12 61 48 45 82
15 62 45 64 78 16 55 135 119 101
17 76 54 69 58 24 74 116 124 79
22 187 91 83 163 25 50 97 78 50
23 47 52 77 96 29 43 80 39 72
26 180 169 146 193 32 96 42 52 71
28 72 53 57 48 33 67 25 99 58
30 132 91 95 78 36 150 95 123 126
31 142 136 129 | 204 37 55 49 31 82
35 47 173 67 100 45 91 115 154 141
44 46 56 146 98 46 51 138 148 113
47 50 56 73 60 56 130 92 96 67
57 35 85 64 47
Média 108 107 102 115 72 82 88 81
Desvio 57,2 | 57,1 | 36,0 | 53,3 32,3 | 352 | 39,2 | 27,4
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ANEXO 4
Parecer da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) do Ministério da Saude
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