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CUNHA J. Estudo da atividade e polimorfismos das Paraoxonase-1 em
individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo-1 (HIV-1)
tratados com inibidores de protease. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2012.

A enzima Paraoxonase-1 (PON1) possui atividades paraoxonase,
arilestearase e lactonase, entre outras. E a mais estuda da familia das PONs
que é composta pela PON1, PON2 e PON3. Sugere-se, que todas atuam
inibindo o processo de peroxidacdo lipidica de moléculas como a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e alta densidade (HDL),
caracterizando assim um possivel papel anti-aterogénico. O gene da PON1
apresenta dois sitios polimérficos, com a troca de uma GIn**?Arg (Q/R) e
Met>°Leu, que estdo associados com diferencas na atividade e
concentracdes séricas da enzima. Por sua vez, individuos soropositivos para
o HIV-1 apresentam alteracdes do metabolismo lipidico, que poderiam estar
associados a alteracbes na atividade da PON1 e a terapia antirretroviral
(TARV) com inibidores de protease (IP). O objetivo do estudo foi determinar
as atividades séricas da PON1 e da arilestearase (ARE), e as frequéncias
alélicas dos polimorfismos genéticos da PON1 192QR e 55LM, e ainda,
avaliar a correlacdo destes parametros com as alteracdes lipidicas em
individuos soropositivos para o HIV-1 tratados com IP. No periodo de
Setembro de 2009 até Junho de 2012, 174 individuos soropositivos e 46
soronegativos para o HIV-1 foram estudados. Foi realizada a genotipagem
dos polimorfismos da PON1 192QR e 55LM através de PCR-RFLP. A
atividade sérica da PON1/ARE foi avaliada por espectrofotometria
empregando-se como substratos o0 paraoxon e o fenilacetato,
respectivamente. O RNA-HIV-1 foi quantificado pelo método NASBA, e os
linfécitos T-CD4+ e T-CD8+ por citometria de fluxo. Os niveis séricos de
colesterol total, HDL, LDL, triglicérides (TG), ApoAl e ApoB100 foram
determinados e os anticorpos IgG anti-oxLDL por ELISA. A atividade sérica
da PONL1 foi inferior nos grupos de soropositivos, p<0,05, porém, a atividade
ARE néo apresentou diferencas entre os grupos estudados, p>0,05. Ambas
as atividades ndo apresentaram relacdo com os genoétipos PON1 1920QR e
55LM, e estes gendtipos apresentaram uma frequéncia alélica semelhante
ao grupo de soronegativos. Os niveis séricos de TG foram superiores nos
grupos de soropositivos com TARV, p<0,05, enquanto o grupo tratado com
IP apresentou niveis séricos de HDL e Apo-Al inferiores aos demais grupos,
p<0,05. Niveis séricos de Apo-B100, IgG anti-oxLDL, e o indice de risco
aterogénico foram superiores no grupo tratado com IP, p<0,05. Conclui-se,
que individuos soropositivos para o HIV-1 apresentaram alteragcdes no
metabolismo lipidico, principalmente nos tratados com I[P, que
adicionalmente apresentaram um maior indice de risco aterogénico e
maiores niveis de anticorpos 1gG anti-oxLDL. Estas alteragbes nao
apresentaram relacdo com os polimorfismos PON1 1920QR e 55LM da PON1,
e demonstraram que a atividade da enzima PON-1 esta diminuida em
individuos soropositivos para o HIV-1

Descritores: 1.PON1 proteina humana 2.Paraoxon/sangue 3.Polimorfismo
genético 4.Lipoproteina de baixa densidade oxidada 5.Proteinas LDL
6.HIV-1 7.Anti-retrovirais 8.Inibidores de proteases.
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CUNHA J. Study of activity and polymorphisms of Paraoxonase-1 in
individuals infected with human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1)
treated with protease inhibitors [Thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2012.

The enzyme Paraoxonase-1 (PON1) has paraoxonase (PON), arylesterase
(ARE) and lactonase activities, among others. It is the most studied member
of PON family which is composed of PON1, PON2 and PONa3. It is suggested
that all members acts by inhibiting the peroxidation of lipid molecules as the
low-density lipoprotein (LDL) and high-density lipoprotein (HDL),
characterizing a potential anti-atherogenic effect. The PON1 gene has two
mainly polymorphic sites, with an exchange of GIn'®’Arg (Q/R) and Met>’Leu
(L/M), which are associated with differences in activity and serum
concentrations of the enzyme. In turn, seropositive individuals for HIV-1 show
changes in lipid metabolism, which could be associated with changes in the
activity of PON1 and highly active antiretroviral therapy (HAART) with
protease inhibitors (PI). The aim of this study was to determinate the serum
PON and ARE activities of PONL1, the allele frequencies of PON1 192QR and
PON1 55LM genetic polymorphisms and evaluate the correlation between
these parameters and lipid abnormalities in seropositive patients for HIV-1
treated with IP. In the period from September 2009 until June 2012, 174
seropositive individuals and 46 soronegative individuals for HIV-1 were
studied. We performed PON1 192QR and 55LM genotyping by PCR-RFLP.
Serum activiies PON and ARE of PON1 were evaluated by
spectrophotometry using paraoxon and phenylacetate, respectively, as
substrates. The HIV-1-RNA was quantified by the NASBA method, and
lymphocytes T-CD4+ and T-CD8+, by flow cytometry. Serum levels of total
cholesterol, HDL, LDL, triglycerides (TG), apoAl and ApoB100 were
determined. 1gG anti-oxLDL antibodies were quantified by ELISA. The serum
PON1 activity was lower in the seropositive group, p<0.05, however, ARE
activity did not differ between groups, p>0.05. Both activities had no relation
with the PON1 192QR and PON1 55LM genotype, and these individuals
showed an allele frequency similar to the seronegative group. Serum levels
of TG were higher in groups of HIV-positive with HAART, p<0.05, while the
IP-treated group showed serum levels of HDL and ApoAl lower than other
groups, p <0.05. Serum levels of ApoB100, IgG anti-oxLDL antibodies, and
atherogenic risk indices were higher in the group treated with PI, p<0.05. It
was concluded that individuals HIV-1-infected showed changes in lipid
metabolism, especially in those treated with IP, which additionally showed a
higher rate of atherogenic risk and higher levels of IgG anti-oxLDL
antibodies. These changes did not correlated with PON1 192QR and 55LM
polymorphisms and demonstrated that the activity of PONlenzyme is
decreased in individuals seropositive for HIV-1.

Descriptors:  1.PON1  protein,human  2.Paraoxon/Blood  3.Genetic
polymorphism 4.0xidized low-density lipoprotein 5.LDL proteins 6.HIV-1
7.Antiretrovirals 8.Protease inhibitors.



27

Sumario



Lista de abreviaturas

Lista de figuras

Lista de tabelas

Lista de anexos

Resumo

Sumario

1. INtrOdUGEO. ...
1.1 PAraoXONaASe.......cccuueeeuvuiiieiaieiiiaeeeii e eeei e eennn

1.1.L1PONL1 e HDL..c.oooiiiiiiiiiii e

1.1.2 PONL1, polimorfismos e atividade enzimatica..

1.1.3 PONL1 e aterosclerose........ccccceeeeveeieenieeeeeeeeenn.
1.2 Lipides e doengas cardiovasculares..................
1.3 Aterosclerose e LDL oxidada (oxLDL)...............

1.4 Dislipidemia e o processo infeccioso.................

1.5 Lipides, virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e terapia

antirretroviral (TARV)......oouiiiiiiiii e

2. ODJELIVOS. .. oo

3. Pacientes, materiaiS € METOUOS. ... cen e

3.1 COMItE de BtiCaA...uvveeeeeeeee e,

3.2 CaSUISICA. . e,

3.3 Critérios de @XCIUSA0. ... ..u e,

3.4 Coleta e fracionamento de amostras bioldgicas
3.5 Quantificacdo do RNA do HIV-1.........cceeveeennnn.

3.6. Quantificacdo dos linfécitos T-CD4+ e T-CD8+

28

10

12

14

16

26

28

29

29

30

33

33

34



29

3.7 Determinagéo dos niveis séricos de colesterol total, HDL, LDL e

B 10 | o= o [ PP 35
3.8 Determinacgdo dos indices de risco aterogénico.................ceeeeunnnne 36
3.9 Determinacgéo dos niveis séricos de anticorpos IgG anti-oxLDL... 50
3.10 Determinacgdo dos niveis séricos de Apolipoproteinas Al e

BLO0. .. ettt e e e e e a e e e e a i r e aaeaaaas 38
3.11 Determinacgdo da atividade sérica da PON1..............ccccvvvvvivnenee. 39

3.12 Determinacéo da atividade sérica da

ANIESTRAIASE. ... et 40
3.13 Extracdo de DNA gendémico de células do sangue periférico...... 41
3.14 Quantificagdo de DNA geNOMICO.......ccceeerieeeeriiiiiiiiiiiiee e 42

3.15 Genotipagem: Polimorfismos 192QR e 55LM do gene da

enzima PONL (PCR MURIPIEX)........uoiiiiiiiiiiiiii e 44
CANALISE EStAISHICA. . e 48
c RESUITATOS. .o e 50

5.1 Marcadores da indfecgéo: niveis plasméticos de RNA do HIV-1,
namero de liNfécitos T-CD4+ € T-CD8+......ccoociiiiiiiiiieiieieeeeeeee e 51
5.2 Perfil lipidico: niveis séricos de colesterol total, fracbes de
colesterol € trigliCErAEsS. ..o 52
5.2.1 indices de risco aterogénico: relagdo CT:HDL e LDL:HDL......... 59
5.2.2 Correlagéo entre os parametros lipidicos e os marcadores da
QY =To o= T T PP PPPPPPPPP PP 61
5.2.3 Niveis séricos de anticorpos 1gG anti-oXLDL.............ccccvvvvvneeee. 61

5.3 Apolipoproteinas Al € BLO0.........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiieiieiiieeeeee e e e 64



O.4 PalaOXONASE. .. ccuuuieeeieeeeii ettt e ettt e e et e et e et ee e e e
5.4.1 Atividade sérica da PONL.........cooviiiiiiiiiiiiieeeieeeeieeeeeeee
5.4.2 Atividade sérica da ARE..........ccoooiiiiiiiiiiiiceceeeeee e
5.4.3 Atividade sérica da PONL1 e linfocitos T-CD4+.........cvvvvvevvvveennnn.
5.4.4 Atividade sérica da ARE e linfocitos T-CD4+.........cccvveveeeenininnen.
5.4.5 Atividade PON1 e ARE. e correlacdo com parametros lipidicos.
5.4.6 Polimorfismos PON1 192QR e PONL 55LM.......cccccoeeiviiiiinnnnnnn.

5.4.7 Atividades séricas da PON1 e ARE, e polimorfismos PON1

5.4.9 Parametros lipidicos e o polimorfismo PON1 1920QR.................
5.4.10 Parametros lipidicos e o polimorfismo PON1 55LM..................
B. DISCUSSED. ..evttuutuiaieeee e e e e e e et et e eteettt e e e e e e e e e e e e et eeee ettt bbb e e e s e e eaeeeaaaas
7. CONCIUSOES. ...ttt e e e e et
B ANEXOS. ..ttt e e e et e e e e e e e eenaanas

9. Referéncias bibliografiCas. ...

30

67

67

67

69

69

71

71

74

77

79

81

83



1

Introducao



1. Introducéo
1.1 Paraoxonase

A paraoxonase (PON) € uma familia multigene de enzimas
composta de trés diferentes membros, PON1, PON2 e PON3, que
compartiiham consideravel homologia estrutural e estdo localizados
adjacentemente ao brago longo do cromossomo 7 (entre g21.3 e g22.1) em
humanos e no cromossomo 6 de ratos (Primo-Parmo et al., 1996; Précourt et
al., 2011). Por sua similaridade e homologia estrutural sugere-se que tenham
sido originados pela duplicacdo génica de um precursor evolucionario
comum. Sua estrutura génica € caracterizada por nove exons, oito introns e
varios promotores TATA-less, indicando que esta familia de enzimas possa
contribuir para algumas importantes funcdes fisiolégicas, de maneira
independente da capacidade da PON1 de hidrolisar organofosfatos,
carbamatos e ésteres aromaticos (La Du et al., 1999; Draganov et al., 2000;
Campo et al., 2004).

A PON2 sugere-se ser a mais antiga, seguida por PON3 e
finalmente por PON1 (Draganov, La Du, 2004), primeira a ser identificada,
mais estudada e descoberta através de sua capacidade em hidrolisar
organofosfatos xenobidticos no soro humano. Sabe-se, no entanto, que
PON2 e PON3 néo exibem atividade paraoxonase ou arilesterase (ARE),
mas assim como a PON1, hidrolisam lactonas arométicas, alifaticas de
cadeia longa e possuem propriedades para prevencdo da oxidacdo de

lipides nas lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de alta densidade



(HDL), bem como para inativagéo de lipides oxidados da LDL (Draganov, La
Du, 2004; Serdar et al., 2006).

Todas as proteinas PONs tém apresentado capacidade anti-
aterogénica, impedindo o desenvolvimento da aterosclerose, contudo, 0s
mecanismos envolvidos neste processo anti-aterogénico permanecem
desconhecidos, embora ja esteja evidenciada a capacidade de protecédo das
células contra o estresse oxidativo (Reddy et al., 2008; Aviram, Rosenblat,

2009).

1.1.1 PON1 e HDL

A enzima PON1 é uma esterase capaz de hidrolisar organofosfatos,
bem como ésteres aromaticos como o p-nitrofenil acetato. Foram chamadas
de “A-esterases” (paraoxonase) para distinguir destas, as “B-esterases”,
representadas por serina carboxilesterases e colinesterases, inibidas pelo
paraoxon e outros organofosfatos (Aldridge, 1953; Mackness et al, 1991a;
Marsillach et al, 2008).

Estudo mostrou que as duas atividades, PON e ARE, pertencem a
mesma enzima PON1, cujo nome deriva de paraoxon, o metabalito toxico do
pesticida parathion e um de seus substratos mais bem estudados in vitro
(Sorenson et al., 1995). A PON1 tem capacidade de hidrolisar uma ampla
variedade de substratos, como metabdlitos ativos de varios outros
inseticidas organofosforados (ex.: clorpirifos, oxon, diazoxon), “agentes
nervosos” (sarin, soman e VX), ésteres aromaticos (fenilacetato,

tiofenilacetato e 2-naftilacetato), diversas lactonas aromaticas e alifaticas



(dihidrocumarina, g-butirolactona e homocisteina tiolactona) (khersonsky e
Tawfik, 2005; Perla-Kajan, Jakubowski, 2010).

A PON1 estd presente no soro, fortemente associada a
apolipoproteina Al (ApoAl) integrante da HDL e que possui o papel
fisiologico principal de proteger a LDL contra modificagBes oxidativas
(Aviram, 1999). O interesse cientifico pela enzima cresceu quando
Mackness et al. (1991b) demonstraram que PON21 poderia prevenir o
acumulo de lipoperéxidos na LDL, correlacionando-a, assim, com a
aterosclerose (La Du, 1996; Aviram, Rosenblat, 2004).

Em humanos, possui uma massa molecular de 43 a 45 kDa,
contendo trés cadeias de carboidrato que correspondem a 15,8% de seu
peso (Mackness et al., 1998). E uma glicoproteina com atividade esterase,
aparentemente sintetizada e secretada pelo figado e completamente
dependente de calcio para sua acdo hidrolitica contra substratos
organofosforados (Aviram et al., 2005; Marsillach et al., 2008).

Recentemente, foi sugerido que a atividade hidrolitica contra
lactonas (ésteres ciclicos) constitua a atividade nativa de PON1. Estudos
sobre sua atividade e estrutura demonstram que as lactonas sao o substrato
preferido para hidrolise pela enzima (Khersonsky, Tawfik, 2005). Mais ainda,
todos os membros da familia de enzimas PON apresentam atividade
lactonase, sugerindo que esta atividade tenha sido conservada durante a
evolucdo da enzima (Draganov et al., 2005). O desequilibrio da atividade
lactonase de PON1, através de mutacbes em sua diade catalitica

(Khersonsky, Tawfik, 2006), reduz sua habilidade em prevenir a oxidagao da



LDL e estimula o efluxo de colesterol dos macrofagos, indicando que todas
as funcdes potencialmente anti-aterogénicas de PON1 sdo mediadas pela

atividade lipolactonase (Rosenblat et al., 2006b; NG et al., 2008).

1.1.2 PON1, polimorfismos e atividade enzimatica

Mais de 160 polimorfismos ja foram descritos neste gene, alguns em
regides codificadoras, outros em introns e regides reguladoras, necessitando
serem mais adequadamente caracterizados (Costa et al., 2005).

A base molecular dos polimorfismos na atividade da PON1 baseia-
se em uma mutacdo missense que faz com que sua atividade seja
parcialmente determinada de modo genético: uma substituicdo de
aminoacido na posicdo 192, onde ha a troca de uma glicina (Q) por uma
arginina (R) (A/G: GIn/Arg), origina duas aloenzimas cujas atividades
relativas sao substrato dependentes (Costa et al., 2005). Assim, substratos
como paroxon e fenitroxon, organofosfatos amplamente empregados como
inseticidas, sao hidrolisados mais rapidamente pela aloenzima R, e outros,
como o fenilacetato, sdo hidrolisados igualmente por ambas, e outros ainda,
como diazoxon e gases nervosos como soman e sarin Sao mais rapidamente
hidrolisados pela aloenzima Q.

A isoforma PON1 Q, in vitro, promove melhor protecdo da LDL
contra o acumulo de peroxidos lipidicos (Mackness et al., 2003). Por sua vez,
o alelo R parece constituir fator de risco independente para doenca
coronariana justamente dada a essa menor capacidade antioxidativa.

Experimentos empregando camundongos PON1 knock-out ja demonstraram



uma maior susceptibilidade a toxicidade por organofosfatos, bem como a
aterosclerose produzida por dieta aterogénica nestes animais (Draganov et
al., 2000).

O gene da PONL1 possui ainda um segundo polimorfismo exdnico,
em sua posicdo 55, onde ha a troca de um aminoacido leucina (L) por
metionina (M) (T/A: Leu/Met), a qual também afeta menos intensamente e de
modo independente quanto ao primeiro polimorfismo a atividade da enzima
PON1 no plasma (Mackness et al., 2003). A presenca do alelo PON1 M55
esta associada, assim, a alteracdo nas concentracdes séricas e a baixa
eficiéncia da PON1 plasmatica (Costa et al., 2005), provavelmente dada a
localizacdo estratégica da leucina na estrutura da enzima, bem como de sua
interacdo com amino&cidos proximos ligados aos dois ions calcio presentes
em PONL1 (Costa et al., 2005; Harel et al., 2004).

A possibilidade desse polimorfismo ser um fator genético de risco
para a doencga cardiovascular foi colocada por Garin et al. (1997) ao
relatarem que a homozigose para o alelo Leu55 foi fator de risco
independente para doencga cardiovascular em pacientes com diabetes.

O alelo R no gene da PON1 parece ser mais frequente na Africa
Central, em alguns aborigenes ou regides isoladas, enquanto que o alelo Q
parece ser mais frequente em regides temperadas da Europa e da América
do Norte, entretanto, também aqui maiores estudos seriam necessarios para
determinar se esta distribuicAo estaria relacionada com migracoes
populacionais, influéncias climaticas, bem como com fatores ambientais

(Draganov et al., 2000).



Em 2003, uma pesquisa sobre a distribuicio mundial do
polimorfismo 192 na PON1 também apresentou o alelo R como o de maior
frequéncia na maioria das populac¢des estudadas, inferindo, por este motivo,
que talvez este seria o0 alelo ancestral. Neste estudo, o alelo Q apresentou
frequéncia mais alta apenas em europeus e indios asiaticos, sem contudo,
ser possivel justificar esta distribuicdo alélica (Scacchi et al., 2003; Ginsberg
et al., 2009).

Na regido promotora e adjacente ao sitio de ligagdo para o fator de
transcricdo Sp1, o polimorfismo C108T no gene de PON1 também influencia
a expressao do gene, uma vez que a presenca do alelo PON1 108T confere
reducéo nos niveis de PON1. E considerado o polimorfismo mais influente
na regido promotora, contribuindo em 22-25% das variagdes na expressao
de PON1 em adultos de raga branca. Comparativamente aos adultos
homozigotos para PON1 108CC, os adultos homozigotos para PON1 108TT
apresentam reducdo na atividade enzimética de PON1 de 33 a 45% (Brophy
et al., 2001; Leviev, James, 2000). Esta reducdo em neonatos chega a 63%
(Chen et al., 2003).

A atividade da PONL1 ja esta presente em recém-nascidos, atingindo
0S niveis encontrados em adultos a partir de 1 ano de vida. Estes niveis
parecem ser constantes por toda a vida (Mackness et al., 1998), ndo tendo
sido relatadas diferencas de atividade da PONL1 entre os sexos. Entretanto,
ja foi relatado que a atividade enziméatica da PON varia de 10 a 40 vezes
entre populacdes com diferentes formagdes étnicas, bem como se apresenta

diminuida em pacientes portadores de certas doencas, como infarto do



miocardio, diabetes, hipercolesterolemia familiar, derrame, doenca
coronariana, cirrose hepatica, doenca renal, entre outras, podendo
caracterizar, inclusive, fator de risco, apesar de dados ainda conflitantes (Li
et al., 2003; Ayanacioglu et al., 1999). A atividade da PON1 pode também
ser diminuida por tabagismo, gravidez, menopausa, dieta aterogénica, e
aumentada pela ingestdo moderada de alcool, polifénois e de vitaminas C e

E (Van der Gaag et al., 1999; Li et al., 2003; Rainwater et al., 2009).

1.1.3 PONL1 e aterosclerose

A acdo da PON1 sérica se da, muito provavelmente, pelo
envolvimento da enzima no transporte reverso do colesterol, uma
propriedade anti-aterogénica bem estabelecida da HDL (Noto et al., 2001). A
PON1 inibe a oxidacdo da LDL e reduz de modo significativo a enzima
peroxidase lipidica, o que, por sua vez, diminui o acumulo de colesterol nos
tecidos periféricos (Mackness et al., 1993). Sabe-se que a modificacdo
oxidativa da LDL na parede arterial tem papel central na patogénese da
aterosclerose, a qual se caracteriza pela deposi¢cdo de lipidios, formando
placas que causam o estreitamento dos vasos sangiineos (Mackness et al.,
1999; Aviram, Rosenblat, 2004).

E conhecido que a inibicdo da oxidag&o da LDL pela HDL ¢ atribuida
pelo alto conteldo de antioxidantes nesta lipoproteina, pelas propriedades
antioxidativas da ApoAl e pela presenca de muitas enzimas, como a PON, a
acetil-hidrolase fator ativador de plaquetas (PAF-AH), e a glutationa

peroxidase (GPX), enzimas estas que previnem a formacdo ou degradam



produtos bioativos da oxidacdo da LDL (Assman, Nofer, 2003; Liu et al.,
2008). Ja foram relatadas varias fun¢fes antioxidativas para a PON, ligada a
HDL, as quais incluem inibir a geragdo induzida por cobre de perdxidos
lipidicos na LDL, e catalisar a quebra dos fosfolipidios oxidados na LDL
(Marathe et al., 2003; Précourt et al., 2011).

Também ja foi reportado um papel peroxidativo (peroxidase-like)
para a PON, dado a sua capacidade de inibir a oxidacdo também da HDL,
preservando assim suas fungbes anti-aterogénicas e a habilidade para
eliminar oxidantes potentes, como o0s hidroperoxidos e o peréxido de
hidrogénio, os quais estdo envolvidos na aterosclerose (Li et al., 2003;
Aviram et al.,1998).

Observou-se que a PONL1 inibe o influxo de colesterol através da
reducdo da formacdo de LDL oxidada (oxLDL), inibindo a liberacdo pelos
macréfagos do anion superoxido e sua consequiente oxidagdo da LDL
mediada por células, e ainda, pelo aumento da quebra de lipides oxidados
especificos na oxLDL e pela diminuicdo da captacado, pelos macrofagos, da
oxLDL (Aviram, Rosenblat, 2004; Rozenberg et al., 2003). Também ja foi
relatado que a enzima, associada a HDL, pode estimular o efluxo de
colesterol mediado pela HDL em macréfagos, através da proteina de
membrana transportadora Al da familia de ligacdo de ATP, efeitos estes que
poderiam estar relacionados a capacidade de PON1 de induzir a formacao
de lisofosfatidilcolina nestas células (Rosenblat et al., 2005).

A lisofosfatidilcolina, originaria de lipoproteinas contentoras de

fosfatidilcolina (como resultado da ativacdo enddgena da fosfolipase A2) e
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da fosfatidilcolina derivada da membrana celular (como resultado de sua
hidrélise pela fosfolipase A2 secretoéria), parece também inibir a biosintese
de colesterol em macréfagos (Rozenberg et al.,, 2003; Rosenblat et al.,
2006a). Estes achados reforcam a fungéo anti-aterogénica e de redugéo do

estresse oxidativo da enzima PONL1.

1.2 Lipides e doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares, incluindo aquelas consideradas de
carater degenerativo, estdo associadas a elevacdo dos niveis séricos de
colesterol total (CT), triglicérides (TG), e das fracdes HDL e LDL, e sdo de
extrema gravidade, uma vez que nao possuem cura. Além disto, em estagios
mais avancados sdo de carater incapacitante e consequentemente alteram a
gualidade e o tempo de vida (Lorenz et al., 2007; Juonala et al., 2010).

Um dos processos mais agressivos que conduz as doencas
cardiovasculares € a aterosclerose, uma condi¢do que evolve lesdo arterial e
que provoca Vvarias alteragcbes como cardiopatia isquémica, infarto do
miocardio e acidentes vasculares (Leeson et al., 2000; Tsimikas, 2008). A
compreensao sobre o metabolismo lipidico e sua relagdo com doencgas
cardiovasculares nos leva a buscar uma melhor compreensdo sobre o
colesterol e suas fragdes lipoproteicas, assim como das apolipoproteinas.

No que se refere ao colesterol, este esta presente nas lipoproteinas
plasmaticas e em todas as células de eucariontes, desempenhando papel
indispensavel na regulacédo da permeabilidade da membrana plasmética das

células (Simons, Ikonem, 2000).
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Sua sintese ocorre em todas as células do organismo humano, a
partir de uma enzima denominada acetil-coenzima A (acetil-CoA) presente
no reticulo endoplasmatico. ApGs a sua sintese, o colesterol é captado pelas
células e transportado por moléculas chamadas lipoproteinas. A sua
concentracdo plasmatica € regulada por mecanismo de esterificacao,
controle da transcricdo génica de sua sintese e por expressao de receptores
celulares para lipoproteinas transportadoras. Neste processo, h4 uma outra
enzima de grande importancia, a colesterol acil-transferase (ACAT) que
catalisa a conversdo de colesterol em éster de colesterol no interior das
células. Este processo € necessario para o armazenamento do colesterol e
para protecdo da prépria célula, uma vez que o colesterol é considerado
uma molécula téxica (Buhman et al., 2000).

Uma das caracteristicas dos lipideos é sua insolubilidade em meio
aquoso, o que torna necessario sua complexacdo com moléculas hidrofilicas
para ser transportado pelo organismo, as lipoproteinas. As lipoproteinas séo
complexos moleculares com composi¢do altamente hidrofébica na parte
interior do complexo, e tém como componentes o0s ésteres de colesterol, 0s
TG, além de vitaminas lipossoluveis. Outras moléculas adicionais e menos
hidrofébicas sédo os fosfolipideos e o colesterol ndo esterificado, além de
proteinas (Apolipoproteinas ou Apoproteinas) (Simons, |konem, 2000;
Santos, 2001).

As lipoproteinas como transportadores de lipideos possuem a
func@o primordial de suprir os tecidos com lipideos da sintese enddgena

assim como provenientes da dieta. Um componente adicional que auxilia na
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regulacdo do metabolismo das lipoproteinas sdo as apoliporpoteinas, que
atuam modulando a atividade de enzimas, direcionando as lipoproteinas aos
locais de catabolismo e interagindo com receptores especificos e de alta

afinidade (Nissen et al., 2003).

1.3 Aterosclerose e LDL oxidade (oxLDL)

A aterosclerose € uma doenca inflamatdria crbnica e progressiva
caracterizada pelo estreitamento, espessamento e acumulo de lipideos e
elementos fibrosos nas artérias. H4 também a producdo de moléculas
inflamatodrias e o recrutamento e migracdo de células inflamatérias para a
intima arterial, principalmente mondcitos (Lusis, 2000; Navab et al., 2004).

Em humanos as lesGes ateroscleréticas caracterizadas pelo rico
conteudo de colesterol em células macrofagicas, que se acumulam no sub-
endotélio, podem ser encontradas na aorta ainda na primeira década de vida,
e em artérias coronarias na segunda década, e por fim nas artérias cerebrais
na terceira e/ou quarta década de vida. As diferencas na dindmica do fluxo
sanguineo é que permitem a formacdo destas lesdes dentro das artérias
(Ross, 1999; Lusis, 2000)

As altas concentracdes de colesterol, e as modificagbes de suas
fracOes lipoprotéicas, principalmente LDL, permanecem como hipotese
principal para formacdo das placas ateromatosas. O processo de
modificacdo de lipoproteinas pode ser atribuido ao mecanismo de oxidacao
por agentes como anions superoxido, éxido nitrico e peréxido de hidrogénio,

que transformam a LDL em oxLDL (Kadar, Glasz, 2001).
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Estas oxLDLs se depositam na camada intima arterial, onde s&o
capazes de provocar citotoxicidade no endotélio vascular, além de se
acumularem na parede do vaso. Numa fase posterior e de -carater
inflamatorio, células como mondcitos se aderem ao local e migram para a
camada intima se transformando em macrofagos que fagocitam as
particulas de oxLDL, originando o acumulo de vesiculas citosdlicas,
contendo éster de colesterol no seu interior, formando as foam cells que se
acumulam na camada intima. Neste local, liberam agentes quimiotaticos,
gue sdo capazes de aumentar o recrutamento das LDLs plasmaticas, e
fatores de crescimento, que levam a migracdo e proliferacdo das células
musculares lisas, formando a placa ateromatosa (Buhman et al., 2000;
Navab et al., 2004).

Todo este processo metabodlico oxidativo resultante da acdo de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROs) sobre as fracOes
lipidicas, proteinas e DNA sdo controlados pela acédo de alguns compostos
antioxidantes. Estes antioxidantes possuem a capacidade de inibir a
aterogénese e preservar a funcédo vascular por diferentes mecanismos,
como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR) e a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)
(Serdar et al., 2006; Lind et al., 2008).

E neste contexto de estresse oxidativo e aterosclerose que Varios
estudos vém demonstrando o papel da enzima PON e sua reconhecida
capacidade antioxidante e anti-aterogénica (Reddy et al., 2008; Jayakumatri,

Thejassebai, 2009).
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1.4 Dislipidemia e o processo infeccioso

Em diversos processos infecciosos sdo observadas alteragées no
metabolismo lipidico, e, em geral, estas alteracbes estdo associadas a
gravidade, duracdo e estagios da infeccdo (Shor-Posner et al., 1993;
Grunfeld et al., 1992)

Reduc¢bes dos niveis séricos de CT séo frequentes em infecgbes por
parasitas, virus e bactérias, bem como uma hiperlipidemia associada ao
acumulo de TG, acumulo este dado ao aumento da VLDL (Shor-Posner et al.,
1993; Grunfeld et al., 1992). O aumento dos niveis plasmaticos de TG
observados no processo infeccioso se da através da reducéo do clearance
das lipoproteinas circulantes, processo resultante da diminuicdo da
lipoproteina lipase, ou ainda pelo estimulo da sintese de lipidios hepaticos,
pelo aumento da sintese de acidos graxos hepaticos ou da reesterificacao
dos &cidos graxos provenientes da lipdlise (Grunfeld et al., 1992).

As lipoproteinas, particularmente a HDL, apresentam propriedades
adicionais que poderiam influenciar o curso das infec¢des (Grunfeld et al.,
1992). Além de sua importante funcdo no transporte reverso de colesterol
(Noto et al., 2001), a HDL é relatada como colaboradora em um sistema
imune inato ndo-especifico ao exercer acdo antioxidante, resultado de sua
associacdo com as enzimas PON, LCAT e glutationa seleno-peroxidase
(GPX) (Mackness et al.,, 1999; Alonso-Villaverde et al., 2003). A HDL
também tem a capacidade de modular diretamente as citocinas inflamatorias,
aumentando interleucina-2 (IL-2) sem a inducao de fator de necrose tumoral-

a (TNF-a) e que pode, ainda, inibir a expressdo de moléculas de adeséo
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induzida por citocinas, como acontece com as moléculas de adesao celular-
1 (VCAM-1) e intracelular (ICAM-1), bem como a E-selectina (Alonso-
Villaverde et al., 2003).

Adicionalmente, o metabolismo lipidico da membrana celular é
modulado pelo efluxo de colesterol da membrana das células plasméticas
através das particulas de HDL (Aviram et al., 1998) e que a ApoAl, maior
componente protéico desta lipoproteina sérica, consegue inibir a fuséo
celular induzida pelo virus herpes simplex (Alonso-Villaverde et al., 2003).

Com relacdo a particula LDL, as modificacbes observadas nessa
fracdo em diversos processos patoldgicos, incluem metilacdo, acetilacdo e
mais comumente, alteracées geradas por estresse oxidativo. As alteracdes
induzidas por oxidacdo, associadas as mudancgas enziméaticas subsequentes
resultam em uma particula de LDL completamente degradada (Noto et al.,
2001; Mackness et al., 1993), entretanto, biologicamente ativa, cujos efeitos
estendem-se a inducdo de apoptose, bem como a producdo de citocinas
com propriedade vasoativas para estimulo e inducdo de resposta imune
(Ronchini et al., 2004). A presenca de LDL modificada esta associada ao
desenvolvimento de patologias como aterosclerose e artrite reumatoide, bem
como a fatores predisponentes a doenca coronariana isquémica (Ronchini et
al., 2004). Mais ainda, estudos recentes sugerem a existéncia de pelo
menos duas classes funcionais de anticorpos anti-oxLDL, os quais podem
induzir e propagar a doenca ou serem protetores, através da remoc¢do ou

neutralizagéo desta oxLDL (Ronchini et al., 2004).
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1.5 Lipides, virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e terapia

antirretroviral (TARV)

O virus da imunodeficiéncia humana tipo-1 (HIV-1) € um retrovirus
com genoma RNA, da familia Lentiviridae, pertencente ao grupo dos
retrovirus citopaticos e ndo oncogénicos, 0s quais necessitam da enzima
transcriptase reversa para transcrever o RNA viral em uma coépia DNA,
permitindo assim, sua integracdo ao genoma do hospedeiro. O HIV é um
retrovirus envelopado, possuidor de duas moléculas de RNA dispostas no
interior do capsideo, conjunto este que se encontra envolto por outra
camada protéica, gerando uma estrutura chamada core. O envelope envolve
o core, sendo composto por uma camada dupla de fosfolipidios, na qual
varias moléculas protéicas especificas do virus encontram-se imersas; no
interior do virus encontram-se também as moléculas de transcriptase
reversa (Libman, 1995).

Na infeccao pelo HIV-1, o estagio inicial da infeccéo viral consiste na
adsorcdo do virus aos receptores da membrana plasmatica da célula
suscetivel. O virus HIV-1 apresenta grande afinidade pela proteina CD4,
presente ha membrana plasmatica de células humanas, principalmente em
linfécitos T e macréfagos, mas encontrada também em mondcitos, linfocitos
B, timo, pele, encéfalo, medula 6ssea e intestino. Os linfécitos T CD4+,
fisiologicamente, sdo células chaves no desenvolvimento da resposta imune
humoral. Por sua vez, a infeccéo pelo HIV, o qual mata as células T CD4+,
pode ser dividida em quatro fases clinicas: infeccdo aguda, fase

assintomatica ou laténcia clinica, fase sintomatica inicial ou precoce e
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sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Ronchini et al., 2004).
Assim, a gravidade da infeccdo pelo HIV é refletida pela diminuicdo da
contagem de células T CD4+.

A infeccdo pelo virus HIV consiste em uma infeccdo viral cronica,
observando-se juntamente com a progressdo da doenca, além de
hipertrigliceridemia, uma alteracdo significativa dos niveis séricos de CT,
HDL, LDL, ApoAl, ApoB100, e diminuicdo no tamanho das particulas de
LDL, tanto nos portadores quanto na AIDS ja estabelecida (Stein et al.,
2003).

Nos pacientes com AIDS, a hipertrigliceridemia também esta
associada ao aumento da VLDL, de conteudo lipidico normal, assim como a
presenca de particulas de LDL e HDL ricas em TG (Stein et al., 2003). Nos
pacientes soropositivos e com AIDS ha predominio de LDL com fendtipo
pequeno e denso (fendtipo B), sobretudo nas hipertrigliceridemias com
baixos niveis de HDL. Este fenétipo de LDL oxida-se mais facilmente e é
reconhecido pelos macrofagos, colaborando na aterogénese. E provavel que
0 sistema reticulo-endotelial, estimulado pela infeccdo por HIV-1, exerca
acdo na captacao destas oxLDL. Individuos soropositivos apresentam taxas
de hidroperéxidos lipidicos mais elevadas e capacidade antioxidante total
diminuida, quando comparado a individuos controles. Sabe-se que a meia
vida das particulas ricas em TG em pacientes com HIV-1, é trés vezes maior
que a de individuos controle, aparentando a elevacdo dos TG estar
relacionada a diminuicdo das atividades da lipoproteina lipase e da lipase

hepatica (Grunfeld et al., 1992).
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Entretanto, a reducao destes niveis, especialmente dos niveis de HDL,
nos pacientes HIV+ que ndo desenvolvem hipertrigliceridemia € indicativo de
que as alteragbes no metabolismo do colesterol, incluindo as alteragbes na
HDL, precedem as grandes elevacdes dos TG séricos durante a infecgéo
pelo HIV (Grunfeld et al., 1992).

A hipertrigliceridemia torna-se proeminente, com a transicdo da
infeccdo assintomatica pelo HIV para a AIDS, na presenca de uma maior
carga viral e de maiores niveis de interferon-a. Durante a AIDS, observa-se
também a reducdo das atividades das enzimas lipoproteina lipase,
lipoproteina lipase hepatica e lipase (Grunfeld et al., 1992; Stein et al., 2003).

A HDL, possuidora de propriedades antinflamatoérias, antioxidantes e
metabdlicas, entre outros mecanismos, parece alterar o curso da infeccéo do
HIV em humanos (Alonso-Villaverde et al., 2003): seu efeito antioxidante
induz a inibicdo da replicacdo do virus, sua ja mencionada modulacdo de
citocinas pode induzir uma resposta imunocelular contra o HIV através da
producédo de IL-2 (Alonso-Villaverde et al., 2003) e, finalmente, a HDL pode
interferir na inicializagéo da replicacéo viral pelo TNF-a (Alonso-Villaverde et
al., 2003). Mais ainda, sabe-se que a ApoAl, componente protéico da HDL,
apresenta similaridade de 34% em uma area de 50 aminoécidos com a
proteina de matriz gag p17 do HIV (ou seja, 50% da proteina gag e 20% da
sequéncia codificada pelo éxon 4 do gene da apo-Al), correspondente a
uma regido essencial ao ciclo de vida do virus (Alonso-Villaverde et al.,
2003). As proteinas gag séo primordiais ao assentamento e maturagdo da

particula viral, associando-se especificamente aos microdominios colesterol
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presentes na superficie da membrana plasmética, com p17 mediando esta
associacgao, indicativos da necessidade do metabolismo do colesterol celular
para a replicacdo do virus (Alonso-Villaverde et al., 2003). Assim, interagcdes
entre ApoAl proveniente do efluxo do colesterol e a gag pl7 presente na
superficie das células infectadas seriam passiveis de ocorrer dentro dos
microdominios ricos em colesterol, permitindo a interferéncia da apo-Al no
estabelecimento das particulas do HIV e promovendo associacao
significativa entre a HDL e o periodo de ndo deteccdo da carga viral. Desta
forma, niveis séricos elevados de HDL estariam, uma vez iniciado um
tratamento com TARYV, relacionados a uma melhor resposta em pacientes
portadores de HIV, dado a similaridade na sequéncia e na homologia
estrutural entre estas duas proteinas, ApoAl e gag pl7 (Alonso-Villaverde et
al., 2003).

Como descrito, em individuos soropositivos para o HIV-1, as
alteracdes do metabolismo lipidico apresentam alta prevaléncia (Dubé et al.,
2003, Riddler et al., 2008; Wohl et al., 2008), e estudos mostram que a
TARV, adicionalmente, pode aumentar o risco de dislipidemia em
soropositivos tratados (Grispoon, Carr 2005; Stein et al., 2008; Dubé et al.,
2008).

A terapia contra o HIV-1 foi iniciada em 1987 com o primeiro
antirretroviral, a zidovudina (AZT), e atualmente apresenta varias classes de
antirretrovirais: inibidores da transcriptase reversa analogos dos nucleosidios
(ITRN), inibidores de transcriptase reversa ndo nuclosideos (ITRNN),

inibidores de protease (IP), inibidor de fuséao (IF) (Chaix et al., 2000; Lalezari
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et al., 2003), além dos atuais inibidores da integrase e CCR-5 (Thompson et
al., 2010).

O uso de combinacdo de antirretrovirais permitiu um melhor
prognostico para os individuos infectados pelo HIV-1, que esta associado a
uma reducéo do risco de doengas oportunistas, uma reduc¢do no indice de
morbidade e mortalidade, e um aumento da sobrevida (Panel, 2009).
Entretanto, esta maior sobrevida vem acompanhada de outros fatores de
risco, que séo decorrentes da propria infec¢do pelo HIV, assim como por
fatores associados a terapia (Riddler et al., 2007; Dubé, Cadden, 2011).

Entre as alternativas e estratégias de terapias disponiveis, os IPs
sao considerados atualmente os mais potentes contra o HIV-1, uma vez que
potencialmente impedem a maturacdo das particulas virais, controlando de
maneira eficaz a infec¢cdo de novas células pelo virus HIV. Entretanto, estes
beneficios sdo acompanhados por diversas alteragbes no metabolismo
lipidico, gerando efeitos adversos como resisténcia a insulina,
hipertrigliceridemia acompanhada ou n&o de hipercolesterolemia,
lipodistrofia e reducgéo da fracdo HDL (Monier, Wilcox, 2004; Carr, Ory, 2006;
Wang et al., 2007).

Os mecanismos pelos quais estes IPs promovem as alteragdes ainda
sdo desconhecidos e vém sendo estudados. Contudo, seu maior efeito
parece se dar pela supressdo da quebra da forma nuclear do elemento
regulador de esterol ligado a proteinas (hRSREBP) no figado e tecido adiposo.

Este regulador constitui um elemento chave na via proteolitica responsavel
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pela regulagéo dos niveis celulares e plasméticos de gordura e de colesterol
(Kuhel et al., 2000; Hui, 2003).

No figado, o acimulo de nSREBP resulta no aumento da biosintese
de acidos graxos e colesterol, enquanto no tecido adiposo causa lipodistrofia,
reducdo da expressao de leptina e resisténcia a insulina (Hui, 2003). Sugere-
se ainda, que os IPs suprimam a quebra da apolipoproteina B (ApoB)
nascente mediada pelos proteassomos, resultando, assim, no aumento da
producdo e secrecdo de lipoproteinas ricas em TG, bem como inibi¢cao
inespecifica da proteina relacionada ao receptor de LDLr, que com ela
competem, como ocorre para a regido catalitica da protease do HIV-1
(Malavazi et al., 2004).

Cerca de 50-70% dos pacientes tratados com TARV contendo IP
apresentam alteracdes do perfil lipidico, normalmente caracterizadas pelo
aumento em 50-300% dos niveis de TG e em 20-50% dos niveis de CT, bem
como por alteragdes nas fragdes VLDL, LDL e nas apoproteinas associadas
(Riddler et al, 2003). A presenca de hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia em individuos infectados pelo HIV-1 com reduzida
contagem de linfocitos T-CD4+, indica que a propria infeccdo pelo HIV-1
poderia induzir a uma dislipidemia, mesmo antes da introdu¢cdo da TARV
(Constans et al., 1994; Manfredi, Chiodo, 2001).

Por fim, é relatado que os IPs suprimem a inibicdo do transportador
de glicose GLUT-4, o qual age no tecido adiposo e muscular, contribuindo
diretamente também para a resisténcia de insulina e diabetes (Hui, 2003).

Recentemente Mujawar et al. (2006) investigaram se a diminuicdo das
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guantidades de HDL seria devida ao desequilibrio no efluxo de colesterol de
macrofagos, processo mediado pelo transportador ABCA-1 de colesterol
entre célula e superficie, o qual promove a incorporacao de lipides na ApoAl
e tem papel central na formagdo da HDL nascente. Observaram que a
expressdo da proteina nef do HIV, a qual potencializa a replicacdo e a
infectividade, inibe de modo especifico o efluxo de colesterol a partir de
macréfagos e realoja ABCA1 em uma distribuicdo Unica na membrana
plasmatica. Enquanto células transfectadas com nef apresentaram aumento
da ligacdo de apo-Al, sua internalizacdo encontrava-se bloqueada,
sugerindo que a proteina consegue evitar a internalizacdo de ABCA-1 e a
subsequente incorporacdo de lipides pela ApoAl. Desta forma, o
redirecionamento promovido pelo virus visa assegurar colesterol suficiente
para o seu assentamento e replicacdo (Mujawar et al., 2006), conduzindo a
diminuicdo da HDL e aterosclerose acelerada (Aiello et al., 2002).

Este conjunto de alteracbes promove uma reducdo na qualidade de
vida destes pacientes, além da reducdo na adesdo a TARV e riscos
potenciais a longo prazo. E grande o risco de desenvolver diabetes e
aterosclerose acelerada, doencas que, prolongadas, podem alterar
significativamente o progndstico e a expectativa de vida dos individuos
infectados pelo HIV, com aumento, inclusive, do risco cardiovascular. E
provavel também que uma predisposicdo genética para um mecanismo
lipidico anormal contribua para o0 desenvolvimento da dislipidemia

relacionada ao uso de IP (Monier, Wilcox, 2004).
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Ha forte correlacdo entre a duracdo da TARV e o risco de infarto do
miocardio, associacdo em parte promovida pelas altas concentragfes de CT

e TG, bem como pela diminuigdo da quantidade de HDL (Friis-Moller et al.,

2003). Paradoxalmente, a interrup¢cdo da TARV também aparenta estar
associada ao aumento a curto prazo deste risco, sugerindo que o HIV-1 por
si mesmo é capaz de elevar este risco e que o controle da replicacdo
poderia reduzi-lo (Carr, Ory, 2006). A quantidade de HDL esta diminuida na
infeccdo pelo HIV-1 ndo tratada (Grunfeld et al., 1992), bem como em
voluntarios saudaveis expostos por curto periodo a IP (Lopinavir e ritonavir
associado ao atazanavir) (Noor et al., 2004; Shafran et al., 2005). Em
portadores de HIV-1 que iniciam TARV, que suprime eficazmente a
replicagdo do virus, observa-se aumento das quantidades de HDL mesmo

ao se utlizar um IP (Johnson et al., 2006; van der Valk et al., 2001),

indicando que o efeito do HIV-1 sobre as taxas de HDL poderia ser maior do
gue o acarretado pelo efeito da TARV.

A tendéncia ao desenvolvimento de dislipidemia durante a doenca
causada pelo HIV-1 pode ser detectada mesmo antes da introducao da
TARV, com a frequéncia e a severidade da hipertrigliceridemia e da
hipercolesterolemia sendo inversamente relacionadas a uma contagem de
linfécitos T CD4+ diminuida (Manfredi, Chiodo, 2001; Constans et al., 1994).
Cerca de 50-70% dos pacientes tratados com TARV contendo IP
apresentam alteracdes do perfil lipidico, normalmente caracterizadas pelo
aumento em 50-300% dos niveis de TG e em 20-50% dos niveis de CT, bem

como por alteracdes nas fragdes VLDL, LDL e nas apoproteinas associadas,
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enquanto os niveis de HDL séricos permanecem quase inalterados
(Manfredi, Chiodo, 2001; Riddler et al., 2003). Segundo um estudo suico em
pacientes HIV, a ocorréncia de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia foi
1,7 a 2,3 vezes mais frequente em usuarios da TARV com IP (Fellay et al.,
2001), dados concordantes com estudo realizado em outro centro médico,
onde se observaram taxas de 60% para hipercolesterolemia (> 240 mg/dL) e
75% para hipertrigliceridemia (> 500 mg/dL), com taxas de incidéncia de 2,8
e 6,1 respectivamente, atribuidas ao uso desta terapia (Tsiodras et al., 2000).

Como demonstrado, € ampla a contribuicdo da oxidacao lipidica, em
especial das lipoproteinas, em patogenias como a inflamacéo vascular e
aterogénese, processos estes que conduzem a outras doengas como a
coronariana cardiaca e complicacdes vasculares de diabetes mellitus, entre
outras.

Na infecgdo pelo HIV-1, como na AIDS j& instalada, sdo observadas
alteracdes relacionadas as doencas acima, tanto pelo processo infeccioso
como pelo proprio tratamento disponivel atualmente. Também sé&o relatados
nestes pacientes, dislipidemia caracterizada por aumento de CT, LDL e TG
com diminuigcdo da HDL, bem como aumento de estresse oxidativo, entre
outras manifestagoes.

As enzimas PON, as quais aparentemente apresentam diferentes
especificidades aos substratos, atuam de modo importante na protecéo
contra o dano tecidual da HDL e LDL oxidadas, estando, inclusive, aptas a
inativar mediadores quimicos responsaveis pelo dano cardiovascular. A atual

diversidade de estudos e achados sobre esta familia de enzimas busca
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determinar suas possiveis funcdes biologicas, as quais, apesar de um maior
conhecimento sobre PON1, a primeira a ser descoberta, possam até
convergir em fungdes bioldgicas comuns (La Du, 2001).

Nesse contexto, o papel da PON1, que estd presente no soro,
fortemente associada a ApoAl integrante da HDL e que possui o papel
fisiologico principal de proteger a LDL contra modificagBes oxidativas
(Aviram, 1999; Parra et al., 2007; Parra et al., 2010b) vem sendo estudado
no ambito da infeccdo pelo HIV-1 e nos diferentes regimes terapéuticos,

principalmente naquelas terapias compostas por IP.
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Avaliar as atividades séricas da paraoxonase e arilestearase da
enzima PON1 em soropositivos para o HIV-1 tratados com diferentes
regimes de terapia antirretroviral (TARV).

Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos
da PON1 1920QR e PON1 55LM nos individuos soropositivos para o
HIV-1.

Avaliar a associagéo entre as atividades paraoxonase e arilestearase,
com os polimorfismos descritos.

Avaliar o impacto da TARV sobre as atividades da paraoxonase e
arilestearase, e sobre o metabolismo lipidico de individuos infectados
pelo HIV-1.

Avaliar os niveis séricos de anticorpos IgG anti-oxLDL nos individuos

soropositivos para o HIV-1, tratados com diferentes regimes de TARV.



3

Pacientes, materiais e métodos



29

3. Pacientes, materiais e métodos
3.1 Comité de ética

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séao Paulo (CAPPesg-HCFMUSP), com o protocolo de
pesquisa numero 1185/09, aprovado em 24 de marco de 2010, e pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-HU-UFSC), com o
protocolo de pesquisa numero 289/09, e certificado nimero 274/09 de 31 de

agosto de 2009 (Anexo A e B).

3.2 Casuistica

O estudo foi realizado no periodo de Setembro de 2009 até Junho
de 2012, e participaram deste estudo um total de cento e setenta e quatro (n
= 174) voluntarios comprovadamente soropositivos para o HIV-1, adultos,
ambos o0s sexos, diagnosticados por dois métodos com principios
metodoldgicos distintos, e confirmados por imunofluorescéncia indireta (IFI)
e Western Blot (WB), conforme recomendado pelo Ministério da Saude (MS)
e aceito pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS).

Apés triagem clinica efetuada por médicos infectologistas, 0s
individuos devidamente esclarecidos e que consentiram em participar do
estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo C). Em seguida, eram encaminhados ao Laboratério de Analises

Clinicas da Universidade Federal de Santa Catarina (LAC-UFSC) para
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realizarem a coleta de material biolégico, sangue, com o objetivo de
determinar os niveis basais dos parametros laboratoriais propostos.
Ressalta-se, que o acompanhamento de todos os individuos soropositivos
para o HIV-1, atendidos no HU-UFSC, é realizado em intervalos de 90 dias,
e os individuos arrolados neste estudo ndo apresentavam sinais clinicos
e/ou diagnostico de infec¢des oportunistas.

Neste estudo, foram incluidos quarenta e seis (46) individuos
comprovadamente soronegativos para o HIV-1, provenientes do Banco de
Sangue do Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina
(BS-HU/UFSC), que apds serem esclarecidos do estudo assinaram o TCLE
(Anexo C), e autorizaram a coleta de amostra bioldgica no momento em que
realizavam a doacédo de sangue.

As caracteristicas da populacdo estudada, a classificacédo e divisdo
dos grupos, estao descritos nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

Os protocolos de terapias antirretrovirais utilizados pelos individuos
gue participaram do estudo estdo descritos na tabela 3, e os regimes

terapéuticos utilizados em cada individuo estédo descritos no anexo D.

3.3 Critérios de exclusao

Todos os individuos, soropositivos ou soronegativos para o HIV-1,
que apresentassem diagnéstico de diabetes mellitus, hepatite, ou que
estivessem fazendo uso de agentes hipoglicemiantes, anti-hipertensivos,
antibidticos, anti-inflamatérios néo esteroidais e esteroidais no periodo de 90

dias antecedentes ao dia da coleta de material biol6gico, foram excluidos do
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estudo. A presenca de infec¢des oportunistas foi outro fator de exclusédo do

estudo.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos grupos estudados.

HIV (+)
Soronegativos sem TARV  ITRN+ITRNN IP
Parametros n=46 n=45 n=45 n==84
Género . No., %

Masculino 26 (56) 23 (51) 30 (66) 56 (66)
Feminino 20 (44) 22 (49) 15 (34) 28 (34)
Faixa etaria, anos® 29(19-58) 37(20-68) 44 (22-74) 44 (18-69)
imc®2 23(20-29) 23(17-33) 24(18-32) 22(17-36)

Etnia, No., %
Branca 46 (100) 42 (94) 44 (98) 82 (98)
Negra - 03 (6) 01 (2) 02 (2)
Fator de risco, No., %
Sexo - 32 (71) 29 (64) 49 (58)
Sangue/UDI® - 9 (20) 12 (27) 24 (29)
Outros/desconhecido - 4 (9) 4 (8) 11 (13)
Terapia antirretroviral, - - 6,5 8,5
anos® (1,4-215) (1,5-21,5)
0,9
(0,2-9)@

WMediana (Valor minimo e valor maximo).

@indice de massa corporal (IMC).
®Usuérios de drogas injetaveis.
“Tempo de uso de inibidores de protease (IP).
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Grupo Caracteristica n
Soronegativos Individuos soronegativos para o HIV-1 46
Sem TARV HIV (+) sem uso de terapia antirretroviral 45
ITRN+ITRNN  HIV (+) com TARV e sem inibidores de protease 45
IP HIV (+) TARV com inibidores de protease 84

Nota: TARV=Terapia antirretroviral; ITRN=Inibidor da transcriptase reversa nucleosidico;
ITRNN=Inibidor da transcriptase reversa ndo-nucleosidico; IP=Inibidor de protease.

Tabela 3. Protocolos de terapias antirretrovirais

Terapia Antirretroviral

Protocolos No., %
ABC+3TC+RTV+LPV 1
AZT+d4T 1(2)
AZT+3TC 1(2)
AZT+3TC+d4AT 1(2)
AZT+3TC+EFZ 30 (65)
AZT+3TC+NVP 8 (18)
AZT+3TC+ATV 4
AZT+3TC+RTV 14
AZT+3TC+RTV+ATV 12
AZT+3TC+RTV+LPV 43
3TC+TDF+EFZ 2(9
3TC+TDF+NVP 1(2)
3TC+TDF+RAL 1
3TC+TDF+RTV+LPV 9
d4T+RTV+LPV 1

Nota: ABC=abacavir, AZR=zidovudina, d4T=estavudina, 3TC=lamivudina,

EFV=efavirenz, NVP=nevirapina,

LPV=lopinavir, TDF=tenofovir, RAL=raltegravir.

RTV=ritonavir,

ATV=atazanavir,
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3.4 Coleta e fracionamento de amostras bioldgicas

As amostras bioldgicas (sangue) dos pacientes foram coletadas por
puncao anterocubital, pela manha, apés jejum de 12 a 14 horas, utilizando-
se tubos com sistema a vacuo (Vacutainer”, Becton/Dickinson, NJ, USA).
Um total de 6 tubos foram coletados de cada individuo, sendo: 01 tubo (10
mL) com heparina para isolamento de células mononucleares para avaliacéo
da viabilidade celular e obtencdo de plasma heparinizado; 3 tubos (4 mL)
com anticoagulante EDTA para quantificacdo da RNA-HIV-1, linfocitos T-
CD4+ e T-CD8+, hemograma, leucograma, isolamento de células da
linhagem leucocitaria (Buffy Coat) e obtencdo de plasma-EDTA; 2 tubos
(4mL) sem anticoagulante para obtencdo de soro para dosagens
bioquimicas e atividades enzimaticas.

As amostras de soro e plasma foram obtidas por centrifugacédo do
sangue em centrifuga clinica Celm, modelo LS-II, a 2500 rpm (1050 x @),
durante 10 minutos. Em seguida, eram novamente centrifugadas a 2500 rpm
(1050 x g) por mais 10 minutos, para evitar a contaminacdo com hemacias e
outras eventuais interferéncias nas determinacfes. Aliquotas de 200 pL
foram transferidas para tubos criogénicos e em seguida armazenadas em

freezer -70° C e/ou cilindro de nitrogénio liquido, -180° C.

3.5 Quantificagdo do RNA do HIV-1
As determinacdes foram realizadas utilizando-se sangue total, que
foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos, para que fosse possivel a

separacdo do plasma. O plasma obtido da separacdo foi armazenado em
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solugao tampéo de lise Tiocianato de guanidina para posterior determinacao.
A amostra armazenada 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 ou —180° C. A quantificacdo das particulas virais foi realizada por
metodologia Nucleic Acid Sequence-Based Amplification (NASBA) através
do teste NucliSens HIV-1 QT (Organon Teknika, Boxtel, NL). Esta é uma
técnica de amplificacio do RNA do HIV-1 presente na amostra. A
quantidade do RNA amplificado é medida por eletroquimiluminescéncia
(ECL). O método permite a deteccdo de RNA-HIV-1 acima de 50 copias/mL

(Tabela 4).

3.6 Quantificacdo dos linfocitos T-CD4+ e T-CD8+

As quantifica¢des dos linfocitos T-CD4+ e T-CD8+ foram realizadas
por citometria de fluxo, modelo FACS Calibur, com software BD Multi Set
(Becton/Dickinson, NJ, USA). Amostras de sangue total foram colhidas em
tubos contendo EDTA, sistema a vacuo (Vacutainer”, Becton/Dickinson, NJ,
USA). A guantificacdo foi realizada com conjuntos reativos de anticorpos
monoclonais CD4+:CD3+ e CD8+:CD3+ (Becton/Dickinson, NJ, USA) para
os linfécitos T-CD3+, T-CD4+ e T-CD8+. A relacdo CD4+:CD8+ foi obtida
pela divisdo do numero de linfécitos CD4+ pelo niamero de linfécitos CD8+.
Para calibracdo do sistema utilizou-se os conjuntos FACSCount™ Control
(Becton/Dickinson, NJ, USA) que contém os controles: zero, baixo, médio e

alto. A tabela 4 descreve os valores de referéncia para as contagens de
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linfécitos T CD4+, T CD8+, e de RNA-HIV-1, utilizados pelo Laboratério de

Anélises Clinicas do HU-UFSC.

Tabela 4. Valores de referéncia para os parametros linfécito s T CD4+,
linfécitos T CD8+, e carga viral do HIV-1 (RNA-HIV- 1).

Grupo Caracteristica
Linfocitos T CD4+ 410 a 1.590 células mm?®
Linfécitos T CD8+ 190 a 1.140 células mm®
Carga viral (RNA-HIV-1) Indetectavel: < 50 cépias/mL

3.7 Determinacdo dos niveis séricos de colesterol t otal, HDL, LDL e
triglicérides

Os niveis séricos de colesterol total (CT) foram determinados por
método enzimético (Dade Behring Inc., Newark, USA). Para determinacao
da lipoproteina de alta densidade (HDL), foi realizada a precipitacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e de muito baixa densidade (VLDL),
em pH 5,7, pela adicdo do reativo fosfotingstico tamponado (Dade Behring
Inc., Newark, USA). A centrifugacdo do soro pré-tratado resulta em um
sobrenadante limpido que contém a fracdo HDL. O HDL é determinado
através do mesmo conjunto reagente utilizado para a determinacdo dos
niveis séricos de colesterol total. Para obtencdo dos niveis séricos de LDL

utilizamos a formula de Friedewald (Friedewald, 1972). A tabela 5 descreve
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os valores de referéncia para os parametros CT, HDL, LDL e TG, que foram

utilizados neste estudo.

3.8 Determinac¢@es dos indices de risco aterogénico
As determinacgdes dos indices de risco aterogénico foram realizadas
a partir das relagdes CT:HDL e LDL:HDL (Castalli et al., 1983; Millan et al.,

2009). A tabela 5 descreve os valores de referéncia.

3.9 Determinagéo dos niveis séricos de anticorpos |  gG anti-oxLDL

A determinacdo, indireta, dos niveis séricos de anticorpos IgG anti-
LDL oxidada (oxLDL) foi realizada por método de imunoensaio (ELISA). A
sensibilizacdo da placa de ELISA com LDL oxidada foi realizada a partir de
soro proveniente de individuos saudaveis que estavam em jejum de 12
horas. A fracdo LDL foi obtida por ultracentrifugacéo sequencial, usando um
rotor 50Ti, 10° C, 100.000 x g. Inicialmente, o soro foi centrifugado por 12
horas para obtencéo de VLDL (densidade = 1.063 g/mL). Em seguida, para
obtencdo da LDL, a densidade do infranadante foi ajustada para 1.063 pela
adicdo de Kbr e centrifugada por 20 horas, 100000 x g (densidade menor
que 1.063 g/mL). O sobrenadante de LDL foi retirado e dialisado em solug&o
de fosfato de PBS (NaCl 0,9%, Na,PO, 0,2%, NaOH 0,38% e EDTA 0,01%,
pH 7,4). Ap6s este procedimento, a LDL foi filtrada com filtro de 0,20 micra.

A oxidacdo da DL foi obtida conforme método descrito por Brandédo et al.,
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(2010) com 20pM de CuSO, por 18 horas a 37° C. Posteriormente, a
oxidacéao foi bloqueada pela adicdo de EDTA 1mM.

A sensibilizagéo da placa de ELISA com a LDL oxidada foi realizada
por incubacg&o por 18 horas a 4° C. ApoOs este periodo, foram realizadas 3
lavagens com PBS e bloqueio com gelatina 1% por 2 horas. Em seguida,
foram realizadas 3 novas lavagens da placa com PBS. Apls este
procedimento, as amostras diluidas de soro (1:400) foram adicionadas as
placas e mantidas por 2 horas em temperatura ambiente. Um controle
padrao de IgG anti-oxLDL oxidada foi utilizado. Prosseguiu-se novamente 3
lavagens com PBS-Tween (0,05%).

Na etapa seguinte foi adicionado o anticorpo para deteccao da LDL
oxidada (BD Biolabs, NJ, USA) e a placa incubada por mais 2 horas. Mais 3
lavagens com PBS-Tween (0,05%) foram realizadas, e em seguida
adicionou-se a solucdo de revelacdo (BD Biolabs, NJ, USA). Apos 30
minutos, foi realizada a leitura da reagcdo em leitor de ELISA com
comprimento de onda de 450nm. A densidade Optica foi calculada de acordo

com a féormula:

D.O. 1gG anti-oxLDL = (D.O amostra - D.O branco)
(D.O padrao — D.O branco)

Todas as amostras foram analisadas em triplicata, e a variagdo considerada
aceitavel ndo excedeu 5% entres os valores obtidos. Os titulos de anticorpos

IgG anti-oxLDL foram expressos como indice de reatividade (IR).
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3.10 Determinagédo dos niveis séricos de ApoAl e Apo  B100

As determinagbes de ApoAl e ApoB100 foram realizadas por
método turbidimétrico, com os reagentes Biotécnica® Apolipoproteina B e
Biotécnica® Apolipoproteina A-1 Turbidimetria (Biotécnica, Varginha, Brasil).
As dosagens foram realizadas em aparelho automatizado Cobas Mira Plus
(Cobas Mira Plus®, Roche Diagnostics, Indiana, USA). A tabela 5 descreve

os valores de referéncia para ApoAl e ApoB100.

Tabela 5. Valores de referéncia para os parametros CT, HDL, LDL, TG,
indices de risco aterogénico CT:HDL e LDL:HDL, ApoA 1 e ApoB100.

Parametros Valor de referéncia, mg/dL
Colesterol total Ideal Limitrofe Elevado
<200 200 a 239 > 240 -
HDL Ideal Risco moderado  Risco elevado
> 40 35a40 < 35 -
LDL Ideal Risco moderado  Risco elevado
<130 130 a 159 > 159 -
Triglicérides Ideal Limitrofe Elevado Alto risco
< 190 200 200 a 499 > 500
CT:HDL Ideal Risco
Homem: até 4,9 Homem: > 5 - -
Mulher: até 4,3 Mulher: > 4,4
LDL:HDL Ideal Risco
Homem: até 3,3 Homem: > 3,3 - -
Mulher: até 2,9 Mulher: > 3
ApoAl Ideal Elevado

Homem: 107 a 214 Homem: > 214 - -
Mulher: 90 a 170 Mulher: > 170
ApoB100 Ideal Elevado

Homem: 51 a171 Homem: > 171 - -
Mulher: 56 a 162 Mulher: > 162

3.11 Determinagéo da atividade sérica da PON1
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A atividade basal da PON1 sérica foi determinada conforme o método
descrito por Senti et al. (2003) e Agachan et al. (2004), empregando-se
como substrato o paraoxon (0,0 dietil-O-paranitrofenil fosfato) (Sigma-
Aldrich Chemical Inc., SL, USA). A hidrolise enzimatica do paroxon libera p-
nitrofenol, cuja taxa de formacé&o foi determinada por espectrofotometria, € a
forma mais comumente empregada para se medir a atividade da enzima
PONL1.

O ensaio foi realizado em duplicata para cada amostra avaliada. As
amostras de soro foram descongeladas em temperatura ambiente, e 25 pL
foram diluidas em 500 pL de tampao (Tris-HCI 0,1M pH 8,05, CaCl2 2
mmol/L e paraoxon 5,5 mmol/L). Em seguida, transferia-se 320 yL para uma
microplaca de 96 pocos com fundo chato. Apds, procedia-se a leitura das
absorbancias a cada minuto, durante 10 minutos, em leitor de microplacas
(Microplate Reader, Benchmark, Bio-RAD, Hercules, CA, USA), com
comprimento de onda de 405 nm, a 37° C.

O resultado foi expresso em U/L (1 U/L € definida como 1umol de p-
nitrofenol formada por minuto por litro de soro), empregando-se para 0sS
célculos o coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenol (18,05 x 10°). As
equacdes abaixo demonstram os calculos do fator e da atividade da PON1

sérica.

Calculo do Fator:
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VIR(L)

£.0s XVA(TL)x E(cm)

FATOR =

g5 = 18050 L Mt cm™

VTR (volume total da reacdo) = 500 pL solucéo + 25 pL da amostra = 525 pL
VA (volume da amostra) = 25 L

E (espessura da cubeta) =1 cm

Substituindo os valores e ajustando para as unidades internacionais temos:

Fator = 1163,43 nMol mL™*

Célculo da Atividade:
Atividade da PON1 = Fator x Aabs/min = 1163,43 x Aabs nMol min-1
mL-1, onde Aabs é igual a média da variacdo das absorbéncias medidas a

cada 1 minuto.

3.12 Determinacgdo da atividade sérica da ARE

A atividade basal da ARE sérica foi determinada conforme métodos
de Lorentz et al. (1979), e modificado por Oliveira-Silva et al. (1998). A
técnica consiste no preparo de um tampéo de reagdo com 100 mL de Tris-
CaCl2 e 13 pL de fenilacetato 99% (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, EUA).
Uma aligquota de 5 uL de soro é diluida para 1:3 com tampéo Tris-CaCl2 e
adicionada em 3000 pL de tampéo de reacao contendo fenilacetato para dar

inicio a reacdo enzimética, A atividade foi medida cineticamente por 5
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minutos em A:270nm, em intervalos de 30 segundos, com espectrofotdmetro

DU"-70 UV-vis Spectrophotometer (Beckman Coulter Inc., CA, USA)

CALcuLO DA ATIVIDADE ARE

Atividade Arilestearase = Fator x A Abs/min x diluigao

Fator = Vtr (ml) / € 270 x Va (ml) x E (cm)

Vtr = volume total da reacao (3ml)
Va = volume da amostra (0,005ml)
E = caminho 6ptico (1cm)

€ 270 do fenol = Coeficiente de absor¢cédo molar (1,310)

3.13 Extracdo de DNA gendmico de células do sangue  periférico

As amostras de sangue coletadas a vacuo, em tubo contendo
anticoagulante EDTA (Vacutainer”, Becton/Dickinson, NJ, USA), foram
processadas conforme descrito por Miller et al. (1998). Neste método, h&
remocado de proteinas celulares pela desidratacdo e precipitacdo com
solucéo saturada de NaCl. A separacado dos leucocitos e purificacdo do DNA
gendmico, foram realizadas em duplicata para cada amostra coletada. Uma
aliquota de 1mL de sangue foi diluido com 1 mL de tampéao de lise Tris-HCI
10 mM, pH 7,5, sacarose 34 mM, MgCI2 10 mM, Triton X-100 1%, com
obtencéo do sedimento de leucocitos apos centrifugacdo a 1.700 x g por 10

minutos, em temperatura de 4° C. Os leucdcitos foram novamente
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resuspendidos em tampao de lise e centrifugados por 5 minutos a 960 x g
em temperatura ambiente. Apds remocao do sobrenadante, o sedimento foi
resuspendido em 750 pL de tampéo TEN (Tris-HCI 10 mM, pH 8,2, EDTA 2
mM, NaCl 400 mM), mais 100 pL de SDS 10% e 125 pL de proteinase K
2mg/ml, com homogeneizagao e incubacao da mistura por 1 hora a 56° C,
visando a completa digestao das células lisadas. Em seguida, adicionava-se
250 pL de NaCl saturado, e agitacao vigorosa por 15 segundos, e posterior
sedimentacao das proteinas através da centrifugacao por 10 minutos a 960 x
g. Por precipitacdo, o DNA era recuperado do sobrenadante, adicionando-se
dois volumes de etanol absoluto e centrifugando-se por 5 minutos a 960 x g.
Apods, o DNA era lavado com etanol 70% a fim de remover o excesso de sal,
submetido a secagem por 10 minutos em centrifuga a vacuo modelo Speed
Vac AES1010 (Savant Instruments, Farmingdale, NY, USA) e reidratado em

TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM).

3.14 Quantificacdo de DNA gendmico

A integridade do DNA gendmico obtido a partir de le  ucécitos de
sangue periférico foi avaliada em gel de agarose 1% . O gel empregado
com 5 mm de espessura e medindo 7 x 15 cm, continha brometo de
etideo (0.5 pg/mL), o qual, durante a eletroforese, intercala-se entre os
nucleotideos formando um complexo fluorescente medi ante exposicao
a luz ultravioleta. O tampéao utilizado foi TAE (Tri s 40 mM, Acetato de
sédio 5 mM e EDTA 1 mM) e a voltagem, constante, de 75V por 40

minutos.
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Junto as amostras, foram aplicadas também seis amo  stras de
DNA de fago A (clind 1ts 857 SAM 7) integro (48.502 pb), de
concentragdes conhecidas: 200 ng/ 5 pL; 100 ng/ 5 pL; 50 ng/ 5 uL; 25 ng/
5uL;12,5 ng/ 5 pL e 6,25 ng/ 5L, e, por comparacao, foi possivel estimar
a concentracdo do DNA gendmico. A verificacdo do ta  manho do DNA,
assim como sua integridade, foi feita pela compara¢ &o entre as
migragcOes das amostras e dos fragmentos do ADNA digerido com Hind
Il (os quais variam entre 23.130 pb e 564 pb). A o btencdo de DNA
gendmico integro obtido a partir de buffy coat de a mostras de sangue

total esta apresentada na figura 1.

23.130 pb -
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Figura 1. Amostras de DNA gendmico extraido de buffy coat obt  ido a partir de
amostras de sangue total. DNA gendmico separado em gel de agarose 1%. A
DNA: A DNA digerido com Hind IlI(2 pg); 200 ng, 100 ng, 5 0ng, 25ng,12ng e 6
ng: quantidades conhecidas de A DNA em 5 pL. Amostras 1, 2, 3 e 4 obtidas

em duplicatas.
3.15 Genotipagem: Polimorfismos 192QR e 55LM do gene da enzima PONL1

(PCR multiplex)
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A genotipagem foi realizada a partir da amplificacdo de fragmentos
especificos para cada regido pesquisada, os quais foram posteriormente
digeridos por enzimas de restricAo adequadas, de modo a permitir
diferenciarem-se 0s possiveis genoétipos para cada polimorfismo estudado
(analise do polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo - RFLP).

Realizou-se a andlise destes polimorfismos, conforme descrito por
Motti et al. (2001). A PCR, multiplex, utiliza iniciadores (primers) desenhados
de modo a introduzir um sitio de reconhecimento para Hinf | em um alelo de
cada produto da PCR. Esta estratégia permitiu a identificacdo simultanea
dos dois polimorfismos da PON1 em um unico ensaio de amplificacao,
seguido de uma Unica analise de restrigéo.

Os produtos amplificados possuiam 111 pb para o po limorfismo
PONL1 192, e 144 pb para o polimorfismo PON1 55. Apé s a digestdo com
Hinf I, o fragmento de 111 pb gerou os fragmentos d e 77 e 34 pb no
caso do alelo R, enquanto o fragmento de 144 pb apr esentou 0s
fragmentos de 122 e 22 pb no caso do alelo L.

As sequéncias de primers (Motti et al., 2001) utilizadas foram:

PONL1 55F (5" - 3’): GAG TGA TGT ATA GCC CCA GTT TC;
PON1 55R (5'-3): AGT CCA TTA GGC AGT ATC TCCg;
PONL1 192F (5 - 3’): TTG AAT GAT ATT GTT GCT GTG GGA CCT GAG;
PON1 192R (5’ -3’): CGA CCA CGC TAA ACC CAA ATA CAT CTC CCA
GaA;

As amostras de DNA genémico de cada individuo foram submetidas

a PCR em uma reacao feita em volume de amplificacdo de 25 pl contendo
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Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, pH=8,3; 0,8 ug/pL final de albumina; MgCI2 7
mM; 600 uM de cada nucleotideo trifosfato; 0,16 uM de cada primer PON1
192 e de cada primer PON1 55; 1 U de Taq polimerase e 1 ug de DNA
gendmico.

A amplificacdo envolveu uma desnaturacao inicial das amostras a
95° C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 94° C por 1 minuto para
desnaturacdo, 61° C por 45 segundos para anelamento, e 72° C por 45
segundos de extensdo. O termociclador empregado foi um Peltier Thermal
Cycler PTC-200 (MJ Research Inc., MA, USA).

Os produtos da PCR foram entédo digeridos por 3 horas a 37° C com
2 U de enzima Hinf I, preparada em tampao Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, NaCl
60 mM, MgCI2 10 mM, B-ME 1mM. Apos a digestédo, foram diluidos 1:5 em
tampao contendo 0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol e
glicerol 30%.

Foram a seguir analisados por separacao em gel de acrilamida a 6%
contendo uréia 8M em tampéao TBE 0,5x, aplicando-se 5ul de cada amostra
nos poc¢os do gel de acrilamida. Também foram incluidos, no gel, 5ul de
marcador de peso molecular de 50 pb e amostras de DNA gendémico, obtidos
a partir de sangue total representando 0s possiveis genoétipos dos
polimorfismos PON1 192 e PON1 55, como controles. A separacéo foi
realizada empregando-se uma corrida de 60 minutos a 60 W constantes. Foi
utilizado um sistema de sequenciamento modelo S2 (GIBCO Life technology,
NY, USA). A posterior observacdo das bandas foi obtida pela coloragdo com

nitrato de prata 0,1% (Bassam et al., 1991), obedecendo-se o seguinte
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protocolo: acido acético 10% durante 20 minutos; 3 lavagens com agua
deionizada durante 2 minutos cada uma; nitrato de prata 0,1% mais
formaldeido 0,1% durante 30 minutos; lavagem com &agua deionizada
durante 10 segundos; carbonato de sédio 3% mais formaldeido 0,1%
durante 5 minutos; acido acético 10% durante 5 minutos; lavagem com agua
deionizada durante 5 minutos. A figura 2 demonstra os possiveis perfis
eletroforéticos de produtos amplificados empregando-se a PCR multiplex, e
a figura 3 a amplificacdo por PCR multiplex das alteracdes PON1 1920R e

PON1 55LM,

Poli morfismo PON1 55: Fragmento amplificado (144 pb) di  gerido com Hinf |

Genotipo L/L L/M M/M
! ! !
Fragmento 144 pb N&ao Sim Sim
Fragmento 122 pb Sim Sim N&o
Fragmento 22 pb Sim Sim N&o

Polimorfismo PON1 192: Fragmento amplificado (111 p  b) digerido com Hinf |

Genotipo Q/Q Q/R R/R
! ! !
Fragmento 111 pb Sim Sim N&ao
Fragmento 77 pb N&o Sim Sim
Fragmento 34 pb N&ao Sim Sim

Figura 2. Esquema dos perfis eletroforéticos possiveis para produtos amplificados
na deteccao dos polimorfismos PON1 55LM e PON1 192QR (multiplex).
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Figura 3. Pesquisa das mutacdes da PON1 55 e PON1 192, onde L é marcador de
peso molecular de 100 pb. O marcador 1 caracteriza uma amostra amplificada por
PCR e néo digerida, onde se observa as bandas de 192 pb (PON1 192) e 144 pb
(PON1 55). O marcador 2 apresenta a analise dos fragmentos apds digestdo com
Hinf I, onde visualizam-se as bandas com 111 e 77 os (PON1 192QR), e de 144 e
122 pb (PON1 55LM).
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4. Andlise estatistica

Para todas as variaveis estudadas, os resultados foram expressos
através de média aritmética e desvio padrdo (m £ p) e mediana, expressa
em valor maximo, valor minimo, e interquartil range.

A analise comparativa entre o grupo de soronegativos, ITRN+ITRNN
e IP foi realizada por teste t-student para comparacdo de médias de
amostras independentes. A analise comparativa de todos os parametros
entre todos os grupos estudados, foram realizada pela analise de variancia
univariada de mdltiplas comparacbes das médias entre amostras
independentes (ANOVA), seguido do teste de Tukey HSD (Honestly
Significant Difference), LSD e Tamhane.

As andlises das frequéncias dos alelos e gendtipos da PON1 1920QR
e PONL1 55 foram realizadas por teste Qui-quadrado e teste exato de Fisher.

As andlises de correlacdo foram realizadas por teste de Spearman
e/ou teste de Pearlson.

Para todos os valores obtidos neste estudo, foram utilizados niveis
de significancia de 95% (p < 0,05) e 99,9% (p < 0,001) de intervalo de
confianca (IC). Todas as analises descritivas e estatisticas foram realizadas
com programa, software, Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
11.5® e SAS 8%, e os gréficos construidos a partir do programa GraphPad

Prism versao 5.0.
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Resultados
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5.1 Marcadores da infeccdo: niveis plasméaticos de R NA do HIV-1,
namero de linfécitos T-CD4+ e T-CD8+

Os niveis plasméaticos de RNA do HIV-1 (copias/mL), carga viral,
dos grupos que fizeram uso de IP (n = 84) e ITRN+ITRNN (n = 45),
apresentaram médias e medianas abaixo de < 50 cépias/mL, o que é
considerado como indeterminado. O grupo sem TARV (n = 45) apresentou
uma meédia de 36.167 + 77.386 coOpias/mL e uma mediana de 14.808
copias/mL (50 — 500.000 copias/mL). Estes resultados caracterizaram que 0
grupo sem TARYV, apresentou diferencas significativas em relacdo aos
grupos ITRN+ITRNN e IP, p < 0,001 (Tabela 6).

Quanto ao nimero de Linfécitos T-CD4+ (células/mm?), os grupos de
soropositivos ndo apresentaram  diferencas  significativas quando
comparados, p > 0,05, e apresentaram médias e medianas consideradas
dentro dos valores de referéncia, 410 a 1.590 células/mm? (Tabela 6).

O ntmero de linfécitos T-CD8+ (células/mm?®) nos grupos tratados
com ITRN+ITRNN e IP, e no grupo de soronegativos, apresentaram valores
de médias e medianas que nao caracterizaram diferencas significativas
quando comparadas, p > 0,05, e consideradas dentro dos valores de
referéncia, 190 a 1.140 células/mm?® (Tabela 6).

Os valores das médias e medianas da relacdo CD4+:CD8+ nos
grupos avaliados, ndo apresentaram diferencas significativas quando

comparados, p > 0,05 (Tabela 6).
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Tabela 6. Valores de média + desvio padrdo (m = dp) e mediana (valor
minimo e valor maximo) dos marcadores de infecgcdo para o HIV-1 nos
grupos estudados: RNA-HIV-1 (cépias/mL), linfocitos T-CD4+ (células/mm?®)

e T-CD8+ (células/mm?®).

Grupos
sem TARV ITRN + ITRNN IP

Parametros (n = 45) (n = 45) (n = 84) p
RNA-HIV-1

Média 36.167 +£77.386 50+ 00 50+ 00

Mediana 14.808 50 (50 - 50) 50 (50 - 50) p<0,05

(50 - 500.000)

T-CD4+

Média 416 + 196 526 + 265 445 + 267 p > 0,05

Mediana 420 (20 - 970) 440 (140 - 1.461) 394 (55 - 1.079)

T-CD8+
Média 1.089 + 619 939 + 383 977 + 429 p > 0,05
Mediana 928 (144 - 3.346) 884 (361 - 1.834) 937 (182 - 2.084)

CD4+:CD8+
Média 0,49 + 0,36 0,62 0,35 0,51 + 0,33 p > 0,05
Mediana 0,40 (0,10 - 2,17) 0,53 (0,18 - 2,26) 0,44 (0,10 - 1,79)

“Teste ANOVA seguido de teste de Tukey HSD (Honestly Significant Difference), LSD e
Tamhane, com indice de significancia minimo de p < 0,05.

5.2 Perfil lipidico: niveis séricos de colesterol t otal, fracdes de
colesterol e triglicérides

No estudo foram avaliados o0s niveis séricos de colesterol total (CT)
e suas fracOes lipidicas: lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina
de baixa densidade (LDL) e triglicérides (TG).

Os resultados obtidos nao caracterizam diferengas significativas

para os niveis sericos de CT nos grupos estudados, p > 0,05 (Figura 4A).
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No grupo que fazia uso de IP, a média de CT foi de 200 + 43 mg/dL
e a mediana de 198 mg/dL (125 — 334 mg/dL). Um total de 41 (48%)
individuos apresentaram niveis séricos dentro do limite desejavel, inferiores
a 200 mg/dL, e 29 (34,5%) individuos apresentavam niveis acima do ideal,
200 até 239 mg/dL. Por sua vez, 14 (17,5%) individuos apresentaram niveis
séricos elevados de CT, acima de 240 mg/dL (Figura 4A).

No grupo tratado com ITRN+ITRNN, a média de CT foi de 196 + 42
mg/dL e a mediana 189 mg/dL (130 — 332 mg/dL). Neste grupo, 28 (62%)
individuos apresentaram niveis séricos de CT inferiores a 200 mg/dL, 10
(22,5%) individuos apresentaram valores acima do ideal, e 7 (15,5%),
apresentaram valores acima de 240 mg/dL (Figura 4A).

No grupo sem TARV, a média de CT foi de 171 + 39 mg/dL, com
uma mediana de 172 mg/dL (66 — 269 mg/dL). No grupo, 35 (77,7%)
individuos apresentaram niveis séricos de CT inferiores a 200 mg/dL, 8
(17,7%) individuos apresentaram valores acima do ideal, e 2 (4,65)
individuos apresentaram valores acima de 240 mg/dL (Figura 4A).

No grupo de soronegativos, a média de CT foide 178 + 33 mg/dL e a
mediana de 180 mg/dL (107 — 272 mg/dL). Em 35 (78%) individuos os niveis
séricos de CT se apresentaram com valores abaixo de 200 mg/dL, enquanto
8 (18%) individuos apresentaram niveis séricos entre 200 até 240 mg/dL, e 2

(4%), apresentaram niveis considerados elevados, 240 mg/dL) (Figura 4A).
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Os niveis séricos de HDL foram significativamente inferiores no
grupo tratado com IP, na comparacdo com o grupo de soronegativos, p <
0,05, porém, ndo apresentou diferencgas significativas em relacado aos grupos
ITRN+ITRNN e sem TARV, p > 0,05 (Figura 4B).

Os niveis séricos de HDL no grupo IP apresentaram uma média 40 +
12 mg/dL e uma mediana de 39 mg/dL (21 — 86 mg/dL). Neste grupo, 40
(48%) individuos apresentaram niveis séricos acima de 40 mg/dL, o que é
considerado ideal, e 44 (52%) apresentaram niveis séricos de HDL abaixo
de 40 mg/dL (Figura 4B).

No grupo tratado com ITRN+ITRNN, a média de HDL foi de 45 + 12
mg/dL e a mediana 44 mg/dL (27 — 85 mg/dL). Um total de 29 (64,5%)
individuos apresentaram valores superiores a 40 mg/dL, e 16 (35,5%)
valores inferiores a 40 mg/dL (Figura 4B).

Naqueles individuos sem TARV, a média de HDL foi de 45 + 13
mg/dL e a mediana 41 mg/dL (23 — 77 mg/dL). Um total de 24 (53%)
individuos apresentaram valores de HDL superiores a 40 mg/dL, e 21 (47%)
apresentaram valores inferiores a 40 mg/dL (Figura 4B).

No grupo de soronegativos, a média dos niveis séricos de HDL foi de
53 + 9 mg/dL e a mediana 54 mg/dL (40 — 85 mg/dL). Neste grupo, os 46
(100%) individuos soronegativos apresentaram valores de HDL

considerados ideais, superiores a 40 mg/dL (Figura 4B).
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Figura 4. O grafico (A) representa os niveis séricos de CT (mg/dL), e em (B), os
niveis séricos de HDL (mg/dL) nos grupos sem TARV, e tratados com ITRN+ITRNN
e IP. O (#) caracteriza a diferenca significativa entre o grupo de soronegativos em
relacdo ao grupo IP, *p < 0,05. Os valores apresentados sdo da mediana (valor
maximo, valor minimo, e interquartil superior e inferior). Existem diferencas
significativas entre os grupos para p < 0,05. Andlise estatistica realizada por
ANOVA, seguida do teste de Tukey HSD, LSD e Tamhane.
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Em todos os grupos estudados os niveis séricos de LDL néo
apresentaram diferencas significativas, p > 0,05, e apresentaram valores de
média e mediana considerados satisfatérios, 100 a 129 mg/dL (Figura 5A).

Os niveis séricos de LDL do grupo IP apresentaram uma média de
120 + 30 mg/dL e uma mediana de 118 mg/dL (32 — 209 mg/dL). Um total de
66 (79%) individuos apresentaram valores de LDL acima do limite desejavel
de 100 mg/dL, e 18 (21%) individuos apresentaram valores inferiores a 100
mg/dL (Figura 5A).

No grupo que fazia uso de ITRN+ITRNN, a média de LDL foi de 112
+ 25 mg/dL e a mediana 109 mg/dL (66 — 202 mg/dL). Neste grupo, 15
(33%) individuos apresentaram valores de LDL abaixo de 100 mg/dL, e 30
(67%) apresentaram valores acima de 100 mg/dL (Figura 5A).

O grupo sem TARV apresentou uma média de LDL de 112 + 44
mg/dL e uma mediana de 103 mg/dL (23 — 253 mg/dL). Neste grupo, um
total de 26 (58%) individuos apresentaram valores de LDL superiores a 100
mg/dL, e 19 (42%), valores inferiores a 100 mg/dL (Figura 5A).

No grupo de soronegativos a média de LDL foi de 108 + 30 mg/dL e
a mediana 104 mg/dL (54 — 181 mg/dL). Neste, 28 (61%) individuos
apresentaram valores de LDL superiores a 100 mg/dL, e 18 (39%), inferiores
a 100 mg/dL (Figura 5A).

Quanto aos niveis séricos de TG, os grupos de soropositivos que
receberam TARYV, apresentaram médias e medianas significativamente
superiores aos niveis séricos de TG do grupo sem TARV e de soronegativos,

p < 0,05 (Figura 5B).
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Os niveis séricos de TG no grupo tratado com IP apresentaram uma
média de 237 + 207 mg/dL e uma mediana de 177 mg/dL (66 — 1.337 mg/dL).
Neste grupo, 54 (64%) individuos apresentaram niveis séricos de TG acima
do limite ideal, com valores acima de 190 mg/dL, e 46 (36%) apresentaram
valores de TG inferiores a 190 mg/dL (Figura 5B).

O grupo tratado com ITRN+ITRNN apresentou uma média para TG
de 229 + 266 mg/dL e uma mediana de 146 mg/dL (53 — 1499 mg/dL). Neste,
28 (62%) individuos apresentaram valores inferiores a 190 mg/dL, e 17
(38%) individuos apresentaram valores superiores a 190 mg/dL (Figura 5B).

No grupo sem TARV a média sérica de TG foi de 117 + 60 mg/dL e
a mediana 101 mg/dL (48 — 327 mg/dL). Somente 4 (9%) individuos
apresentaram niveis séricos superiores a 190 mg/dL, e 41 (91%) niveis
séricos inferiores a este valor (Figura 5B).

No grupo de soronegativos 0s niveis séricos de TG apresentaram
uma média de 98 + 48 mg/dL e uma mediana de 83 mg/dL (48 — 237 mg/dL).
Neste grupo, 4 (9%) individuos apresentaram meédias superiores a 190

mg/dL, e 42 (91%) niveis séricos inferiores a 190 mg/dL (Figura 5B).
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Figura 5. O gréfico (A) representa os niveis séricos de LDL (mg/dL), e em (B) os
niveis séricos dos TG (mg/dL) nos grupos sem TARV, e tratados com ITRN+ITRNN
e IP. Em (B), o (#) caracteriza as diferencas significativas entre o grupo de
soronegativos em relacdo aos grupos ITRN+ITRNN e IP, *p < 0,05. O (£), as
diferencas significativas entre o grupo sem TARV em relacdo aos grupos
ITRN+ITRNN e IP, **p < 0,05. Os valores apresentados sdo da mediana (valor
maximo, valor minimo, e interquartil superior e inferior). Existem diferencas
significativas entre os grupos para p < 0,05. Andlise estatistica realizada por
ANOVA, seguida do teste de Tukey HSD, LSD e Tamhane.
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5.2.1 indices de risco aterogénico: relagdo CT:HDL e LDL:HDL

As relacbes CT:HDL e LDL:HDL sdo parametros conhecidos como
indices de Castelli | e Il, respectivamente, ou indices de risco aterogénicos e
caracterizam um parametro para avaliar o risco aterogénico nos individuos
estudados.

Quando avaliado a relacdo CT:HDL, que caracteriza 0 risco
aterogénico nos individuos dos grupos estudados, todos os grupos
apresentaram valores superiores ao grupo de soronegativos (Figura 6A).

O grupo com IP apresentou uma meédia de 4,7 = 1,3 e uma mediana
de 5,0 (2,0 — 8,0). Os demais grupos apresentaram uma relacédo de 4,0 +1,4
no grupo ITRN+ITRNN, 3,5 £ 1,1 no grupo sem TARYV, e 3,0 £ 0,9 no grupo
de soronegativos. Os valores da mediana nestes grupos foram de: 4,0 (2,0 —
8,0), 4,0 (1,0 -6,0), e 3,0 (2,0 — 5,0), respectivamente.

Entretanto, o grupo de individuos tratados com IP foi o Gnico que
apresentou valores significativamente superiores aos demais grupos
estudados, p < 0,05 (Figura 6A).

Na avaliacdo da relacdo LDL:HDL, o grupo tratado com IP
apresentou valores significativamente superiores aos demais grupos, p <
0,05. Os demais grupos de soropositivos, sem TARV e tratados com
ITRN+ITRNN, apresentaram valores superiores aos do grupo de
soronegativos, porém, ndo caracterizaram diferencas significativas, p > 0,05

(Figura 6B).
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Figura 6. O gréfico (A) representa a relagdo CT:HDL, e em (B), a relagdo entre
LDL:HDL nos grupos sem TARV, e tratados com ITRN+ITRNN e IP. O (¥

caracteriza as diferencas significativas entre o grupo IP em relacdo aos demais

grupos, *p < 0,05. Os valores apresentados sdo da mediana (valor maximo, valor

minimo, e interquartil superior e inferior). Existem diferencas significativas entre os

grupos para p < 0,05. Andlise estatistica: ANOVA seguido do teste de Tukey HSD,

LSD e Tamhane.
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No grupo tratado com IP, a relacdo LDL:HDL apresentou uma média
de 2,7 £1,0 e uma mediana de 3,0 (1,0 — 5,0), enquanto que o grupo tratado
com ITRN+ITRNN apresentou uma média de 2,1 + 0,7 e uma mediana de
2,0 (1,0 —4,0) (Figura 6B).

Nos grupos sem TARV e de soronegativos, as relagbes
apresentaram as meédias 2,0 + 0,9 e 1,6 = 0,7, respectivamente, e suas
medianas foram de 2,0 (0,1 — 4,0) e 1,0 (1,0 — 3,0), respectivamente (Figura

6B).

5.2.2 Correlacdo entre os parametros lipidicos e os marcadores da
infeccéo

No grupo sem TARV, a analise de correlacdo (Teste de Spearman)
entre os parametros lipidicos e os marcadores da infec¢do, ndo demonstrou
correlacao significativa para os parametros avaliados. No grupo tratado com
ITRN+ITRNN, foi observada uma correlagdo negativa significativa entre os
niveis séricos de HDL e o numero de linfécitos T-CD8+ (r = -0,309; p =
0,038). Os demais parametros nao apresentaram correlacdo significativa

(Tabela 7).

5.2.3 Niveis séricos de anticorpos IgG anti-oxLDL

O estudo mostrou que no grupo de soropositivos tratados com IP, e
no grupo sem TARYV, o0s niveis séricos de anticorpos IgG anti-oxLDL foram
significativamente superiores na compara¢cao com o grupo de soronegativos,

p < 0,05. O grupo tratado com IP apresentou uma média significativamente
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superior ao grupo tratado com ITRN+ITRNN, mas ndo em relacdo a média
do grupo sem TARV, p > 0,05 (Figura 7).

No grupo que recebeu IP, a média dos niveis séricos de anticorpos
IgG anti-oxLDL, expresso como indice de reatividade (IR), foi de 0,33 + 0,09,
e a mediana 0,329 (0,027 — 0,591). O grupo tratado com ITRN+ITRNN
apresentou uma média de 0,269 *+ 0,09 e uma mediana de 0,255 (0,131 —
0,630). Para os grupos sem TARV e de soronegativos, as médias foram
0,341 £ 0,09 e 0,186 £ 0,08, respectivamente, e as medianas, 0,338 (0,130 —

0,737) e 0,188 (0,040 — 0,380) (Figura 7).

Tabela 7. Correlagdo entre os parametros lipidicos e os marcadores da

infeccéo pelo HIV-142),

Marcadores da infeccdo

Grupo Lipidios RNA-HIV-1 T-CD4+ T-CD8+
CT r=0,039; p=0,796 r=0,283; p=0,059 r=0,206; p=0,174
sem LDL r=0,108; p=0,476 r=0,228; p=0,132 r=0,290; p=0,053
TARV HDL r=-0,166; p=0,273 r=0,162; p=0,286 r=-0,135; p=0,376
TG r=-0,037; p=0,018 r=-0,124;p=0,416 r=-0,169; p=0,265
CT - r=0,140; p=0,356 r=-0,006; p=0,968
ITRN+ LDL - r=0,107; p=0,481 r=-0,033; p=0,825
ITRNN HDL - r=-0,121; p=0,428 r=-0,309; p=0,038*
TG - r=0,065; p=0,667 r=0,086; p=0,571
CT - r=0,133; p=0,227 r=-0,072; p=0,509
IP LDL - r=-0,188; p=0,085 r=-0,047; p=0,669
HDL - r=0,084; p=0,447 r=0,051; p=0,640
TG - r=-0,106; p=0,334 r=-0,015; p=0,890

Nota: CT=colesterol total; LDL=lipoproteina de baixa densidade; HDL=lipoproteina de alta

densidade, e TG=triglicérides.

@ Os valores indetermiandos de RNA-HIV-1, <50 cépias/mL, nos grupos ITRN+ITRNN e IP,

nao permitem a realizacdo de testes de correlacao.
@Teste de correlagdo de Spearman.
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Adicionalmente, a andlise de correlacdo (Teste de Spearman) em
todos o0s grupos nao apresentou resultados significativos quando
comparados 0s niveis séricos de anticorpos IgG anti-oxLDL com o0s

parametros lipidicos e os marcadores da infec¢ao pelo HIV-1 (Figura 7).
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Figura 7. O gréfico representa os niveis séricos de anticorpos IgG anti-oxLDL nos
grupos sem TARV, e tratados com ITRN+ITRNN e IP. O (*) caracteriza as
diferencas significativas entre o grupo de soronegativos em relacdo aos grupos sem
TARV e IP, *p < 0,05. O (**) caracteriza a diferenca significativa entre o grupo IP e 0
grupo ITRN+ITRNN, **p < 0,05. Os valores apresentados sdo da mediana (valor
maximo, valor minimo, e interquartil superior e inferior). Existem diferencas
significativas entre os grupos para p < 0,05. Andlise estatistica: ANOVA seguido do

teste de Tukey HSD, LSD e Tamhane.
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5.3 Apolipoproteinas Al e B100

A andlise dos resultados mostrou que 0s niveis séricos da ApoAl
foram significativamente inferiores no grupo tratado com IP, na comparacao
com o grupo tratado com ITRN+ITRNN e de soronegativos, p < 0,05.
Todavia, o grupo IP ndo apresentou uma diferenca significativa em relacao
ao grupo sem TARV, p > 0,05. Os grupos sem TARV e tratados com
ITRN+ITRNN nédo apresentaram diferengcas significativas em relacdo ao
grupo de soronegativos, p > 0,05 (Figura 8A).

O grupo tratado com IP apresentou uma média para a ApoAl de 116
+ 26 mg/dL e uma mediana de 98 mg/dL (70 — 183 mg/dL). Quatro
individuos (5%), trés homens e uma mulher, apresentaram niveis séricos de
ApoALl inferiores aos valores de referéncia, 90 a 170 mg/dl para mulheres, e
107 a 214 mg/dL para homens (Figura 8A).

No grupo tratado com ITRN+ITRNN a média dos niveis séricos de
ApoAl foi de 134 + 34 mg/dL, com uma mediana de 107 mg/dL (76 — 193
mg/dL). Apenas 4 (9%) individuos apresentaram niveis séricos inferiores aos
valores considerados normais, e o0s demais, 41 (91%) individuos,
apresentaram niveis séricos considerados normais (Figura 8A).

Nos individuos do grupo sem TARV, a média dos niveis séricos de
ApoALl foi de 130 £ 35 mg/dL e a mediana 99 mg/dL (82 — 206 mg/dL). Neste
grupo, 2 (4%) individuos do sexo masculino apresentaram niveis séricos
abaixo do valor de referéncia, e 2 (4%) individuos, também do sexo
masculino, apresentaram valores superiores aos desejaveis, totalizando 4

(8%) individuos com niveis séricos alterados de ApoAl (Figura 8A).
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No grupo de soronegativos, a média para a ApoAl foi de 146 + 27
mg/dL e a mediana 152 mg/dL (91 — 192 mg/dL). Neste grupo, todos os 46
(100%) individuos estudados apresentaram niveis séricos de ApoAl
considerados normais (Figura 8A).

A andlise sobre os resultados para a ApoB100, demonstrou que o
grupo tratado com IP apresentou niveis séricos significativamente superiores
aos demais grupos, p < 0,05. O grupo sem TARV apresentou niveis séricos
significativamente superiores somente na comparagcdo com 0O grupo de
soronegativos, p > 0,05 (Figura 8B).

O grupo tratado com IP apresentou uma média para a ApoB100 de
142 £ 29 mg/dL, e uma mediana de 148 mg/dL (48 — 203 mg/dL). Apenas 1
(1,1%) individuo do sexo masculino (86H) apresentou um valor para a
ApoB100 de 203 mg/dL, considerado acima do valor de referéncia, 56 a 162
mg/dL para mulheres, e 51 a 171 mg/dL para homens (Figura 8B).

No grupo tratado com ITRN+ITRNN, a média de ApoB100 foi de 120
*+ 34 mg/dL, e a mediana 121 mg/dL (56 — 203 mg/dL) (Figura 8B). No grupo
sem TARV, a média da ApoB100 foi de 131 + 38 mg/dL e a mediana 134
mg/dL (59 — 221 mg/dL). Neste grupo, apenas 6 (13%) individuos, 3 do sexo
masculino (12H, 16H e 57H) e 3 do sexo feminino (93H, 97H e 165H)
apresentaram valores acima do limite maximo desejado (Figura 8B).

No grupo de soronegativos, a média dos niveis séricos de ApoB100
foi de 109 + 19 mg/dL e a mediana 103 mg/dL (78 — 154 mg/dL), e todos os
individuos apresentaram niveis séricos de ApoB100 considerados normais

(Figura 8B).
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Figura 8. O gréfico (A) representa os niveis séricos de ApoAl (mg/dL), e em (B), os
niveis séricos de ApoB100 (mg/dL) nos grupos sem TARV, e tratados com
ITRN+ITRNN e IP. Em (A), o (#) caracteriza as diferengas significativas entre o
grupo IP em relagédo aos grupos ITRN+ITRNN e de soronegativos, *p < 0,05. Em
(B), o (#) caracteriza as diferencas significativas entre o grupo de soronegativos em
relagéo ao grupo sem TARV e IP, *p < 0,05. O (£), a diferenga significativa entre o
grupo ITRNN+ITRNN e o grupo IP, *p < 0,05. Os valores apresentados séo da
mediana (valor maximo, valor minimo, e interquartil superior e inferior). Existem
diferencas significativas entre os grupos para p < 0,05. Analise estatistica: ANOVA
seguido de teste de Tukey HSD, LSD e Tamhane.
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5.4 Paraoxonase
5.4.1 Atividade sérica da PON1

A atividade sérica da PON1 (U/L) nos grupos de soropositivos
apresentou valores médios de atividade inferiores ao do grupo de
soronegativos. Porém, apenas os grupos sem TARV e o grupo IP
apresentaram valores significativamente inferiores ao do grupo de
soronegativos, p < 0,05 (Figura 9A).

No grupo que fazia uso de IP, a média da atividade sérica da PON1
foi de 99 + 50 U/L e a mediana 93 U/L (22 — 234 U/L). O grupo ITRN+ITRNN
apresentou uma média de atividade de 118 + 56 U/L e uma mediana de 110
U/L (28 — 247 U/L). Naqueles individuos que nao faziam uso de TARV, a
média da atividade sérica foi de 104 + 55 U/L e a mediana de 94 U/L (26 —
243 U/L). Por sua vez, o grupo de individuos soronegativos apresentou uma
média de atividade de 143 + 52 U/L e uma mediana de 154 U/L (44 — 218

U/L) (Figura 9A).

5.4.2 Atividade sérica da ARE

A atividade sérica da ARE (U/L) nos grupos estudados ndao
apresentou diferencas significativas quando comparados, p > 0,05.

A atividade sérica média da ARE no grupo que recebeu IP foi de 73
*+ 27 U/L, com uma mediana de 67 U/L (36 — 153 U/L). O grupo tratado com
ITRN+ITRNN apresentou uma atividade de 75 £+ 26 U/L, e uma mediana de
69 U/L (38 — 152 U/L). No grupo sem TARV, a média da atividade da ARE foi

74 £ 26 U/L e a mediana de 65 U/L (40 — 147 U/L). Os individuos
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soronegativos apresentaram uma atividade média de 84 + 26 U/L e uma

mediana de 78 U/L (48 — 155 U/L) (Figura 9B).
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Figura 9: O gréfico (A) representa a atividade sérica da PON1 (U/L), e em (B), a
atividade sérica da ARE (U/L) nos grupos sem TARV e tratados com ITRN+ITRNN
e IP. O (*) caracteriza as diferencgas significativas entre o grupo de soronegativos
em relagdo aos demais grupos, *p < 0,05. Os valores apresentados sdo da mediana
(valor maximo, valor minimo, e interquartil superior e inferior). Existem diferencas
significativas entre os grupos para p < 0,05. Andlise estatistica: ANOVA seguido do
teste de Tukey HSD, LSD e Tamhane.
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5.4.3 Atividade sérica da PONL1 e linfocitos T-CD4+

A atividade sérica da PON1 e sua relagdo com o numero de
linfécitos T-CD4+, estratificados em menor que 200 células/mm?®, 200 a 350
células/mm?®, e maior que 350 células/mm? n&o apresentaram diferencas
significativas quando comparadas, p > 0,05 (Figura 10A).

A atividade da PON1 no grupo de individuos que apresentaram um
nimero de T-CD4+ inferior a 200 células/mm?® (n = 23), foi de 92 + 50 UIL,
com uma mediana de 92 U/L (22 — 200 U/L). No grupo de individuos que
apresentaram um ndmero de linfécitos T-CD4+ de 200 a 350 células/mm? (n
= 39), a atividade da PON1 apresentou uma média de 100 + 52 U/L, e uma
mediana de 89 U/L (31 — 215 U/L). Naqueles individuos que apresentaram
uma contagem de linfécitos T-CD4+ superior a 350 células/mm® (n = 112) a
atividade da PON1 foi de 109 + 53 U/L, e mediana 98 U/L (27 — 247 UIL)

(Figura 10A).

5.4.4 Atividade sérica da ARE e linfocitos T-CD4+

A atividade sérica da ARE e sua relagdo com o numero de linfécitos
T-CD4+, também ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparadas, p > 0,05 (Figura 10B). Assim como a PON1, a ARE néo
apresentou uma associacdo com o0 numero de linfocitos T-CD4+,
estratificados em menor que 200 células/mm?, 200 a 350 células/mm?, e
maior que 350 células/mm?®. A atividade sérica da ARE apresentou uma
média de 73 £ 28 U/L e uma mediana de 65 U/L (36 — 126 U/L) para um

numero de linfocitos T-CD4+ inferior a 200 células/mm? (n = 23).
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Figura 10. O grafico (A) e (B) representam, respectivamente, a atividade sérica da
PON1 (U/L) e atividade sérica da ARE (U/L) nas diferentes contagens de linfécitos
T-CD4+ nos individuos soropositivos para o HIV-1. Os valores apresentados sdo da
mediana (valor maximo, valor minimo, e interquartil superior e inferior). Existem
diferencas significativas entre os grupos quando p < 0,05. Analise estatistica:
ANOVA seguido do teste de Tukey HSD, LSD e Tamhane.
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No grupo de individuos que apresentaram um numero de linfocitos
T-CD4+ de 200 a 350 células/mm? (n = 39), a atividade da ARE apresentou
uma média de 71 = 25 U/L e uma mediana de 65 U/L (38 — 147 UIL).
Naqueles individuos que apresentaram uma contagem de linfécitos T-CD4+
superior a 350 células/mm? (n = 112) a atividade da ARE foi de 74 + 27 U/L e

a mediana de 69 U/L (36 — 153 U/L) (Figura 10B).

5.4.5 Atividade PON1 e ARE, e correlacdo com parame tros lipidicos

A atividade sérica da PON1 apresentou uma correlacdo (Teste de
Spearman) positiva significativa com os niveis séricos de HDL no grupo
tratado com ITRN+ITRNN (r = 0,3313; p = 0,026). A atividade ARE
apresentou uma correlagdo positiva significativa com os niveis séricos de
HDL do grupo sem TARV (r = 0,3382; p = 0,023), e no grupo tratado com
ITRN+ITRNN (r = 0,6173; p < 0,001), assim como, com os niveis de CT no
grupo tratado com IP (r = 0,2468; p = 0,023). Para todos os outros
parametros do perfil lipidico e dos marcadores da infec¢do, o estudo da

correlagcdo nao apresentou resultados significativos, p > 0,05.

5.4.6 Polimorfismos PON1 192QR e PON1 55LM

No grupo de individuos soropositivos para o HIV-1, assim como para
0 grupo de soronegativos, foram estudados os polimorfismos PON1 192QR
e PON1 55LM (Tabela 8 e 9).

No grupo de individuos soropositivos, a frequéncia dos alelos PON1

192Q, 192R, PON1 55L e PON1 55M, foi de 71,7%, 28,3%, 46,5% e 53,4%,
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respectivamente. No grupo de soronegativos, a frequéncia dos alelos PON1
192Q, 192R, PON1 55L e PON1 55M, foi de 79,3%, 20,7%, 45,7% e 54,3%
(Tabela 8).

No grupo de soropositivos, o gendtipo QQ da PON1 192QR foi
observado em 90 individuos (53,5%), o genétipo QR em 61 (36,3%), e 0 RR
em 17 (10,1%) individuos. Por sua vez, no grupo de soronegativos, o
gendtipo QQ foi observado em 28 (60,8%) dos individuos, e o gendtipo QR
em 17 (36,9%). Apenas 1 (2,3%) apresentava o gendtipo RR neste grupo

(Tabela 9).

Tabela 8. Frequéncias alélicas: PON1 192Q, 192R, PON1 55L e PON1

55M nos grupos de soropositivos e soronegativos para o HIV-1.

Polimorfismo Alelo N %
PON1 192QR Q 241 71,7
HIV R 95 28,3
n=174 PON1 55LM L 150 46,5
M 172 53,4
PON1 192QR Q 73 79,3
Soronegativos R 19 20,7
n=46 PON1 55LM L 42 45,7
M 50 54,3

Em relagdo ao polimorfismo PON1 55LM no grupo de soropositivos
para o HIV-1, 46 (29,4%) individuos apresentaram o genotipo LL, 52 (33,3%)
individuos apresentaram o gendétipo LM, e 58 (37,1%) o gendtipo MM. O
grupo de soropositivos apresentou uma frequéncia de distribuicdo de

gendtipos semelhante, com 13 (28,2%) individuos apresentando o genotipo
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LL, 16 (34,7%) apresentando o gendtipo LM, e 17 (36,9%) individuos o
genodtipo MM (Tabela 9). A andlise da frequéncia da associagcdo entre 0s
genodtipos PON1 192 e PON1 55 nos individuos soropositivos esta

apresentada na tabela 9.

Tabela 9. Distribuicdo dos gendtipos 192QR e 55LM da PON1

nos grupos de soropositivos e soronegativos para o HIV-1.

Polimorfismo Alelo N %
PON1 192QR QQ 90 53,5
HIV-1 QR 61 36,3
n=174 RR 17 10,2
PON1 55LM LL 50 29,7
LM 60 35,7
MM 59 34,6
PON1 192QR QQ 28 60,8
Soronegativos QR 17 36,9
n=46 RR 1 2,3
PON1 55LM LL 13 28,2
LM 16 34,7
MM 17 36,9

A analise estatistica pelo teste do Qui-quadrado, comparando a frequéncia de distribuicdo
genotipica e alélica entre os grupos de soropositivos e soronegativos, mostrou que os grupos néo diferem
quanto a distribui¢cdo dos genotipos Q e R da PON1 192 (p = 0,407) e seus alelos QQ, QR e RR (p = 0,511).
Para o polimorfismo PON 55, os genétipos L e M também n&o apresentaram diferenca significativa na sua
distribuicdo (p = 1,00), assim com seus alelos LL, LM e MM (p = 0,979) (Tabela 10).

Tabela 10. Associagbes dos gendtipos 192 e 55 da PON1

nos individuos soropositivos para o HIV-1.

PON1-192 Total % Associacao N %
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QQ 90 535 QQLL 19 21,1
QQLM 29 32,2
QQMM 42 44,9
QR 61 36,3 QRLL 23 37,7
QRLM 22 36,0
QRMM 16 26,2
RR 17 10,1 RRLL 9 53,0
RRLM 4 23,5
RRMM 4 235

5.4.7 Atividades séricas da PON1 e ARE, e polimorfi  smos PON1 1920QR

A atividade sérica da PONL1 e sua relagcdo com os polimorfismos da
PON1 1920R, assim como a atividade ARE, foram analisadas nos
individuos soropositivos para o HIV-1, de maneira independente a terapia
empregada, assim como naqueles que nao faziam uso de TARV (Figura 11).

Nos individuos que apresentaram o genotipo PON1 192QQ (n = 90)
a média da atividade da PONL1 foi de 99 + 51 U/L e a mediana 85 U/L (26 —
234 U/L) (Figura 11A). Para este gendtipo, a atividade da ARE apresentou
uma média de 70 + 24 U/L e uma mediana de 63 U/L (36 — 153 U/L) (Figura
11B).

Naqueles individuos que apresentaram o genotipo PON1 192QR (n
= 61), a média da atividade da PON1 foi de 105 + 49 U/L, e a mediana 98
U/L (22 — 223 U/L) (Figura 11A). A atividade ARE apresentou uma média de

78 £ 30 U/L, com uma mediana de 73 U/L (36 — 151 U/L) (Figura 11B).
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O gendtipo RR foi encontrado em 17 individuos soropositivos, e a
atividade da PON1 apresentou uma média de 158 + 57 U/L e uma mediana
de 205 U/L (101 — 247 U/L) (Figura 11A). A atividade ARE apresentou uma
média de 86 + 28 U/L e uma mediana de 84 U/L (52 — 132 U/L) (Figura 11B).

Estes resultados apontam que as atividades séricas da PON1 e da
ARE, para estes polimorfismos estudados, ndao apresentaram diferengas

significativas, p > 0,05 (Figuras 11A-B).
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Figura 11: O grafico (A) apresenta a atividade sérica da PON1 (U/L) para os
gendtipos QQ, QR e RR da PON1 191, e o grafico (B) apresenta a atividade sérica
da ARE para os mesmos genétipos da PON1 192. Anadlise realizada por ANOVA,
seguido do teste de Tukey HSD, LSD e Tamhane. Para todos os testes foi

considerado um indice de significancia estatistica de p < 0,05.
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5.4.8 Atividades séricas da PON1 e ARE, e polimorfi  smos PON1 55LM

A atividade sérica da PON1 e sua relagdo com os polimorfismos da
PON1 55LM, assim como a atividade ARE, foram analisadas nos individuos
soropositivos para o HIV-1, de maneira independente a terapia empregada,
assim como naqueles que nao faziam uso de TARV (Figura 12).

Para o polimorfismo PON1 55, 50 individuos apresentaram o
genotipo PON1 55LL, e a média de atividade da PONL1 foi de 110 = 57 UIL,
com uma mediana de 92 U/L (40 — 147 U/L) (Figura 12A). A média da
atividade sérica da ARE foi de 82 + 28 U/L e a mediana 78 U/L (40 — 147
U/L) (Figura 12B).

A atividade da PON1 no gendtipo PON1 55LM (n = 60) foi de 110 £
51 U/L e a mediana de 99 U/L (36 — 151 U/L) (Figura 12A), enquanto a
atividade sérica da ARE apresentou uma média de 71 + 25 U/L, e uma
mediana de 66 U/L (36 — 151 U/L) (Figura 12B).

Nos 59 individuos com gendétipo PON1 55MM a média da atividade
da PONL foi de 119 + 55 U/L, e a mediana 115 U/L (27 — 215 U/L) (Figura
12A). Para a atividade ARE, a média apresentada foi de 74 + 34 U/L, com
uma mediana de 64 U/L (41 — 142 U/L) (Figura 12B).

Com estes resultados, ficou demonstrado que as atividades séricas
da PON1l e da ARE, para os gendétipos estudados, ndo apresentaram

diferencas significativas, p > 0,05.



78

A PON1 55
_3007  p=0,40
<
3 _ -
=] _
= 200
c | -1 1
o
% e
S 100
9
=
< —_— 1 —_—
0 T T T
¢ S @‘\
Genatipos
B PON1 55
2007 p=0,644
J
2 1504 — L
Ll
x
< 100-
0
S
3
S 507 BN T T
<
0 T T T
QO S @v
Genotipos

Figura 12: O grafico (A) apresenta a atividade sérica da PON1 (U/L) para os
gendtipos LL, LM e MM da PONL1 55, e o grafico (B) apresenta a atividade sérica da
ARE para os mesmos genétipos da PON1 55. Andlise realizada por ANOVA,
seguido do teste de Tukey HSD, LSD e Tamhane. Para todos os testes foi

considerado um indice de significancia estatistica de p < 0,05.
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5.4.9 Parametros lipidicos e o polimorfismo PON1 19 2QR

Para o gendtipo QQ, a média dos niveis séricos de CT foi de 196 +
44 mg/dL e a mediana de 190 mg/dL (117 — 334 mg/dL). Para o gendtipo QR
a média foi de 186 + 39 mg/dL, com uma mediana de 182 mg/dL (66 — 270
mg/dL), enquanto que no genotipo RR a média dos niveis séricos de CT foi
de 203 £ 64 mg/dL e sua mediana 183 mg/dL (148 — 330 mg/dL) (Figura 13
A).

Os niveis séricos HDL para o genoétipo QQ apresentaram uma média
44 + 12 mg/dL e uma mediana de 42 mg/dL (23 — 86 mg/dL). Para o
genotipo QR, a média foi de 41 + 13 mg/dL, com uma mediana de 36 mg/dL
(21 — 49 mg/dL). Por sua vez, no gendtipo RR a média de HDL foi de 45 + 13
mg/dL e mediana de 41 mg/dL (30 — 66 mg/dL) (Figura 13B)

Quanto aos niveis séricos de LDL, no genétipo QQ a média foi de
116 + 31 mg/dL e a mediana 115 mg/dL (51 — 207 mg/dL). Para o genotipo
QR a média foi de 115 + 38 mg/dL e a mediana, 111 mg/dL (23 — 253
mg/dL). No gendtipo RR a média dos niveis séricos de LDL foi de 121 + 31
mg/dL, e sua mediana 107 mg/dL (98 — 192 mg/dL) (Figura 13C).

Os niveis séricos de TG apresentaram uma média de 207 + 234
mg/dL e uma mediana de 145 mg/dL (53 — 1.499 mg/dL) para o genétipo QQ.
Para o gendtipo QR a média foi de 204 + 159 mg/dL, com uma mediana de
162 mg/dL (48 — 864 mg/dL). Por sua vez, no gendtipo RR a média foi de
247 + 349 mg/dL e a mediana 154 mg/dL (68 — 1.108 mg/dL) (Figura 13D).

A andlise estatistica ndo caracterizou diferencas estatisticas

significativas nos niveis séricos de CT (p = 0,281), HDL (p = 0,456), LDL (p =
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0,882) e TG (p = 0,249), quando avaliados em relacdo aos diferentes

gendtipos da PON1 192, QQ, QR e RR.
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Figura 13: O gréfico (A) apresenta os niveis séricos de CT para os genotipos QQ, QR e RR
da PON1 192. O gréfico (B) apresenta os niveis séricos de HDL, o gréafico (C) os niveis
séricos de LDL, e o gréfico (D) os niveis séricos de TG para os mesmos gendtipos da PON1
192. Andlise realizada por ANOVA, seguido do teste de Tukey HSD, LSD e Tamhane. Para

todos os testes foi considerado um indice de significancia estatistica de p < 0,05.
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5.4.10 Parametros lipidicos e o polimorfismo PON15 5LM

Em relacdo aos gendtipos da PON1 55, LL, LM e MM, os niveis
séricos de CT apresentaram uma média de 180 + 43 mg/dL e uma mediana
de 170 mg/dL (66 — 330 mg/dL) para o gendtipo LL. Para o gendétipo LM, a
média foi de 191 + 36 mg/dL e a mediana de 191 mg/dL (72 — 269 mg/dL).
Em relacdo ao gendtipo MM, a média foi de 202 mg/dL, com uma mediana
de 180 mg/dL (130 — 334 mg/dL) (Figura 14A).

Os niveis séricos de HDL para o gendtipo LL apresentaram uma
meédia de 44 = 14 mg/dL, e uma mediana de 40 mg/dL (23 — 86 mg/dL). Para
0 genétipo LM, a média foi de 42 + 12 mg/dL, com uma mediana de 38
mg/dL (25 — 72 mg/dL). No gendtipo MM, a média observada foi de 43 + 11
mg/dL, com uma mediana de 42 mg/dL (21 — 85 mg/dL) (Figura 14B).

Quanto aos niveis séricos de LDL, a média foi de 108 + 31 mg/dL
para o genotipo LL e a mediana 105 mg/dL (23 — 232 mg/dL). No gendtipo
LM, a média foi de 164 £ 29 mg/dL com uma mediana de 114 mg/dL (32 —
192 mg/dL). Por sua vez, a média para o genétipo MM foi de 123 + 38 mg/dL
e a mediana 119 mg/dL (32 — 253 mg/dL) (Figura 14C).

Para o parametro TG, a média dos niveis séricos para o gendtipo LL
foi de 171 + 166 mg/dL e a mediana 125 mg/dL (54 — 1.108 mg/dL). Para o
gendtipo LM, a média obtida foi de 224 + 269 mg/dL e a mediana 146 mg/dL
(48 — 1.499 mg/dL). Para o gendtipo MM, a média foi de 214 + 184 mg/dL, e
a mediana 163 mg/dL (56 — 980 mg/dL) (Figura 14D).

A andlise estatistica nao caracterizou diferencas estatisticas

significativas nos niveis séricos de CT (p = 0,281), HDL (p = 0,456), LDL (p =
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0,882) e TG (p = 0,249), quando avaliados em relacdo aos diferentes

gendtipos da PON1 192, QQ, QR e RR.
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Figura 14: O grafico (A) apresenta os niveis séricos de CT para os gen6tipos LL, LM e MM
da PON1 55. O grafico (B) apresenta os niveis séricos de HDL, o grafico (C) os niveis
séricos de LDL, e o gréfico (D) os niveis séricos de TG para os mesmos gendtipos da PON1
55. Andlise realizada por ANOVA, seguido do teste de Tukey HSD, LSD e Tamhane. Para
todos os testes foi considerado um indice de significAncia estatistica de p < 0,05.



6

Discussao



84

6. Discusséo

A atividade paraoxonase e arilestearase da PON1, e seus
polimorfismos PON1 192QR e PON1 55LM, foram avaliados neste estudo
em individuos soropositivos para o HIV-1, tratados com diferentes regimes
de TARV.

Como descrito na literatura, a PON é uma familia multigene de
enzimas composta de trés diferentes membros, PON1, PON2 e PON3, que
compartilham consideravel homologia estrutural (Précourt et al., 2011). Os
estudos sobre as PONs ganharam relevancia quando se observou que elas
poderiam apresentar uma capacidade anti-aterogénica. Contudo, o0s
mecanismos envolvidos neste processo anti-aterogénico permanecem
desconhecidos, embora ja esteja evidenciada a capacidade de prote¢cédo das
células contra o estresse oxidativo (Reddy et al., 2008; Aviram, Rosenblat,
20009).

A PON1 esta associada a ApoAl integrante da HDL, e sugere-se,
possui a capacidade de impedir a peroxidacdo de moléculas LDL,
prevenindo a formacgdo e acumulo de oxLDLs, fator este determinante no
processo da aterosclerose (Mackness et al.,1991b; Aviram, 1999; Aviram,
Rosenblat, 2004). Adicionalmente, evidenciou-se a associagao entre 0s
polimorfismos nas enzimas PON com as doengas ateroscleréticas, como a
doenca coronariana cardiaca e o acidente vascular isquémico (Voetsch et al.,
2002; Voetsch et al., 2004).

O gene PONL1 apresenta dois polimorfismos comuns nos codons 192

[A/G: GIn (Q)/Arg (R)] e 55 [T/A: Leu (L)/Met (M)], os quais podem afetar sua
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concentracdo e atividade enzimatica (Costa et al., 2005; Mackness et al.,
2000; Mackness et al., 2003; Mackness et al., 2004).

Neste contexto, a dislipidemia, um importante fator pré-estabelecido
para o desenvolvimento da aterosclerose, tem sido relatada em individuos
soropositivos para o HIV-1 (Riddler et al., 2008; Parra et al., 2010a). Esta
dislipidemia que inicialmente estd associada a propria infeccdo pelo HIV-1
em individuos sem TARYV, também pode ser observada em individuos
tratados com os diferentes regimes terapéuticos, principalmente naqueles
com protocolos antirretrovirais compostos de IP (Dubé et al., 2008).

Neste estudo com 174 individuos soropositivos e 46 soronegativos para o
HIV-1, mostramos que a atividade sérica paraoxonase, mas ndo a atividade
arilestearase, se apresentou reduzida na comparagdo com o0 grupo de
soronegativos (Figura 9). Adicionalmente, observou-se uma reducao
significativa dos niveis séricos de HDL no grupo tratado com IP (Figura 4),
que foi acompanhada de maiores concentragcbes de TG (Figura 5),
anticorpos IgG anti-oxLDL (Figura 7), e um maior indice de risco aterogénico
(Figura 6). Estes achados, caracterizam que a terapia com IP, além do
préprio efeito direto do HIV-1, sugere-se, pode apresentar um efeito pro-

aterogénico.

E importante salientar que os grupos de individuos soropositivos arrolados
no estudo, e que recebiam a TARV, apresentaram niveis de RNA-HIV-1
considerados indeterminados (< 50 cépias/mL), e que mesmo 0 grupo sem
TARV apresentou niveis de RNA-HIV-1 considerados satisfatérios (Tabela 6).

Os individuos soropositivos ndo apresentavam sinais e/ou sintomatologia de
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infec¢cdes oportunistas, ressaltando que todos os individuos soropositivos
para o HIV-1 atendidos no HU-UFSC, sdo acompanhados, clinico e

laboratorialmente por infectologistas, em intervalos de noventa dias.

Os niveis plasmaticos de RNA-HIV-1, assim como o numero de linfocitos T-
CD4+ e o estagio clinico da infeccdo, sdo considerados como fatores
prognosticos determinantes na avaliagdo do estagio e curso da infecgéo pelo
HIV-1, em individuos que recebem ou ndo a TARV (Egger et al., 2002; May

et al., 2007).

Uma vez que ocorre a infeccdo pelo HIV-1, o desenvolvimento para uma
franca sindrome de imunodeficiéncia, AIDS, pode ocorrer num periodo de
até 10 anos, tendo como maiores evidéncias a elevacdo dos niveis
plasmaticos de RNA-HIV-1 e a queda no numero de linfocitos T-CD4+. Estas
caracteristicas estdo normalmente associadas as infec¢bes oportunistas

(Das, 2005; May et al., 2007).

A presenca destas -caracteristicas conduz ao inicio da TARV, que
geralmente é introduzida quando a contagem de linfécitos T-CD4+ alcanca
valores inferiores a 200 células/mm?® (Ngondi et al., 2006). A classificacdo
CDC (www.cdc.gov) divide, assim, os portadores do virus HIV-1 em trés
grupos, conforme a quantidade de linfocitos T-CD4+: abaixo de 200

células/mm?, entre 200 e 499 células/mm?® e acima de 500 células/mm?®.

Numa avaliacdo inicial, os niveis plasmaticos de RNA-HIV-1 (carga viral)
naqueles soropositivos tratados com TARV, independente do regime

terapéutico, apresentaram carga viral com niveis plasmaticos
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indeterminados, abaixo de 50 cépias/mL. Como esperado, 0 grupo sem
TARV apresentou valores de média e mediana de RNA-HIV-1 superior a

30.000 copias/mL (Tabela 6).

Esses resultados indicam, numa primeira analise, que naqueles pacientes
tratados com TARV, houve uma efetiva inibicdo da replicagédo viral, uma
adesdo dos pacientes ao tratamento antirretroviral, ou ainda, uma possivel
auséncia de resisténcia viral aos antirretrovirais empregados. As
determinacdes dos niveis plasmaticos de RNA viral durante a TARV, sao
consideradas como uma grande ferramenta na avaliagdo da eficacia dos
medicamentos que constituem a terapia antirretroviral, propiciando que a

mesma seja individualizada (Palella et al., 1998; Martin et al., 2006).

A caracteristica imunodeficiéncia verificada na progressdo da
infeccdo pelo HIV, & decorrente de alteracdes no controle do ciclo celular,
observadas em linfécitos de pacientes infectados pelo HIV-1 que
apresentam replicacao viral ativa (Cannavo et al., 2001). A efetiva inibicdo
da replicacédo viral condicionada ao uso da TARV, promove a recuperacao e
manutencdo do sistema imunoldgico, permitindo sua reconstituicdo, o que
pode ser avaliado pelo numero de linfocitos T-CD4+, TCD8+ e pela relagcéo
CD4+:,CD8+ (Panel, 2009).

Em relacdo aos linfocitos T-CD4+, os individuos tratados e sem
TARV apresentaram valores de média e mediana consideradas dentro do
valor de referéncia (Tabela 6). Contudo, 44% (n = 20) dos individuos
soropositivos sem TARV apresentaram um valor de Linfocitos T-CD4+

abaixo de 410 células mm?® e elevacdo dos niveis de RNA-HIV-1, o que
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levou a iniciarem a terapia antirretroviral baseada em ITRN+ITRNN. Estes
individuos ndo chegaram a apresentar, todavia, sintomatologia grave para

doencas oportunistas.

Nos grupos tratados com ITRN+ITRNN e IP, observou-se que 46% (n =
38) e 54% (n = 46) dos individuos, respectivamente, apresentaram
valores de T-CD4+ abaixo de 410 célulassmm?® mostrando que mesmo
durante a TARV, considerada efetiva na inibigdo da replicagéo viral, em
muitos individuos soropositivos a recuperagcdo imunolégica nao €
completa e os niveis basais de linfécitos T-CD4+ ndo sdo alcancados

(Bae et al., 2011) (Tabela 6).

Pakker et al. (1998) avaliaram individuos submetidos a TARV tripla,
e Smith et al. (2003) estudaram pacientes submetidos a terapia antirretroviral
altamente ativa, e confirmaram os presentes resultados, ao verificarem um
aumento abrupto de linfécitos T-CD4+ apos o inicio da TARV, seguido de
uma estabilizacdo e um lento aumento dessas células com a continuidade
da terapia.

A manutencdo do numero de linfocitos T-CD4+ aqui observado,
assim como em muitos outros estudos, sugere ser resultante da diminuicédo
dos niveis plasmaticos do RNA-HIV-1, e consequentemente, da reducéo do
efeito citopatico sobre os linfocitos T-CD4+ (Garry, 1989; Rosenberg et al.,
2000).

Os linfécitos T-CD8+ também se apresentaram com valores de

meédia e mediana considerada dentro dos valores de referéncia (190-1.140
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células/mm?) nos grupos estudados, o que caracteriza a eficacia da TARV
nestes individuos (Tabela 6).

Vérios estudos que avaliaram a reducdo do namero de linfocitos T-
CD8+ em individuos tratados e néo tratados com TARV, corroboram com 0s
nossos resultados, ao demonstrarem que a reducdo e/ou manutencdo dos
valores de linfécitos T-CD8+, assim como a resolucéo de sintomas clinicos,
e 0 subsequente aumento do numero de linfécitos T-CD4+, seriam
provenientes, principalmente, da inibicdo da replicacdo viral pela TARV
(Betts et al., 2001; Cao et al., 2003; Kassutto, 2004).

A TARV, que tem por objetivo a inibicdo da replicacdo viral, e com
isso retardar a progressdo da imunodeficiéncia e restaurar a imunidade,
aumentando o tempo e a qualidade de vida dos individuos soropositivos
para o HIV-1, mostrou-se efetiva. Todavia, possui como efeito negativo a
capacidade de gerar alteragbes no metabolismo lipidico em individuos
soropositivos, que sdo caracterizadas por uma hipercolesterolemia,
principalmente naqueles individuos que recebem IP, acarretando com isso,
um maior risco para doencas cardiovasculares e aterosclerose (Richter et
al., 2005; Whol et al., 2008; Erron et al., 2011).

A hipercolesterolemia é um fator de risco importante e pré-
estabelecido para a aterosclerose, podendo ser observada em portadores de
HIV e de AIDS, bem como o0 excesso na producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como a interleucina-6 e o TNF-a (Das, 2005). Mais ainda, a
adaptacdo da HDL aos estados cronicos inflamatorios e de oxidacao, bem

como os disturbios metabdlicos relacionados a infeccédo pelo HIV e aos



90

tratamentos disponiveis, vem sendo assunto com continuo interesse.

(Nakamura et al., 2002; Palella et al., 1998).

Entre as alteracdes lipidicas mais evidentes nos individuos
soropositivos que recebem TARV, esta a elevacao dos niveis séricos de CT
e TG, e uma consideravel reducdo dos niveis de HDL (Mallon, 2006, Saint
Martin et al., 2006). Acredita-se que a patogénese da dislipidemia associada
ao uso de TARYV possa estar relacionada aos efeitos induzidos pelas drogas
em niveis molecular e celular (Mallon, 2006).

Neste estudo, 0s grupos de soropositivos néo apresentaram
alteracdes nos niveis séricos de CT e LDL, porém, os niveis séricos de HDL
foram significativamente inferiores no grupo IP, na comparagédo com o0 grupo
de soronegativos, e ainda, niveis séricos elevados de TG foram observados
nos grupos ITRN+ITRNN e IP.

Nos grupos estudados, o parametro CT ndo apresentou diferenca
quando comparado, considerando-se os valores de média e mediana.
Entretanto, no grupo que fazia uso de IP, 52,8% (n = 43) dos soropositivos
apresentaram valores considerados acima do valor ideal (< 200 mg/dL),
enquanto que no grupo tratado com ITRN+ITRNN, 38% (n = 17) dos
individuos soropositivos apresentaram niveis séricos acima de 200 mg/dL.
No grupo sem TARV, 22,2% (n = 10) apresentaram valores acima de 200
mg/dL, e no grupo de soronegativos, 21,7% (n = 10) individuos
apresentaram niveis séricos acima do ideal. Estes resultados mostram que

mesmo n&o havendo diferengcas significativas entre 0s grupos, um
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consideravel numero de individuos que fizeram uso de IPs, apresentaram
niveis séricos de CT acima do ideal.

Na avaliacdo dos niveis séricos de HDL, todos os grupos
apresentaram valores de média e mediana iguais ou maiores que 40mg/dL,
considerado o valor minimo ideal. No grupo tratado com IP os niveis foram
significativamente inferiores aos demais grupos, ressaltando que o grupo
tratado com ITRN+ITRNN, assim como o grupo sem TARYV, também
apresentou reducdo dos niveis séricos de HDL, se comparado ao grupo de
soronegativos, porém, sem diferencgas estatisticas. Um total de 44% (n = 40)
dos individuos do grupo tratado com IP apresentaram valores inferiores a
40mg/dL, enquanto que no grupo tratado com ITRN+ITRNN, 35,5% (n = 44)
apresentaram niveis séricos inferiores a 40mg/dL. No grupo sem TARV,
44.4% (n = 20) dos individuos também apresentaram valores inferiores a 40
mg/dL.

Os resultados até aqui descritos, mostram que em individuos
soropositivos sem o0 uso da TARV, mas principalmente dentre os individuos
que fazem uso de IP, ocorrem alteragdes no metabolismo lipidico,

Os beneficios da TARV sao evidentes, todavia, nossos resultados
sdao semelhantes aos da literatura ao demonstrar o impacto sobre o
metabolismo lipidico (Carr, 2000; Pereira et al., 2009). Isto inclui 0 aumento
de fracdes consideradas de carater aterogénico, como a fragdo CT e TG,
além da reducdo dos niveis séricos de HDL, considerada de carater anti-

aterogénico (Behrens et al., 1999; van Leth et al., 2004).
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Ao contrario do regime terapéutico contendo IP, que esta associado
com o aumento de CT, LDL e TG, o regime baseado em uma terapia apenas
com ITRN+ITRNN esta associado a um aumento da HDL, ou seja, uma
terapia com carater menos aterogénico (Negredo et al., 2004; van Leth et al.,
2004; Fisac et al., 2005).

Alguns estudos sugerem que a propria infeccédo pelo HIV-1 reduz os
niveis séricos de HDL (Riddler et al., 2008; Rose et al., 2008), e relacionam
a replicacao viral e seu processo de liberacdo de particulas virais infectantes
com a quebra de colesterol das membranas plasmaticas, além de inferir
sobre o papel de particulas virais como a nef no influxo de colesterol de
macrofagos (Mujawar et al., 2006).

O papel da HDL como particula anti-aterogénica, protegendo contra
doencas cardiovasculares é bem documentado, e tem sido associado com
um melhor curso da infeccdo pelo HIV, ao passo que se sugere que 0O
acompanhamento continuo dos niveis séricos de HDL possa ajudar na
identificagcdo de sujeitos com risco para doencas cardiacas (Alonso-
Villaverde et al., 2003; Ansell et al., 2003).

Os niveis séricos alterados de TG podem ser encontrados em
estagios avancados da infeccdo pelo HIV-1 e naqueles individuos que
apresentam um grau elevado de imunossupressao, caracterizando assim um
estado de ativacdo imune em individuos sem TARV (Midvan et al., 1992;
Torriani et al., 2008).

As elevagbes dos niveis séricos de TG sdo observadas em

processos infecciosos, e ocorrem possivelmente pela reducdo do clearance
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das lipoproteinas circulantes, como resultado da diminuicdo da lipoproteina
lipase, ou ainda pelo estimulo da sintese de lipidios hepéaticos, pelo aumento
da sintese de &cidos graxos hepaticos ou da reesterificacdo dos acidos
graxos provenientes da lipdlise (Grunfeld et al., 1992).

As altas concentracdes de TG decorrentes da reducdo do clearence
de lipoproteinas sdo muito evidenciadas quando da reducdo da HDL. A HDL
tem sido evidenciada como um elemento importante no curso das infecgcbes
(Grunfeld et al., 1992), uma vez que esta envolvida no transporte reverso de
colesterol (Noto et al.,, 2001). A HDL possui um importante papel, pois
colabora com o sistema imune inato nado-especifico ao exercer acao
antioxidante, resultado de sua associacdo as enzimas PON, LCAT e
glutationa seleno-peroxidase (GPX) (Mackness et al.,, 1999; Alonso-
Villaverde et al., 2003). Assim, alteracbes nos niveis séricos de HDL
acarretam alteracdes nos niveis séricos de TG, como j4 evidenciado por
diferentes estudos (Grunfeld et al., 1992; Noto et al., 2001).

Nos grupos tratados com ITRN+ITRNN e IP, niveis séricos elevados
de TG foram observados, achado concordante aos resultados obtidos por
outros trabalhos (Grunfeld et al., 1991; Dubé et al., 2005; Backer et al., 2010).

Whol et al. (2008), e Currier et al. (2008), estudaram a dislipidemia
em infectados pelo HIV-1, e demonstraram a ocorréncia de altos niveis de
TG e reducgédo dos niveis séricos de HDL e LDL, quando comparados com
individuos soronegativos. A presenca de hipertrigliceridimia € comum em

individuos que fazem uso de IP, particularmente naqueles individuos que



94

utilizam altas doses de ritonavir (Mary-Krause et al., 2003; Stein et al., 2003;
Tarr et al., 2010).

Entretanto, a tendéncia de um IP especifico causar elevagdo dos
niveis de TG é variavel. A terapia composta por lopinavir/ritonavir tem
apresentado um impacto negativo expressivo sobre o metabolismo lipidico,
acarretando uma elevacédo significativa de triglicérides e uma reducédo de
HDL (Eron et al., 2010; Mills et al., 2009). Por sua vez, a terapia com
indinavir/ritonavir parece apresentar um menor impacto sobre o metabolismo
lipidico, contudo, também tem um potencial de elevar os niveis séricos de
TG e CT, e reduzir os niveis de HDL (Dragsted et al., 2003).

Diante destas evidéncias, as possiveis alternativas de uma terapia
composta por IP, com menor impacto sobre o metabolismo lipidico, tem sido
0 uso do IP atazanavir, que usualmente € associado as baixas doses de
ritonavir (Murphy et al., 2003; Noor et al., 2004), e o tratamento com
darunavir/ritonavir. Ambas parecem afetar menos o metabolismo lipidico de
individuos soropositivos (Noor et al., 2004; Mills et al., 2009).

Neste estudo, o grupo tratado com IP, 54 (64%) dos individuos
faziam uso da associagdo dos inibidores lopinavir/ritonavir, 14 (17%)
individuos faziam uso de ITRN+ritonavir, e 16 (19%) usavam a associacao
ritonavir/atazanavir. Neste grupo, os niveis séricos de CT do grupo tratado
com ritonavir/atazanavir foram significativamente inferiores aos niveis do
grupo tratado com lopinavir/ritonavir. Estes resultados mostram que a maior
parte dos individuos tratados, fazia uso de lopinavir/ritonavir, 0 que poderia

explicar, em parte, as alteragdes observadas no perfil lipidico.
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Uma observacao sobre os resultados obtidos, é que, mesmo sendo
observadas alteracdes significativas apenas nos niveis seéricos de HDL do
grupo tratado com IP, nos demais grupos de soropositivos, um ndamero
elevado de individuos também apresentou alteracdes em seus niveis de
HDL. A mesma observacao pode ser feita para os parametros CT e LDL,
gue mesmo nao apresentando diferencgas significativas quando comparados
ao grupo de soronegativos, apresentou um nuamero consideravel de
individuos com concentragfes elevadas em ambas as fracoes.

Um reflexo direto destes resultados é apresentado pela relacdo entre
0s niveis séricos de CT:HDL e LDL:HDL, que caracteriza o indice de risco
aterogénico nos individuos soropositivos para o HIV-1. Estas relagbes
CT:HDL e LDL:HDL sé&o importantes parametros definidores de risco para
doencas cardiovasculares de carater aterogénico (Panagiotakos et al., 2003;
Hsia, 2006; Millian et al., 2009).

O uso das relacdes TC:HDL e LDL:HDL como indicadores de risco
aterogénico sdo bem estudadas. Os indices de risco aterogénico, por sua
vez, caracterizam bem o0 risco aterogénico, e emergem como potenciais
preditores metabdlicos de doencas cardiovasculares, sendo eficientes
indicadores da aterogénese lipidica, ao refletirem o balanco do transporte de
colesterol na artéria intima (Millan J et al., 2009; Rodriguez-Moran et al.,
2012; Yildiz et al.,, 2012), S&o mais importantes que a avaliagdo de
lipoproteinas de maneira isolada (Castelli et al., 1983; Sharma, Baliarsingh,

2012).
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Neste estudo, o grupo tratado com IP em ambas as relagbes
apresentou um indice significativamente superior aos demais grupos
estudados, p < 0,05, mostrando que as alteragBes observadas nos niveis
séricos de CT, LDL e HDL acarretaram um risco aterogénco evidente em
pacientes soropositivos para o HIV-1, principalmente naqueles usuarios de
IP.

Estrada et al. (2011), mostraram que individuos soropositivos para o
HIV-1 apresentavam um maior risco cardiovascular quando avaliada a
relagdo CT:HDL, e que este risco fora mais evidente em individuos do sexo
feminino. Resultados semelhantes foram obtidos por Pereira et al. (2006),
que demonstraram através do estudo da relacdo CT:HDL, que individuos
usuarios de ITRN+ITRNN apresentam melhores niveis séricos de HDL e
menor risco para doencas ateroscleroticas.

A avaliacdo sobre a correlacdo entre os niveis sericos de CT, LDL,
HDL e TG, com os marcadores da infecgcdo, quando avaliados
conjuntamente a todos o0s resultados, n&o demonstrou resultados
significativos, com exce¢do dos niveis de HDL do grupo tratado com
ITRN+ITRNN, que apresentaram uma correlagdo negativa significativa, p <
0,05. Esses resultados demonstram que, neste grupo, a manutencdo dos
valores de T-CD8+, associada aos valores de T-CD4+, poderia estar
caracterizando um estado imunolégico com menor estresse oxidativo,
propiciando um aumento dos niveis séricos de HDL (Allard et al., 1998;

Treitinger et al., 2000).
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Além de alterac6es nos niveis séricos das lipoproteinas, também se
evidenciam alteracdes nos niveis séricos de apolipoproteinas em individuos
soropositivos para o HIV-1 (Podzamczer et al., 2011; Sankatsing et al., 2009).

Nos grupos estudados, os resultados mostraram que 0S niveis
séricos de ApoAl foram significativamente inferiores naqueles individuos
soropositivos usuarios de IP, quando comparados aos grupos de
soronegativos e tratados com ITRN+ITRNN, os niveis séricos de ApoB100,
por sua vez, foram significativamente superiores neste mesmo grupo IP.
Estes resultados evidenciam que o grupo tratado com ITRN+ITRNN
apresentou um perfil menos aterogénico que o grupo tratado com IP, quando
da avaliacdo da relacdo entre as apolipoproteinas e o perfil lipidico de
individuos soropositivos para o HIV-1.

Resultados semelhantes foram observados em estudos comparando
a terapia composta por ITRN+ITRNN com a terapia com IP, mostrando que
em individuos soropositivos tratados com IP, ha uma reducdo dos niveis
séricos de ApoAl e de HDL, acarretando assim um maior risco para
doencas cardiovasculares (Friis-Moller et al., 2003; Grinspoon, Carr, 2005).

Sankatsing et al. (2011) mostraram que em 130 individuos
soropositivos tratados por um periodo de dois anos, com carga viral
indeterminada, a terapia com IP apresentou um maior risco para doencas
cardiovasculares guando comparados ao tratamento com ITR+ITRNN.
Observaram, ainda, que no grupo tratado com IP houve uma reducéo dos
niveis séricos de ApoAl e de HDL, e um aumento da espessura da camada

intima da carétida.
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Em individuos virgens de terapia, e que iniciam TARV com
nevirapina ou efavirenz, os niveis séricos de ApoAl e HDL aumentaram de
forma que a posterior introducdo de um IP resultou em reducdo dos niveis
séricos de ambas (van der Valk et al., 2001; Tashima et al., 2003; Negredo
et al., 2004). Estudo realizado por Franssen et al. (2001) mostrou que 0 uso
do ITRNN nevirapina propiciou um aumento dos niveis séricos de ApoAl e
de HDL. No grupo ITRN+ITRNN, um total de 9 (20%) individuos fazia uso de
nevirapina e 32 (71%) individuos utilizaram efevirenz, o que poderia
justificar o achado de um melhor perfil lipidico e menor risco aterogénico.

O aumento dos niveis séricos de ApoB100 observado no grupo
tratado com IP, apresentou uma significativa diferenca em relagédo ao grupo
tratado com ITRN+ITRNN. Petit et al. (2003), mostraram que em individuos
tratados com IP, os niveis séricos de ApoB-IDL e ApoB-VLDL estavam
significativamente superiores aos do grupo tratado com ITRN+ITRNN,
concluindo que a terapia com IP esta associada ao aumento de ApoB100 e
ao maior risco cardiovascular.

De Carvalho et al. (2010), concluiram que 0s niveis séricos elevados
de ApoB100 constituem um parametro adequado para avaliar disturbios
lipidicos em soropositivos para HIV-1, principalmente quando associados a
altos niveis séricos de TG e LDL. A associacdo entre ApoB100 e TG
caracterizaria um alto risco cardiaco nesses individuos, corroborando assim
com as observacbes e os resultados aqui observados. Assim como

Sankatsing et al. (2011), Badiou et al. (2008) mostraram uma relagéo entre o
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aumento dos niveis séricos de ApoB100, LDL, e TG, a um aumento da
camada intima da carotida.

Os niveis séricos das ApoAl e ApoB1l00 sdo reconhecidamente
bons pardmetros para avaliacdo da dislipidemia e risco -cardiaco,
apresentando-se alterados nos individuos soropositivos, principalmente
naqueles usuarios de inibidores de protease (Currier et., 2003; Currier et al.,
2008).

No que concerne as alteragcfes nas lipoproteinas e apolipoproteinas
em individuos soropositivos para o HIV-1, € consensual que a reducao dos
niveis séricos de HDL e ApoAl apresenta impacto sobre o risco aterogénico
nestes pacientes. A reducdo da HDL implica em um maior processo de
oxidacdo da LDL, um dos principais fatores aterogénicos (Aviram et al.,
1998; Stein et al., 2003; Ronchini et al., 2004)

As modificagdes oxidativas da LDL sdo observadas em diversos
processos patoldgicos, e incluem mecanismos de metilacdo, acetilagdo e
mais comumente, alteracdes geradas pelo estresse oxidativo. As alteracdes
induzidas por oxidacdo, associadas as mudancgas enziméticas subsequentes
resultam em uma particula de LDL completamente oxidada e degradada
(Noto et al., 2001; Mackness et al., 1993),

As modificagbes oxidativas da LDL, consideradas como evento
inicial na patogénese da aterosclerose (Matsuura et al., 2008), sdo atribuidas
aos mecanismos de estresse oxidativo iniciados por agentes, tais como
superoxido, oxido nitrico e perdxido de hidrogénio, que transformam LDL em

LDL oxidada (oxLDL) (Kadar, Glasz, 2001). A deposicdo de oxLDL na
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camada da intima arterial promove um efeito citotoxico sobre o endotélio
vascular, seguido de inflamacao e modificacdo de mondcitos em macrofagos
que fagocitam particulas oxLDL para formar as células espumosas, foam
cells, que se acumulam na intima e geram a formacdo de placas
ateromatosas (Navab et al.,, 2004; Stocker, Keaney, 2004). As particulas
oxLDL séo imunogénicas e anticorpos anti-oxLDL presentes no soro podem
ser utilizados como indicadores de estresse oxidativo (Faviou et al., 2005;
Suzuki et al.,, 2004). Os anticorpos do isotipo IgG contra oxLDL s&o
considerados pré-aterogénicos e podem predizer a progressdao da
aterosclerose coronaria e carétida, enquanto o isotipo IgM anti-oxLDL parece
estar associado a um possivel papel de protecdo contra o desenvolvimento
de placas ateromatosas (Chou et al., 2008; Mertens et al., 2003).

Assim como os niveis de TG e ApoB100, os niveis séricos de
anticorpos IgG anti-oxLDL também se apresentaram significativamente
elevados nos grupos de soropositivos na comparacdo com O grupo de
soronegativos, caracterizando assim, um maior risco para doengas
cardiovasculares nestes individuos soropositivos para o HIV-1 . Por sua vez,
0 grupo tratado com IP apresentou niveis significativamente maiores de
anticorpos IgG anti-oxLDL que o grupo tratado com ITRN+ITRNN.

Em individuos soropositivos, altas concentracfes de oxLDL sao
associadas as manifestacdes clinicas de aterosclerose (Duong et al., 2006).
Estudo avaliando o processo aterosclerdtico sub-clinico em 187 individuos
soropositivos para o HIV-1, realizado por Parra et al. (2010a), ao observar

niveis séricos elevados de anticorpos anti-oxLDL, acompanhados por
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elevados niveis séricos de CT, TG e LDL, interleucina-6 e proteina-1
guimiotatica de mondécitos (MCP-1), demonstraram que estes individuos
apresentaram maior risco para doencgas cardiovasculares, em parte pelo seu
estado de estresse oxidativo e inflamatorio.

Os niveis séricos de anticorpos IgG anti-oxLDL s&o maiores em
pacientes com doenca cardiovascular (Medeiros et al., 2010). Em individuos
infectados pelo HIV-1, niveis elevados de anticorpos IgG anti-oxLDL, sugere-
se, estariam associados a diferentes graus de disturbios do metabolismo
lipidico, estando, assim relacioandos ao maior risco para doencas
cardiovasculares (Parra et al., 2010a).

Os resultados obtidos neste estudo, corroboram aos achados da
literatura, que mostram que em individuos soropositivos a presenca de
niveis séricos elevados de anticorpos IgG anti-oxLDL esta associado a
dislipidemia e ao maior risco para doencgas cardiovasculares.

As alteracdes do metabolismo lipidico descritas aqui, com uma
dislipidemia caracterizada por um aumento dos niveis de TG, ApoB100 e
anticorpos 1gG anti-oxLDL, e reducdo da fragao HDL, principal carreador
para a acdo de PONL1, levou-nos a investigar a atividade enzimética de
PON1, mais conhecida e pesquisada at¢é o momento, e a determinar os

polimorfismos e as frequéncias alélicas da PON1 192QR e PON1 55LM.

O estudo de defeitos genéticos por genotipagem, assim como das
alteracdes fenotipicas, determinada por alteracdes da atividade, dos niveis
séricos de determinada proteina, e/ou analise de anormalidades na proteina

ou na via envolvida, quanto pelo estudo do gendtipo, através da avaliacao
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direta do DNA do paciente, sdo importantes ferramentas de analise
(Crookston et al., 1998). A técnica de genotipagem consiste em um método
rapido, sensivel e confiavel para a grande maioria das situagbes em que se
necessite avaliar a presenca ou auséncia de uma alteracdo genética.
Também a determinacgdo da atividade de PON1 empregando-se o paraoxon
é relatada como a forma mais comumente empregada para se avaliar a acao

da enzima no soro (Mackness et al., 2001).

A determinacdo da atividade sérica paraoxonase da PON1,
empregando-se o0 substrato paraoxon, e da atividade sérica arilestearase,
com o substrato fenilacetato, é relatada como a forma mais comumente
empregada para se avaliar a agcao desta enzima no soro (Mackness et al.,
2001; La Du, 1992). Além do efeito sobre a taxa de hidrélise de diferentes
substratos, a atividade da PON pode sofrer influéncia de polimorfismos

genéticos, como a que ocorre na troca de aminoacidos observada no

polimorfismo PON1 192QR (Brophy et al., 2000 Richter et al., 2008).

O resultado da determinacdo da atividade paraoxonase da PON1
sérica nos grupos de soropositivos apresentou médias significativamente
inferiores ao grupo de soronegativos, porém, a atividade arilestearase nao
apresentou diferencas entre os grupos estudados. Contudo, foi observada
uma correlacdo positiva significativa entre atividade sérica paraoxonase da
PONL1 e os niveis séricos de HDL no grupo tratado com ITRN+ITRNN. O
mesmo ocorreu com a atividade sérica da arilestearase, que apresentou

uma correlacdo positiva significativa com os niveis séricos de HDL do grupo
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sem TARV e do grupo tratado com ITRN+ITRNN, assim como, com 0s
niveis de CT do grupo tratado com ITRN+ITRNN.

A PON1 humana, como descrito anteriormente, esta associada a
fracdo HDL (Tomas et al., 2004). E uma lactonase que possui a capacidade
de hidrolisar compostos organofosforados e ésteres de &cido carboxilico,
como o paraoxon e o fenilacetato (Khersonsky, 2005; Richter et al., 2008). A
PON1 é uma enzima antioxidante, altamente efetiva na prevencdo da
peroxidacdo lipidica de particulas LDL, e apresenta papel anti-aterogénico
(Mackness, 1993; Bhattacharyya et al., 2008).

Neste estudo, a atividade arilestearase ndo mostrou alteracoes
significativas na comparacao entre 0s grupos, e a atividade paraoxonase foi
significativamente inferior no grupo tratado com IP e no grupo sem TARV.

Em estudo realizado por Parra et al. (2006) em pacientes infectados
pelo HIV-1, foram observadas alteracOes na atividade e concentracado de
PONL1. Neste estudo, a atividade da enzima mostrou-se diminuida e a
concentracdo aumentada, sugerindo que estes achados poderiam ser
explicados por uma maior ligagdo de radicais livres a PON1, com
consequente diminuicdo de sua atividade na circulacdo e/ou, pelas menores
concentracbes de HDL e ApoAl, dificultando o ancoramento da PON 1 a
lipoproteina, bem como, por alteracdes hepaticas que influenciariam a
concentragdo sérica da PON1 (Sinan et al., 2006).

Navab et al. (1997), mostraram que individuos com doenca

coronariana apresentavam niveis de atividade reduzidos da PON1 em
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relacdo a um grupo de individuos saudaveis, mesmo estes grupos possuindo
niveis séricos de HDL semelhantes.

Em individuos soropositivos para o HIV-1, a atividade sérica da
PON1 pode estar reduzida, e certos polimorfismos genéticos estdo
relacionados a atividade e a concentragdo desta enzima, além de estarem
associados a um processo aterosclerdtico, possivelmente sub-clinico (Coll et
al., 2007; Parra et al., 2010b).

A avaliagcdo sobre a associagdo entre a atividade sérica da
paraoxonase e da arilestearase, com o numero de linfécitos T-CD4+,
estratificados em menor que 200 células/mm?®, 200 a 350 células/mm?, e
maiores que 350 células/mm?, ndo demonstrou relacdo com o nimero de
linfécitos T-CD4. Esses resultados sdo provavelmente decorrentes do estado
imunoldgico dos pacientes tratados, que apresentaram em todos 0S grupos
um numero de linfécitos T-CD4+ dentro dos valores de referéncia.

A atividade sérica da PON1 tem sido associada a gravidade da
infeccdo, porém, os estudos mostram que a enzima apresenta niveis
reduzidos em pacientes nao tratados que apresentam reduzido niumero de
linfécitos T-CD4+ (Pereira et al., 2006; Pereira et al., 2009; Parra et al.,
2010). Assim, pode-se afirmar que existe uma forte relagdo entre o numero
de linfécitos e a atividade paraoxonase, que esta diretamente ligada ao
melhor curso da infeccao pelo HIV (Allard et al., 1998; Treitinger et al., 2000).

No grupo tratado com ITRN+ITRNN as atividades séricas da
paraoxonase e arilestearase mostraram correlagcdo positiva com a fragéo

HDL, e a atividade arilestearase com o0s niveis séricos de HDL no grupo sem
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TARV, assim como com o0s niveis de CT no grupo tratado com IP. Estes
resultados mostram que o grupo tratado com ITRN+ITRNN apresentou uma
melhor relagéo entre a atividade paraoxonase e arilestearase com 0s niveis
de HDL, provavelmente porque estes individuos recebem regimes
compostos por ITRNN, como efavirenz e nevirapina, e apresentariam, assim,
menor risco cardiaco, associado a uma maior atividade da paraoxonase
(James, 2004; Holvoet, 2008).

A reducdo da atividade paraoxonase € correlacionada ao estresse
oxidativo em individuos soropositivos néo tratados com TARV, sendo que o
emprego de TARV composta por ITRN+ITRNN altera este estado,
propiciando uma elevacdo na atividade paraoxonase, e caracterizando,
assim, uma diminuicdo nas concentra¢des de particulas oxidadas de LDL
(Masié et al., 2007)

Portanto, os resultados descritos neste estudo e pela literatura,
sugerem uma predominancia de alteracdes do metabolismo lipidico em
individuos soropositivos para o HIV-1, principalmente naqueles tratados com
IP, assim como alteracGes da atividade da PON1 que estariam associadas a
infecgcao pelo HIV-1.

Em adicdo, alteracbes da atividade paraoxonase também podem
estar relacionadas aos diferentes polimorfismos da PON1. No total de 174
individuos soropositivos, foram identificados 90 (53,5%) individuos com
gendtipo 1920QQ, 61 (36,3%) com gendtipo 1920R e 17 (10,2%) individuos

identificados como possuidores de genoétipo 192RR .
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No grupo composto pelos 46 individuos soronegativos, em 28 (60,8%)
deles foi detectado o gendtipo PON1 1920QQ, em 17 (36,9%) o gendtipo
PONL1 192QR e em 1 (2,3%) individuo o gendtipo PON1 192RR .

A frequéncia para o alelo PON1 192R no grupo de soropositivos foi de
28,3% (n = 95), e para o alelo PON1 192Q foi 71,7% (n = 241). Para a PON1
55LM, as frequéncias foram de 53,4 % (n = 172) para o alelo PON1 55M e
46,5% (n = 150) para o alelo PON1 55L. Estes resultados mostram que nao
houve diferencas em relacdo aos possiveis gendétipos de PON1 192QR nos

grupos de soropositivos e soronegativos.
(Soaconi et i 2005 Lous et gl 2001, Turduia (Ayanaciog ot al. 1969) & am Siopes (Scacehi et al 2003),
lgﬁmecs(;?(zzchoan;gezttu;.c?szgrgel)).rasileiros (Allebrandt et al., 2002; Oliveira et al., 2004), mas n&o em individuos
O estudo do gendtipo PON1 55LM no grupo de soropositivos mostrou
a seguinte distribuicdo: 50 (29,7%) individuos com gendtipo PON1 55LL, 60
(35,7%) com genotipo PON1 55LM e 59 (34,6%) com o gendtipo PON1
55MM. Dentre os individuos soronegativos, 13 (28,2%) foram identificados
como portadores do genotipo PONL 55LL, 16 (34,7%) como heterozigotos
(PON1 55LM) e outros 17 (36,9%), com gendtipo PON1 55MM. As
frequéncias alélicas determinadas para os alelos PON1 55L e PON1 55M
foram de 46,5% e 53,4%, respectivamente, no grupo de soropositivos, e de
45,7% para o alelo PON1 55L e 54,3% para o alelo M dentre os
soronegativos para o HIV-1. Nao foi observada diferenca na distribuicdo dos
genaotipos de PON1 55LM entre os grupos avaliados.
As distribuicbes alélicas se assemelham aquelas observadas em

populacdes da Holanda (Leus et al., 2001), Turquia (Ayanacioglu et al.,

1999), Chile (Acuna et al., 2004) e Brasil (Oliveira et al., 2004), diferindo de
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estudos realizados em tailandeses, chineses (Zhang et al.,, 2006;

Phuntuwate et al., 2005).

N&o se observou uma relacdo entre os gendtipos de PON1 192 e/ou
PON1 55 com a atividade enziméatica de PON1 e da arilestearase, nos
grupos avaliados, o que é concordante com os achados de Charlton-Menys
et al. (2006). Niveis séricos de CT, LDL, HDL e TG também néao
apresentaram relacdo com os genétipos da PON1 192QR e PON1 55LM.

Fatores genéticos, incluindo os polimorfismos, sdo associados a mais
de 60% de variacao fenotipica na atividade da PON1 (Rainwater et al., 2009),
porém, fatores ambientais parecem modular a atividade da PONL1,
mostrando que nao necessariamente os polimorfismos controlam a sua
atividade (Brophy et al., 2001; Richter et al., 2008).

O polimorfismo 192QR ndo afeta as concentracbes da PON1,
entretanto, influencia sua atividade, e altas atividades da PON1 tém sido
associadas ao alelo R, de modo que baixas atividades da PON1 e
arilestearase tém sido encontradas para o genétipo QQ (Leviev et al., 2000;
Brophy et al., 2001; Rainwater et al., 2009).

Para o polimorfismo PON1 55LM, o alelo L esta associado as altas
concentragbes da enzima PON1, assim como altas atividades sao
associadas aos individuos portadores do gendtipo RR e LL, e alta atividade
lactonase para o gendtipo QQ (Rainwater et al., 2009). Com isso, diferentes
isoenzimas codificadas pela PON1 192 tém apresentado diferentes funcdes

antioxidantes (Mackness et al., 1998).
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Uma menor atividade antioxidante tem sido associada ao alelo R na
posicdo 192, que apresenta um menor efeito protetor contra a peroxidagéo
lipidica (James et al., 2000). O alelo Q tem sido associado a um efeito
antioxidante protetor contra a peroxidacao lipidica, e esta relacionado com
altos niveis de HDL e ApoAl, e reduzidos niveis de TG, e assim, a uma
melhor protegcdo contra o desenvolvimento da aterosclerose (Mackness,
1998; Parra et al., 2010).

Como descrito na literatura, os alelos da PON1 1920QR estdo
associados aos niveis de HDL e ApoAl, com a presenca da aterosclerose, e
com o status imunolégico (Parra et al., 2010), contudo, nossos resultados
nao apresentaram, como descrito, diferencas significativas nos parametros
lipidicos quando associados aos polimorfismos PON1 192QR e PON1 55LM.

Por sua vez, é importante ressaltar que a sobrevida dos soropositivos
para o HIV-1, é acompanhada por um processo infeccioso crdnico e por
tratamentos continuos, com efeitos colaterais, expondo estes pacientes a
situagcbes complexas, multifatoriais e interrelacionadas como inflamacéao,
aterosclerose e dislipidemia. Mais ainda, sdo observadas nestes individuos
alteracdes importantes no metabolismo do colesterol e em suas fracdes,
bem como nos triglicérides. Como exemplo, alteragbes genéticas, como
polimorfismos na ApoC, também sdo associados ao aumento de TG em
portadores e ndo portadores do virus (Dammerman et al., 1993; Fauvel et al.,
2001; Lai et al., 2005).

Além disso, sabe-se hoje que os lipides, especialmente o colesterol,

sdo matéria-prima essencial ao virus para garantir etapas importantes de
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seu ciclo, como seu estabelecimento e replicagédo (Alonso-Villaverde et al.,
2003). Sao ainda escassas as informacdes sobre a atividade, concentragéo
e gendtipos de PON1 em portadores do virus e inexistem estudos
abrangendo PON2 cuja acdo proposta € controlar o estresse oxidativo
intracelular, ou mesmo em PON3 em infectados pelo HIV-1.

Contudo, ndo apodemos desconsiderar a possibilidade de que a
presenca de um ou mais dos polimorfismos descritos, além da atividade
diminuida de PONL1, associada(s) a algum(ns) dos fatores supracitados,
possam acarretar, ainda que indiretamente, em uma contribuicdo adicional

ao desenrolar desta infecgéo.



v

Conclusdes
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Em conclusdo, demonstramos que individuos soropositivos para o
HIV-1 apresentaram alteracdes no metabolismo lipidico, principalmente nos
tratados com inibidores de protease. Este mesmo grupo, adicionalmente,
apresentou um maior indice de risco aterogénico e um maior grau de
peroxidacao lipidica, caracterizado por maiores niveis de anticorpos IgG anti-
oxLDL. Entretanto, estas alteracbes ndo apresentaram relacdo com as
atividades paraoxonase e arilestearase da enzima PON1, e com o0s
polimorfismos PON1 192QR e 55LM da PON1, mostrando que além da

propria infeccdo pelo HIV-1, a TARV influenciou nas altera¢des observadas.
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Certificado do Comité de Etica em Pesquisa com Sere s Humanos do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo (CAPPesq)
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APROVACAO

A Comissdo de Elica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicing da Universsidode de 3do Poulo, em sessdo de 24/03/2010,
APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 1185/09. infitulado: “INDIVIDUOS HIV+
TRATADOS COM INIBIDORES DE PROTEASE: O PAPEL DA UPA E DA ATIVIDADE
DA PON-1 NAS DISLIPIDEMIAS E COMO MARCADORES DE PROGRESSAD DA
INFECGAQ", apresentade pelo Deporlamento de  CLINICA MEDICA,
inclusive Termo de Comsentimento Livre & Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar & apresentar a CAPPesq,
o8 relatdnios parcicl @ final sobve o pesquisa [Resclucdo do Conselho
Macional de Saude n® 196, de 1071071994, incio X2, latra "c).

Pesquisador [a) Responsavel: PROF. DR. SERGIO PAULO BYDLOWSKI
Pesqusador [a) Executante: DR. JOEL DA CUNHA

CAPPesq, 25 de morco ce 2010

.’E N

FROF. DR, EDUARDD MASSAD
Presidanis
Comissto de Blica para Andlise de Projelos de Pesquisa

Cominabs do Esca pars Andlise o Projtcs de Pesquisa do HCFMUSP da Direlodia Clinica do Mospital das
Chricas da Facuicada de Modcing da Unniiadade oo 5o Paulo Rua Orvide Pres de Campes. 325, 8
andas - CEP Q5400 040 - 5l Pauly - 59 Fone: 011 3060 G442 Fax: 077 3068 G458 e-mai
Chgea RNt unl B AT ARl Rt L i
mals
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Certificado do Comité de Etica em Pesquisa com Sere s Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC)
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INIVERSIDADE FEDERAL DE SANTACATARINA
Pro- Heitoria de Pesguisa e Extensin
Comleé de Erlea na Pesopuisn em Seres Hunanns

CERIITICADO N© 274

() Comité de Etica na Pesquisa em Seres Humanos (CEPSH) da Pro-Reitoria de Pesquisa e Extensdo da Universidade Federal
de Santa Catarina. institnido pela PORTARIA N."0584/GR/99 de 04 de novembro de 1999, com base nas normas para a constituigdo
¢ funcionamento do CEPSH, considerando o contido no Regimento Interno do CEPSH., CERTIFICA que s procedimentos que
envolvem seres humanos no projeto de pesquisa abaixo especificado estdo de acordo com os principios éticos estabelecidos pela
Comissao Nacional de Ftica em Pesquisa - CONEP

' APROVADO

PROCESSO: 289/09 FR- 277501
TITULO: Individuos HIV+ tratados com inibidores de protease: O papel da uPA e da atividade da PON-1 nas dislipidemias ¢
como marcadores de progressio da infecgio.

AUTOR: Sérgio Paule Bydiowski, Celso Spada e Joel da Cunha,
DPTO.: CCS/UFSC

FLORIANOPOLIS, 31de agosto de 2009.

-~
Coordenador do CEESHITFSC - Prof.” Washington Portela de Souza
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Modelo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecid o (TCLE) -
CAPPesg-HCFMUSP
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Modelo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecid o (TCLE)
apresentado aos individuos voluntarios soropositivo s para o HIV-1.

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CAIXA PosTAL, 8091 — SA0 PAULO - BRASIL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrucdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO'DO SUJEITO DA PESQUISAO U
RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE Litiiitititititiiiiitiiteietiieeataeaaeassassssssstsesestssaeeeeeetaaaaes taeaeasaesesnsssssssssssnsnsssssnssenenes
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..oovviiiiiiiiiiieieeiees s SEXO: MO FO
DATA NASCIMENTO.: ........ Lo l......
ENDEREQCO ...cotiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e NO i APTO: ..,
BAIRRO: ..ottt CIDADE ...ttt
(0] = = TELEFONE: DDD (............ ) et

2. RESPONSAVEL LEGAL ....ocviuiuiuiiititiieieteieteteteieteses et essse st s s sss et et ate s sn s sn s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) .....ccvvviiiiiiiiiiee e e e e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......cccccviiiiiiiniiiiiiinienes SEXO: M F O
DATA NASCIMENTO.: ...... [..... [......
ENDEREQCO: ...ttt et e e e e e e e e e e e e n e e e e e nn s [N APTO:...uviiiiieeens
BAIRRO ...ttt CIDADE: ..ttttiiiieieiiieieteie e
(0] = = TELEFONE: DDD (............ TP

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Individuos HIV+ tratados com inibidores de protease: O
papel da uPA e da atividade da PON-1 nas dislipidemias e como marcadores de progresséo da infeccao.
2. PESQUISADOR: Joel da Cunha

CARGO/FUNCAO: P6s-graduando INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° : CRF/SC
4365

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Imunologia Clinica e Alergia
UNIDADE DO HU-UFSC: Departamento de Analises Clinicas (Imunologia e Hemaologia)

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO 0 RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [ ]

RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR [ ]

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA : 03 anos



118

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CAIXA POSTAL, 8091 — SA0 PAULO - BRASIL

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PA CIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa; 2. Procedimentos que serdo utilizados e propositos,
incluindo a identificacdo dos procedimentos que sdo experimentais; 3. Desconfortos e
riscos esperados; 4. Beneficios que poderdo ser obtidos; 5. Procedimentos alternativos
gue possam ser vantajosos para o individuo.

1. Este estudo estd sendo realizado em pacientes portadores do virus HIV/AIDS,
acompanhados pelos médicos infectologistas do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Santa Catarina (HU-UFSC), em parceria com o departamento de
Imunologia Clinica e Alergia do HCFMUSP; nés estudaremos as alteracdes nas
“gorduras” de seu sangue (colesterol, triglicérides e fracbes de lipoproteinas), as
células do seu sangue (hemacias, leucdcitos, plaquetas), e o virus que esta no sangue.
Também serdo estudadas diferentes substancias “protetoras” destas “gorduras do
sangue”, chamado paraoxonase, e uma outra substéncia chamada ativador de
plasminogénio-tipo uroquinase, que ajuda na “producdo” da gordura. Estas substancias
podem sofrer mudancas por causa da doenca. E importante conhecer o quanto destas
alteracdes acontecem, porque elas podem fazer com que a gordura do sangue
comece a se depositar na parede das artérias (“veias”), 0 que pode provocar outras
complicac@es e outras doencas (como por exemplo, infarto do coracado).

2. Para isto, teremos de realizar os seguintes testes laboratoriais: pesquisa do “protetor
de gorduras” e do “causador de gorduras” no seu sangue, dosagens das gorduras do
sangue (colesterol, triglicérides, e fracbes de lipoproteinas), a capacidade destas
gorduras em serem modificadas por substancias conhecidas no laboratério, a
quantidade de células e substancias de defesa do seu sangue (imunoglobulinas), as
“células afetadas” do sangue (células mononucleares) e quantidade de virus.

3. O sangue necessério para fazer estes testes de laboratdrio sera coletado uma Unica
vez. Assim, os desconfortos e riscos serdo minimos, sendo apenas os de uma coleta
de amostra de sangue.

4. O(A) senhor(a) ndo tera nenhum beneficio imediato, mas estara ajudando uma
pesquisa cientifica que, no futuro, podera ajudar outras pessoas que tenham a mesma
doenca.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

1. Serdo dadas, a qualquer tempo, informagfes sobre os testes de laboratério, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer qualquer davida. Em caso de divida ou
informacdes sobre a pesquisa, favor entrar em contato com Joel da Cunha, no telefone (48) 3721-
9712 / 9989-1961, ou ainda do Prof. Dr. Celso Spada, no telefone (48) 3721-9712 / 99732656.
Ambos estao disponiveis no Hospital da Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC)

2. O paciente podera retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem
que isto lhe traga qualquer prejuizo. Caso 0 senhor ndo queira participar do estudo, tera total
liberdade de desistir do estudo, a qualquer momento, sem prejuizo do seu acompanhamento médico.
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3. Havera confidencialidade, sigilo e privacidade sobre as informacgfes e resultados de exame. Seus
dados pessoais e resultados de exames serdo guardados de forma sigilosa, deixando a sua
privacidade assegurada.

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Caixa PosTaL, 8091 — SA0 PAULO - BRASIL

4. Havera assisténcia no HU-UFSC, por eventuais danos a saude, devidos a pesquisa. Esta garantida
assisténcia médica nos Servicos de infectologia do HU-UFSC, conforme vinculo pré-existente do paciente
com o HU-UFSC, caso ocorram problemas de salde decorrentes da pesquisa.

5. Possibilidade de indenizacdo por eventuais danos a salde decorrentes da pesquisa. Como o (nico
sofrimento que o(a) senhor(a) vai ter serd o da picada da agulha para coletar a amostra de sangue (tubo
sem anticoagulante e tubo com anticoagulante), e sendo o risco desta coleta minimo, ndo esta prevista
indenizacao.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Prof. Dr. Celso Spada - Hospital Universitario (HU-UFSC): Depto. Analises Clinicas
(Imunologia e Hematologia). Bairro Trindade - Florianépolis - Fone: (48) 372119 /
9973-2656.

Joel da Cunha, M.Sc. - Hospital Universitario (HU-UFSC): Depto. Analises Clinicas
(Imunologia e Hematologia). Bairro Trindade - Florianépolis - Fone: (48) 372119 /
9989-1961.

Prof. Dr. Sérgio Paulo Bydlowski - Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155 (PAMB) — 1 andar
— sl 43 - fone: 3061-5544 r.264/ 3082-2398. Sdo Paulo (SP)

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES: :

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo
de Pesquisa

Florianopolis, de de 20.....

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador

Joel da Cunha
CPF: 81190514915
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Modelo do Termo de Consentimento Livre e Esclareca (TCLE) apresentado
aos individuos voluntarios SORONEGATIVOS para 0 HI\AL.

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA FAcuLDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAuLO

Caixa PosTAL, 8091 — SA0 PAULO - BRASIL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(InstrucBes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISAO U
RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO
PACIENTE L. ettt ettt ettt e et e e s bt e e e beeeaae 4o sbeeeabeeesanbeeesabeesabeeaans
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ....cocoiiiiiiiiieeeiiiee e SEXO: MU FU
DATA NASCIMENTO: ........ [ l.....
ENDEREGQCO .....ooiiiiiiiiiiiie ettt NO e APTO: ...........
BAIRRO ...ttt CIDADE ..ot
CEP:.eoie e TELEFONE: DDD (............ ) e e
2. RESPONSAVEL LEGAL ...ttt ettt
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) .......uuerueiiiiieeeiieiiiiieeie e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....cccoeiiiiiiiiiieiiiieene SEXO: MO F [
DATA NASCIMENTO.: ...... . l.....
ENDEREGCO: ....ooiiiiiiiiiiee ettt NO L APTO: .o
BAIRRO ...ttt CIDADE: ...ttt
CEP:.ooiiiiiee, TELEFONE: DDD (............ )T U PTR

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Individuos HIV+ tratados com inibidores de protease: O
papel da uPA e da atividade da PON-1 nas dislipidemias e como marcadores de progressao da infecgéo.

2. PESQUISADOR: Joel da Cunha

CARGO/FUNCAO: Pés-graduando INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° : CRF/SC
4365

UNIDADE DO HCFMUSP: Servigo de Imunologia Clinica e Alergia
UNIDADE DO HU-UFSC: Depto. de Andlises Clinicas (Imunologia e Hematologia)

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO O RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [
RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURAGCAO DA PESQUISA : 03 anos
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lll - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PA CIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNAND O:

1. Justificativa e 0s objetivos da pesquisa; 2. procedimentos que serdo utilizados e
propésitos, incluindo a identificacdo dos procedimentos que sdo experimentais; 3.
desconfortos e riscos esperados; 4. beneficios que poderdo ser obtidos; 5.
procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo.

2. A amostra de seu sangue que sera coletada faz parte de uma etapa de um estudo que
vem sendo realizado em pacientes portadores do virus HIV/AIDS. Sendo o(a)
senhor(a) uma pessoa saudavel , estaremos estudando as mudancas nas gorduras
de seu sangue (colesterol, triglicérides e fracdes de lipoproteinas), as células do seu
sangue e substancias “boas” e “ruins” para compararmos com 0 grupo de pacientes
com HIV/AIDS. Este estudo € importante para conhecermos o quanto destas
mudancas acontecem no portador de HIV/AIDS, ja que elas podem fazer com que a
gordura do sangue comece a se depositar na parede das artérias (“veias”). Ainda,
como o tratamento pode “prejudicar” a producdo de gorduras e provocar outras
complicacBes e outras doencas (como por exemplo, infarto do coracao) que podem
piorar o estado de saude destes pacientes. Ao aceitar participar do estudo, o(a)
senhor(a) responderd a perguntas simples sobre a cor de sua pele e sua idade.
Também perguntaremos de fuma, uma vez que o fumo altera a agéo deste “protetor de
gordura”. Todas estas questfes sdo também para comparagdo com o outro grupo.

3. Serdo realizados testes laboratoriais para pesquisar o “protetor de gorduras” no seu
sangue, medir as gorduras do sangue (colesterol, triglicérides, e fracdes de
lipoproteinas) e a capacidade destas gorduras em serem modificadas por substancias
conhecidas no laboratério. Também sera avaliando a quantidade de células e
substancias de defesa do seu sangue.

4. O sangue para estes testes sera coletado s6 uma vez, junto com as amostras
coletadas na sua doacdo para fazer os exames da sua bolsa de sangue. Assim, os
desconfortos e riscos serdo minimos, sendo os mesmos da sua doacdo de sangue.
Sera utilizada a mesma picada feita em seu braco para a doacdo de sangue, nao
havendo outra picada de agulha em seus bracos e nem outros pedidos de novas
amostras de sangue ao senhor.

5. O(A) senhor(a) ndo terd nenhum beneficio imediato, mas estard ajudando uma
pesquisa cientifica que, no futuro, podera ajudar outras pessoas.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. Serdo dadas, a qualquer tempo, informacdes sobre os testes de laboratério, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer qualquer ddvida. Em caso de davida ou
informagbes sobre a pesquisa, favor entrar em contato com Joel da Cunha, no telefone (48) 3721-
9712 / 9989-1961, ou ainda do Prof. Dr. Celso Spada, no telefone (48) 3721-9712 / 99732656.
Ambos estéo disponiveis no Hospital da Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC)

2. O senhor tera liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem que isto traga qualquer prejuizo a continuidade de assisténcia.

3. Havera confidencialidade, sigilo e privacidade sobre as informacgfes e resultados de exame. Seus
dados pessoais e resultados de exames serdo guardados de forma sigilosa, deixando a sua privacidade
assegurada.
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4. Havera assisténcia no HU-UFSC, por eventuais danos a saude, devidos a pesquisa. Esta garantida
assisténcia médica nos Servicos do HU-UFSC, caso ocorram problemas de salde decorrentes da
pesquisa.

5. Possibilidade de indenizacdo por eventuais danos a salde decorrentes da pesquisa. Como o Unico
sofrimento que o(a) senhor(a) vai ter serd o da picada da agulha para coletar a amostra de sangue (tubo
sem anticoagulante e tubo com anticoagulante), e sendo o risco desta coleta minimo, ndo esta prevista
indenizacao.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACO ES
ADVERSAS.

Prof. Dr. Celso Spada - Hospital Universitario (HU-UFSC): Depto. Analises Clinicas
(Imunologia e Hematologia). Bairro Trindade - Florianépolis - Fone: (48) 372119 /
9973-2656.

Joel da Cunha, M.Sc. - Hospital Universitario (HU-UFSC): Depto. Analises Clinicas
(Imunologia e Hematologia). Bairro Trindade - Florianépolis - Fone: (48) 372119 /
9989-1961.

Prof. Dr. Sérgio Paulo Bydlowski - Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155 (PAMB) — 1 andar
— sl 43 - fone: 3061-5544 r.264/ 3082-2398. Sdo Paulo (SP)

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES: :

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo
de Pesquisa

Floriandpolis (SC), de de 20...

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador

Joel da Cunha
CPF: 81190514915



Anexo D

Tabelas com as caracteristicas gerais e resultados individuais para

todos os parametros avaliados nos grupos estudados
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