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RESUMO

A infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) resulta em alteracdes
efetivas e complexas no sistema imunoldgico, caracterizada por uma deple¢éo
de linfécitos CD4+, as quais acompanham o aumento progressivo dos niveis
plasmaticos da carga viral. Entre 0s mecanismos envolvidos nesta progressao,
esta a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), proveniente do
estresse oxidativo gerado pela prépria ativagcdo crénica do sistema imune. A
acdo de EROs, assim como por constituintes virais, favorece a replicacao viral
via ativacdo de NF-xB e a deplecdo de linfocitos por apoptose, com
consequente comprometimento do sistema imune. O objetivo desse estudo,
duplo cego, controlado por placebo, foi investigar e comparar o possivel efeito
dos compostos antioxidantes ascorbato (Cewin®, 2g/dia) e N-Acetil-Cisteina
(NAC)(Fluimucil®,600mg/dia), quando associados ao efeito inibidor da
replicacdo viral dos antirretrovirais, através de parametros virolégicos e
celulares em pacientes soropositivos para o HIV-1. Foram avaliados: a carga
viral do HIV-1, linfécitos CD4+, CD8+, relacdo CD4/CD8, percentual de células
vivas, em apoptose e mortas, globulinas, IgA, IgG, IgM e B-2 microglobulina.
Participaram do estudo 38 pacientes; destes, 13 foram suplementados com
ascorbato 2g/dia, 10 suplementados com NAC, 800 mg/dia, e 15 fizeram uso
de placebo. As analises foram realizadas antes do inicio do tratamento e apos
60, 120 e 180 dias. Os resultados obtidos demonstraram significativa
diminuicdo da carga viral em todos os grupos, em decorréncia da terapia
antirretroviral, acompanhada de um aumento significativo no numero de
linfécitos CD4+ e relacdo CD4/CD8, bem como diminuicdo significativa dos
niveis de globulinas, IgA, IgG, IgM. Os resultados demonstraram ainda, um
efeito significativo da suplementacdo com ascorbato sobre o percentual de
linfécitos vivos, em apoptose, e sobre os niveis de B-2 Microglobulina. Neste
estudo, conclui-se que a suplementacdo com ascorbato, 2g/dia, via oral,
associada a terapia antirretroviral, propiciou um aumento na viabilidade dos
linfécitos circulantes em pacientes HIV+, o0 que sugere um efeito benéfico na
reconstituicdo do sistema imune nos pacientes que fazem uso do ascorbato. A
NAC, entretanto, ndo apresentou nenhum resultado significante.

Unitermos: Ascorbato; N-acetil-cisteina; HIV; terapia antirretroviral, estresse
oxidativo; apoptose.



ABSTRACT

The infection of the human immunodeficiency virus (HIV) results in effective and
complex alterations in the immunological system, characterized by a depletion
of lymphocyte CD4+, which follows a gradual increase in plasma viraemia.
Amongst the mechanisms contributing to this progression, is the production of
reactive oxygen species (ROS), derived from oxidative stress generated by
chronic activation of the immune system. The action of ROS, as well as those of
viral products, favors the viral response saw in activation of NF-xB pathway and
the depletion of lymphocytes by apoptosis, with consequent commitetment of
the immune system. The objective of this study, double-blind, placebo
controlled, was to investigate and to compare the possible effect of the
antioxidant compounds ascorbate (Cewin®, 2 g daily) and N-acetylcysteine
(NAC) (Fluimucil®, 600 mg daily) when associated with the inhibiting effect of
the viral response of the antiretrovirals, through virologic and cellular
parameters in HIV-1 infected patients. Viral load of the HIV-1, lymphocytes
CD4+, CD8+, CD4/CD8, ratio of living, apoptoctic and dead cells, globulines,
IgA, IgG, IgM and B-2 microglobuline. Were evaluated 38 patients participated
in the study,13 had been supplemented with ascorbate (2 g/day), 10
supplemented with NAC (600 mg/day), and 15 use placebo. Analyses were
carried out before and after 60, 120 and 180 days of treatment. The results
demonstrated a significant reduction of the viral load in all groups, as a
consequent of the antiretroviral therapy, followed by a significant increase in the
number of lymphocytes CD4+ and the ratio CD4/CD8, as well as significant
reduction in the levels of globulines, IgA, IgG, IgM. The results also showed a
significant effect on the supplementation with ascorbate on the percentage of
living and under apoptosis lymphocytes, and on the levels of 3-2 microglobuline.
It is concluded that the supplementation of ascorbate, associated with
antiretroviral therapy, propitiated an increase in the viability of the circulating
lymphocytes in HIV+ patients, indicating a beneficial effect in the recovery of the
Immune system in patients who were supplemented with ascorbate. However,
NAC, did not present any significant result.

KEY WORDS: Ascorbate; N-acetylcysteine; HIV; antirretroviral therapy,
oxidative stress; apoptosis.
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1. INTRODUCAO
1.1 CONSIDERAQOES GERAIS

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida, AIDS, foi descrita como uma
nova patologia clinica em 1981, nos Estados Unidos da América (EUA), pelo
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de Atlanta, Geodrgia, a partir
da constatacdo de que havia um numero elevado de adultos homossexuais, do
sexo masculino, residentes nas cidades de Los Angeles, Nova York e San
Franscisco, que apresentavam infecgdes consideradas raras em individuos
imunocompetentes, como sarcoma de Kaposi (neoplasia cutaneo vascular),
pneumonia por Pneumocystis carinii (fungo cuja denominagéo foi recentemente
modificada para Pneumocystis jiroveci), uma afecgédo frequente em pacientes
imunocomprometidos, e outras infec¢gdes oportunistas (CDC, 1981a, b; CDC,
1982a; BLATNER, 1991).

A partir destes casos, o CDC comecgou posteriormente a relatar a mesma
sindrome em usuarios de drogas injetaveis (CDC, 1982a), hemofilicos (CDC,
1982b), hemotransfundidos (CDC, 1982c), criangas nascidas de maéaes
infectadas, denominada transmissao vertical (CDC, 1982d), e em parceiros
sexuais de individuos infectados pelo HIV (CDC, 1983).

A primeira indicacao de que a AIDS poderia ser causada por um retrovirus
surgiu em 1983, quando Barré-Sinoussi e colaboradores do Instituto Pasteur na
Franca, conseguiram isolar de um paciente com linfoadenopatia, um retrovirus
que foi denominado de virus associado a linfoadenopatia (Lymphoadenopathy
Associated Virus - LAV). Simultaneamente, o grupo de estudos de Robert
Gallo, 1983, do CDC dos EUA, relatou o isolamento de um novo virus
linfotrépico de células T humanas (Human T Cell Lymphotropic Virus Type Il -
HTLV-III).

Posteriormente ficou comprovado que o virus descrito por Gallo era o
mesmo virus isolado por Barré-Sinoussi e colaboradores. Outros
pesquisadores usaram denominacgdes diferentes como Immunodeficiency-
Associated Virus (IDAV). No ano seguinte, Levy e colaboradores (1984)
descreveram o primeiro isolamento do virus em individuos assintomaticos,
indicando o estado de portador, denominando-o de retrovirus associado a AIDS
(AIDS - Associated Retrovirus (ARV).
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A partir destas descobertas e com o objetivo de evitar confusdes em
decorréncia das varias terminologias empregadas para um mesmo agente, em
1986, o International Committe on Taxonomy of Viruses (ICTV) recomendou a
denominacé&o de virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency
Virus - HIV) (COFFIN et al., 1986). Neste mesmo ano, Clavel e colaboradores
(1986) isoloram e identificaram um segundo agente patogénico em individuos
com AIDS na regido ocidental da Africa, que foi denominado de HIV tipo 2
(HIV-2).

O virus do tipo HIV-1 é mais virulento e disseminado pelo mundo, ja o
HIV-2 parece ser menos patogénico e possui pouca transmissibilidade, sendo
encontrado quase que exclusivamente no Oeste da Africa, estando associado a
infeccbes com longos periodos assintomaticos (COLLIER; OXFORD, 1993;
UNAIDS, 1997).

Embora permaneca a controvérsia, e ainda ndo se saiba ao certo a
origem do HIV-1 e do HIV-2, pesquisas demonstraram algumas evidéncias de
que o HIV-1 teve sua origem em primatas ndo-humanos, provavelmente
chimpanzés (GAO et al.,, 1999). Um virus isolado da sub-espécie Pan
troglodytes troglodytes (Fig.1a), e também outros virus de chimpanzés sao
relacionados ao virus HIV-1 isolado de seres humanos, e, provavelment, o
estabelecimento da infeccdo em humanos foi resultado da transmissao inter-
espécies (GAO et al., 1999).

Quanto a origem do HIV-2, parece que o macaco da espécie Cercocebus
atys (Fig.1b) seja o responsavel por sua disseminagao. Adicionalmente, o SIV
(Virus da imunodeficiéncia de simios), que infecta uma subespécie de
chimpanzés africanos, apresenta uma similaridade genética muito estreita com
o HIV, apontando para hipotese de que ambos evoluiram de uma espécie
comum (WIGG; ROMANOQOS, 2002).

Baseado nestas hipéteses, alguns estudos soroldgicos tém sugerido que
o HIV passou a infectar os seres humanos entre as décadas de 1940 e 1950,
corroborando os postulados de que o HIV é originario da Africa Central.
Amostras de soro armazenadas, colhidas no inicio da década de 50 nesta
regidao, foram comprovadamente positivas para a presenca de anticorpos anti-
HIV (BLATTNER, 1991). Ja nos Estados Unidos da América do Norte, onde

esta infeccéao foi inicialmente descrita, ndo foram verificados casos positivos em
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amostras armazenadas, colhidas antes da década de 70 (FARHTING;
BROWN; STAUGHTON, 1989; BLATTNER, 1991).

a - Pan troglodytes troglodytes b - Cercocebus atys

Figura 1. (a) Chimpanzé espécie Pan troglodytes troglodytes e o (b) macaco
da espécie Cercocebus atys, possiveis primatas ndao-humanos nos quais o
HIV-1 e HIV-2 tiveram origem, respectivamente (Fonte: Pesquisa virtual:
www.google.com.br — unitermos: Pan troglodytes troglodytes e Cercocebus
atys . Acessado em 01 de Setembro de 2004).

1.2 OHIV

O HIV-1 e o HIV-2 pertencem a Familia Retroviridae, género Lentivirus
(WHITE; FENNER, 1994). O HIV é um retrovirus que produz infec¢do crbnica
no hospedeiro e gradualmente debilita seu sistema imunolégico, sendo o HIV
do tipo-1, predominante no género Lentivirus, que também é constituido pelo
virus da imunodeficiéncia de simios (SIV), além do HIV-2, (GREZ et al., 1994,
BEER et al., 1999; HANN et al., 2000).

Com base em analises filogenéticas realizadas a partir dos genes gag e
pol, o HIV-1 é classificado em trés grupos: M (major), O (outlier) e N (ndo M,
nédo O). No grupo “M”, esta classificada a maior parte dos virus HIV-1, havendo
onze sub-tipos que sao caracterizados de A até K, e que divergem entre si em
torno de 30%, na regido do envelope viral. O grupo “O” possui apenas um sub-
tipo que representa 5% dos casos de HIV, e é encontrado nos paises:
Camardes, Gabao e Nova Guiné, e diverge em 50% das demais amostras do
sub-grupo M. Ja o sub-grupo “N”, so6 foi descrito na Republica dos Camardes
(COLLIER; OXFORD,1993; ROBERTSON et al., 2000)


http://www.google.com.br/
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Com relagao a sua estrutura, o HIV-1 é um virus esférico, com didmetro
aproximado de 80 a 130 nanémetros (nm). Sua superficie externa é composta
por uma dupla camada lipidica, na qual se encontram distribuidas 72
projegdes, trimeros ou tetrameros, de glicoproteinas do envelope denominadas
de glicoproteinas 120 (gp120), as quais sao responsaveis pela ligacdo aos
receptores de membrana CD4+ da célula hospedeira. Para cada projecao com
quatro gp120, existe o mesmo numero de gp41 que estdo encaixadas na
membrana (FOLEY, 2000; STINE, 2000).

Na camada mais interna encontra-se a matriz protéica, formada pela
proteina p17 e o capsidio viral (core) formado pela proteina p24, que contém o
material genético do virus HIV-1. No interior do capsidio viral, encontram-se as
duas simples fitas de RNA, as enzimas transcripatse reversa (RT), a integrase
(INT), a protease (PT), a ribonuclease H (RH) e duas outras proteinas, p6 e p7
(FAUCI, 1988; STINE, 2000) (Figura 2).

Transcritase
reversa

Protease
Integrase

Receptor de
guimiocina

CD4
Superficie do

linfécito T

Figura 2: Estrutura do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), ligado
pela gp120 ao receptor CD4+ do linfécito T (Fonte:ABBAS, 2003).
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Os retrovirus possuem alguma homologia em sua estrutura e contém os
mesmos trés genes, gag, pol e env codificando as proteinas estruturais e
enzimas usadas no ciclo de replicagao (FAUCI, 1988).

Em relagdo as duas fitas de RNA, com 9.200 pares de bases (pb) cada,
elas representam o genoma do HIV e cada fita simples possui duas Longas
Repetigcdes Terminais (LTR = Long terminal repeat) nas suas extremidades, as
quais regulam a integragao do gene viral e a replicagdo viral: LTR - gag, pol, vif,
vpr, tat, rev, vpu, env, nef - LTR. Os genes gag, pol e env sdo responsaveis
pela codificacdo dos principais componentes estruturais e funcionais do virus
(BEER et al., 1999; KUIKEN et al., 2000) (Figura 3), enquanto que os demais
genes, vif, vpr, tat, rev, vpu, nef, codificam proteinas que regulam o ciclo de
vida do virus (BARRE-SINOUSSI et al., 1983).

nef

E_ LR

Figura 3: Estrutura gendmica do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-
1) (Fonte:ABBAS, 2003).

| gag | vif | fvou| env
i e LTR g A R R T R Y

tat
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As LTRs que flanqueiam as duas simples fitas do RNA do HIV, ndo fazem
parte do genoma do HIV, mas contém sequéncias que ajudam na regulagédo do
controle da expressdo dos genes gag - pol - env (DIMMOCK; PRIMROSE,
1987). O gene gag é responsavel pela codificacdo das proteinas do capsidio
viral: a p17 (matriz), a p24 (capsidio), a p7 (nucleocapsidio) e a p6, todas estas
originadas de uma proteina precursora de 55Kd, a p55, a qual é posteriormente
clivada por uma protease viral no processo de montagem do virus (FAUCI et
al., 1996).

O gene pol codifica a transcriptase reversa (RT), protease (PT),
ribonuclease (RN) e a integrase (INT), as quais s&o responsaveis pelo “corte”
do DNA da célula hospedeira e insergdo do DNA viral (GREENE, 1993). Ja o



22

gene env codifica as glicoproteinas do envelope viral, a gp120 e a gp41, que
sao originadas de uma proteina precursora comum, a gp160. A gp41 € uma
proteina transmembrana que faz a comunicagdo da gp120 com o exterior do
HIV (STINE, 2000).

Os genes acessorios, tat, rev e nef, produzem os fatores regulatérios que
Sa0 necessarios para a expressao e replicacdo do HIV-1. O gene tat produz a
proteina regulatéria que aumenta a transcrigdo do provirus (cDNA) HIV e o
gene rev promove a inclusdo nuclear dos RNAs virais incompletamente
processados e/ou néo processados, com isso, estabilizando e utilizando o RNA
viral disponivel (KUIKEN et al., 2000). O gene nef codifica a proteina que inibe
a atividade da LTR, e assim, isso retarda sua replicacéo, favorecendo desta
forma, o estabelecimento de infecgcbes latentes (HASELTINE, 1991).

Para os demais genes, vif, vpr e vpu, sdo atribuidas fungdes de
codificacdo de proteinas que estdo diretamente envolvidas no papel de
infectividade e patogenia do virus (KUIKEN et al.,, 2000). O HIV-2 néo
apresenta o gene vpu, mas apresenta o gene vpx (ESSEX; KANKI, 1989),
sendo o vif requerido para completar a transcricao reversa do RNA viral dentro
do DNA viral, aumentando assim a infectividade das particulas virais, enquanto
0 vpu ajuda no brotamento do HIV na superficie externa da célula, destruindo a
proteina CD4 no interior dos linfocitos CD4+, regulando de forma negativa a
expressdo de CD4 nas células do hospedeiro, e com isso facilitando a
liberagao do virus pelas células. Por fim, o vpr é responsavel pelo transporte do
DNA viral citoplasmatico para o interior do nucleo (DIMMOCK; PRIMROSE,
1987).

Sabe-se que para cada célula infectada, ha entre 400.000 a 2.500.000 de
cépias de RNA viral, e até 40% da sintese protéica que ocorre dentro de uma
unica célula pode estar relacionada a sintese e produgao da proteina viral gag.
Estes altos niveis de RNA viral, associados a grande sintese de proteinas virais
também é um mecanismo que leva a morte da célula, pois possui um alto
potencial de inibicdo e competicdo contra a sintese de proteinas do hospedeiro
(SOMASUNDARAN; ROBINSON, 1988).

As células que expressam receptores CD4 em sua membrana, como
linfécitos T CD4+, mondcitos/macrofagos e células dendriticas, sédo os alvos do
HIV (CONNOR; HO, 1994). Neste receptor CD4 é que a gp120 do HIV se
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encaixa conduzindo, desta maneira, mudangas conformacionais geradas por
esta ligacdo, o que possibilita a transferéncia do material genético do centro
(core) viral para dentro do citoplasma da célula hospedeira. A ligagdo do
receptor CD4 com a gp120 do HIV, porém, por si s6 é insuficiente para a fusao
do HIV com a membrana da célula hospedeira, sendo necessaria a presenca
de um segundo co-receptor, os chamados receptores de quimiocinas, os quais
favorecem uma alteracdo conformacional na glicoproteina transmembrana
gp41 do HIV-1, efetivando, assim, a fusdo do virus (MURDOCH; FINN, 2000).

Estes receptores de quimiocinas sado polipeptideos de 8Kd a 12Kd, e
estdo divididos em duas subfamilias principais, com base em seus dois
residuos de cisteina aminoterminais: as quimiocinas C-C (CCR1-CCR10), e as
quimiocinas C-X-C (CXC1-CXC6) (BAGGIOLINI,1998). Estas quimiocinas
estdo distribuidas em diferentes tipos celulares, como linfocitos T (linfécitos T
auxiliares tipo 1 e tipo 2), mondcitos, células dendriticas, neutroéfilos, células B e
eosindfilos (LUSTER, 1998). A heterogeneidade de células contendo os varios
tipos de quimiocinas € que explica, parcialmente, a conhecida seletividade
celular de diferentes cepas do HIV-1, quando de seu tropismo por células T (T -
troficas), interagindo seletivamente com CXCR4, infectando linfécitos T. E
também o seu tropismo por mondcitos e macrofagos (M-troficas), onde interage
preferencialmente com CCR5 (DRAGIC et al., 1996; RUIZ; CICALA; ARTHOS,
1998). A importédncia da presengca do CCR5 na infecgdo pelo HIV-1 é
corroborada pelo achado de que pessoas que nao expressam este receptor,
em decorréncia de mutagdes genéticas, sdo resistentes a infecgao pelo HIV
(MURDOCH; FINN, 2000) (Figura 4).

A interacdo do HIV via proteinas do envelope viral, gp120, com os
receptores CD4+ (fusina) e co-receptores CXCR4 dos linfocitos, € considerada
a primeira etapa da infeccao pelo HIV, e chamada de adsorcéo, que é seguida
de uma segunda etapa, a fusdo. Apds a etapa de fusdo, ocorre a liberagdo do
material genético do HIV no citoplasma celular e da-se o inicio das etapas de
transcricdo do RNA viral em DNA complementar, o qual sera incorporado ao
genoma da célula hospedeira, sendo entdo denominado de prévirus (cDNA)
(FINZI; SILICIANO, 1998).
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Figura 4: Mecanismo de entrada do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1
(HIV-1) em uma célula expressando o receptor CD4+ e o co-receptor CXCR4
ou CCR5 (Fonte:ABBAS, 2003).

Este processo de transcricdo do RNA viral é efetuado pela enzima
transcriptase reversa (TR), que também atua como ribonuclease H (RH) e ira
formar no final um DNA viral de duplo filamento, o qual contém a seqiéncia
LTR para integragao no genoma viral (GREENE, 1991). Este cDNA de duplo
filamento é transportado para o nucleo da célula, onde pode haver a integragao
ao genoma da célula através da enzima integrase, ou, simplesmente a
permanéncia na forma circular ndo integrada (HASELTINE, 1991). A partir da
formagao deste prdvirus, o mesmo somente podera ser eliminado quando da
destruicdo da célula pelo sistema imune, que a reconhece como material
infectado, e assim desencadeia uma resposta imune mediada por células T
supressoras e citotdxicas, como os linféctos T CD4+ e CD8+ (STINE, 2000).
Porém, este prévirus pode permanecer latente por tempo indeterminado, ou o
mesmo ser ativado, levando assim, a sintese de novas particulas virais
infectantes (ROSENBERG; FAUCI, 1991) (Figura 5).

Entre os principais estimulos que podem ativar o prévirus, temos os
mitégenos, o virus Herpes Simples (HSV), o virus Epstein-Barr (EBV), e o virus
da hepatite B (HBV) (ROSENBERG; FAUCI, 1990). Além destes, ha também
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outros ativadores como as citocinas: o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a),
a interleucina-1 (IL-1), a interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6) (ZAITSEVA,
et al., 2000), e as espécies reativas de oxigénio (EROs) (PIETTE; LEGRAND-
POELS, 1994; BAEUERLE; BALTIMORE, 1996).

Muitos destes fatores ativam a expressao do Fator de Transcricdo Nuclear
como o kB (NF-kB) (PIETTE; LEGRAND-POELS, 1994; SHOR-POSNER et al.,
2002), que esta presente no citoplasma ligado a sua proteina inibitéria I-xB.
Com o estimulo ativador sobre a célula, ocorre a clivagem do complexo
proteina-inibidor (NF-«xB - I-xB), seguido da migrag&o da proteina para o nucleo
(BAEUERLE; HENKEL, 1994; BALDWIN, 1996), e com isso, o NF-kB liga-se a
sequéncias especificas nas regides promotoras dos genes-alvo, levando a
transcricdo do DNA proviral para o DNA da célula infectada (HASELTINE;
WONG-STAAL, 1989).

Quanto a sua transmissao, embora o HIV-1 ja tenha sido detectado em
diferentes fluidos biolégicos, como: sangue (FRIEDLAND; KLEIN, 1987;
BARRE-SINOUSSI et al., 1983; GALLO et al., 1984; HO et al., 1984), esperma
(HO et al., 1984), liquido cefalorraquiano (HO et al., 1985), secre¢ao vaginal
(WOFSY et al., 1986), urina (LEVY et al., 1985), lagrima (FUJIKAWA et al.,
1985), saliva (GROOPMAN et al., 1984; HO et al., 1985a; LAPOINTE et al.,
1985) e leite materno (THIRY et al., 1985; ZIEGLER et al., 1985), ela apenas
ocorre por contato sexual, inoculagdo com sangue ou produtos do sangue, e
por transmissao perinatal (FAUCI, 1988; CDC, 1982d).

E importante chamar a atenc&o para o fato de que a transmissao do HIV-1
através do beijo é baixa, e torna-se importante salientar que o contato direto
com objetos e vetores, desde que a pele esteja integra, e, o contato diario com

pessoas, nao transmite o virus (STINE, 2000).

1.3 EPIDEMIOLOGIA DO HIV/AIDS
1.3.1 Epidemiologia Mundial do HIV/AIDS

Em 2004, a Joint United Nations Programme on HIV/AIDS — UNAIDS, e a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimaram que até o final do ano de

2003, aproximadamente 42 milhdes de pessoas ja estavam infectadas pelo
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virus HIV em todo o mundo, demonstrando um crescimento desta epidemia em
relacdo aos 35 milhdes de casos estimados no ano de 2001. Os dados
estatisticos também mostram que o numero de adultos com 15 anos ou mais,
infectados pelo HIV é de 39,5 milhdes, sendo que o numero de mulheres
infectadas esta proximo de 18 milhdes. Ja os casos em criangas infectadas
com até 14 anos, alcangcam 2,5 milhdes (UNAIDS, 2004).
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Figura 5: Ciclo de Replicagao Viral do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1
(HIV-1) (Fonte:ABBAS, 2003).

Salienta-se que somente no ano de 2003, perto de 5 milhdes de pessoas
infectaram-se com o HIV, sendo o maior nimero de novos casos em um Unico
ano desde o inicio da epidemia em 1981, e neste mesmo ano, calcula-se que a

AIDS tenha causado a morte de 3 milhdes de pessoas, alcangando assim, um
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numero de 20 milhdes de obitos pela AIDS nestas duas décadas (UNAIDS,
2004).

Dentro de uma estimativa global, o continente africano, mais
especificamente a Africa Sub-Sahariana, sofre uma verdadeira pandemia da
infeccao pelo HIV com 28 milhdes de casos, que somados as demais regides
deste continente, aproxima-se de 30 milhdes de infectados, registrando ainda,
algo em torno de 3 milhdes de mortes por AIDS. Para a América Latina calcula-
se 1,6 milhdes de casos, América do Norte com aproximadamente 1 milhdo de

casos e para a regiao do Caribe 450 mil casos (CDC, 2004)..

1.3.2 Epidemiologia do HIV/AIDS no Brasil

Para o Brasil, a UNAIDS estima que aproximadamente 660 mil pessoas
estejam infectadas pelo HIV, podendo este numero ser superior a um milhdo de
casos (UNAIDS, 2004).

A Coordenagao Nacional de DST/AIDS do Ministério da Saude do Brasil,
diagnosticou de 1980 até 31/12/2003, 310310 casos de AIDS, e o numero de
Obitos chega a 149723. As Regides mais afetadas sdo a Sul e a Sudeste, que
concentram 84,8% do total de casos de AIDS. Apenas no ano de 2003, no
Brasil, foram diagnosticados 9.762 novos casos de AIDS, perfazendo uma taxa
de incidéncia de 5,5/100.000 habitantes (BRASIL, 2004a).

As taxas de incidéncia por 100.000 hab. em todas as regides, neste
mesmo ano sao: de 8,5 para a Regido Sul; 7,5 para o Sudeste; 3,5 para o
Centro - Oeste; 2,3 para o Nordeste e 2,5 para a Regidao Norte, ressaltando que
os dados sao preliminares*, considerando atrasos de notificagbes (BRASIL,
2004).

Dentre os 100 municipios no pais com maior numero de casos de AIDS,
mais de 80 deles se concentram na regido Sul e Sudeste, e o Estado de Santa
Catarina participa com 6 municipios neste particular.

Mais especificamente, no Estado de Santa Catarina teve o seu primeiro
registro em 1984, na regiao Oeste (BRASIL, 2000), e o ultimo Boletim do
Ministério da Saude revelou que o numero de casos notificados sao de 12866
casos. Entre os 100 municipios com maior incidéncia (por 100000 hab.),
tomando por base os dados de 2002, observa-se que o municipio de Itajai (SC)

nossili A maior incidéncia do Pais 93 5/100 000 hah (BRRASII = 2004) Outras
*QOs dados relativos ao ano de 2003 séo preliminares, considerando-se o atraso da notificacdo e
as dificuldades de implantacdo do SINAI Windows. Toma-se 0 ano de 2002 como referéncia
para analise de incidéncia. Fonte:MS/SVS/PN-DST e AIDS/SINAN.
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cidades de Santa Catarina que estao entre os 100 municipios brasileiros com
maiores indices sdo: Balneario Camboril que esta na terceira posicao com
78,9, a cidade de Criciuma com 52,5, e a capital Florianépolis com 45,1, sétima

e décima posigdes, respectivamente (BRASIL, 2004).

1.4 DIAGNOSTICO E ESTADIAMENTO DA INFECC,‘AO PELO HIV

O diagnodstico laboratorial da infecgdo pelo HIV-1 em adultos e
adolescentes, segue critérios estabelecidos pelo CDC (1999), e obedece os
seguintes parametros:

e Resultados positivos em dois testes sorolégicos tipo ELISA com principios
metodoldgicos distintos, seguidos de resultado positivo em teste
sorolégico de carater confirmatdrio, tipo imunofluorescéncia indireta (IFI)
ou Western Blot, ou:

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

- Deteccao de acido nucléico (RNA) do HIV-1, por metodologias baseadas
em PCR;

- Teste para o antigeno p24;

- Isolamento do HIV-1 por cultura viral (CDC,1999).

Os critérios de diagndéstico acima definidos foram usados no Brasil até o
final de 2002, quando, em janeiro de 2003, o Ministério da Saude estabeleceu
novos critérios para diagnostico da infecgao pelo HIV-1 em individuos acima de
dois anos de idade. Estes novos critérios estdo apresentados num fluxograma

(ver anexo 1) e agrupados em 3 etapas diferentes:

Etapa | — Triagem soroldgica:

e Nesta etapa, qualquer amostra de soro ou plasma passara por um teste
de imunoensaio, porém este ndo podera ser de avaliagdo rapida (teste
rapido para HIV), e devera ser capaz de detectar nas amostras em
analise, anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2;

e Todas as amostras ndo-reagentes terdo seu resultado definido e liberado

como “ Amostra negativa para o HIV”;
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e Para todas as amostras reagentes ou inconclusivas, devera ser realizado
um segundo imunoensaio em paralelo ao teste de imunofluorescéncia
Indireta (IFl) para o HIV-1, ou ao teste de Imunoblot para o HIV. Este
segundo imunoensaio devera ter um principio metodolégico e/ou
antigenos distintos do primeiro imunoensaio utilizado. O teste de Western

blot pode ser realizado diretamente, substituindo o método IFI.

Etapa Il — Segundo ensaio confirmatorio:
e A confirmagdo sorolégica devera ser realizada por um segundo
imonoensaio em paralelo ao teste de imunofluorescéncia indireta para o
HIV-1 (IFI/HIV-1), ou ao teste de imunoblot para o HIV.

Etapa Ill — Confirmac&o por método Blot:
e A confirmacao soroldgica € realizada por meio do teste de Western blot
para o HIV-1 (WB/HIV-1).

O diagnéstico laboratorial confirmatério de infecgdo pelo HIV é
acompanhado por critérios clinicos, que sao usados no estadiamento e
definicdo de caso de AIDS. Estes critérios definem a doenga HIV/AIDS em
adultos e adolescentes com mais de 13 anos de idade, os quais foram
estabelecidos pelo CDC, e baseiam-se na contagem de linfécitos CD4+ menor
que 200 células/uL no sangue e/ou infecgao pelo HIV, associado a presenca de
25 condi¢des indicadoras de AIDS, tais como sarcoma de Kaposi, pneumonia
por Pneumocystis carinii, ou complexo Mycobacterium avium disseminado
(MAC).

Este sistema de classificacdo da infeccéo pelo HIV foi revisado pelo CDC
em 1992, permanecendo a contagem de linfécitos CD4+ como um marcador
para imunodeficiéncia decorrente da infecgdo pelo HIV, e estabelece sub-
grupos em que o espectro das condi¢des clinicas é integrado com a contagem
de linfocitos CD4+. As modificacdes introduzidas por esta revisdo tiveram como
objetivo simplificar a classificagdo da infecgao pelo HIV, refletir o padréo de
acompanhamento médico dos individuos infectados, bem como categorizar de

forma mais precisa a morbidade relacionada ao HIV. O sistema é baseado em
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trés ordens de contagens de linfécitos CD4 e trés categorias clinicas, sendo
representado por uma matriz constituida de nove categorias, conforme se
verifica na tabela 1 (CDC, 1992).

O diagndstico de AIDS é definido para todos os pacientes da Categoria
clinica “C”, como também os que se enquadram no sub-tipo 3 (A3,B3 e C3)
(CD4+ <200 céls/uL) (CDC, 1992)

Quadro 1. Classificagao da infeccéo pelo HIV, proposta pelo CDC e utilizada a
partir de 1993.

Categorias Clinicas
Contagem de linfécito CD4 A B C
> 500/uL A1 B1 C1
200 - 499/uL A2 B2 C2
< 200/uL A3 B3 C3

e Categoria clinica“A”
Neste grupo, estdo aqueles pacientes soropositivos para o HIV-1, e que
apresentam uma ou mais das seguintes condi¢des (CDC, 1992):
- infecgao assintomatica;
- linfoadenopatia generalizada persistente;

- infecgdo sintomatica aguda (sindrome retroviral);

e Categoria clinica“B”
Neste, enquadram-se todos os pacientes sintomaticos que apresentam
uma ou mais das seguintes condi¢des (CDC,1992):
- candidiase orofaringea persistente;
- sintomas constitucionais como febre (>38,5° C) ou diarréia por mais de
1 més;

- purpura trombocitopénica idiopatica;
- listeriose;

- neuropatia periférica.
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e Categoria clinica“C”

Neste ultimo grupo, se enquadram todos os pacientes que uma vez
classificados nesta categoria, assim se manterdo. Suas principais condi¢des
clinicas sao:

- perda de peso, sem motivo aparente, superior a 10% do peso corporal,
em consequéncia de diarréia por 30 dias ou mais;

- enfraquecimento cronico;

- pneumonia recorrente;

- candidiase traqueal, bronquial ou pulmonar;

- cancer cervical invasivo;

- coccidioidomicose disseminada ou extra-pulmonar;

- criptosporidiose e/ou isosporidiose intestinal cronica;
- criptococose extrapulmonar;

- encefalopatia relacionada ao HIV-1;

- sarcoma de Kaposi;

- tuberculose pulmonar e extra-pulmonar;

- septicemia recorrente por Salmonella.

- linfoma imunoblastico;

- linfoma cerebral;

- leucoencefalopatia multifocal progressiva.

Ainda neste grupo estdo relacionadas outras infec¢des concomitantes

por outras viroses (CDC,1992).

1.5 EVOLUCAO DA INFECCAO PELO HIV

A evolugdo da infeccdo pelo HIV pode ser dividida em varias fases:
transmissao viral, sindrome retroviral aguda, soroconversdo, periodo de
laténcia clinica com ou sem linfoadenopatia persistente, infecgdo sintomatica e
AIDS.

Os sinais e sintomas da sindrome retroviral aguda comegam entre a 22 e
6% semanas depois da exposicdo ao virus, acometendo 50 a 90% dos
pacientes infectados (QUINN, 1996), e caracteriza-se por febre, astenia,
cefaléia, fotofobia, mialgia, adenopatia, faringite, artralgia, rash cuténeo

maculopapular eritematoso, perda de peso, nauseas e vomito. Também pode
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apresentar candidiase oral, neuropatia periférica, meningoencefalia asséptica e
sindrome de Guillain-Barré (QUINN, 1997; AIDS, 2004). Estas caracteristicas
clinicas refletem o estado de intensa replicacdo viral do HIV-1, onde as
concentracdes plasmaticas alcangcam indices superiores a 50000 copias/mL de
particulas virais, e este quadro é acompanhado por deplegdao do numero de
linfécitos CD4+ (LULIANO et al., 1997; SPADA; TREITINGER; HOSHIKAWA-
FUGIMURA, 1998; YOUNG; KURITZKES, 1999) (Figura 6).
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Figura 6: Evolugdo clinica dos individuos infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), caracterizando as fases de
transmissao, sindrome retroviral aguda, soroconversao, laténcia clinica e fase
sintomatica, AIDS e morte (Fonte: ABBAS, 2003).

Observa-se que durante esta fase aguda também ocorre um aumento do
numero absoluto de linfocitos CD8+ circulantes, os chamados linfécitos T
citotoxicos (CTL), com uma inversao da relagdo CD4/CD8, que se torna menor
que um.

Apd6s um periodo de trés semanas a trés meses do aparecimento dos
sinais e sintomas, ocorre uma parcial recuperacdo do sistema imune que é
marcada pela diminuicdo da viremia, seguido de um aumento no numero de
linfécitos CD4+ e soroconversao, com anticorpos anti-HIV-1 detectaveis nos

ensaios do tipo ELISA. Todavia, esta resposta do sistema imune a infecgéo
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pelo HIV-1 é insuficiente, e ndo ocorre bloqueio total da replicacéo viral, que se
mantém ativa nos linfonodos. O periodo que se segue € o de laténcia clinica e
pode durar de 2 a 10 anos até o advento da sindrome de imundeficéncia, a
AIDS (QUINN, 1997) (Figura 7).

A AIDS que ocorre apos a fase crénica, € marcada por uma progressiva
destruicdo dos linfocitos CD4+ (GOUGEON; MONTAGNIER, 1999), a qual é
acompanhada por um aumento dos niveis de RNA do HIV-1 no plasma
(ALTFELD et al., 2001).
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Figura 7: Evolugédo temporal da resposta imunologica em individuos infectados
pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) (Fonte:ABBAS, 2003).

Todas estas alteracbes nos niveis plasmaticos de RNA do HIV-1, e no
numero de linfécitos CD4+, sdo seguidas concomitantemente por um aumento
da morte programada das células (apoptose) em linfécitos infectados e néo
infectados pelo HIV (BADLEY et al., 2000), como também por alteragbes
significativas na producdo e/ou ativagéo de citocinas pro e anti-inflamatodrias,
com um impacto direto na replicacéo viral, caracterizando o extenso grau de
alteragdes que ocorre no sistema imune do hospedeiro (POLI; PANTALEO;
FAUCI, 1993).
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O conhecimento sobre o ciclo de replicagao viral do HIV-1, que tornou
possivel a identificacdo de varias etapas deste processo, abriu algumas janelas
para a intervengao terapéutica, com farmacos antirretrovirais que podem agir
sobre as suas varias fases da replicagao viral. O principal objetivo da terapia
antirretroviral é retardar a progressao da imunodeficiéncia e/ou restaurar, tanto
quanto possivel, a imunidade, aumentando o tempo e a qualidade de vida da
pessoa infectada (CARPENTER et al., 1997).

O Ministério da Saude até o final do ano de 2003, recomendava que a
terapia antirretroviral deveria ser iniciada em todos aqueles pacientes que
apresentassem contagem de linfocitos CD4+ menor que 350 células/mm?,
sendo que o esquema terapéutico inicial deveria ser composto por, pelo
menos, dois inibidores da transcriptase reversa, analogo de nucleosideo
(ITRN), podendo-se associar um inibidor da transcriptase reversa n&o analogo
de nucleosideo (ITRNN), ou, um inibidor de protease viral (IP), em situagdes
especiais. Entretanto, em pacientes que apresentassem contagem de linfocitos
CD4+ entre 350 e 500 células/mm?®, o inicio da terapia com esquema
terapéutico duplo ou triplo, poderia ser considerado, mesmo que a carga viral
fosse inferior a 30000 copias/mL, ressaltando que o inicio da terapia
antirretroviral, recomendado pelo Ministério da Saude nao deveria levar em
conta apenas uma unica avaliagdo do numero de linfécitos CD4+ e de carga
viral (BRASIL, 2000).

Em outubro de 2003, o Programa Nacional de Doengas Sexualmente
Transmissiveis (DST) e Aids do Ministério da Saude reuniu o Comité
Assessor para Terapia Antirretroviral de Adultos e Adolescentes, com o
objetivo de discutir os recentes avangos na area e assistir o Programa na
revisdo das estratégias para o tratamento da infec¢ao pelo (HIV) em adultos e
adolescentes. Assim, em relagdo as recomendacgdes anteriores, foram
mantidos os critérios para inicio de tratamento e as definicdes de esquemas
preferenciais e alternativos, com sugestdes de farmacos de primeira e
segunda linha (Quadro 1 e 2). Em consequéncia, o tratamento antirretroviral
agora é recomendado para todos os pacientes infectados pelo HIV que sejam
sintomaticos, independentemente da contagem de linfocitos CD4+, e para
aqueles assintomaticos com contagem de linfocitos CD4+ abaixo de 200

células/mm?®. Todavia, quando o paciente assintomatico apresenta contagem
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Quadro 2. Recomendacgdes para inicio da terapia antirretroviral em adultos e
adolescentes infectados pelo HIV - 2004.

Quadro Clinico-Laboratorial Deciséo

T-CD4+ disponivel

Assintomaticos sem contagem de linfocitos | Nao tratar

células/mm?

Assintomaticos com CD4 > 350 N&o tratar

células/mm?

Assintomaticos com CD4 entre 200 e 350

Considerar tratamento

Assintomaticos com CD4 <200 células/mm®

Tratar + quimioprofilaxia para 10

Sintomaticos

Tratar + quimioprofilaxia para 10

IO = infecgao oportunista

Quadro 3. Esquema da terapia Antirretroviral recomendada para adultos e
adolescentes infectados pelo HIV - 2004.

Esquema terapéutico

Combinagdes de farmacos

2ITRN

Zidovudina + Didanozina

Estavudina + Didanosina

3ITRN

Zidovudina + Lamivudina + Abacavir

2ITRN + 1 ITRNN

Zidovudina + Didanozina + Efavirenz ou Nevirapina
Estavudina + Didanosina + Efavirenz ou Nevirapina

Estavudina + Lamivudina + Efavirenz ou Nevirapina

2ITRN+11P Zidovudina + Didanozina + Indinavir ou Nelfinavir ou Ritonavir
Zidovudina + Lamivudina + Indinavir ou Nelfinavir ou Ritonavir
Estavudina + Didanosina + Indinavir ou Nelfinavir ou Ritonavir
Estavudina + Lamivudina + Indinavir ou Nelfinavir ou Ritonavir
2ITRN+21IP Zidovudina + Didanozina + Indinavir + Ritonavir

Zidovudina + Lamivudina + Indinavir + Ritonavir
Estavudina + Didanosina + Indinavir + Ritonavir

Estavudina + Lamivudina + Indinavir + Ritonavir

de linfocitos CD4+ entre 200 e 350 células/mm?® o inicio da terapia

antirretroviral pode ser considerado de acordo com a evolugdo dos

parametros imunolégicos (contagem de linfécitos CD4+) e virologicos (carga

viral), e com outras caracteristicas do paciente (motivagdo, capacidade de
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adesao, co-morbidades). Dentro dessa faixa, a monitorizagdo clinico-
laboratorial e a reavaliagdo da necessidade do inicio da terapia antirretroviral
devem ser mais frequentes, ja que a queda dos linfocitos CD4+ para menos
de 200 células/mm?® é indesejavel, por estar associada a um aumento na
incidéncia de infeccbes oportunistas e a resposta terapéutica menos
duradoura (Quadro 3) (BRASIL, 2004Db).

1.6 IMUNIDADE CELULAR

A imunidade celular possui a capacidade de ser especifica contra
diferentes organismos e € uma funcao dos linfécitos, mas a fungéo de morte e
eliminacdo de microrganismos por fagocitose é realizada por macrofagos e
outras células do hospedeiro (ISMAIL et al., 2002).

Assim, os linfécitos T que possuem a proteina CD4+ em sua membrana
reconhecem antigenos apresentados no contexto de moléculas da classe Il do
complexo principal de histocompatibiliade (MHC-II). Subsequentemente, estes
linfécitos CD4+ tornam-se ativados e diferenciam-se dentro de dois grupos
funcionais, denominados de linfécitos T auxiliares tipo 1 (Th-1) e linfécitos T
auxiliares tipo 2 (T helper -2) (SZABO et al., 1997).

As células Th-1, através da producédo e secrecao de IFN-y e ligacéo a
moléculas CD40 presentes na superficie de macréfagos, via interagdo CD40 e
seu ligante CD40L, ativam fagdcitos, resultando em um aumento da atividade
microbicida destas células e eliminacdo dos microrganismos fagocitados. A
indugdo de Th-1 é dependente de IL-2, a qual é produzida por células
apresentadoras de antigenos (APC) como macrofagos ativados e células
dendriticas, e assim, apds exposi¢do ao patdgeno inicia-se a resposta imune
celular (XU et al., 1998).

Além de ativar os macréfagos, os linfécitos CD4+ sdo essenciais para a
ativacao de linfocitos CD8+ e geracao de células T citotdxicas (CTL). Similar
atuagao ocorre na diferenciacdo de células B antigeno-especificas, com a
producdo de anticorpos que requerem sinais de co-estimulagdo e citocinas
provenientes dos linfocitos CD4+ (ISMAIL et al., 2002).

Os linfécitos CD8+ sao um dos maiores componentes da imunidade
celular e possuem papel-chave na eliminagao de células infectadas por virus e
tumores (FLAMAND et al., 1998; KALAMS; WALKER, 1998). Estes linfocitos
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CD8+ medeiam sua toxicidade através de duas vias maiores, a via citotoxica
dependente de perforina e a via dependente de Fas (BOSSI; GRIFFITHS,
1999). A perforina é uma proteina de 70Kd contida nos granulos liticos, a qual
forma poros na membrana da célula-alvo, facilitando a entrada de granzimas,
as quais ativam a cascata apoptotica, resultando na morte das células
(GAMANDIA et al., 2001; CHEN et al., 2001).

A outra via de citotoxicidade das células CD8+ € mediada através da via
Fas/FasL. A FasL (CD95L) (Fas ligante) estda presente na superficie de
linfécitos CD8+, dentro de granulos liticos, e liga-se a receptores de morte tipo
Fas (CD95) na superficie da célula-alvo, o que induz a morte programada da
célula (apoptose) (BOSSI; GRIFFITHS, 1999).

Os estudos realizados em pacientes soropositivos para o HIV-1
abordando o impacto da infeccdo sobre a deplecdo de linfocitos CD8+ e
reconstituicdo da resposta imune, indicam que a replicagdo do HIV e os niveis
de viremia plasmatica, sdo controlados por linfécitos CD8+ especificos para o
HIV-1 (ROSENBERG et al., 1997; BRODIE et al.,1999). Com isso, verifica-se
que ha correlagcédo entre a resposta especifica mediada por linfécitos CD4+,
linfécitos CD8+ e carga viral, indicando que células Th possuem um papel
fundamental no controle da imunidade para o HIV-1 (ROSENBERG et al.,
1997).

Todas estas alteragbes na imunidade celular, caracterizadas por
alteragdes quantitativas e funcionais de linfécitos T, e também pela
hiperatividade de linfécitos B, sdo observadas tanto em pacientes com AIDS
como aqueles pacientes infectados pelo HIV-1, que ainda ndo apresentam
imunodeficiéncia (FAUCI et al., 1996). Em particular, estas alteragdes podem
ser demonstradas através da producéo e ativagado de um diferente nimero de
citocinas, que claramente sofrem um desequilibrio nos pacientes infectados
pelo HIV e/ou acometidos pela AIDS (POLI, 1999; BREEN, 2002).

1.7 IMUNIDADE HUMORAL
Em pacientes infectados pelo HIV-1, a hipergamaglobulinemia e a
espontanea secregdo de niveis elevados de imunoglobulinas (lg’s) por

linfécitos B periféricos, sdo achados marcantes e precoces que indicam o
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comprometimento funcional dessas células em estagios iniciais da infecgéo
(DE MILITO et al., 2001; NAGASE et al., 2001).

Esta caracteristica hiperatividade de linfécitos B, ndo impede que ocorra
um grave comprometimento na formagdo de anticorpos antigeno-especifico
nesses pacientes, seja apos vacinagao ou apds estimulagdo in vitro, com
mitdégenos e antigenos (DE MILITO et al., 2001; NAGASE et al., 2001).

Os mecanismos que estdo envolvidos na hipergamaglobulinemia ainda
sdo pouco conhecidos, e estudos sugerem a participagdo de proteinas virais
(Tat, Nef, gp 120), como também disturbios no sistema imune envolvendo
linfécitos B e linfécitos T, e a secregao de citocinas ( TNF-a, IL-6 e IL-10)
(MULLER; AUKRUST; FROLAND, 1998; NAGASE et al, 2001).

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

Os linfécitos B de memoria 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, promove a diferenciagcdo dos
linfécitos B de memodria em plasmocitos (NAGASE, 2001). Na infeccao pelo
HIV, observa-se um aumento na expressao de CD70 pelos linfécitos T, sendo
este aumento inversamente correlacionado com a proporc¢ao de linfécitos B de
memoria (CD27+) circulante (DE MILITO et al., 2001).

Outra observacao relevante na infeccdo pelo HIV é a diminuicdo de
CD154 (CD40L), uma molécula co-estimuladora expressa em linfocitos CD4+.
A interacdo de CD40L com CD40 dos linfocitos B é requerida para inversao de
classes das imunoglobulinas, promovendo a geracado de linfécitos B de
memoria (CD27+). Com base nesses achados, a hipergamaglobulinemia,
assim como o comprometimento na secrecdo de anticorpos antigeno-
especifico, seria decorrente de ambos os mecanismos, aumento de CD70, que
leva a plasmocitose, e secregao de grandes niveis de imunoglobulinas, porém

com deplecao dos linfécitos B de memaria (CD27+). Ocorre também diminuigédo
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de CD40L, resultado da deplecao de linfécitos CD4+ caracteristico da infeccao
pelo HIV, o que acaba por comprometer a manutengao de um pool normal de
linfécitos B de memoria requerido na resposta secundaria, ou seja, antigeno-
especifica (NAGASE et al., 2001).

A hiperatividade persistente dos linfocitos B, durante a infeccéo pelo HIV,
acaba por favorecer transformacgdes genéticas que levam ao aparecimento de
clones andmalos (HERNDIER; KAPLAN; McGRATH, 1994; RIBOLDI et al.,
1994), o que poderia explicar, a0 menos em parte, a alta incidéncia de linfoma
nao-Hodgkin nesses pacientes (HERNDIER; KAPLAN; McGRATH, 1994, ).

O efeito da terapia antirretroviral combinada sobre a
hipergamaglobulinemia na infec¢ao pelo HIV vem recebendo especial atengao
nos ultimos anos. Notermans et al. (2001) evidenciaram um significante
declinio nos niveis séricos de IgG apods o inicio da terapia antirretroviral,
contudo, a normalizagao a valores abaixo do limite superior de referéncia, ndo
foram verificados na maioria dos pacientes estudados. Corroborando estes
achados, Jacobson et al. (2002), comparando pacientes tratados e nao-
tratados com terapia antirretroviral combinada, observaram também uma
diminuicao significativa de IgG sérica, sendo que metade destes pacientes

manteve niveis de IgG acima dos valores de referéncia.

1.8 APOPTOSE

Descrita pela primeira vez em 1972 por Currie e colaboradores, como
sendo um mecanismo fisiolégico de morte celular programada em tecidos e
células, a apoptose € caracterizada morfologicamente por condensacédo da
cromatina, fragmentagao nuclear, vacuolizagédo citoplasmatica e clivagem do
DNA, processo este que é seguido por engolfamento dos corpos por células
adjacentes (HENGARTNER, 2000; 1998; KRAMMER, 2000).

Todavia, este mecanismo de morte celular é distinto da necrose celular e
tecidual, e as diferencas existentes entre estes dois processos estdo baseadas
na morfologia e na propensao das células necréticas para induzir uma resposta
inflamatodria, efeito este que ndo é gerado pelo mecanismo de apoptose
(DAUGAS et al., 2000).
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A apoptose € um mecanismo fisioldgico que preserva a homeostasia
celular de tecidos normais, sendo essencial no sistema imune para o
desenvolvimento e selegdo natural, gerando e mantendo os mecanismos de
auto-tolerancia, além de ser o principal mecanismo de controle da homeostasia
celular apds expansao clonal reativa a uma injuria (DOBMEYER et al., 1997;
ECONOMIDES et al., 1998; KRAMMER, 2000).

Em relagc&o ao seu controle, a apoptose € regulada por fatores internos e
externos (NAGATA, 1997) e consiste de trés estagios sucessivos: (i) a
recepgao de sinais intra e extracelulares que iniciam a morte; (ii) a morte das
células por ativagcao de proteases intracelulares; e (ii) a remogao das células
mortas por células fagociticas (VAUX; STRASSER, 1996).

Os estimulos que iniciam a apoptose estdo geralmente associados a
ativagdo de caspases, um grupo de proteases especificas, sintetizadas como
zimoégenos inativos, e que sao ativadas apds remocéao proteolitica de um pro-
dominio terminal (COHEN, 1999). As caspases também servem como
moléculas ligantes que iniciam a morte celular ou, quando ativadas de maneira
macica, podem mediar a degradagado da estrutura essencial e regulatoria das
proteinas, culminando na ativagao da DNAse ativada por caspases (CAD), uma
enzima responsavel pela fragmentacdo oligonucleossomal do DNA
(BUDIJARDJO et al., 1999; NAGATA, 1997).

A ativacdo do mecanismo da apoptose pode ocorrer por duas vias, uma
denominada extrinseca, e outra denominada intrinseca (ESTAQUIER et al.,
2003). A via extrinseca ocorre quando quatro tipos de receptores celulares: o
receptor Fas (CD95) (SCARFFIDI et al., 1998), o receptor do Fator de Necrose
tumoral, p55 (TNF-R) (DARMAY; AGGARRWAL, 1997), e os receptores tipo 1
e 2(TRAIL/APO-2L), ligantes indutores de apoptose relacionados ao TNF
(WILEY et al.,, 1995), fixam-se aos seus ligantes: FasL (CD95L), TNF e
TRAIL/APO-2L, respectivamente. Esta ligacdo entre ligantes de morte aos
receptores de morte, como assim sdo chamados, levam a formagdo de um
complexo de sinalizagdo indutor de morte (DISC), que compreende as
proteinas adaptadoras: FADD — Fas associado ao dominio de morte, TRADD -
TNF-R associado ao dominio de morte e a procaspase-8, resultando na
ativacdo da caspase-8. A caspase-8 ativa a enzima efetora da caspase-3 ou

cliva a proteina Bid, uma proteina da familia de proteinas pré-apopticas Bcl-2,
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gerando uma tBid (truncated Bid). A tBid transloca-se até a mitocéndria onde
atua junto com as proteinas Bax e Bak, ambas pertencentes também a familia
de proteinas Bcl-2 (CHINNAIYAN et al., 1995; HENGARTNER, 2000).

Ja a via mitocondrial, intrinseca, € induzida por farmacos, luz ultra-violeta,
etc. Em ambas as vias, o envolvimento da mitocéndria € manifestado pela
liberagdo do citocromo ¢ do citosol, onde este é associado com o fator de
ativacdo de proteases pro-apopticas (Apaf-1) (LUO et al.,, 1998) e a pro-
caspase-9 para formar o apoptossoma. O apoptossoma ativa a caspase-9, que
por sua vez, ativa a caspase-3, que é responsavel pela degradagao das
proteinas celulares e nucleares, e pela ativacdo da DNAse ativadora de
caspases (CAD) (SAIKUMAR et al., 1999). Contudo, outros fatores que atuam
no nucleo da célula séo liberados pela mitocéndria, como a Endo G que gera a
fragmentacdo do DNA oligonucleossomal na presenca de caspases inibitorias
quando transloca-se para o nucleo, e o fator indutor de apoptose (AlF), que
induz a condensagao da cromatina e a fragmentacdo do DNA de alto peso
molecular (50 Kbp) (ESTAQUIER et al., 2003). Igualmente, outras proteinas
adaptadoras como FLASH (Caspase-associated huge protein), que interage
com os dominios efetores de morte (DED) da caspase 8 (IMAI 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 complexo mecanismo que determina a vida ou a
morte celular (SAIKUMAR et al., 1999)

Entretanto, diante deste complexo mecanismo, a via Fas (CD95) e FasL
(CD95L) é considerada a principal via indutora de apoptose (KRAMMER,
2000). A ativacao dos linfocitos em resposta a estimulos, propicia a expresséo
de FaslL, e sua interagdo com Fas leva a transdugao do sinal apoptico sobre
os dominios de morte, de maneira analoga a observada apos interacdo de
TNF-a com seu receptor tipo 1 (TNF-R1, conforme visto anteriormente)
(KRAMMER, 2000).

Exceto o fato de o mecanismo de apoptose ser um processo fisioldgico de
eliminacao de células imunes ativadas, a mesma pode ter acao deletéria
naqueles pacientes infectados pelo HIV-1, que sdo acometidos por um estado

crénico de ativagado do sistema imune, onde o estimulo antigénico viral nao



42

cessa, mantendo principalmente os linfécitos ativados e sensiveis a apoptose
(GOUGEON; MOUTAGNIER, 1999).

Com isso, e baseado em alguns estudos, € aceita a hipotese de que a
depleg¢ao dos linfocitos CD4+, que resulta na imunodeficiéncia e aumento da
susceptibilidade as infeccbes oportunistas em pacientes infectados pelo HIV-1,
€ resultado em parte, do aumento da apoptose que ocorre tanto em células
infectadas, como também naquelas nao infectadas pelo HIV (MEYAARD, 1992;
GOUGEON; MONTAGNIER, 1993).

O fato da apoptose ocorrer numa pequena propor¢cao de linfocitos
infectados pelo HIV-1, indica que o aumento da apoptose observada em
pacientes infectados, resulta de mecanismos distintos da acgdo direta do HIV
(BADLEY et al., 2000).

Outro mecanismo pré-apoptico envolvido, é a acdo das proprias proteinas
do HIV-1, como a proteina tat (LI et al., 1995; GOUGEON; MONTAGNIER,
1999), a vpr (STEWART, 1999; JACOTOT, 2000) e, talvez o mais importante, a
via de interagéo entre o complexo glicoproteina gp120/gp41 do envelope (env)
com os receptores CD4+ e os co-receptores de quimiocinas (ex.. CXCR4,
CCRS5) (LIFSON et al., 1986; CHIRMULE; PAHWA, 1996). O gene tat gera um
produto indutor de apoptose sensibilizando as células a apoptose, com auxilio
de um segundo sinal dado pelo receptor de células T (TCR), CD4+ ou Fas
(CD95) (GOUGEON; MONTAGNIER, 1999). Apos sua entrada na célula néo
infectada, o gene tat atua diminuindo a atividade de uma enzima envolvida em
processos de oxidacao intracelular, a superoxido dismutase (SOD), gerando
uma deplecdo de glutationa (GSH), o que resulta no aumento das espécies
reativas de oxigénio (EROs), e, com isso, geragcdo de um processo proé-
oxidativo intracelular (KRAMMER, 2000). A proteina vpr, além de estar ligada a
apoptose, possui a capacidade de interromper os ciclos celulares e promover a
replicacdo viral do HIV-1 (JACOTOT, 2000)

Portanto, o estado de ativagdo cronica do sistema imune nos pacientes
HIV-1, é acompanhado concomitantemente por um processo de estresse
oxidativo, que é definido como sendo um estado no qual os niveis de EROs
neutralizam as defesas antioxidantes enddgenas do hospedeiro, podendo ser
uma consequéncia do excesso da producao de oxidantes ou da diminui¢cao das
defesas antioxidantes (BULGER; MAIER, 2001). E este meio pré-oxidante e
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pro-inflamatério esta envolvido tanto na replicagao viral do HIV, via ativacédo do
fator nuclear KappaB (NF-xB), como também no aumento da susceptibilidade
dos linfécitos a apoptose (LOOK et al., 1998; LI-WEBER et al., 2000).

As consequéncias da ativagado crénica do sistema imune, e sua relagao
direta com os mecanismos de estresse oxidativo e apoptose, em pacientes
infectados pelo HIV-1, vém sendo estudadas junto com estratégias terapéuticas
tradicionais, através da associagcdo de antirretrovirais com compostos
antioxidantes, como N-acetilcisteina, Vitamina C (Ascorbato), Vitamina A e
Vitamina E (BUETTNER, 1993; ALLARD et al., 1998a; DE ROSA et al., 2000;
TREITINGER et al., 2000). Estes estudos tém mostrado a capacidade destes
compostos antioxidantes, em restabelecer e/ou prevenir o estresse oxidativo e
a apoptose, porém, ainda se faz necessario um maior entendimento sobre o
papel do estresse oxidativo envolvido na indugao da apoptose (TREITINGER et
al., 2000; JARUGA et al.,, 2002). O sistema de defesa antioxidante, é um
sistema coordenado, onde a deficiéncia de um componente pode afetar a
eficiéncia de outros (EVANS; HALLIWELL, 2001).

1.9 N-ACETIL-CISTEINA

A L-cisteina € um aminoacido que contém o radical sulfidril, sendo este
um elemento de grande importancia nos processos biolégicos de oxiredugao,
por ser um precursor na sintese de glutationa (DROGE; BREITKREUTZ, 1999),
que por sua vez, esta envolvida em multiplas funcdes celulares, e também
desempenha um importante papel na manutencdo da resposta imunoldgica
(BEUTLER, 1989; DROGE; BREITKREUTZ, 1999)

A suplementagdo com compostos antioxidantes associados a terapia
antirretroviral tem sido estudada como um meio para estabilizar o potencial
redox, e, desta forma diminuir a replicagao viral (WYLLIE, 1997). O uso da N-
acetil-cisteina (NAC) foi proposto para pacientes infectados pelo HIV-1, por ser
um agente antioxidante, e por ter sido demonstrado que, in vitro, a NAC
impediu a replicagao viral (WYLLIE, 1997).

CHAPPLE (1997), em estudo realizado com objetivo de avaliar as
concentragbes do composto cisteina e, consequentemente, da glutationa no

citosol, fazendo uso da cisteina na forma sintética n-acetilada, demonstrou que
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a ativacao do fator nuclear kB mediada por EROs, pode ser bloqueada por este
antioxidante.

Alguns estudos demonstraram que, em pacientes infectados pelo HIV,
ocorre um decréscimo nos niveis plasmaticos de cisteina, sendo ainda mais
importante a queda dos niveis de glutationa nos estagios assintomaticos da
infeccao, indicando com isso, que a deficiéncia destes compostos nao sao
encontrados somente em pacientes em estagios mais avangados da infecgao,
mas sim, em estagios precoces e sem manifestagcdes clinicas da doencga
(DROGE; BREITKREUTZ, 1999; AKERLUND et al, 1996; JAHOOR et al.,
1999).

O aminoacido L-cisteina em sua forma livre € uma substéncia instavel e
facilmente sofre oxidagao, e, por este motivo, ndo é indicado como suplemento
no tratamento da infeccédo pelo HIV. A cisteina em sua forma oxidada tem a
desvantagem de ser fracamente soluvel em agua, tornando-se assim, um
composto pouco absorvido pelo trato gastrointestinal. Ja, a sua forma N-
acetilada, € mais resistente a oxidagao e é facilmente convertida em cisteina e
glutationa (GSH) pelo figado (DE ROSA et al., 2000).

HORTIN e colaboradores (1994) propuseram, como meio de atenuar os
efeitos das deficiéncias de cisteina e glutationa no plasma, e os efeitos
verificados sobre o sistema imunoldgico, a suplementagdo com o composto N-
acetil-cisteina associado a terapia antirretroviral.

Em estudos preliminares, o uso da NAC demonstrou um possivel efeito
benéfico e complementar naqueles pacientes infectados pelo HIV-1, tratados
com terapia antirretroviral e com a sindrome da imunodeficiéncia instalada
(JARSTRAND; AKERLUND, 1994; AKERLUND et al., 1996).

AKERLUND e colaboradores (1996) também demonstraram que a
suplementagdo com NAC diminuiu as concentragbes de TNF-a, bem como
estabilizou a contagem de linfécitos CD4+. Ja OLIVIER e colaboradores (1995)
caracterizaram uma tendéncia de linfécitos CD4+ provenientes de pacientes
infectados pelo HIV-1, a entrarem em apoptose, de modo que este estado
poderia ser minimizado ou revertido pelo uso de NAC.

Contudo, os estudos até agora realizados fazendo uso da NAC, foram
realizados por periodos de observagao considerados curtos, e com doses
inadequadas (DROGE; BREITKREUTZ, 1999). Com isso, a avaliagdo da
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suplementacdo da NAC a terapia antirretroviral, por um periodo mais
prolongado e com uma dose considerada mais adequada, poderia promover

um conjunto de resultados mais efetivos.

1.10 ASCORBATO

O ascorbato, ou acido L-ascorbico, € sintetizado pelo figado na maior
parte dos mamiferos, contudo, em humanos esta capacidade esta ausente,
tornando nutricionais as necessidades deste composto no organismo humano,
dependentes de um eficiente mecanismo de absorcdo, transporte, e
manutencao nos tecidos (ROSE,1988). O Ascorbato absorvido € distribuido
para os tecidos e também permanece no sangue, onde exerce uma de suas
principais e mais importantes fung¢des, a de potente agente antioxidante. Esta
acao antioxidante ndo esta somente ligada a sua capacidade direta de
neutralizar radicais livres no plasma, mas também, na sua capacidade de
proteger e reciclar a vitamina E ou radical alfa-tocoferoxil nas lipoproteinas e,
provavelmente, nos eritrécitos (MAY, 1998).

Alguns estudos ja mostraram que o ascorbato é um antioxidante primario
no plasma, sendo sua presenca requerida para prevenir a formagdo de
hidroperdxidos de lipideos. No plasma, atua de forma protetora contra a
oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que é mediada por
peréxidos no plasma sanguineo (FREI; ENGLAND; AMES, 1989; FREI;
STOCKER; ENGLAND, 1990), e também mediante o sinergismo com o alfa-
tocoferol nos processos de estresse oxidativo, gerador de ERO (ALLARD et al.,
1998a).

A funcdo antioxidante do ascorbato deve-se ao seu potencial redutor de
suas pontes duplas de carbono, o que rapidamente permite a doagao de um ou
dois hidrogénios e elétrons para uma variedade de agentes oxidantes, incluindo
radicais livres, peroxidos, e superoxidos (BUETTNER, 1993). A oxidagado do
ascorbato, resultante de sua reacdo com EROs é um mecanismo reversivel, o
que permite, assim, o0 seu reciclo e sua volta a forma de ascorbato
(MENDIRATTA; QU; MAY, 1998). A forma parcialmente oxidada do ascorbato
€ chamada de radical livre monoascorbil, e serve como um aceptor ou doador

de elétrons, sendo esta forma muito estavel e pouco toxica. A perda de um
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segundo elétron resulta na formagéo do dehidroascorbato, forma esta que pode
ser reduzida a forma de ascorbato (DHARIWAL; HARTZELL; LEVINE, 1991).

O prévio conhecimento sobre estresse oxidativo, mostra que as EROs
causam lesao direta por meio de dano oxidativo as proteinas celulares e aos
acidos nucléicos do DNA, bem como pela inducido da peroxidacéo de lipidios,
que leva a destruicdo da membrana celular (BERGER, 2001). Por sua vez, a
acao antioxidante do ascorbato, assim, se da pela atuagdo como um scavenger
de EROs e também espécies reativas de nitrogénio, prevenindo contra o
estresse oxidativo das macromoléculas biolégicas: DNA, lipidios e proteinas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; FREI et al., 1990; HALLIWELL, 1996;
CARR; FREI, 1999).

Dentre as EROs presentes no processo de estresse oxidativo, e que
atuam de forma preponderante, temos os radicais hidoxila (HO®), o anion
superoéxido (O27), o perdoxido de hidrogénio (H20), o didxido de nitrogénio
(NO3), bem como as espécies nao radicalares, o acido hidrolcoroso (HOCL), o
oxigénio singlet ('0), espécies nitrosadas (N2Os/N;Os) e o peroxinitrito
(ONOOQO’) (CROSS, 1994).

Associado a condicdo de scavenger de EROs, o ascorbato também
regenera outras pequenas moléculas antioxidantes, como a glutationa (GSH), o
B-caroteno e suas respectivas espécies radicalares (HALLIWELL, 1996). O
entendimento sobre a fungdo do ascorbato atuando como um co-antioxidante
junto ao a-tocoferol nas células e isolados lipoprotéicos ja esta bem
estabelecido na literatura (BOWRY et al., 1995; BULGER, 1998), porém, ainda
€ necessario um melhor entendimento sobre o reciclo do ascorbato in vivo
(JACOB; BURRI, 1996). Tem-se mostrado também que o ascorbato atua como
um “poupador’ de glutationa durante condicbes de aumento do estresse
oxidativo, in vivo (MEISTER, 1994), sendo que a mesma glutationa também
esta envolvida na redugao do acido dehidroascérbico intracelular, reciclando e
formando, assim, o ascorbato (MAY, 1998).

A génese de manifestacbes clinicas tem sido diretamente ligada ao
estresse oxidativo e seus produtos, como nos estados inflamatérios sistémicos,
doencas degenerativas do sistema nervoso e AIDS (BULGER; MAIER, 2001).
O estresse oxidativo € um dos principais mecanismos que leva a progressao da

AIDS naqueles pacientes infectados pelo HIV-1(JARUGA et al., 2002), os quais
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apresentam diminuigdo nas concentragcdes de micronutrientes antioxidantes
como vitamina E, B-caroteno e ascorbato (ALLARD et al.,, 1998a, b). Este
processo de diminuicdo da capacidade antioxidante se deve a grande produgao
e acumulo de EROs durante ativacdo de leucdcitos polimorfonucleares e
macrofagos, sendo assim, resultado do préprio curso da resposta imune a
infeccao pelo HIV-1, onde ha também uma influéncia direta dos préprios genes
virais (JARUGA et al., 2002).

Wang e colaboradores (1994) demonstraram que as EROs atuam como
fatores coadjuvantes na progresséo da infecgdo em pacientes assintomaticos e
com AIDS. J4&, Schreck e colaboradores (1991) demonstraram que em células
infectadas pelo HIV-1, o peréxido de hidrogénio (H»0;), induziu a ativagao da
expressao do genoma viral através da transativagdo do NF-xB, enquanto que
Meller (1992) conclui também que as EROs ativam a transcricdo nuclear NF-
kB, induzindo a expressao e estimulagao da replicagao viral.

A ativacdo do NF-kB por meio das EROs durante o estresse oxidativo
celular pode ser inibida pelo uso de compostos antioxidantes como o ascorbato
(HARAKEH; JARIWALLA; PAULING, 1990; HARAKEH; JARIWALLA,
1991;HARAKEH; JARIWALLA, 1995; BOWIE; O’'NEIL, 2000), N-acetilcisteina
(HARAKEH; JARIWALLA, 1997), glutationa e a-tocoferol (SCHRECK; RIEBER;
BAEUERLE, 1991; SUZUKI; PACKER, 1993; WANG; WATSON, 1994).

Estudos prévios in vitro e in vivo, em pacientes soropositivos para o HIV e
tratados com terapia anti-retroviral, mostraram a capacidade do ascorbato de
interferir na replicagdo viral (HARAKEH; JARIWALLA, 1995), e tem sido
caracterizado sua agdo virucida e imunoestimulatéria, tal como: fagocitose,
quiomiotaxia e adesdo de neutrdfilos, atuando ainda como potente agente
antioxidante e diminuindo o estresse oxidativo gerado pela infeccdo viral
(JARIWALLA; HARAKEH, 1996). O ascorbato também demonstrou ser capaz
de regular a sintese de moléculas cruciais do sistema imune, como citocinas,
anticorpos e interferons, e, interferir na ativacdo do NF-«B inibindo-o por
multiplos estimulos, incluindo citocinas (JARIWALLA; HARAKEH, 1996;
(JARIWALLA; HARAKEH, 1997; BOWIE; O’NEILL, 2000).
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os estudos até entdo realizados na literatura, demonstraram que os
pacientes infectados pelo HIV-1, quando comparados com individuos
clinicamente saudaveis e soronegativos para este virus, apresentam um estado
crébnico de estresse oxidativo, que €& caracterizado pela quebra no balanco
entre pro-oxidantes e antioxidantes. Além disto, ha também alteracdes efetivas
e complexas no sistema imunoloégico, como a progressiva deplecdo de
linfocitos CD4+ e a secrecdo anormal de citocinas por células ativadas
cronicamente, linfécitos e macréfagos. Estas anormalidades estao diretamente
correlacionadas com o aumento da susceptibilidade dos linfécitos a apoptose,
decorrente de estimulos provenientes do estresse oxidativo e a continua
replicacdo viral. Sendo assim, a TARV suplementada com o ascorbato,
nutriente essencial, ou N-acetil-cisteina, ambos considerados agentes com
potente acdo antioxidante, poderiam apresentar efeito benéfico no controle do
estresse oxidativo e na recuperacao do sistema de defesa imune celular, o que
permitiria uma maior e melhor sobrevida nestes pacientes infectados. Assim, a
TARV suplementada com o ascorbato e N-acetil-cisteina em pacientes
soropositivos para o HIV-1, necesitam ser melhor avaliadas.

Portanto, o objetivo desse estudo, duplo cego controlado por placebo, foi
investigar e comparar, durante um periodo de 180 dias, o possivel efeito dos
compostos ascorbato e N-acetil-cisteina, quando estes s&o associados ao
efeito inibidor da replicagao viral dos antirretrovirais, através de parametros
virolégicos e celulares em pacientes soropositivos para o HIV-1. Para a
consecugao do objetivo proposto, foram avaliados os niveis de RNA do HIV-1,

linfocitos CD4+, linfécitos CD8+, relagdo CD4/CD8, percentual de células
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apoptéticas, percentual de células vivas e mortas, globulinas, IgA, 1gG, IgM e -
2 microglobulina, antes dos pacientes iniciarem o tratamento antirretroviral
(basal) e 60, 120 e 180 dias apds o uso da terapia antirretroviral, acompanhada
ou nao da suplementagcdo com ascorbato, via oral, divididos em 4 doses diarias

de 500mg (2g/dia), 6 em 6 horas, e de N-acetil-cisteina, via oral, 600mg dia.
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3. PACIENTES, MATERIAL E METODOS
3.1 CASUISTICA

Participaram deste estudo 69 voluntarios comprovadamente soropositivos
para o HIV, diagnosticados por dois métodos com principios metodoldgicos
distintos, e confirmados por imunofluorescéncia indireta, conforme
recomendado pelo Ministério da Saude e aceito pela Organizacdo Mundial da
Saude (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1996), e com indicacéo clinica para
iniciarem o tratamento com farmacos antirretrovirais, com base nos critérios
determinados pela Coordenagao 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
Floriandpolis. Os pacientes devidamente esclarecidos que aceitaram participar
do estudo, apds assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido, foram
encaminhados ao Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC) para realizarem a coleta
de amostra bioldgica (sangue) no sentido de 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.

Todos os pacientes que participaram deste estudo foram classificados
como assintomaticos, de acordo com as Recomendacbdes do Ministério da
Saude e como portador do HIV (Z-21) de acordo com o Cddigo Internacional de
Doengas (BRASIL, 2000; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1998). Os 38
pacientes que concluiram sua participacdo no estudo foram submetidos a
terapia antirretroviral conforme consta do quadro 4. Os demais pacientes foram
excluidos do estudo por apresentarem intolerancia ou ndo aderéncia a terapia
proposta.

As amostras de sangue venoso dos pacientes foram colhidas por pungéo
anterocubital, pela manha, utilizando-se sistema a vacuo. Foi coletado um total
de 8 tubos: sendo retirados, aproximadamente, 10 mililitros de sangue em tubo
(1) contendo heparina, 12 mililitros em tubos (4) sem anticoagulante e 8

mililitros em tubos (3) contendo EDTA.
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Quadro 4. Protocolos dos tratamentos antirretrovirais a que foram submetidos
os pacientes durante o estudo.

Tratamento Grupo Grupo Ascorbato Grupo NAC
anti-retroviral Controle (n=15) (n=13) (n=10)
AZT + 3TC + NVP 8 3 4
AZT + 3TC + NFV - 1 -
AZT + 3TC + EFV - 7 -
DAT + 3TC + AZT - 1 -
D4T + 3TC + EFV - 1 -
AZT + ddl + NVP 2 - 2
AZT + 3TC + ddI 1 - -
AZT + 3TC 2 - 1
AZT + 3TC + IDV 2 - 2
ddl + 3TC + NFV - - 1

n = numero de pacientes; AZT = zidovudina; 3TC = lamivudina; NVP = nevirapina;
ddl = didanosina; NFV = nelfinavir; IDV = indinavir; EFV = efavirenz; D4T=

Apods a coleta de sangue, todos os participantes deste estudo iniciaram o
tratamento com terapia antirretroviral prescrita pelos médicos, assim como
iniciaram o uso de placebo ou terapia suplementar. O conteudo era
desconhecido pelos médicos, pelo pesquisador e pelos pacientes, portanto, o
estudo realizado foi do tipo duplo cego, controlado por placebo. Todos os
pacientes que concluiram sua participagcdao neste estudo apresentaram-se
regularmente para acompanhamento clinico e terapéutico durante os 180 dias
de duragdo do mesmo. Os pacientes submeteram-se as coletas de sangue
para determinagdo dos niveis basais de carga viral, linfécitos CD4+, linfocitos
CD8+, relacdo CD4/CDS8, linfocitos vivos, linfocitos em apoptose, linfocitos
mortos, globulinas, IgA, 1gG, IgM e B-2 microglobulina, aos 60, 120 e 180 dias
apos o inicio dos tratamentos propostos, para avaliagdo dos mesmos.

Os pacientes que participaram do estudo foram divididos em trés grupos,
de acordo com a medicagdo suplementar ingerida. O grupo controle foi
constituido pelos pacientes que, além da medicagado antirretroviral, ingeriram
placebo. Os dois outros grupos de pacientes, foram aqueles que, além da
medicacdo antirretroviral, ingeriram diariamente 2g de ascorbato, em quatro
administragdes de 500mg (grupo ascorbato), ou fizeram uso diario de
600mg/dia de N-acetil-cisteina durante o periodo de estudo. O ascorbato

utilizado neste estudo foi produzido pela Sanofi-Synthelabo LTDA, o qual é
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comercializado com a denominacdo de CEWIN®. A N-acetil-cisteina foi
produzida pela Zambon, sendo este comercializado com o nome de
FLUIMUCIL®.

3.2 FRACIONAMENTO DE AMOSTRA BIOLOGICA (SANGUE)

Para a obtengao de soro e plasma, o sangue foi centrifugado a 2500 rpm
(1050 g) em centrifuga Celm, modelo LS Il durante 10 minutos. Apos a primeira
separagao e obtencéo de soro e plasma, estes foram novamente centrifugados
para que fossem evitadas eventuais interferéncias de hemacias nas

determinacdes a serem realizadas.

3.3 ISOLAMENTO DAS CELULAS MONONUCLEARES

Apo6s centrifugacdo do sangue a 1500 rpm (378 g) por 15 minutos, a
camada de globulos brancos, formada entre o plasma e as hemacias, foi
removida com pipeta de Pasteur e ressuspendida com 5 mL de solugao salina
tamponada com fosfato 0,01M (PBS), pH 7,4. Em seguida, a suspensao de
células contendo leucécitos 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 centrifugada a 1500 rpm (378 g) durante 20 minutos em
centrifuga clinica Celm, modelo LS-Il. A camada de células localizada entre o
tampao e o Ficoll-Paque foi retirada com pipeta de Pasteur, lavada duas vezes
em PBS e sedimentada por centrifugagcdo a 1000 rpm (168 g) por 10 minutos.
Apods as células mononucleares terem sido ressuspendidas em meio RPMI 16
com 25 mM de HEPES e 2 mM de L-glutamina (Sigma Chemical Company,
Sant Louis, U.S.A.), suplementado em 10% com 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.

3.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR
Neste estudo, para a avaliagdo da viabilidade celular, as células

mononucleares foram mantidas em 2,0 mL de meio RPMI 1640 com 25 mM de
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HEPES e 2 mM de L-glutamina, suplementado em 10% de soro bovino fetal
inativado, 10 Ul/mL de penicilina, 10 ug/mL de estreptomicina e 2,5 ug/mL de
Fungison, durante 48 horas a 37° C, em estufa com atmosfera com 5% de CO..
Apos este tempo, as células foram lavadas por centrifugacdo a 1000 rpm (168
g) por 10 minutos e ressuspendidas com solugdo de PBS pH 7,4. Apds a
segunda centrifugacédo, as células foram marcadas com 200 uL da solugéo de
uso de calceina AM 1 uM e homodimero-1 de etidio (EthD-1) (Molecular
Probes Incorporation, Eugene, Oregon, EUA) em solugdo de PBS, pH 7.,4.
Apds 15 minutos em repouso, 0 ensaio de viabilidade das células foi realizado
no Laboratério Médico Santa Luzia, em citbmetro de fluxo modelo
FACSCallibur (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose,
CA,.U.S.A.). A captura das células foi realizada através de dois programas, o
CELLQuest e o PAINT-A-GATE.

O conjunto reativo para determinacdo de viabilidade e citotoxicidade
LIVE/DEAD® (L-3224), contendo calceina AM e homodimero-1 de etidio (EthD-
1), possibilita a determinacao dos linfocitos viaveis, em apoptose e mortos. 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
polianidnica 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
alteragdes fisicas e/ou bioquimicas da membrana celular. Em consequéncia
destas alteragdes, as células em apoptose tornam-se progressivamente
incapazes de impedir a entrada de EthD-1, o qual tem sua fluorescéncia
aumentada em 40 vezes, apoés ligar-se aos acidos nucléicos, produzindo deste
modo, uma fluorescéncia vermelha. As células inviaveis, por ndo apresentarem
atividade estearasica, sdo marcadas intensamente pelo EthD-1, o que as
distingue das demais células.

Apoés as células mononucleares marcadas serem adquiridas no citdmetro
de fluxo modelo FACSCallibur (Becton Dickinson. U.S.A.), através do programa

CELLQuest, as células e/ou estruturas foram selecionadas de acordo com o
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seu volume e sua granulosidade, sendo que as células e/ou estruturas maiores,
entre as quais encontram-se os mondcitos, foram excluidas visto que a analise
de sua viabilidade n&o foi objeto deste estudo.

Na figura 8 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 homodimero de etidio.
Entretanto, é importante ressaltar que este programa nao permite excluir todas
as células e/ou estruturas que nédo se desejam 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 fosse possivel a sua analise através de outro
programa, o PAINT-A-GATE.

-
=]
—

Invidvels

10°

wd.

102

U Vidveis

Etidio (EthD-1)

!

Caleeina

Figura 8. Distribuicdo das células e/ou estruturas selecionadas, através do
CELLQuest, de acordo com a intensidade com que estas foram marcadas pela
calceina e/ou homodimero de etidio.
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No PAINT A GATE realizou novamente a selecdo das células e/ou
estruturas de acordo com o seu volume e sua granulosidade. Assim, as células
mononucleares maiores, como 0s monocitos e as células que apresentara
granulagdes, como os segmentados, que nao foram separadas através do

isolamento das células mononucleares pelo Ficoll-Paque, foram excluidas.

Granulosidade
5

00 100 12 108 10t

Calceina

Figura 9. Distribuicdo das células selecionadas, através do PAINT A GATE, de
acordo com a sua granulosidade e a intensidade com que foram marcadas pela
calceina.

Na tela que constitui a figura 9, visualizam-se todas as células (linfécitos)
selecionadas, distribuidas de acordo com a sua granulosidade e a intensidade
com que foram marcadas pela calceina. E importante ressaltar, contudo, que
as imagens dos linfocitos nestas duas etapas da analise de sua viabilidade
celular, ainda ndo apresentara a coloragao.

Na imagem correspondente a figura 10, observa-se que a distribuicdo das
células é semelhante aquela verificada na figura 8. Entretanto, o programa
PAINT-A-GATE permite que os linfécitos dos trés grupos distintos sejam
selecionados e coloridos. Inicialmente sao, entao, excluidas as estruturas que
se concentram proximo ao eixo y, visto que sao, provavelmente, fragmentos
celulares restantes. Em seguida foram colorido os linfécitos marcados mais
intensamente com calceina, que constituem o grupo localizado mais a direita,
em verde. ApoOs esta etapa, os linfécitos marcados mais intensamente pelo

homodimero de etidio, que formam o grupo localizado na parte superior, foram
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coloridos de vermelho, e os linfécitos marcados gradativamente com menos
intensidade pela calceina e com mais intensidade pelo homodimero 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 9 como pontos negros.

Assim, apos 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 exclusdo final das estruturas que se encontram muito préximas ao eixo y, ou
seja, foram marcadas praticamente apenas pelo homodimero de etidio, pode-
se afirmar, com elevado grau de certeza, que serdo analisados apenas 0s

linfécitos (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicao dos linfocitos, obtida através do PAINT A GATE, de
acordo com a intensidade de sua marcagao pela calceina e/ou pelo
homodimero de etidio.

Ao final da avaliagao da viabilidade celular dos linfécitos, realizada como
descrito, obtém-se a proporgcédo (%) dos linfécitos viaveis, em processo de
apoptose e inviaveis (Figura 11). Entretanto, € importante assinalar que os
linfécitos ndo marcados com uma das cores escolhidas s&o reconhecidos como
eventos nao classificados, devendo-se entdo proceder a corregao da falha
através da marcagao com calceina e brometo de etidio, utilizando-se o PAINT
A GATE.
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O conjunto reativo LIVE/DEAD® (L-3224), contendo calceina AM e
homodimero-1 de etidio (EthD-1), 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, &
importante ressaltar que este método nao é especifico para quantificar células

em apoptose.

6,18% B Eventos em vermelho
54,26% Eventos em verde
0,0% [ ] Eventos em azul
0,0% Eventos em amarelo
0,0% [ | Eventos em violeta
0,0% Eventos em azul claro
39,56% [l Eventos em preto

0,0% Eventos nao classificados

Figura 11. Resultado final da avaliacao da viabilidade celular de linfécitos.

3.5 DETERMINAQAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE RNA DO HIV

(CARGA VIRAL)

As determinagdes foram realizadas utilizando-se sangue total, que foi
centrifugado a 1500 rpm, por 10 minutos, para que fosse possivel a separagéo
do plasma. O plasma entdo obtido da separacao foi armazenado em solugao
tampéo lisante (Tiocianato de guanidina) para posterior determinagdo. A
amostra é viavel por 24 horas se armazenada a 20°C, por sete dias se
armazenada a -8° C e, por tempo indeterminado, se armazenada a -70° C.

A quantificacdo 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, NL), que é um teste de
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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 liberagdo de acidos nucléicos;
b) NucliSens HIV QT, para o isolamento dos acidos nucléicos;
c) NucliSens HIV QT, para a amplificagdo dos acidos nucléicos;

d) NucliSens HIV QT, para a detecgdo dos acidos nucléicos.

A liberacao dos acidos nucléicos € realizada através da adicdo de 2mL de
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 DNAses presentes na amostra. Aos
acidos nucléicos liberados, presentes no tampao de lise, sdo adicionados trés
RNA sintéticos (Qa, Qb e Qc) de concentragdo 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 sequéncia de bases. Em meio de elevada concentragao
salina, os acidos nucléicos presentes no tampao ligam-se ao didxido de silicio
adicionado a solugdo. As particulas de didxido de silicio funcionam como fase
sélida e sdo lavadas varias vezes com o tampéao de lavagem (2X), etanol 70%
(2X) e acetona (1X). Em seguida, os acidos nucléicos sao eluidos da fase

sélida com tampé&o de eluicéo.

A amplificagdo dos acidos nucléicos eluidos baseia-se na transcrigéo
repetida, onde sao sintetizadas multiplas cépias de cada HIV de tipo selvagem
e da sequéncia-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 de amplificagdo. A metodologia utilizada ndo requer separagao

de cadeias e, deste modo, o processo de amplificagao € isotérmico e continuo.

A detecgdo do RNA do HIV-1 presente na amostra baseia-se no principio

da eletroquimioluminescéncia do leitor NucliSens Reader. Para diferenciar os
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RNA amplificados (WT, Qa, Qb e Qc) adicionam-se aliquotas da amostra a
quatro diferentes solugbes de hibridizagdo especificas para um dos RNA
amplificados. Os RNA s&o 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 e amplificadas
sdo capturadas a superficie de um eletrodo por meio de um campo magnético.
A voltagem que é aplicada ao eletrodo desencadeia a reagdo de
eletroquimioluminescéncia. A luz emitida pelas sondas hibridizadas marcadas
com ruténio é 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.

3.6  QUANTIFICACAO DE LINFOCITOS CD4+ E CD8+

As contagens de linfécitos CD4+ e CD8+ foram realizadas através de
citbmetro 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/CD3 (Becton Dickinson U.S.A.) para quantificar os linfocitos
CD3+, CD4+ e CD8+. A relagao CD4/CD8 foi obtida pela divisdo do numero de
linfécitos CD4+ pelo numero de linfocitos CD8+. Para calibragdo do sistema

t™ Control que contém os controles:

foram utilizados os conjuntos FACSCoun
zero, baixo, médio e alto. As contagens de linfécitos CD4+ e CD8+ foram
realizadas no Laboratério de Analises Clinicas — HU, da Universidade Federal

de Santa Catarina.

3.7 DETERMINACAO DOS NIVEIS SERICOS DE GLOBULINAS

Os niveis séricos das globulinas foram obtidos subtraindo-se a
concentracdo de albumina da concentracdo de proteinas totais. A
determinagcdo da concentracdo sérica de proteinas totais e albumina foi
realizada através do sistema automatico Dimension AR® da Dade Behring

Incorporation Newark, U.S.A..
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3.8 DETERMINACAO DOS NIVEIS SERICOS DE IMUNOGLOBULINAS

(IgA, 1gG e IgM)

Os niveis séricos de 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 SERICOS DE p-2 MICROGLOBULINA
Os niveis séricos de P, microglobulina foram determinados através de

ensaio enzimatico imunométrico quimiluminiscente de fase sélida, utilizando-se

conjuntos reativos IMMULITE® Beta-2 Microglobulin, produzidos pela DPC®

(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, U.S.A.).
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4. ANALISE ESTATISTICA
Para todas as variaveis estudadas, as quais foram comparadas inter e
intra-grupos, os resultados foram expressos através de média aritmética (M) e
desvio padrao (DP). Na analise inter-grupos o efeito dos tratamentos ao longo
do tempo foi avaliado através de Analise de Variancia Multivariada de Medidas
Repetidas, utilizando-se os testes de Pillai’s trace, Wilks’ Lambda, Hotelling’s
Trace e Roy’s Largest Root, considerando o efeito do fator tempo, e a interagéo
entre os fatores tempo e tratamento. Para as analises intra-grupo, foi realizado
analise de contrastes ortogonais, por contraste de repeticdo, contraste de
diferenga e contraste de Helmert.
Para todos os valores obtidos em nosso estudo, foi utilizado nivel de

significancia minimo de p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 NIVEIS PLASMATICOS DO RNA DO HIV-1(CARGA VIRAL)

As médias dos niveis plasmaticos de RNA do HIV-1 apresentaram
diminuicao significativa em consequéncia do tempo de tratamento, para todos
os grupos estudados (p<0,05) (Tabela 1). Aos 60 dias de terapia antirretroviral,
os pacientes do grupo controle, ascorbato e NAC, apresentaram niveis médios
de RNA do HIV-1 significativamente menores que a média dos niveis basais.
Aos 120 e 180 dias de tratamento, as médias de RNA do HIV-1 dos trés
grupos, também foram significativamente menores em relagdo as médias
basais, porém, nao houve diferenca significativa em relacdo as médias
verificadas aos 60 dias de tratamento. A analise de variancia multivariada de
medidas repetidas ndo caracterizou diferenca nos niveis plasmaticos de RNA

do HIV-1 entre os tratamentos ao longo do tempo (p>0,05).

Tabela 1: Niveis basais de RNA do HIV-1 (cépias/mL), e apos 60, 120 e 180
dias de iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo Controle, Ascorbato e
NAC.

Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Padrao Valor Maximo Valor Minimo
0 144000° 180299 720000 48000
60 5065° 7013 12000 80
120 2311° 5901 4900 80
180 2241° 4419 4600 80
Grupo Ascorbato (n=13)
Tempo (dias) Média* Desvio Padrao Valor Maximo Valor Minimo
0 1491072 177956 520000 3400
60 16558° 49409 180000 80
120 8245° 18209 61000 80
180 2736° 7064 25000 80
Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)
Tempo (dias) Média* Desvio Padrao Valor Maximo Valor Minimo
0 87100° 99050 310000 26000
60 19495° 36071 110000 670
120 6111° 10273 34000 80
180 7820° 18832 47000 80

Andlise de variancia para as hipoteses Ho:
Nao existe diferenga entre os tempos: p<0,05

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p>0,05
Letras diferentes indicam diferengas significativas: p<0,05
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5.2 NUMERO DE LINFOCITOS CD4+

Para todos os grupos estudados: controle, ascorbato e NAC, a inferéncia
estatistica demonstrou que houve um aumento significativo da média do
numero de linfécitos CD4+, em consequéncia do tempo de tratamento (p<0,05)
(Figura 13). Os pacientes dos trés grupos em estudo apresentaram aos 60 dias
de tratamento, aumento significativo das suas médias de contagens de
linfécitos CD4+, quando comparados as respectivas médias basais (p<0,05).
Contudo, aos 120 e 180 dias de tratamento, em todos os grupos, ndo se
observou diferenga significativa nos niveis de linfocitos CD4+ em relagao as
médias verificadas aos 60 dias de tratamento (p>0,05)(Figura 12).

A analise de variancia multivariada de medidas repetidas nao caracterizou
diferenca estatistica significativa nas determinagcées quantitativas do numero de
linfécitos CD4+, na avaliagdo dos fatores tempo e tratamento (p>0,05) (Figura
12).
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Figura 12. Linfécitos CD4+ (células/mm®) nos tempos 0 (basal), 60, 120 e 180
dias, nos grupos Controle, Ascorbato e N-Acetil-Cisteina (Média e Desvio
Padrao).
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5.3 NUMERO DE LINFOCITOS CD8+

Nas determinagbes das médias de linfécitos CD8+, os grupos ascorbato e
NAC, nado obtiveram aumento significativo de suas médias aos 60 dias de
tratamento, em relagdo as suas médias basais (p<0,05). O grupo controle,
também, neste mesmo periodo, e durante todo tempo de tratamento, nao
caracterizou nenhuma diferengca significativa em relacdo a média basal
(p>0,05) (Figura 13). As médias dos tempos 120 e 180 dias do grupo ascorbato
e NAC, ndo demonstraram diferengas significativas em relagdo ao tempo 60
(dias), somente em relagdo a média basal (p<0,05) (Figura 13).

A analise de variancia multivariada de medidas repetidas nao caracterizou
diferencga estatistica significativa nas determinagcdes quantitativas do numero de
linfécitos CD8+, na avaliagdo dos fatores tempo e tratamento (p>0,05) (Figura
13).
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Figura 13. Linfécitos CD8+ (células/mm?®) nos tempos 0 (basal), 60, 120 e 180
dias, nos grupos Controle, Ascobato e N-Acetil-Cisteina (Média e Desvio
Padrao).
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5.4 RELAGAO ENTRE O NUMERO DE LINFOCITOS CD4+ E O NUMERO

DE LINFOCITOS CD8+ (Rel: CD4/CD8)

Na analise das médias obtidas na relagdo CD4/CD8, os grupos controle,
ascorbato e NAC, apresentaram aumento significativo em consequéncia do
tempo de tratamento, aos 60 dias de terapia (p<0,05) (Figura 14). Aos 120 e
180 dias, apenas os grupos ascorbato e NAC apresentaram diferencga
significativa em relagdo as medias basais do tempo 60 (dias) (p<0,05). O grupo
controle, aos 120 e 180 dias de tratamento, manteve-se sem alteragées em
relacdo aos 60 dias (p>0,05), demonstrando diferenga significativa apenas em
relacdo a média basal (Figura 14).

A analise de variancia nao caracterizou diferenga significativa na relagcéo

CD4/CD8 entre os tratamentos ao longo do tempo (p>0,05) (Figura 14).
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Figura 14. Relagdo CD4/CD8 nos tempos 0 (basal), 60, 120 e 180 dias, nos
grupos Controle, Ascorbato e N-Acetil-Cisteina (Média e Desvio Padrao).
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5.5 PERCENTUAL DE LINFOCITOS VIVOS

A inferéncia estatistica demonstrou que nos grupos ascorbato e controle,
houve aumento significativo, em consequéncia do tempo de tratamento, no
percentual de linfocitos vivos (p<0,05) (Figura 15).

O grupo ascorbato apresentou aos 120 e 180 dias, diferenga significativa
em relacdo as médias basais, e também em relagdo aos 60 dias de terapia
(p<0,05). Contudo, as médias obtidas aos 120 e 180 foram estatisticamente
semelhantes (p>0,05). No grupo NAC, ndo se verificou diferenga significativa
durante o periodo de estudo (p>0,05). O grupo controle, apresentou um
progressivo aumento de suas médias, caracterizando uma diferenca
significativa em todos os tempos em relacdo a média basal (p<0,05) (Figura
15).

A analise de variancia multivariada de medidas repetidas caracterizou

diferencga significativa no percentual de linfocitos vivos entre os tratamentos ao
longo do tempo (p<0,05) (Figura 15).
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Figura 15. Linfdcitos vivos (%) nos tempos 0 (basal), 60, 120 e 180 dias, nos
grupos Controle, Ascorbato e N-Acetil-Cisteina (Média + Desvio Padrdo).
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5.6 PERCENTUAL DE LINFOCITOS EM APOPTOSE

O grupo ascorbato apresentou diferenca significativa em todos os tempos
em relacdo a média basal (p<0,05). Aos 180 dias, a média obtida nao
apresentou diferenga significativa em relacdo a média do tempo 120 dias
(p>0,05), somente tendo apresentado diferenga em relagéo ao tempo 60 dias e
a média basal (p<0,05) (Figura 16).

O grupo NAC néo apresentou diferenga significativa durante o periodo de
estudo (p>0,05) (Figura 16), e no grupo controle, observou-se uma diferenga
significativa em suas médias nos tempos 120 e 180 dias em relagdo a média
basal e ao tempo 60 dias (p<0,05). A média obtida aos 60 dias de terapia
demonstrou diferenca significativa em relagcdo a média basal (p<0,05), n&o
ocorrendo o mesmo aos 120 e 180 dias (p>0,05) (Figura 16).

A analise de variancia caracterizou diferenga significativa no percentual de
linfécitos em apoptose, quando avaliado o fator tratamento ao longo do tempo

nos grupos estudados (p<0,05) (Figura 16).
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Figura 16. Linfocitos em apoptose (%) nos tempos 0 (basal), 60, 120 e 180
dias, nos grupos Controle, Ascorbato e N-Acetil-cisteina (Média e Desvio
Padrao).
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5.7 PERCENTUAL DE LINFOCITOS MORTOS

Os grupos ascorbato e NAC apresentaram diferenga significativa de suas
médias aos 120 e 180 dias, em relacdo a meédia basal e ao tempo 60 dias
(p<0,05), ndo apresentando, porém, diferenga significativa entre suas médias
(p>0,05). A diferenga também néo foi significativa quando comparado o tempo
60 dias com a média basal (p>0,05) (Figura 17).

O grupo controle obteve diferenga significativa somente aos 60 e 180 dias
em relagdo a média basal (p<0,05). O tempo 120 dias apresentou diferenga
significativa em relagdo aos tempos 60 e 120 dias, contudo, ndo apresentou
diferenca em relagao a média basal (p>0,05) (Figura 17).

A andlise de variancia n&o caracterizou diferenga significativa no
percentual de linfécitos mortos entre os tratamentos ao longo do tempo
(p>0,05) (Figura17).

15
S b
2 10 °
=
]
S - ON
3
2 5
2 1
c
= N e
O £
—— CONTROLE
~o- NAC

0 60 120 180
Tempo (dias)

-+ ASCORBATO

Efeito do fator Tempo: p<0,05
Interacao entre os fatores Tempo e Tratamentos: p>0,05
Letras diferentes indicam diferencas significativas: p<0,05

Figura 17. Linfécitos mortos (%) nos tempos 0 (basal), 60, 120 e 180 dias, nos
grupos Controle, Ascorbato e N-Acetil-Cisteina (Média e Desvio Padrao).
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5.8 NIVEIS SERICOS DE GLOBULINAS

As médias obtidas para globulinas apresentaram diferenca significativa
em consequéncia do tempo de tratamento (p<0,05) (Figura 18).

O grupo controle apresentou diferenca significativa em todos os tempos
em relacdo a média basal e o valor da média do tempo 180 dias foi
significativamente diferente dos demais tempos (p<0,05).

Ja os grupos ascorbato e NAC apresentaram diferengas significativas em
todos os tempos em relagdo a média basal (p<0,05), entretanto, nao
apresentou diferenga significativa quando da comparagao entre as médias dos
tempos 60, 120 e 180 dias (p>0,05).

A andlise de variancia n&o caracterizou diferenga significativa no
percentual de linfécitos mortos entre os tratamentos ao longo do tempo
(p>0,05) (Figura18).
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Figura 18. Niveis séricos de globulinas, nos tempos 0 (basal), 60, 120 e 180
dias, nos grupos Controle, Ascorbato e N-Acetil-Cisteina (Média e Desvio
Padrao).
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5.9 NIVEIS SERICOS DE IgA

As médias de IgA para os grupos estudados, apresentaram diferenca
significativa em consequéncia do tempo de tratamento (p<0,05) (Figura 19).

Os grupos controle e NAC apresentaram aos 60, 120 e 180 dias,
diferenca significativa em relagdo as suas médias basais (p<0,05), néo
apresentando porém, diferencga significativa entre suas médias (p>0,05) (Figura
19). O grupo ascorbato apresentou diferenga significativa de suas médias nos
tempos 120 e 180 dias em relacdo as médias basais e 60 dias (p<0,05).

A analise de variancia ndo caracterizou diferenga significativa nos niveis

séricos de IgA, entre os tratamentos ao longo do tempo (p>0,05) (Figura 19).
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Figura 19. Niveis séricos de IgA, nos tempos 0 (basal), 60, 120 e 180 dias, nos
grupos Controle, Ascorbato e N-Acetil-Cisteina (Média e Desvio Padrao).
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5.10 NiVEIS SERICOS DE IgG

As médias de IgG para os grupos estudados, apresentaram diferenca
significativa em consequéncia do tempo de tratamento (p<0,05) (Figura 20).

Todos os grupos em estudo apresentaram diferenga significativa aos 60,
120 e 180 dias em relagéo as suas médias basais (p<0,05). Os grupos controle
e NAC nao apresentaram diferenca significativa quando comparados as médias
dos tempos 60, 120 e 180 dias, sendo que apenas o0 grupo ascorbato
apresentou diferenga significativa de sua média aos 180 dias em relagdo aos
demais tempos (p<0,05) (Figura 20).

A analise de variancia nao caracterizou diferenca significativa no niveis

séricos de 1gG, entre os tratamentos ao longo do tempo (p>0,05) (Figura 20).
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Figura 20. Niveis séricos de IgG, nos tempos 0 (basal), 60, 120 e 180 dias, nos
grupos Controle, Ascorbato e N-Acetil-Cisteina (Média e Desvio Padrao).
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5.11 NiVEIS SERICOS DE IgM

A determinagdo dos niveis seéricos de IgM demonstrou aumento
significativo em consequéncia do tempo de tratamento para os grupos em
estudo (p<0,05) (Figura 21).

Os pacientes dos grupos controle e ascorbato apresentaram diferenca
significativa de suas médias, aos 60, 120 e 180 dias em relacdo as suas
médias basais (p<0,05), entretanto, ndo apresentaram diferencas significativas
quando comparados as suas médias nos tempos 60, 120 e 180 dias (p>0,05).
O grupo NAC, aos 180 dias, apresentou diferenga significativa em relagao aos
tempos 120 dias e a média basal, porém nao apresentou diferenga em relagao
ao tempo 60 dias (p<0,05) (Figura 21).

A analise de varidncia multivariada de medidas repetidas, nao
caracterizou diferenga significativa no niveis séricos de IgG, entre os

tratamentos ao longo do tempo (p>0,05) (Figura 21).
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Figura 21. Niveis séricos de IgM, nos tempos 0 (basal), 60, 120 e 180 dias, nos
grupos Controle, Ascorbato e N-Acetil-Cisteina (Média + Desvio Padrdo).
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5.12 NiVEIS SERICOS DE B-2 Microglobulina

As médias obtidas para -2 Microglobulina apresentaram diferenca
significativa em consequéncia do tempo de tratamento (p<0,05).

Os grupos ascorbato e NAC apresentaram diferenga significativa em suas
meédias no tempo 180 dias em relagdo as médias basais, 60 e 120 dias
(p<0,05), ndo apresentando, porém, diferengas entre as médias 60 e 120 dias
(p>0,05). O grupo controle apresentou diferenga significativa aos 60, 120 e 180
dias em relacdo as médias basais, salientando que nao apresentou diferencas
entre suas médias. (p>0,05) (Figura 22).

O grupo ascorbato apresentou diferenga significativa no fator tratamento
em relagdo aos demais grupos, porém, a analise de variancia ndo caracterizou
diferenca significativa no niveis de -2 Microglobulina, entre os tratamentos ao

longo do tempo (p>0,05) (Figura 22).
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Figura 22. Niveis séricos de -2 Microglobulina, nos tempos 0 (basal), 60, 120
e 180 dias, nos grupos Controle, Ascorbato e N-Acetil-Cisteina (Média e Desvio
Padrao).
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6. DISCUSSAO

A efetiva inibicdo da replicacdo viral e o restabelecimento numérico e
funcional dos linfécitos CD4+ sdo os objetivos principais do tratamento de
pacientes soropositivos para HIV-1, pois estas caracteristicas sinalizam a
reconstituicdo do sistema imunoldgico dos pacientes que fazem uso da terapia
antirretroviral.

E diante deste contexto que o estado nutricional e os niveis séricos de
micronutrientes essenciais, como vitamina C, vitamina E e outros compostos
antioxidantes, como N-acetil-cisteina, tém sido apontados como cofatores
importantes no curso da infecgao pelo HIV-1 (CALDERON et al., 1990;
HARAKEH; JARIWALLA, 1995; AKERLUND et al., 1996).

6.1. NIVEIS PLASMATICOS DE RNA DO HIV-1

Nos pacientes infectados pelo HIV-1, a reducéo dos niveis plasmaticos do
numero de coépias do RNA do HIV-1 indica a adesdo dos pacientes ao
tratamento antirretroviral e a auséncia de resisténcia viral aos medicamentos.
Também as determinagées dos niveis de RNA viral durante a terapia
antirretroviral, permitem avaliar a eficacia dos medicamentos que constituem
esta terapia (HAMMER, 1996), propiciando que a mesma seja individualizada
(BHIVA, 1997).

No presente estudo, realizado em pacientes submetidos ao primeiro
tratamento antirretroviral, verificou-se ap6s o inicio do tratamento, nos trés
grupos estudados, diminuigao significativa dos niveis plasmaticos de RNA do
HIV-1. Contudo, ndo se constatou efeito aditivo da suplementacdo de
ascorbato e NAC, e também nao se verificou diferengcas entre ambos os
tratamentos, quando comparados com o grupo controle (placebo) (Tabela 1).

O estado cronico de estresse oxidativo, em pacientes soropositivos para
HIV, induz a formagdo de espécies reativas de oxigénio a estimularem a
replicagéo viral por mecanismo depende da ativagdo de NF-«B (PEACE; LEAF,
1995; LI-WEBER et al., 2000). Diante disto, varios compostos antioxidantes
tém demonstrado atividade antirretroviral in vitro, incluindo N-acetil-cisteina,
cisteina, glutationa, ascorbato e vitamina E (STAAL et al., 1990; KALEBIC et
al.,, 1991; HARAKEH; JARIWALLA, 1997). Porém, as altas concentragdes

exigidas desses antioxidantes para se obter a inibicdo da replicagdo viral,
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demonstraram precocemente sua fraca atividade antiviral (PEACE; LEAF,
1995; ISRAEL; GOUGEROT-POCIDALO, 1997).

Nossos resultados corroboram os resultados de Look e colaboradores
(1998), que usaram uma dose de 1800 mg/dia de NAC e 500 ug/dia de selénio,
e que, também nao verificaram qualquer efeito terapéutico da suplementacao
com NAC, no sentido de induzir a diminuicdo da carga viral de pacientes
infectados pelo HIV Em outro estudo, realizado por Breitkreutz e colaboradores
(2000) em pacientes HIV suplementados com NAC em doses variadas
(0,6g/dia a 3,2 g/dia), também n&o se verificou qualquer efeito sobre a carga
viral, decorrente da suplementacdo com doses variadas de NAC, em pacientes
com contagem de linfécitos CD4+ entre 200 e 500 células/mm>.

No que se refere a suplementacdo com ascorbato, estudo realizado por
Muller e colaboradores (2000), também ndo mostra uma inibicdo significativa
da replicagdo viral em relagdo ao grupo placebo, porém estes resultados
referem-se a um estudo de apenas 13 dias de suplementagdo. No entanto,
Allard e colaboradores (1998a), em estudo realizado com 49 pacientes HIV+
suplementados com 1000 mg/dia de ascorbato e 800 IU/dia de a-tocoferol por
um periodo de 90 dias, obtiveram resultados diferentes daqueles aqui obtidos,
ao demonstrar significativa diferenca na inibigdo da replicagéo viral em relagéo
ao grupo placebo.

A auséncia de efeito benéfico em relacdo a carga viral verificada no
presente estudo, para ambos os grupos suplementados, pode ser decorrente
diretamente da ma absor¢do ou da ingestdo de doses diarias insuficientes de
NAC, incapaz de promover a recomposi¢ao dos niveis plasmaticos de cisteina
e glutationa, ou da incapacidade da absorgdo e/ou manutencdo de niveis
plasmaticos de ascorbato em nossos pacientes, por estes apresentarem, no
geral, baixa ingestdo de outros elementos essenciais da dieta, como a vitamina
E, o0 que poderia levar a um rapido consumo de ascorbato, seja pela promogao
da reciclagem redox, seja pela inativacdo de radicais livres (ROMERO;
ROCHE, 1998).

Estudos foram realizados para caracterizar os efeitos diretos e indiretos
relacionados as anormalidades gastrointestinais consequentes da infecgéo pelo
HIV (MILLER et al.,1988; TANOWITZ et al., 1996). Estas anormalidades,

caracterizadas por atrofia tecidual, ma absor¢do, diarréia e doencgas
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oportunistas, afetam a absor¢do de nutrientes ingeridos, provenientes das
refeicdbes, como também prejudicam no tratamento da infecgao, dificultando a
absorcdo de varios tipos de farmacos, como antirretrovirais, antibidticos e
antiparasitarios. (ANTONY et al., 1988; GREENSOM et al., 1991; TANOWITZ
et al., 1996)

A suplementacao de ascorbato associado ao NAC também tem sido alvo
de alguns estudos, que mostram um efeito sinérgico na inibigdo da replicagéo
viral, sinalizando que o ascorbato potencializa o efeito antioxidante da NAC
(MEISTER, 1994a; MEISTER, 1994b). Porém, dados de estudo in vitro
sugerem que concentracdes relativamente altas de NAC sao necessarias para
inibicdo da replicagédo viral e, com isso, altas doses de NAC teriam de ser
empregadas para alcangar uma eficiente inibicdo da replicagdo viral in vivo
(BERGAMINI et al., 1994; MULLER et al., 2000).

E importante ressaltar que trés pacientes do grupo NAC, um paciente do
grupo controle e um paciente do grupo ascorbato, apresentaram aumento
expressivo da carga viral durante o periodo de estudo. Estes pacientes
submeteram-se as novas determinacdes do RNA do HIV, onde verificou-se a
reducao da carga viral sem que fosse necessaria a modificagdo da combinagao
de farmacos da terapia antirretroviral (Anexo 3, Quadro 5).

Este aumento expressivo do numero de copias do RNA do HIV em
pacientes submetidos a terapia antirretroviral, poderia ser caracterizado como
resisténcia viral aos medicamentos, que pode ocorrer por falta de aderéncia do
paciente a terapia, ou por ocorréncia natural (VERONESI; FOCACCIA;
LOMAR, 2000).

6.2. LINFOCITOS CD4+, LINFOCITOS CD8+ E RELACAO CD4/CD8

A caracteristica imunodeficiéncia verificada na progressdo da infeccao
pelo HIV, decorre de alteragdes no controle do ciclo celular, observadas em
linfocitos de pacientes infectados pelo HIV que apresentam replicagao viral
ativa (CANNAVO et al., 2001).

A efetiva inibicdo da replicacdo viral condicionada ao uso da terapia
antirretroviral, objetiva a manutengcdo do sistema imunoldgico, no sentido de
que este seja novamente reconstituido, 0 que pode ser avaliado pelo numero
de linfécitos CD4+, CD8+ e pela relagao CD4/CDS8.
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Neste estudo, foi observado um aumento significativo do numero de
linfécitos CD4+ apds 60 dias em todos os grupos em estudo, entretanto, ndo se
verificou efeito benéfico adicional nos grupos que fizeram uso da
suplementacdo com ascorbato e NAC, como também nao se observou
diferencga significativa quando realizada a comparacéo entre ascorbato e NAC
(Figura 12).

A relacdao CD4/CD8 (Figura 14) obteve o mesmo perfil em todos os
grupos, onde aos 60 dias de terapia apresentou um significativo aumento,
decorrente diretamente do aumento do numero de linfécitos CD4+. Ja a analise
do parametro CD8, mostrou que o numero de linfécitos CD8+ manteve-se
estatisticamente inalterado durante todo o periodo de estudo (Figura 13).

Estudos realizados por Pakker e colaboradores (1998), que avaliaram
pacientes submetidos a terapia antirretroviral tripla, e por Smith e
colaboradores (2003), que avaliaram pacientes submetidos a terapia
antirretroviral altamente ativa (HAART), confirmaram os presentes resultados,
ao verificarem um aumento abrupto de linfécitos CD4+ apds o inicio da terapia
antirretroviral, seguido de uma estabilizagdo ou lento aumento nessas células
com a continuidade da terapia.

Jaruga e colaboradores (2002), realizaram estudo em pacientes
submetidos a HAART e suplementados com vitamina C, A e E, e verificaram
aumento no numero de linfocitos, porém, ndo se caracterizou efeito adicional
no numero de linfécitos CD4+ naqueles pacientes que receberam
suplementacdo com estas vitaminas, em relagdo ao grupo placebo.
Anteriormente, Akerlund e colaboradores (1996), suplementando pacientes
assintomaticos com 800 mg/dia de NAC, verificaram um aumento na
preservagao do numero de linfécitos CD4+. Resultado interessante foi obtido
por Breitkreutz e colaboradores (2000), ao demonstrar que, apesar de nao ter
ocorrido efeito benéfico adicional da suplementacdo com NAC em pacientes
HIV positivos, ocorreu um aumento da atividade natural killer nas células
destes pacientes. Assim, a suplementagdo com NAC em pacientes portadores
de HIV foi relevante, uma vez que a diminuigdo da reatividade imunolégica
pode ser revertida, apesar de nao ter sido verificado aumento do numero de
linfécitos CD4+.
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O aumento do numero de linfocitos CD4+ observado no presente trabalho
e em muitos outros estudos, poderia ser resultante da diminuigdo dos niveis
plasmaticos do RNA do HIV, e consequentemente, da redugdo do efeito
citopatico sobre os linfécitos CD4+ decorrentes da infecgdo pelo HIV, como
rompimento da membrana celular (PANTALEO et al., 1993), alteracido da
homeostase e inibicdo da sintese de proteinas celular apds infecgao da célula
(GARRY et al.; 1989; ROSENBERG; FAUCI, 1991), e alteragdo na produgéo
de segundos mensageiros (CRISE; ROSE, 1992).

Entretanto, estudos recentes tém caracterizado que a deplecdo de
linfécitos CD4+ periféricos na infecgao pelo HIV, ndo é somente resultado da
acao citopatica direta do virus em células infectadas, mas principalmente
decorrente de mecanismos indiretos que levam a apoptose de células nao
infectadas (GOUGEON; MONTAGNIER, 1999; RASOLA et al, 2001;
VLAHAKIS et al., 2001).

Dentre os mecanismos envolvidos associados a apoptose na infecgao
pelo HIV-1, estaria a participacdo das EROs (KRAMER, 2000), a agdo das
proteinas de origem viral, como Tat (LI-WEBER et al., 2000), gp 120
(RADRIZZANI et al., 1997; LI-WEBER et al., 2000), Nef (RASOLA et al., 2001)
e vpu (CASELLA et al.,, 1999). Estas proteinas virais sensibilizam as células
CD4+ quanto a apoptose. Dentre os mecanismos mais envolvidos, estaria a
geracdo de um estado pré-oxidante, a ativacdo de fatores de transcrigéo
sensiveis a este estado redox, como NF-«xB e AP-1, que aumentam a
expressao de CD95L, e com isso, leva ao aumento da apoptose mediada por
Fas (BADLEY et al., 2000).

6.3. LINFOCITOS VIVOS, EM APOPTOSE E MORTOS

A avaliagdo da viabilidade celular de linfécitos circulantes do sangue
periférico, caracterizado pela analise percentual de linfécitos vivos, em
apoptose e mortos, apresentou resultados significantes apenas para o grupo
suplementado com ascorbato, quando avaliado o fator tratamento ao longo do
tempo (Figuras 15, 16 e 17).

O percentual de linfocitos vivos foi significativamente diferente em todos
0s grupos, quando avaliado o tempo de tratamento, a partir de 60 dias de

terapia. O grupo ascorbato e o grupo controle evidenciaram uma tendéncia de
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crescimento que se seguiu até o fim do estudo (180 dias). Ja o grupo NAC
apresentou diferencga significativa apenas aos 120 e 180 dias em relagdo a
média basal e a 60 dias de tratamento (Figura 15, Tabela 5).

Os resultados obtidos no grupo ascorbato foram significativamente
diferentes dos obtidos no grupo controle e NAC, e caracterizou um beneficio de
sua suplementacao, ao permitir um maior acréscimo no percentual de linfocitos
vivos durante todo o tratamento. E importante ressaltar que este evidente
acréscimo ocorrido aos 60 e 120 dias de terapia, ndo acompanhou o aumento
do numero de linfécitos CD4+, que se estabilizou aos 120 e 180 dias de
tratamento (Figura 15).

Concretamente, a diminuigao significativa no percentual de linfécitos em
apoptose (Figura 16), permitiu um melhor entendimento do beneficio da
suplementacdo com ascorbato, ao demonstrar uma queda proporcional de seu
percentual. Ambos os parametros, linfécitos vivos e em apoptose,
apresentaram uma estabilizagcdo de suas meédias aos 120 e 180 dias de
terapia.

Estudo realizado por Jonhson e Parkin (1998), avaliando pacientes
submetidos apenas a terapia antirretroviral, verificou uma diminui¢gdo nos niveis
de linfocitos em apoptose, e aumento do numero de linfécitos CD4+, entre 4 e
6 semanas de estudo, seguido posteriormente de uma estabilizagdo de seus
niveis. Também Chavan e colaboradores (1999), observaram queda nos niveis
de apoptose e aumento do numero de linfécitos CD4+, principalmente no inicio
da terapia antirretroviral, e que este efeito se correlacionava significativamente
a inibicdo da expressido do receptor Fas nos linfécitos CD4, porém, ndo nos
linfécitos CD8+.

Estes resultados justificam o conceito de que o abrupto aumento de
linfécitos CD4+ no sangue periférico de pacientes infectados pelo HIV, nas
primeiras semanas de terapia antirretroviral, deve-se a redistribuicdo dessas
células a partir dos érgéaos linféides secundarios (PAKKER et al., 1998), e que
aumentos posteriores dependem da restauragcédo da funcao timica (TEIXEIRA
et al., 2001).

Resultados obtidos por Roger e colaboradores (1999), demonstraram que
a apoptose de linfécitos CD4+ em pacientes HIV+, ocorre em menor extensao

quando do uso da TARV, e que esta inibicdo parece ser independente da
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viremia plasmatica. Contudo, os resultados verificados por Gougeon (1995) e
Katsikis (1995), demonstraram niveis elevados de apoptose em pacientes em
estagios mais avangados da infecgdo, ja com AIDS. Todos estes achados vém
corroborar a hipétese de que a apoptose € um fator preponderante na deplecao
de linfécitos CD4+. Desta meneira, estudos em pacientes HIV+ suplementados
com compostos antioxidantes (ascorbato, vitamina E, etc.), que alcangam um
maior percentual de linfécitos vivos associados a um menor percentual de
linfocitos em apoptose, vém acentuar o papel do estresse oxidativo na inducao
da apoptose.

O estudo realizado por Jaruga e colaboradores (2002) confirmam estas
observagodes, ao demonstrar que a suplementacdo com ascorbato e vitamina E
em pacientes HIV+ por um periodo de seis meses, diminuiram o dano oxidativo
ao DNA de linfécitos circulantes, o que, segundo os autores, poderia contribuir
para a diminuicao da morte celular por apoptose nesses pacientes.

Como citado anteriormente no item 6.2, os mecanismos associados a
apoptose na infecgdo pelo HIV-1, envolvem a participagdo de proteinas virais
que sensibilizam linfécitos CD4+ quanto a apoptose, e EROs resultantes do
estresse oxidativo, que geram um estado pro-oxidativo ativador de fatores de
transcricdo como NF-xB e AP-1, sensiveis ao estado redox.

A suplementagcdo com ascorbato, considerado depois da glutationa, o
maior antioxidante soluvel e o primeiro a atuar na defesa contra EROs no
sangue (NIKI et al., 1988; NIKI et al., 1995) e no plasma (FREI; ENGLAND;
AMES, 1989), e os resultados obtidos para os parametros linfocitos vivos e em
apoptose, 0s quais caracterizaram beneficios com a sua suplementacéo,
poderia estar diretamente ligados a sua capacidade de atuar como scavenger
de EROs, e também a sua capacidade de regenerar a vitamina E, considerado
0 mais potente e mais abundante antioxidante lipofilico in vivo e presente nas
membranas de linfocitos e na maior parte das células do organismo (BURTON,
JOYCE; INGOLD, 1983; MEYDANE; BEHARKA, 1996).

Assim, a agao scavenger sobre EROs e/ou recicladora de vitamina E,
poderia estar inibindo a ativacdo de NF-kB e AP-1, induzindo uma diminui¢cao
na expressédo de RNAm de CD95L (FasL), com consequente diminuigdo na

apoptose mediada por Fas (CD95). A inibicdo da ativagdo do NF-kB também
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impede a expressao e replicagdo do HIV-1 (SCHRECK; RIEBER; BAEUERLE,
1991; WONG et al., 1991).

Em relag&o ao percentual de linfocitos mortos, nenhum grupo apresentou
diferenca significativa no tratamento ao longo do tempo. O grupo NAC teve
suas meédias significativamente diminuidas ao longo do tempo de estudo
apenas aos 180 dias, enquanto o grupo controle apresentou oscilagao em suas
médias aos 60, 120 e 180 dias. Ja o grupo ascorbato, permaneceu sem
diferencgas significativas durante todo o periodo de avaliagdo (180 dias) (Figura
18).

6.4. GLOBULINAS, IgA, IgG, IgM E B-2 MICROGLOBULINA

Estudos tém evidenciado que os valores da IgA na infec¢ao pelo HIV-1,
servem como prognostico, ao demonstrarem que niveis séricos elevados dessa
imunoglobulina indicam de maneira independente (PASCALLE et al., 1997;
SABIN, et al., 1998), ou associada a CD4+ (MONTELLA et al.,, 1997), uma
maior propensao para AIDS. Outros estudos sugerem que a IgA nao fornece
informagdes adicionais importantes sobre a progressao da infecgéo pelo HIV,
sendo util apenas como controle para a determinacdo de linfécitos CD4+
(ALCABES et al., 1994; ULLUM et al., 2000).

A 1gG nos grupos controle, ascorbato e NAC exibiu médias aos 60 dias,
significativamente menores que os valores de média basal, sendo que aos 120
e 180 dias, as médias mantiveram-se sem diferenga significativa. Contudo,
nenhum dos grupos conseguiu restabelecer os valores de referéncia, tendo o
grupo ascorbato apresentado, como as demais imunoglobulinas, uma
tendéncia de queda observada até o fim do estudo (Figura 20, Tabela 10).

Os valores basais aumentados da IgA (Figura 19, Tabela 9) e IgG (Figura
20, Tabela 10) observados em nosso estudo, poderim ser atribuidos a ativagao
policlonal dos linfécitos B decorrente do aumento dos niveis séricos de
citocinas como TNFa, em resposta a uma ativagao crbénica do sistema imune
(MACCHIA et al.,, 1993), ou ao aparecimento de uma sub-populagdo de
linfocitos B, que expressam niveis de CD21, em pacientes que apresentaram
altos niveis de viremia (MOIR et al., 2001), caracteristica apresentada por

pacientes no presente estudo estudo.
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Apesar desta relagao entre a infecgao pelo HIV e a ativacao de linfécitos
B, os niveis séricos das globulinas e imunoglobilinas, principalmente IgG,
permanecem como marcadores pouco confiaveis da evolugao da infecgcao pelo
HIV, apds o inicio da terapia antirretroviral. Os niveis séricos de IgA e IgM,
também mostraram ser marcadores menos confidveis que o paradmetro carga
viral, para avaliar a evolugao da infeccdo apds o inicio da terapia, visto que
refletem apenas o estado de ativagdo das células do sistema imune celular e
imune humoral, decorrente da infeccdo dos linfocitos CD4+ pelo HIV e do
consequente aumento da producdo de citocinas como o TNF-a.

No presente estudo, os resultados do efeito da terapia antirretroviral sobre
a hipergamaglobulinemia, foram semelhantes aos obtidos por Notermans e
colaboradores (2001) e Jacobson e colaboradores (2002), que evidenciaram
um declinio nos niveis séricos das imunoglobulinas, principalmente IgG, apés
inicio da terapia antirretroviral, sem diminuigbes significativas ao decorrer do
tempo de tratamento.

Os presentes resultados demonstraram que o grupo ascorbato manteve
uma tendéncia de diminuigdo de seus valores de imunoglobulinas até o fim do
estudo, sugerindo que o ascorbato exerceu um efeito sobre o ritmo de
progressao da infecgcao pelo HIV, diferentemente do grupo NAC, que em
nenhum momento do estudo caracterizou alguma diferenca para os parametros
avaliados. Isso leva a crer que estudos futuros, que avaliassem os efeitos da
suplementacdo com ascorbato em pacientes soropositivos para o HIV-1,
conduzidos por periodo de tempo mais prolongado, poderiam fornecer
resultados mais consistentes sobre o efeito da suplementagdo com ascorbato.
Com isso, o objetivo seria de acompanhar até que ponto é possivel
restabelecer um valor de IgG e manter os niveis de IgA e IgM junto aos valores
de referéncia. Ainda seria desejavel, estabelecer protocolos de estudo que
avaliassem este efeito sobre os 6rgaos linféides secundarios.

Os niveis séricos de B-2 Microglobulina dos grupos controle, ascorbato e
NAC, apresentaram diminuicdo significativa em conseqléncia da terapia
antirretroviral a que foram submetidos, quando considerado o fator tempo. Essa
diferenca foi observada aos 60 dias de tratamento, sendo que apenas os
grupos ascorbato e NAC apresentaram diferencas significativas ao fim de 180

dias, em relacdo as médias basais e, 60 e 120 dias de tratamento. O grupo
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controle permaneceu sem alteracbes apds a diferenca obtida aos 60 dias de
terapia. Vale ressaltar que o grupo ascorbato apresentou uma diferenga
significativa quanto ao fator tratamento, com uma evidente queda nos niveis de
B-2 microglobulina (Figura 22).
A B2-microglobulina € uma proteina de baixo peso molecular, que forma os
antigenos de cadeia leve constante de classe 1 do MHC, presentes na
superficie da maioria das células somaticas (SHI et al., 1997). Os niveis
séricos da 2-microglobulina aumentam em consequéncia da ativagao
imunoldgica e da destruicdo de células linfoides (HOFMANN et al., 1990;
HOFMANN, et al., 1992), e apresentam significativa capacidade de
prognosticar a evolugao da infecgao pelo HIV para AIDS,
independentemente do numero de linfécitos CD4+ no sangue (PASCALE et
al., 1997).

A diminuigao dos niveis séricos obtida em todos os grupos em estudo, e
mais evidentemente no grupo ascorbato, poderia ser atribuida a eficiéncia da
terapia antirretroviral, que reduz os niveis de RNA do HIV (OGG et al.,
1998), dos genes Tat e Vpr, e das proteinas virais gp 160 e gp 120 (ROUX
et al., 2000; MAHIEUX et al., 2001). A diferenga obtida apenas pelo grupo
ascorbato quando avaliado o fator tratamento, poderia estar relacionada a
capacidade do ascorbato em reciclar a glutationa, que também recicla o
ascorbato, mantendo com isso os niveis intracelulares de glutationa. A
manutencgao dos niveis de glutationa permitiria o equilibrio do estado redox
intracelular dos linfoécitos CD4+ (MEISTER, 1994a; MEISTER, 1994b). Outra
hipotese esta na capacidade do ascorbato em regenerar a vitamina E
presente na membrana dos linfocitos, durante o processo de estresse
oxidativo, mantendo com isso sua integridade (NIKI et al., 1995; MEYDANE;
BEHARKA, 1996). O resultado final desta defesa antioxidante pela agao do
ascorbato, reciclando glutationa e vitamina E, permitiria séricos diminuidos

de B2-microglobulina.

Alguns autores consideram que niveis séricos elevados de B>-microglobulina
sao, ainda, altamente preditivos para a diminuicdo subsequente do numero
de linfécitos CD4+ (SCHWATSLANDER et al., 1993; ASHTON et al., 1998).
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

- A terapia antirretroviral inibiu de maneira efetiva a replicagdo viral, com
consequente diminuicdo dos niveis plasmaticos de RNA do HIV-1, que foi
acompanhada pelo aumento do numero de linfécitos CD4+, da relacéo
CD4/CD8, da viabilidade de linfocitos, e da diminuicdo dos niveis de globulinas,
IgA, IgG, IgM e B-2 microglobulina, no geral, de acordo com os dados

existentes na literatura.

- A suplementacdo com NAC nao apresentou efeito benéfico adicional a terapia
antirretroviral, para os parametros propostos avaliados, na dose de 600 mg/dia.
Por outro lado, houve uma diferenga significativa da suplementagcdo de
ascorbato, na dose de 2 g/dia, em relagdo ao grupo NAC e placebo, quando
avaliado o tratamento ao longo do tempo, para os parametros linfécitos vivos e
linfocitos mortos, independente da terapia antirretroviral, reforcando seu efeito

terapéutico.

- O grupo suplementado com ascorbato, apresentou também uma diminuicéo
significativa dos niveis de -2 microglobulina, quando avaliado o fator
tratamento, o que poderia ser caracteristico da maior manutencdo da
integridade de linfécitos circulantes do sangue periférico, sugerindo a indicagao

desta globulina, como um biomarcador da progressao da AIDS.

- Pode-se concluir que pacientes submetidos a terapia antirretroviral e
suplementados com ascorbato, apresentaram um efeito benéfico na
reconstituicdo do sistema imune, ao ter propiciado aumento da viabilidade de
linfécitos, sendo, em consequéncia, possivel recomenda-lo no tratamento da
AIDS.
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8. PERSPECTIVAS

- Estudar a suplementagao de vitamina C, associada a vitamina E, e/ou outros
antioxidantes como alguns polifendis, em um protocolo de estudo com periodo

de avaliagdo igual ou superior a um ano.

- Concomitantemente, acompanhar os biomarcadores de progressao da
doenca, especificamente a -2 microglobulina, por um periodo de estudo igual

Ou superior a um ano.

- Também, monitorar a GSH e a atividade da glutationa reduzida (GR) nos

eritrocitos.

- Ainda, seguindo o mesmo protocolo de estudo, avaliar os niveis séricos de

antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.
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ANEXO 1
Fluxograma para diagnoéstico da infeccéo pelo HIV em individuos maiores
de dois anos de idade, estabelecido pelo Ministério da Saude em 2003.
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- FLUXOGRAMA PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-HIV
! EM INDIVIDUOS COM IDADE ACIMA DE 2 ANOS
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{#)m REAGENTE INVESTIGAR SOROCONVERSAD E/OU PESQUISAR HIV -2

( DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA INFECCAO PELO HIV EM INDIVIDUOS COM IDADE ACIMA DE 2 ANDS j

A realizagdo do diagnéstico laboratonial da infeccéo pelo HIV nos laboratérios pablicos e privados & regulamentada pela Portaria de n® BGRMS,
de 28 de janeiro de 2003 que determina um conjunts de procedimentos em seqOdndia denominade “Fluxograma para detecgdo de anticorpos anti-HIV
em individucs com idade adma de 2 anos.” Apds a realizacio deste fluxograma de testes, podemos encomtrar os resultados descritos a sequir

Nao hd necessidade de coletar nova amostra, salvo nos casos ende ha Indicagdo de investigagdo de soroconversdo efou pesquisa de HIV -2,

[ amosta posmvA paRa HIV/HIV -1 |

E abrigatdria a coleta de uma segunda amostra para confinmar a positividade da primaira amostra, preferenclalmente
am um intervalo de até 30 dias apos a emissdo do resultado referente & primeira amostra,
Sempre que os resultados da segunda amostra forem diferentes dos obtidos com a primeira amostra, sera prediso considerar a possibilidade
e ter havida troca de amostras ou algum erro Inerente aos procedimentos de realizagio dos testes,

[ﬁMDS‘lM INDETERMINA DA PARA HIV-1]

Regomenda-se fazer a coleta de uma segunda amostra 30 dias apds a emissio do resultado da primaira amostra para investigagho de soroconversao.
A imvestigacio do HIV -2 & recomendada somente quanda os dados epidemiolagicos forem sugestivos de infeclo por esse virus
ou s 05 dados clinlcos forem compativeds com a infecgao Hivialds.

Minlstério
+ = r Informagies adiconals podem ser obtidas no sndersgo: da Satde
wewenakds. gov. bridiagn ostico’docum entosinotas do fluxcgrama @ no Manual da Recomen dagdes para Profilasia da
V Trancmizass Vemical 3 HIV @ Terapia Anti-Rearoviral em Gestantes - Misistaano da Saode 2003, H .m
Pl 2 parad I\"' ’I (11}

(Fonte:www.aids.gov.br. Acessado em 17 de Dezembro de 2004)
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ANEXO 2

Tabelas de resultados estatisticos dos marcadores avaliados
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Tabela 2: Niveis basais de linfocitos CD4+/mm?, e apds 60, 120 e 180 dias de

iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo Controle, Ascorbato e NAC.

Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 310 164 639 45

60 410° 239 793 57

120 430P° 218 808 96

180 465° 146 885 125

Grupo Ascorbato (n=13)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 2002 106 382 23

60 331° 196 855 65

120 306° 120 540 157

180 312° 166 621 81

Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 2372 98 393 125

60 310° 108 453 166

120 309° 71 415 213

180 321P 114 471 158

Andlise de variancia para as hipoteses Ho:

Nao existe diferenga entre os tempos: p<0,05

N&o existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p>0,05

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através

dos contrastes de repeticao, diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam

diferencas significativas: p<0,05

n= Numero de pacientes estudados
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Tabela 3: Niveis basais de linfocitos CD8+/mm?, e apos 60, 120 e 180 dias de

iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo Controle, Ascorbato e NAC.

Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo
0 911 491 1688 380
60 818 379 1614 340
120 828 289 1316 300
180 830 204 1414 487
Grupo Ascorbato (n=13)
Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo
0 1075 769 2938 216
60 1154 637 2453 417
120 1020 613 2168 403
180 1001 614 2428 342
Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)
Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padréo Maximo Minimo
0 905 512 1999 579
60 985 554 1990 538
120 913 457 1683 357
180 886 605 1986 445

Anadlise de variancia para as hipoteses Ho:

Nao existe diferenga entre os tempos: p<0,05

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p>0,05

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através

dos contrastes de repeticdo, diferengca e Helmert. Letras diferentes indicam

diferencas significativas: p<0,05

n= Numero de pacientes estudados
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Tabela 4: Niveis basais de linfécitos CD4/CD8, e apds 60, 120 e 180 dias de

iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo Controle, Ascorbato e NAC.

Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padréo Maximo Minimo

0 0,37 0,20 0,87 0,10

60 0,54° 0,29 1,23 0,09

120 0,54° 0,23 0,89 0,14

180 0,56" 0,26 0,98 0,13

Grupo Ascorbato (n=13)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 0,252 0,20 0,74 0,01

60 0,37° 0,27 0,85 0,02

120 0,44° 0,29 0,95 0,05

180 0,43° 0,30 0,87 0,03

Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 0,232 0,12 0,38 0,07

60 0,31° 0,22 0,72 0,09

120 0,37° 0,20 0,67 0,17

180 0,37° 0,23 0,73 0,14

Anadlise de variancia para as hipoteses Ho:
Nao existe diferenga entre os tempos: p<0,05

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p>0,05

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através

dos contrastes de repeticao, diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam

diferencas significativas: p<0,05

n= Numero de pacientes estudados
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Tabela 5: Niveis basais de linfocitos vivos em percentual (%), e apos 60, 120 e

180 dias de iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo Controle,

Ascorbato e NAC.

Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padréo Maximo Minimo

0 22,632 18,45 55,55 2,51

60 31,79° 15,24 56,28 11,15

120 35,38c 17,25 58,70 10,78

180 44 ,17° 18,96 73,22 15,16

Grupo Ascorbato (n=13)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 47,852 22,48 78,66 5,08

60 66,68° 18,34 86,84 33,45

120 77,95° 15,18 93,19 40,10

180 80,62° 18,24 91,03 24,68

Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 27,632 18,69 49,81 1,96

60 22,41° 19,15 61,16 2,39

120 28,21° 18,06 57,05 24,36

180 29,13° 18,07 60,00 4,40

Andlise de variancia para as hipoteses Ho:

Nao existe diferenga entre os tempos: p<0,05

N&o existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p<0,05

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através

dos contrastes de repeticao, diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam

diferencas significativas: p<0,05

n= Numero de pacientes estudados
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Tabela 6: Niveis basais de linfocitos em apoptose, em percentual (%), e apos

60, 120 e 180 dias de iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo
Controle, Ascorbato e NAC.

Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padréo Maximo Minimo

0 65,892 16,89 88,14 38,22

60 59,92° 16,96 85,44 38,14

120 50,61° 17,46 80,91 21,35

180 48,92° 17,40 82,95 22,03

Grupo Ascorbato (n=13)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 48,812 20,49 88,22 17,87

60 30,40° 16,31 62,68 12,61

120 17,21° 9,26 40,06 6,29

180 18,49° 17,99 73,82 8,21
Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 59,542 21,43 93,00 15,59

60 59,742 26,71 93,82 13,65

120 62,77° 18,98 89,37 32,53

180 58,87° 16,98 86,79 35,38

Andlise de variancia para as hipoteses Ho:

Nao existe diferenga entre os tempos: p<0,05

N&o existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p<0,05

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através

dos contrastes de repeticao, diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam

diferencas significativas: p<0,05

n= Numero de pacientes estudados
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Tabela 7: Niveis basais de linfocitos mortos, em percentual (%), e apds 60, 120

e 180 dias de iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo Controle,

Ascorbato e NAC.

Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 11,292 7,90 25,81 1,36

60 7,95° 6,19 21,06 0,42

120 9,88 7,38 24,80 1,32

180 6,42 4,82 14,70 1,99

Grupo Ascorbato (n=13)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 4,692 2,12 9,66 1,12

60 2,878 2,84 10,46 0,18

120 2,35° 2,76 10,46 0,35

180 1,00° 0,56 2,44 0,31

Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 10,422 7,99 34,60 1,17

60 10,68° 6,39 91,54 2,89

120 7,39° 2,01 9,51 4,35

180 7,04° 4,81 90,37 3,35

Anadlise de variancia para as hipoteses Ho:
Nao existe diferenga entre os tempos: p<0,05

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p>0,05

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através

dos contrastes de repeticao, diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam

diferencas significativas: p<0,05

n= Numero de pacientes estudados
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Tabela 8: Niveis basais de globulinas (g/dL), e ap6s 60, 120 e 180 dias de

iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo Controle, Ascorbato e NAC.

Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 4,36° 0,55 5,30 3,40

60 3,89° 0,67 5,20 2,80

120 3,71° 0,50 4,60 3,00

180 3,46° 0,57 4,50 2,90

Grupo Ascorbato (n=13)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 4,262 0,75 6,00 3,60

60 3,93 0,83 5,40 3,00

120 3,86" 0,84 5,90 2,90

180 3,97° 0,67 5,30 3,00

Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 4,222 0,71 5,70 3,30

60 4,03° 0,90 6,40 3,10

120 3,94° 0,88 5,50 2,50

180 3,92° 0,91 5,90 3,00

Andlise de variancia para as hipoteses Ho:

N&o existe diferenga entre os tempos: p<0,05

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p>0,05

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através

dos contrastes de repeticdo, diferenga e Helmert. Letras diferentes indicam

diferencas significativas: p<0,05

n= Numero de pacientes estudados
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Tabela 9: Niveis séricos basais de IgA (mg/dL), e apds 60, 120 e 180 dias de

iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo Controle, Ascorbato e NAC.

Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo
0 369,562 281,46 877 119
60 306,93° 210,72 730 103
120 281,12° 195,60 510 93
180 334,07° 217,88 438 134
Grupo Ascorbato (n=13)
Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo
0 356,592 180,43 812 107
60 385,632 289,44 1123 86
120 301,30° 167,01 704 80
180 314,86° 228,05 967 61
Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)
Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo
0 404,00a 152,24 692 183
60 378,00 157,14 611 171
120 331,77° 123,32 539 149
180 360,90° 179,80 572 69

Anadlise de variancia para as hipoteses Ho:
Nao existe diferenga entre os tempos: p<0,05

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p>0,05

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através

dos contrastes de repeticao, diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam

diferencas significativas: p<0,05

n= Numero de pacientes estudados
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Tabela 10: Niveis séricos basais de IgG (mg/dL), e apds 60, 120 e 180 dias de

iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo Controle, Ascorbato e NAC.

Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padréo Maximo Minimo
0 2272,5° 690,60 3450 1070
60 1691,30° 443,96 2490 981
120 1741,10° 512,90 2640 748
180 1655,50° 509,05 2810 767
Grupo Ascorbato (n=13)
Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo
0 2306,702 771,34 4116 1480
60 1988,50° 701,62 4040 1130
120 1843,00° 613,30 3252 1100
180 1685,00° 548,49 2803 1390
Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)
Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padréo Maximo Minimo
0 2157,00° 714,12 3820 1400
60 2078,00° 689,92 3550 1320
120 1917,70° 718,88 3460 1060
180 2023,00° 879,00 3560 950

Anadlise de variancia para as hipoteses Ho:
Nao existe diferenga entre os tempos: p<0,05

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p>0,05

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através

dos contrastes de repeticao, diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam

diferencas significativas: p<0,05

n= Numero de pacientes estudados
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Tabela 11: Niveis séricos basais de IgM (mg/dL), e apés 60, 120 e 180 dias de

iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo Controle, Ascorbato e NAC.

Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo
0 178,762 75,71 298 65
60 119,26° 52,43 254 43
120 109,26° 62,39 228 39
180 129,34° 78,04 350 52
Grupo Ascorbato (n=13)
Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo
0 177,592 85,01 366 88
60 120,74° 42,27 205 36
120 110,52° 55,81 245 52
180 92,30° 36,49 128 58
Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)
Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo
0 227,892 124,32 418 64
60 172,41° 96,40 276 53
120 133,90° 50,33 196 53
180 188,77° 81,30 354 124

Anadlise de variancia para as hipoteses Ho:
Nao existe diferenga entre os tempos: p<0,05

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p>0,05

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através

dos contrastes de repeticao, diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam

diferencas significativas: p<0,05

n= Numero de pacientes estudados
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Tabela 12: Niveis séricos basais de -2 Microglobulina, e apds 60, 120 e 180

dias de iniciados os tratamentos, nos pacientes do grupo Controle, Ascorbato e

NAC.
Grupo Controle (n=15)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padréo Maximo Minimo

0 2872,262 543,06 4028 1911

60 2395,31° 449,27 3070 1341

120 2305,93° 458,57 2623 1308

180 2232,31° 558,60 3018 1431

Grupo Ascorbato (n=13)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padrao Maximo Minimo

0 2715,61° 902,55 4406 1597

60 1856,00" 346,08 2277 1004

120 1729,66° 482,85 2917 1144

180 1661,18° 559,03 2516 1056

Grupo N-Acetil-Cisteina (n=10)

Tempo (dias) Média* Desvio Valor Valor
Padréo Maximo Minimo

0 3197,90°2 858,00 5248 2341

60 2845,00° 718,53 4100 1894

120 2666,00° 750,57 3846 1976

180 2458,20° 716,85 4223 1927

Andlise de variancia para as hipoteses Ho:
Nao existe diferenga entre os tempos: p<0,05

Nao existe diferenga entre os tratamentos ao longo do tempo: p>0,05

*Comparagdes multiplas entre os tempos em cada tratamento avaliado através

dos contrastes de repeticao, diferenca e Helmert. Letras diferentes indicam

diferencas significativas: p<0,05

n= Numero de pacientes estudados
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ANEXO 3
Quadros com os resultados dos marcadores avaliados em cada
paciente nos grupos estudo e controle
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ANEXO 4
Parecer do Comité em Pesquisa com Seres Humanos da

Universidade Federal de Santa Catarina
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ANEXO 5
Termo de Consentimento dos Pacientes HIV+

gue participaram do estudo
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu , apos ser esclarecido
verbalmente sobre a presente pesquisa, aceitei espontaneamente a particpar
da mesma, concordando em fazer uso da medicagao prescrita pelos médicos
durante o periodo de 180 dias. Da mesma forma, concordei em fornecer
amostras de meu sangue afim de que sejam realizados os testes laboratoriais
que serao prescritos para avaliar o sistema de defesa imune celular, bem como
o efeito da medicagdo ingerida sobre a infecgdo pelo HIV, os quais ser&o
realizados no Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario
(LAC/HU), sito no Campus da Universidade federal de Santa Catarina, na
cidade de Floriandpolis. Comprometo-me também de retornar ao ambulatério
meédico DST/AIDS, do ambulatério do Hospital Universitario 60, 120 e 180 dias
apos iniciada e medicacdo, conforme sera agendado para acompanhamento
clinico e de nova coleta de amostras de sangue, para avaliar os efeitos do
tratamento a que serei submetido. Embora os procedimentos de coleta de
sangue sejas idénticos aqueles aplicados rotineiramente, e que a medicagéo
tenha sido prescrita pelos médicos, fui detalhadamente esclarecido a respeito
do tratamento e dos exames laboratoriais a serem realizados. Estou ciente que,
embora estes procedimentos terapéuticos apresentem efeitos colaterais
minimos, terei toda a atengcdo médica devida, desde que manifeste minha
intengdo de voltar a ser atendido, além do direito de indenizagao se for o caso.
Sei também, que esta pesquisa é feita sem fins lucrativos para mim e para os
pesquisadores, e que ela é confidencial, ndo sendo o meu nome objeto de
quaisquer de suas fases. Caso seja de meu interesse, poderei desistir de
participar desta pesquisa em qualquer etapa, precisando informar apenas aos
médicos e pesquisadores minha intencdo neste sentido. Concordo com a
publicagdo dos resultados obtidos na pesquisa e que, caso algum resultado
seja de interesse clinico, eu tenha a minha disposicdo atendimento meédico
para melhoria da minha saude. Estou consciente da importancia desta
pesquisa e de que receberei os resultados com explicacdo detalhada do seus
significados.

Florianopolis, / /

Nome Completo:
RG: CPF:

Rua: N°:
Cidade: CEP:

Bairro:

Telefone p/ Contato:

Assinatura do paciente
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