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A introducao da terapia antiretroviral de alta eficacia em 1996 determinou uma
queda substancial da morbidade e mortalidade associadas ao Virus da
Imunodeficiéncia Humana (VIH). Embora a infeccdo seja controlada pelos
antiretrovirais, observam-se efeitos colaterais indesejados, fato que demonstra
a capacidade de interacao destes farmacos com as células dos individuos que
os recebem. Recentemente, estes medicamentos tém sido relacionados a
modulacdo do sistema imunitario inato e adaptativo, entretanto pouco se sabe
acerca da influéncia dos protocolos rotineiramente utilizados pelos individuos
infectados por este virus, jA que a maior parte das pesquisas investiga a
influéncia de drogas isoladas sobre o sistema imunitario. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi investigar a influéncia, in vitro, da zidovudina (AZT), da
lamivudina (3TC), do efavirenz (EFV) e do lopinavir/ritonavir (LPV/RTV)
isoladamente ou das associacdes AZT/3TC/EFV e AZT/3TC/LPV/RTV sobre a
capacidade fagocitaria e producdo de anions superoxido por neutréfilos e
mondécitos de individuos saudaveis. Foram retirados 20 ml do sangue periférico
de 20 voluntarios, apds consentimento informado, para realizacdo dos ensaios
e avaliadas tanto a capacidade fagocitaria dos neutréfilos e monécitos pelos
receptores para padrbes moleculares de patdégenos (rPMP) quanto pelos
receptores para opsoninas. Os farmacos foram utilizados nas concentracdes
plasmaticas maximas observadas apos ingestao, sendo para o AZT 1,64 ug/ml,
para o 3TC 1,5ug/ml, para o EFV 3,7 ug/ml, para o LPV 11,45 ug/ml e para o
RTV 2,86 ug/ml. O indice fagocitario foi determinado pela multiplicagdo da
média de Saccharomyces cerevisiae aderidas/ingeridas por fagécito pelo
percentual de fagdcitos envolvidos na fagocitose. A avaliagdo da capacidade
oxidativa dos fagocitos foi feita pelo teste do nitroblue tetrazolium. O EFV
isoladamente aumentou o percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose
pelos rPMP (p=0,004) e para opsoninas (p=0,020) enquanto que a pré-
incubagdo com LPV/RTV (p=0,024) e com a associacao AZT/3TC/LPV/RTV
(p=0,008) por 60 minutos diminuiu o indice fagocitario dos neutréfilos quando
avaliada a capacidade fagocitaria destas células pelos rPMP. A pré-incubacgao
dos fagécitos por 30 minutos com LPV/RTV aumentou a capacidade fagocitaria
dos mondcitos pelos rPMP (p=0,003) tanto pelo aumento da média de

leveduras aderidas/ingeridas por monécito quanto pelo percentual de



mondcitos envolvidos na fagocitose, resultado semelhante ao da pré-incubacao
dos mondcitos com a associacdo AZT/3TC/LPV/RTV por 30 minutos e tendeu a
aumentar o percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose (p=0,077)
quando avaliada a fagocitose por meio dos receptores para opsoninas.
Entretanto, quando avaliada a influéncia do pré-tratamento dos monécitos com
LPV/RTV por 60 minutos, a capacidade fagocitaria destas células pelos rPMP
diminuiu (p=0,013) devido ao decréscimo do percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose. Estes farmacos isoladamente também diminuiram a
capacidade fagocitaria dos monécitos (p=0,020) mediada por receptores para
opsoninas pela diminuicdo da média de leveduras aderidas/ingeridas por
mondcito, enquanto que o AZT tendeu a aumentar a capacidade fagocitaria
destas células pelos receptores para padrdes moleculares de patdgenos
(p=0,097), pois tendeu a aumentar o percentual de mondcitos envolvidos na
fagocitose. A producdo de radicais de oxigénio foi mais abrangentemente
influenciada pelos antiretrovirais estudados. O AZT (p=0,027) e o 3TC
(p=0,004) isoladamente e as associacbes LPV/RTV (p=0,0001) e
AZT/3TC/LPV/RTV (p=0,0001) diminuiram a produgado estimulada do anion
superoxido pelos fagécitos. O percentual de reducdo do NBT basal também foi
deprimido pela associagdo LPV/RTV (p=0,0007) e AZT/3TC/LPV/RTV
(p<0,0001) e tendeu a ser reduzido pelo 3TC isoladamente (p=0,071). Os
demais tratamentos nao influenciaram a capacidade fagocitaria ou a producao
de anions superoxido pelos fagécitos. Os resultados sugerem que o protocolo
AZT/3TC/EFV, por nao interferir com a capacidade fagocitaria, seja mais
adequado para o tratamento inicial dos individuos infectados pelo VIH
enquanto que o protocolo contendo AZT/3TC/LPV/RTV, por sua propriedade
imunomoduladora, deveria ser reservado para aqueles pacientes que
apresentem intolerancia ou resisténcia ao EFV. E possivel também que
pacientes com resisténcia a multiplos esquemas antiretrovirais se beneficiem
de protocolos que contenham LPV/RTV, pois como evidenciado diminuem a
producao de radicais de oxigénio, podendo contribuir para taxas mais baixas de
replicacdo do viral, de apoptose de linfécitos e da neurodegeneracéo
relacionada ao VIH.
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ABSTRACT
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The introduction of highly active antiretroviral therapy (HAART) in 1996 has
decreased the morbidity and the mortality rates associated with the HIV
infection. Though the infection can be controlled by antiretrovirals, these
medicines may cause undesirable side effects due to their capacity to interact
with cells of patients. It has been reported that these drugs may modulate the
innate and adaptative immnune system. However, few is known about the
influences on immune functions by protocols routinely used in the treatment of
HIV infected patients, constituted by reverse transcriptase and protease
inhibitors, because most of researches have just investigated the influence
restricted to isolated drugs. So, this work aimed to evaluate the influence of the
isolate treatment with zidovudine (AZT), lamivudine (3TC), efavirenz (EFV),
lopinavir/ritonavir (LPV/RTV) and of the associations AZT/3TC/EFV or
AZT/3TC/LPV/RTV on phagocytic capacity and superoxide production by
neutrophils and monocytes of healthy individuals, in vitro. It was collected 20 ml
of peripheral blood from 20 healthy volunteers and the phagocytic capacity was
assessed through pathogen-associated molecular patterns receptors (PAMPr)
and through opsonin receptors. The drugs were used on maximum plasma
levels considering pharmacokinetic studies after ingestion and the concentration
applied for each one was 1,64 ug/ml for AZT, 1,5ug/ml for 3TC, 3,7 ug/ml for
EFV and 11,45 ug/ml and 2,86 ug/ml for LPV and RTV, respectively. The
phagocytic index was calculated as the average number of ingested
Saccharomyces cerevisiae per phagocyte multiplied by the percentage of these
cells engaged in phagocytosis. The oxidative capacity was assessed by the
nitroblue tetrazolium (NBT) test. The isolated treatment with EFV increased the
percentual of neutrophils engaged in phagocytosis through PAMPr (p=0,004)
and through opsonin receptors (p=0,020), while the preincubation with
LPV/RTV (p=0,024) and AZT/3TC/LPV/RTV (p=0,008) for 60 minutes
decreased neutrophil phagocytic index when phagocytosis through PAMPr was
investigated. The pretreatment of phagocytes for 30 minutes with LPV/RTV
increased the monocyte phagocytic capacity through PAMPr (p=0,003) due to
both the increase of the ingested yeasts average and the percentual of
monocytes involved in phagocytosis, similar to the result observed to the
pretreatment of these cells with AZT/3TC/LPV/RTV for 30 minutes and tended
to increase (p=0,077) the percentual of neutrophils engaged in phagocytosis
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through opsonin receptors.  However, when LPV/RTV was incubated with
monocytes for 60 minutes, the monocyte phagocytic index through PAMPr
decreased (p=0,013) due to the diminished percentual of monocytes engaged
in phagocytosis. The LPV/RTV isolately decreased the monocyte phagocytic
capacity (p=0,020) due to the reduction of the number of ingested yeasts by
these cells. The AZT tended to increase the monocyte phagocytic capacity
when phagocytosis through PAMPr was analyzed (p=0,097), because it tended
to increase the percentual of monocytes engaged in phagocytosis. The
production of reactive oxygen species (ROS) were more intensely influenced by
the studied antiretrovirals. The AZT (p=0,027) and the 3TC (p=0,004) isolately
and the associations LPV/RTV (p=0,0001) and AZT/3TC/LPV/RTV (p=0,0001)
decreased the stimulated production of ROS by phagocytes. The percentual of
baseline NBT reduction was also depressed by the associations LPV/RTV
(p=0,0007) e AZT/3TC/LPV/RTV (p<0,0001) and tended to be reduced by the
treatment with 3TC alone (p=0,071). These results suggest that the protocol
AZT/3TC/EFV can be more adequate to the initial treatment of those individuals
infected by HIV because it has not changed the phagocytic capacity or ROS
production by neutrophils and monocytes, while the association
AZT/3TC/LPV/RTV could be more interesting to patients with intolerance or viral
resistance to EFV. It is also possible that patients with multiple resistances to
antiretrovirals can be benefited by protocols containing LPV/RTV, because the
reduction of ROS determined by these drugs, as demonstrated in this research,
can contribute for the lowest rates of viral replication, lymphocyte apoptosis and

HIV-related neurodegeneration.
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INTRODUCAO



A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida € ainda hoje responséavel por
2,1 milhdes de mortes anualmente (UM/WHO 2007), sendo ocasionada
predominantemente pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (VIH-1), um
retrovirus pertencente a familia lentivirus, que infecta varias células tais como
linfécitos T CD4 e T CD8 ativados, macréfagos e células do sistema nervoso
central. A replicacdo viral induz grave disfuncdo imunolégica devido a
alteragbes quantitativas e qualitativas dos linfécitos T CD4 e alteracdes
qualitativas dos macréfagos que predispdem os infectados a infecgbes
oportunistas e neoplasias, cujo controle é efetuado pela imunidade celular
(Pantaleo e Fauci 1996; Paranjape 2005).

Com o advento da terapia antiretroviral de alta eficacia (TARV) em 1996,
observou-se em muitos paises uma queda substancial da morbidade e
mortalidade associadas ao VIH (Richman 2001; Hoffman e cols. 2007).

Os protocolos considerados altamente eficazes contra este virus
combinam inibidores da transcriptase reversa nucleosidicos (ITRN) com
inibidores da transcriptase reversa nao nucleosidicos (ITRNN) ou inibidores da
protease (IP). Os ITRN sédo andlogos de nucleosideos que funcionam como
terminadores de cadeia que inibem a sintese do DNA pré-viral. J& os ITRNN se
ligam proximos ao dominio catalitico da transcriptase reversa e bloqueiam a
funcdo desta enzima enquanto que os IP impedem a sintese de particulas
virais maduras por inibirem a enzima protease, responsavel pela geracdo da
transcriptase reversa, integrase, protease e proteinas estruturais a partir do
polipeptideo gag-pol (Richman 2001; Goodman e cols. 2003; Hoffman e cols.

2007).



Os pacientes que respondem ao tratamento anti-VIH apresentam
diminuicdo acentuada da carga viral a niveis abaixo do limite de detec¢ao (50
ou 80 cdpias/ml) e aumento da contagem de linfécitos T CD4 (Ministério da
Saude 2007; Hoffman e cols. 2007). Tanto as eficacias virologica quanto
imunoldgica associadas ao uso da TARV podem perdurar por anos (Richman
2001; Hoffman e cols. 2007).

Embora a infeccdo pelo VIH seja controlada pelos antiretrovirais,
observam-se efeitos colaterais indesejados com o tratamento. Alguns sao
menores e tratados sintomaticamente enquanto outros podem ocasionar o
Obito. Os mais comumente mencionados na literatura mundial sdo vémito,
diarréia, ins6nia, fadiga, agitacdo, sonhos bizarros, estomatite, cefaléia,
escurecimento das unhas, lipodistrofia, reacdes de hipersensibilidade leves a
acentuadas, osteopenia/osteoporose, cardiomiopatia, anemia, neutropenia,
dislipidemia, resisténcia insulinica/hiperglicemia, acidose latica, pancreatite,
esteatose hepatica e neuropatia periférica (Brinkman e cols. 1998; Marzolini e
cols. 2001, Serghides e cols. 2001; Delsite e cols. 2003; Dressman e cols.
2003; Goodman 2003; Anderson e cols. 2004; Ministério da Saude 2007;
Bradshaw e cols. 2006; Hoffman e cols. 2007). O fato de existirem efeitos
colaterais demonstra que estes medicamentos interagem com as células dos
individuos que os recebem.

Os fagocitos sao células especializadas que realizam fung¢des essenciais
para uma adequada resposta imunitdria tais como fagocitose, morte
microbiana, apresentacdo de antigenos, indugdo da proliferacdo e
diferenciacao de subpopulacdes de linfécitos T CD4 e T CD8, secrecdo de

citocinas e substancias quimiotaticas (Pettit e Fay 1998; Carréno e cols. 2002;



Greenberg e Grinstein 2002; Abbas e Lichtman 2005; Jutras e Desjardins
2005). Tem sido sugerido em alguns modelos experimentais que o0s
antiretrovirais podem modular as func¢des destas células, embora com
resultados ainda controversos. Macréfagos tratados com indinavir (IDV)
apresentaram capacidade fagocitaria diminuida para eritrécitos parasitados por
Plasmodium falciparum por uma diminuicdo na expressao de CD36 (Nathoo e
cols. 2003). Blasi e cols. (2004) demonstraram que a capacidade fagocitaria e
microbicida de micréglias para o patégeno oportunista Cryptococcus
neoformans aumentou apds exposicao ao IDV. Além disso, Azzam e cols.
(2006) relataram que macroéfagos derivados de monécitos do sangue periférico
expostos a estavudina (d4T), didanosina (ddl) e zidovudina/lamivudina
(AZT/3TC) apresentaram diminuicdo da capacidade fagocitaria para eritrocitos
de ovelha opsonizados. Estes mesmos pesquisadores demonstraram que o
IDV, nas concentracées de 10 a 100 umol/L (de 7,12 a 71,2 ug/ml), reverteu o
decréscimo da capacidade fagocitaria induzida pelo AZT/3TC, mas nao pelo
ddl/d4T e que este medicamento isoladamente foi capaz de estimular a
capacidade fagocitaria de macréfagos derivados de monécitos de individuos
normais, porém foi incapaz de estimular a fagocitose destas células quando
infectadas pelo VIH. J&a foi demonstrado também que os antiretrovirais
saquinavir (SQV), lopinavir (LPV), ritonavir (RTV), nelfinavir (NFV) e amprenavir
(APV) diminuem a capacidade fagocitaria para zimosan opsonizado por
neutroéfilos do sangue periférico de individuos saudaveis (Hadad e cols. 2007).
A influéncia dos antiretrovirais sobre a capacidade microbicida dos
fagocitos também foi explorada. Antonelli e cols. (1997) relataram que houve

diminuicdo da morte intracelular de Candida albicans apdés o tratamento de



macrofagos derivados de mondcitos com zalcitabina. Resultados semelhantes
foram encontrados por Roilides e cols. (1990) que demonstraram que o
analogo de nucleosideo estavudina (d4T), em niveis terapéuticos e em
concentragdes mais elevadas, aumentou a morte intracelular de Candida
albicans e a capacidade bactericida para Staphylococcus aureus dos
polimorfonucleares de individuos normais. Mostraram também que a morte
intracelular de Candida albicans foi acentuada pela desoxicitidina (ddC). Os
antiretrovirais também foram relacionados a producéo acentuada ou suprimida
de moléculas microbicidas. Pesquisas realizadas por Hadad e cols. (2007)
demonstraram que a producdo de anion superdoxido (Oz) por neutréfilos
diminuiu de modo dose dependente ap6s exposicdo aos antiretrovirais SQV,
LPV, RTV, NFV e APV. J& Komarov e cols. (2004) encontraram producao
aumentada de peréxido de hidrogénio (H.O,) utilizando macréfagos peritoneais
de ratos Sprague Dawly incubados com AZT e estimulados por particulas de
latex. Até mesmo a migracao de fagocitos foi influenciada pelos antiretrovirais,
pois Hadad e cols. (2007) demonstraram que o tratamento de neutréfilos com
SQV, LPV, RTV, NFV e APV diminuiu a capacidade quimiotatica de neutréfilos
para peptideos formilados (fMLP).

Além da modulagéo das fun¢des fagocitarias ja citadas para os inibidores
da protease, Gruber e cols. (2001) demonstraram que o IDV, SQV, RTV e NFV
alteraram a expressdao das moléculas CD40, CD86 e CD80 em células
dendriticas derivadas de mondcitos e determinaram, com excecdo do NFV,
uma diminuicdo da capacidade destas células estimularem uma reagdo mista

de leucécitos.



Linfécitos, células que desempenham diversos papéis na defesa do
organismo e alvos do VIH, também podem ser afetados pelos antiretrovirais.
Chavan e cols. (2001) descreveram que células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs), provenientes de criancas infectadas pelo VIH e de
voluntarios saudaveis tratados com IDV, apresentaram resposta proliferativa
diminuida aos estimulos com fitohemaglutinina (PHA), acetato miristato de
forbol (PMA), concanavalina A (Con A) e anticorpo monoclonal anti-CD3. Além
disso, Francke e cols. (2000; 2002) demonstraram que a expansao clonal de
linfécitos T citotoxicos pode ficar comprometida pela exposicdo ao AZT,
particularmente a proliferacdo de linfécitos T citotdxicos virgens e os de
meméria privados do contato com o antigeno. Resposta proliferativa
comprometida pelos antiretrovirais também foi relatada por Beq e cols. (2005),
pois mostraram que na presenca do AZT e do SQV, linfécitos T CD4 e T CD8
de individuos saudaveis e infectados pelo VIH apresentaram decréscimo da
proliferacao estimulada pela IL-7 que foi acompanhada da depressao da
expressao do receptor para esta citocina em linfécitos T CD8.

Alguns antiretrovirais podem ndo afetar diretamente os linfocitos T
citotéxicos, mas podem impedir que sejam adequadamente ativados, como
comprovado por Groettrup e cols. (1998), que demonstraram por ensaios in
vivo e in vitro que o ritonavir acarreta um decréscimo da apresentacao de
antigeno pelo complexo principal de histocompatibilidade tipo | (CPH 1) e da
degradacao do inibidor kappa B (IkBa) por ser um inibidor do proteasoma.
Posteriormente, Groettrup e cols. (1999) caracterizaram que a inibicao

observada foi especifica para as subunidades MB-1 (X) e LMP7.



Tem sido sugerido ainda que os antiretrovirais podem comprometer a
viabilidade dos linfocitos, pois Groettrup e cols. (1999) demonstraram que o
ritonavir em concentracbes terapéuticas (5uM ou 3,61 ug/ml) ou superiores,
diminuiu a viabilidade e a taxa de proliferacao linfocitaria. Além disso, dados
provenientes de pacientes infectados pelo VIH indicam que individuos tratados
com antiretrovirais, principalmente pela didanosina (ddl), exibem linfécitos com
maior decréscimo do potencial de membrana mitocondrial, que € um indicador
de toxicidade, do que pacientes nao tratados. Este fato se correlacionou
negativamente com contagem de linfécitos T CD4 abaixo de 200 células por
microlitro, sugerindo que a terapia antiretroviral possa ter um papel importante
na depressao do sistema imunitario apresentada por estes pacientes (Polo e
cols. 2003).

Apoptose é um mecanismo de morte celular envolvido em varios
processos bioldgicos, tais como crescimento e desenvolvimento, renovagao
celular e remodelacado tecidual e é a chave para regulacdo da resposta
imunitaria celular e humoral (Pitrack 1997; Hengartner 2000). No entanto, na
infeccdo pelo VIH é um dos mecanismos que contribui para a perda
progressiva de linfocitos T CD4 (Vlahakis e cols. 2007) e de neutréfilos (Pitrak e
cols. 1996; Pitrack 1997). Algumas pesquisas tém apontado propriedades anti-
apoptoticas para alguns antiretrovirais. Foi demonstrado por Matarrese e cols.
(2003) que linfocitos T ativados por fitohemaglutinina (PHA) e IL-2 e expostos
ao LPV, SQV e IDV apresentaram taxas de apoptose significativamente
menores que os controles. Esses investigadores também mostraram que esses
farmacos inibem a apoptose de linfocitos T mediada pelo Fas, radiacao

ultravioleta B e fator de necrose tumoral alfa (FNT-a). Linfocitos T provenientes



de criancas infectadas pelo VIH também apresentaram uma taxa menor de
apoptose por ativacdo quando estavam em um regime terapéutico contendo
inibidores da protease (Chavan e cols. 2001). Experimentos in vitro conduzidos
por Hadad e cols. (2007) demonstraram que neutrofilos provenientes de
individuos saudaveis tratados com SQV, LPV, RTV, NFV e APV apresentaram
um decréscimo da taxa de apoptose espontanea associado a inibicao da -
calpaina. Resultados semelhantes utilizando os antiretrovirais RTV e IDV foram
encontrados por Mastroianni e cols. (2000). Ainda neste trabalho relataram que
um grupo de individuos infectados pelo VIH em tratamento com regimes
contendo NFV, RTV e IDV durante 110 semanas se beneficiaram do uso
destes medicamentos mesmo mantendo viremia elevada, pois apresentaram
reducdo da apoptose e aumento da capacidade quimiotatica de neutrdfilos,
sugerindo efeito direto dos inibidores da protease nas vias apoptéticas que
foram independentes da inibicdo da replicacdo viral. Entretanto, certos
antiretrovirais podem apresentar um papel pré-apoptético. O AZT adicionado a
culturas de linfécitos T ocasionou um aumento do percentual de células
apoptéticas acompanhado da despolarizagdo mitocondrial. Este aumento foi
evidenciado tanto em culturas de linfécitos nao estimulados quanto estimulados
por anticorpo monoclonal anti-Fas e foi revertido pela incubacao prévia com
IDV, SQV e LPV (Matarrese e cols. 2003).

Os protocolos indicados pelo Ministério da Saude Brasileiro para o
tratamento da infec¢do pelo VIH de pacientes adultos e adolescentes virgens
de tratamento sdo a zidovudina e lamivudina associada ao efavirenz ou ao
lopinavir/ritonavir. A associacdo com efavirenz € a primeira escolha em fungao

da menor toxicidade e maior potencial de adesao (Ministério da Saude 2007).



Estes medicamentos apresentam propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas distintas.

A zidovudina e a lamivudina sdo analogos dos nucleosideos timidina e
citidina, respectivamente. Sao absorvidas pelo trato gastrointestinal e
distribuidas rapidamente via sangue pelos varios sistemas organicos. Penetram
nas células e sdo convertidos por cinases celulares para a forma ativa
trifosfatada que é entdo incorporada ao DNA pré-viral. O AZT sofre
biotransformacdo hepatica através da glicuronizacéo e é eliminado pelos rins
tanto em sua forma original quanto na forma do metabdlito GAZT (3’-deoxi-5"-
O-B-D-glicupiranuronosil-timidina). O 3TC é eliminado predominantemente
inalterado pelos rins (Goodman e cols. 2003; Brinkman e cols. 1998).

O efavirenz € um inibidor da transcriptase reversa nao nucleosidico
absorvido pelo trato gastrointestinal, transportado por via sanguinea nas formas
livre e conjugada as proteinas plasmaticas, principalmente a albumina, é
inativado por hidroxilagdo feita pelas enzimas do sistema citocromo P450 e
eliminado pela urina (Goodman e cols. 2003; Smith e cols. 2005).

O lopinavir e o ritonavir sdo inibidores da protease viral que sao
absorvidos pelo trato gastrointestinal, transportados pelo sangue ligados as
proteinas plasmaticas, metabolizados pelo sistema citocromo P450 e
eliminados tanto nas formas ativa quanto metabolizada pelas fezes e urina. O
ritonavir tem sido coformulado com o lopinavir, pois como é um inibidor da
enzima citocromo P450 3A4, retarda a metabolizagdo do lopinavir (Richman
2001; Goodman e cols. 2003; Isaac e cols. 2004).

Desconhece-se a eficacia em longo prazo de esquemas compostos por

inibidores da transcriptase reversa nucleosidicos com nao nucleosidicos ou



inibidores da protease. Estudo realizado por Staszewski e cols. (1999) mostrou
que pacientes tratados com AZT, 3TC e EFV apresentaram supressao viral
abaixo do limite de deteccéao e elevacao da contagem de linfécitos T CD4 mais
acentuadas do que os que receberam AZT, 3TC e IDV. Coortes realizadas por
Manfredi e cols. (2004) e por Torti e cols. (2005) sugerem que protocolos
contendo efavirenz acarretam uma supressao viroldégica comparavel aos
regimes contendo lopinavir/ritonavir, porém a recuperacdo imunoldgica parece
ser favorecida por regimes contendo lopinavir/ritonavir.

Embora existam alguns estudos sobre a modulagédo do sistema imunitario
pelos antiretrovirais, ndo existem dados disponiveis sobre os efeitos do EFV ou
dos protocolos AZT, 3TC com EFV ou LPV/RTV sobre este sistema.

Alguns investigadores tém demonstrado que a infeccao pelo VIH pode
comprometer de modo variavel as funcbes fagocitarias. Ja se relatou
diminuicdo da capacidade fagocitaria de mondcitos/macréfagos provenientes
de individuos infectados pelo VIH para Toxoplasma gondii (Biggs e cols. 1995),
Mycobacterium avium (Pugliese e cols. 2005), Cryptococcus neoformans
(Pugliese e cols. 2005), Histoplasma capsulatum (Chaturvedi e cols. 1997),
Pneumocystis carinii (Koziel e cols. 1998) e de neutréfilos para Candida
albicans (Crowe e cols. 1994), Staphylococcus aureus (Beck 2005) e
Escherichia coli (Pugliese e cols. 2005). Por outro lado se descreveu fagocitose
e atividade fungistatica aumentadas de macréfagos alveolares obtidos por
lavado broncoalveolar para Staphylococcus aureus e Cryptococcus
neoformans, respectivamente (Beck 2005) e aumento da capacidade
fagocitaria de polimorfonucleares para Escherichia coli (Shalekoff e cols. 1998).

Tém sido observados também dados conflitantes sobre a producao de
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intermediarios reativos de oxigénio (ROS), que sao potentes moléculas
oxidantes utilizadas pelos fagocitos para realizar a morte microbiana, pois ja se
relatou baixa (Mufoz e cols. 1999; Dios e cols. 2000) ou alta (Elbim e cols.
1994; Elbim e cols. 1999; Hulgan e cols. 2003) producédo destas moléculas.
Tem sido sugerido ainda que nos estagios finais da infeccdo pelo VIH ha um
decréscimo da quimiotaxia de monécitos, pois se encontrou mondcitos de
pacientes no estagio A expressando niveis elevados de CD49d e CD11a/CD18
e nos estagios B e C niveis baixos de CD49e, CD62L, CD11a/CD18, CD29,
CD31, CD54 e CD58 (Pugliese e cols. 2005). A capacidade de macréfagos
estimularem uma resposta antiviral apropriada pode estar alterada, pois Clerici
e cols. (1995) demonstraram que células mononucleares do sangue periférico
de individuos assintométicos ou sintomaticos apresentaram aumento da
producéo IL-10, potente depressora da resposta T auxiliar 1, responsavel pelo
controle da infeccdo pelo VIH. Decréscimo da concentracdo do fator
estimulante de colénia de granulécitos (G-CSF) foi demonstrado em individuos
infectados pelo VIH e este fato tem sido associado a diminuicao quantitativa e
qualitativa dos neutrofilos (Kuritzkes, 2000).

Pelo exposto, conclui-se que devido ao fato de os individuos infectados
pelo VIH apresentarem fungdo fagocitaria comprometida, de existirem
evidéncias de que os antiretrovirais sdo capazes de modular as respostas
destas células e de nao existirem dados disponiveis sobre a influéncia dos
protocolos atualmente empregados para pacientes virgens de tratamento,
conhecer como essas drogas interagem com mondcitos e neutréfilos torna-se
indispensavel para propiciar um acompanhamento mais adequado destes

pacientes.
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OBJETIVOS



O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia in vitro dos antiretrovirais
zidovudina, lamivudina, efavirenz e lopinavir/ritonavir isoladamente e das
associacdes da zidovudina e lamivudina com o efavirenz ou com o

lopinavir/ritonavir sobre as fungdes dos fagécitos de individuos normais.

Objetivos especificos

1. Avaliacdo da influéncia in vitro destes farmacos sobre a capacidade

fagocitaria de mondcitos e neutrdfilos pelos receptores para padrdes

moleculares de patégenos.

2. Avaliagao da influéncia in vitro destes farmacos sobre a capacidade

fagocitaria de mondécitos e neutréfilos pelos receptores para opsoninas.

3. Avaliacao da influéncia in vitro destes farmacos sobre a producao de

radicais de oxigénio.
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MATERIAL E METODOS



3.1- Delineamento experimental

Neste estudo foi avaliada a influéncia in vitro dos antiretrovirais
zidovudina, lamivudina, efavirenz e lopinavir/ritonavir isoladamente e das
associagbes da zidovudina e lamivudina com o efavirenz ou com o
lopinavir/ritonavir sobre capacidade funcional dos fagdcitos de individuos
saudaveis. As influéncias destes farmacos sobre os fagdcitos foram
investigadas por meio da avaliacdo da capacidade fagocitaria de neutréfilos e
mondcitos mediada por receptores para padrées moleculares de patégenos ou
para opsoninas e sobre o metabolismo oxidativo pelo teste do nitroblue
tetrazolium (NBT). O diagrama geral do estudo encontra-se descrito na

Figura 1.
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3.2 - Grupos de estudo e aspectos éticos

Este estudo foi realizado no laboratério de Imunologia Celular da Area de
Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

Durante todo o desenvolvimento do trabalho, as normas éticas para
pesquisa cientifica em seres humanos estabelecidas pela Declaracao Helsinki
(WHO, 2001) e pelo Ministério da Saude Brasileiro, resolugdo 196/96 (CNS,
1996) foram rigorosamente observadas.

O projeto de pesquisa, enquadrado dentro do grupo de risco minimo, foi
aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia. O parecer do comité de ética encontra-se no Anexo 1.

Foram selecionados para participar desta pesquisa 20 individuos
saudaveis para os testes de fagocitose, sendo 10 do sexo masculino e 10 do
sexo feminino, com média + DP de idade de 30,7 + 8,3 anos (Tabela 1) e 20
individuos saudaveis para os testes do NBT, sendo 10 do sexo masculino e 10
do sexo feminino com média + DP de idade de 26,2 + 7,4 anos (Tabela 2),
variando entre 18 e 50 anos.

Foram excluidos do estudo idosos, individuos que estivessem utilizando
medicamentos ou com doencgas pré-existentes que pudessem influenciar o
sistema imunitario, tais como Diabetes mellitus, tabagismo e alcoolismo.

A coleta do sangue s6 foi feita apds os voluntarios estarem cientes dos
objetivos da pesquisa e dos procedimentos a serem realizados e apés
assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido apresentado no

Anexo 2.
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Cada voluntario doou 20 ml de sangue que foi coletado com vacutainer
sem anticoagulante e heparinizado, com agulha de coleta multipla, da regido da
fossa cubital, com material estéril e descartavel, apds anti-sepsia com alcool
iodado. A amostra foi utilizada para analise das funcdes dos fagécitos in vitro
tratados ou ndo com zidovudina, lamivudina, efavirenz e lopinavir/ritonavir
isoladamente ou nas combinagdes acima mencionadas.

Este trabalho foi elaborado e desenvolvido com total isencao de quaisquer
conflitos de interesse.

As drogas utilizadas foram gentilmente cedidas pelo Programa Nacional

de DST e AIDS do Ministério da Saude Brasileiro.
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Tabela 1. Caracteristicas antropométricas dos individuos cujas amostras

sanguineas foram analisadas para capacidade fagocitaria

N2 Idade Sexo Peso Altura IMC
(anos) (Kg) (m)
1 22 M 72,0 1,72 24,3
2 35 M 74,5 1,60 29,1
3 33 M 62,5 1,71 21,4
4 34 F 60,0 1,70 20,8
5 28 M 88,5 1,74 29,2
6 22 F 61,0 1,70 21,1
7 37 M 59,0 1,73 19,7
8 48 M 69,0 1,69 24,1
9 30 F 45,0 1,59 17,7
10 22 F 60,0 1,73 20,1
11 23 M 76,0 1,80 23,5
12 29 M 68,0 1,74 22,5
13 31 F 65,0 1,60 25,3
14 37 F 53,5 1,56 21,9
15 20 F 43,5 1,60 16,9
16 18 M 57,5 1,69 20,1
17 43 F 53,0 1,52 22,9
18 28 F 87,0 1,62 33,2
19 31 M 70,0 1,73 23,4
20 43 F 65,0 1,64 24,1

MD +DP=30,7+83 10F/10M

M - Masculino; F - Feminino; MD - Média de idade: IMC - indice de massa

corporal
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Tabela 2. Caracteristicas antropométricas dos individuos cujas amostras

sanguineas foram analisadas para producao de radicais de oxigénio

N¢ Idade Sexo Peso Altura IMC
(anos) (Kg) (m)
1 48 M 69,0 1,69 24,2
2 33 M 62,5 1,71 21,3
3 37 M 59,0 1,73 19,7
4 27 F 86,0 1,60 33,6
5 31 F 65,0 1,60 25,4
6 22 F 61,0 1,70 21,1
7 30 F 52,0 1,60 20,3
8 34 F 60,0 1,70 20,8
9 23 F 49,5 1,58 19,8
10 22 M 72,0 1,72 24,3
11 22 F 51,0 1,67 18,3
12 18 M 69,5 1,84 20,5
13 22 F 60,0 1,73 20,0
14 25 F 55,0 1,52 23,8
15 26 M 80,0 1,78 25,2
16 19 F 54,0 1,63 20,3
17 21 M 78,0 1,80 24,1
18 22 M 80,0 1,80 24,6
19 23 M 81,5 1,75 26,6

20 19 M 63,0 1,87 18,0
MD+DP=262+74 10F/10M

M - Masculino; F - Feminino; MD - Média de idade; IMC - indice de massa

corporal
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3.3 - Concentrac6es dos antiretrovirais utilizadas nos experimentos in
vitro

Os fagécitos foram pré-tratados com 1,64 ug/ml de zidovudina (Cristalia)
por 30 e 60 minutos. A escolha desta concentracdo baseou-se em estudo
farmacocinético da droga efetuado em seres humanos, no qual se determinou
que apo6s a ingestao de 300 mg de ZDV ocorre em média um pico sérico de
1,64 ug/ml em 32 minutos, que permanece por aproximadamente 30 minutos
(Wang e cols. 1999).

Com relacdo a lamivudina (Biomanguinhos), os fagocitos foram pré-
incubados com 1,50 ug/ml deste medicamento por 30 ou 60 minutos. Esta
concentracao foi escolhida, pois corresponde ao pico sérico observado apés 53
minutos da ingestdo de 150 mg de 3TC e permanece por aproximadamente 30
minutos (Wang e cols. 1999)

Ja para o efavirenz (Merck Sharp & Dohme), os fagécitos foram pré-
incubados com 3,7 ug/ml do medicamento por 30 minutos, concentracdo que
corresponde ao pico sérico médio observado apdés 4 a 5 horas e que
permanece por 30 minutos apoés a ingestao de 600 mg deste farmaco (Smith e
cols. 2005).

Os fagocitos foram pré-tratados com 11,446 ug/ml de lopinavir (Abbott) e
2,8615 ug/ml de ritonavir (Abbott) por 30 e 60 minutos. Pelo fato do
medicamento disponivel para os experimentos ter sido uma associacao das
duas drogas mencionadas, as concentragdes utilizadas foram ajustadas em
funcédo dos parametros farmacocinéticos do lopinavir. Verificaram que apés a

ingestdo de 400 mg/100 mg de LPV/RTV ocorre um pico sérico do LPV que
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varia de 8,179 a 17,407 ug/ml com uma mediana de 11,446 ug/mlem 1,5 a 4

horas, que permanece por aproximadamente 1 hora (Isaac e cols. 2004)

3.4 - Avaliacao da influéncia das drogas antiretrovirais sobre a fagocitose
efetuada por neutréfilos e mondcitos pelos receptores para padroes

moleculares de patégenos

A influéncia dos antiretrovirais sobre a capacidade fagocitaria de
neutréfilos e monécitos foi avaliada pelo teste de fagocitose em lamina
adaptado de técnica previamente descrita (Muniz-Junqueira e cols. 2003).

Do sangue venoso coletado em vacutainer estéril sem anticoagulante, 40
ul foram depositados em escavagdes de 7 mm de didmetro, delimitadas com
resina epoxi, em lamina de microscopia Optica e incubadas a 37°C, em camara
umida, por 45 minutos, para permitir aderéncia dos fagdcitos a lamina.
Decorrido este periodo, as laminas foram lavadas com salina tamponada com
fosfato (STF), pH 7,2, a 37°C para remogéo das células ndo aderentes tais
como linfocitos, hemécias e plaquetas. As células aderidas as escavacgdes
foram pré-incubadas ou ndo com as drogas isoladas ou associadas nas
concentracdes acima descritas, diluidas em Hanks-Triz (Gibco) e soro fetal
bovino (SFB) (Gibco) a 10% em camara umida, a 37°C, durante 30 minutos.
Nesta etapa, outras laminas tratadas com zidovudina, lamivudina ou
lopinavir/ritonavir foram pré-incubadas também por 60 minutos, antes da
realizacdo do teste de fagocitose. Terminado o tempo de incubacgédo, as
laminas foram lavadas e adicionavam-se 2,5 x 10°> Saccharomyces cerevisiae

por escavacgao diluidas em Hanks-Triz e SFB, contendo ou ndo as mesmas
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concentracdes das drogas e permaneceram em camara umida, por 30 minutos
e a 37°C. As laminas foram novamente lavadas com STF, pH 7,2, a 37°C para
remocao das leveduras ndo aderidas ou fagocitadas e posteriormente com
Hanks-Triz contendo 30% de SFB para preservar as preparacdes, que foram
secas com vento quente, fixadas com metanol absoluto (Vetec) por 1 minuto e
coradas com Giemsa (Dinamica) a 10% em tampao para coloracao, pH 7,2 por
10 minutos.

Os fagécitos foram analisados em microscépio éptico em objetiva de
imersao, sendo contados 200 mondcitos e 200 neutréfilos por area de
preparacao para determinagao do indice fagocitario.

O indice fagocitario foi determinado pela multiplicacdo da média de
Saccharomyces cerevisiae aderidas/ingeridas por fagécito pelo percentual de
fagocitos envolvidos na fagocitose (Muniz-Junqueira e cols. 2003). Foi feita
analise individualizada para neutréfilos e monécitos.

indice fagocitario = média de leveduras ingeridas/aderidas por fagécitos x

percentual de fagécitos envolvidos na fagocitose.

3.5 - Avaliacao da influéncia das drogas antiretrovirais sobre a fagocitose

efetuada por neutrofilos e mondcitos pelos receptores para opsoninas

Para avaliar a influéncia dos antiretrovirais sobre a capacidade fagocitaria
de mondécitos e neutrdfilos pelos receptores para opsoninas, como 0sS
componentes do sistema complemento e IgG, foi realizado o teste de

fagocitose na presenca de plasma humano fresco, proveniente do proprio
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doador, como fonte de opsoninas. Estas se adsorvem a superficie das
leveduras facilitando a fagocitose.

A técnica de fagocitose foi realizada como acima descrito, entretanto as
leveduras foram previamente incubadas com plasma fresco do proprio

individuo estudado.

3.6 - Preparo da suspensao estoque de Saccharomyces cerevisiae para o

teste de fagocitose

Um tablete de 50 gramas de fermento para pao fresco (Fleishmann) foi
dissolvido em 220 ml de STF, pH 7,2 e autoclavado a 121°C em uma
atmosfera, por 30 minutos e em seguida a suspensao foi lavada varias vezes
por centrifugacdo com STF, pH 7,2 até obter-se um sobrenadante limpido. O
sedimento foi suspenso em 28 ml de STF, pH 7,2, contendo 0,1 M de 2-
mercaptoetanol e incubado a 37°C por 2 horas em agitagdo. A suspensao foi
lavada 3 vezes por centrifugacdo para retirada do 2-mercaptoetanol e
suspensa em 55 ml de solucao de 0,02 M de iodo acetamida em STF, pH 7,2.
Fez-se nova incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente e com agitacéao e
em seguida as leveduras foram lavadas 3 vezes por centrifugagdo em STF,
suspensas em 220 ml de STF e o pH acertado para 7,2. A preparacdo foi
novamente autoclavada a 121°C, por 30 minutos, lavada por centrifugacao em
STF até o sobrenadante tornar-se limpido e suspensa em 110 ml de tampéao
veronal, pH 7,2, contendo 200 mg/L de azida sédica, como preservativo. Apds
a preparacao as leveduras foram mantidas a 4°C e obtidas do estoque para

utilizacdo em cada experimento (Lachman e Hobart 1978).
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Esta técnica acarreta uma modificacdo na superficie das leveduras e
permite a adsorcdo do componente C3 do complemento e de anticorpos

presentes no soro (Brandi 1993; Campbell e Douglas 1997).

3.7 - Preparo das leveduras para uso no teste de fagocitose

Para cada experimento, uma aliquota de 100 ul era retirada da
suspensao estoque e o volume completado para 1 ml com STF, pH 7,2 e a
suspensao lavada trés vezes por centrifugacado. Apés a ultima centrifugacao, as
leveduras eram quantificadas em cé&mara de Neubauer e em seguida
incubadas com SFB (Gibco) ou plasma humano fresco a 10% em Hanks-Triz
(Gibco) caso fossem destinadas aos testes de fagocitose por meio dos
receptores para padroes moleculares de patdégenos ou para opsoninas,

respectivamente.

3.8 - Avaliacao da influéncia dos antiretrovirais sobre a producao de
radicais de oxigénio por fagoécitos pelo teste do nitroblue tetrazolium

(NBT)

Para analisar a influéncia dos antiretrovirais sobre a producao de radicais
de oxigénio pelos fagécitos de individuos normais foi feito o teste do NBT.
Neste teste pode-se detectar indiretamente a producdo do anion superéxido
(Nydegger 1973). O processo de redugdo do corante pelo anion superéxido
converte o NBT de um composto amarelo e solivel em um material insoltvel

de coloragao azul, visivel no citoplasma do fagocito. A proporgao de células
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que reduzem o NBT tem relacao direta com a producéo de radicais de oxigénio
(Brandi 1993; Campbell e Douglas 1997).

Foi coletado sangue venoso em vacutainer estéril heparinizado. O
sangue total foi homogeneizado ou nao com os antiretrovirais previamente
diluidos com Hanks-Triz (Gibco) de modo que cada ml contivesse as
concentracbes acima descritas. Foram entdo depositados 40 pl desta
suspensao nas escavacdes de 7 mm de didmetro e as preparagdes foram
incubadas a 37°C, em camara Umida, por 45 minutos, para permitir aderéncia
dos fagocitos a lamina. Decorrido este periodo, as laminas foram lavadas com
STF, pH 7,2, a 37°C para remocao das células ndao aderentes. As células
aderidas foram entao incubadas com uma solucdo de NBT (Sigma) a 0,005%
em Hanks-Triz (Gibco) contendo ou ndo os antiretrovirais nas concentragoes
acima descritas (NBT basal). Para avaliacdo da producédo de radicais de
oxigénio apds estimulo, foi acrescentado ao teste acima 2,5 x 10° leveduras
sensibilizadas com plasma humano. As preparacdées foram novamente
incubadas em camara umida, a 37°C, durante 20 minutos. A seguir as laminas
foram lavadas com STF, pH 7,2, a 37°C e com Hanks-Triz contendo 30% de
SFB como ultima solucao de lavagem. As preparagdes foram secas com vento
quente, fixadas com metanol absoluto (Vetec) por 1 minuto e contra-coradas
com safranina a 0,05% (Reagen) por 5 minutos, para permitir a visualizacéo
dos nucleos dos fagécitos.

As preparagdes foram examinadas ao microscépio 6ptico, em objetiva de
imersao, sendo determinado o percentual de reducdao do NBT em 200 fagdcitos

por preparacao.
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3.9 - Analise estatistica:

As andlises estatisticas foram realizadas empregando-se o software
Prism® (Graphpad, USA, 2005).

Para a aplicacdo dos testes estatisticos verificou-se previamente a
normalidade ou ndo das variaveis nas amostras. Para comparacao entre duas
variaveis com distribuicdo normal foi utilizado o teste t pareado e para aquelas
que ndo apresentaram distribuicao normal foi utilizado o teste de Wilcoxon.
Para comparacéao entre mais do que duas variaveis com distribuicdo normal foi
utilizado o teste de ANOVA seguido do método de Student-Newman-Keuls.
Para amostras com distribuicAo ndo normal foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo método de Dunn.

As diferengas entre as variaveis comparadas foram consideradas
estatisticamente significativas quando a probabilidade bi-caudal da sua
ocorréncia devida ao acaso (erro tipo ) foi menor que 5% (p < 0,05).

Os dados foram expressos graficamente como média e desvio padrao
para as amostras com distribuicdo normal e como mediana, quartis e extremos
para aquelas com distribuicdo ndo normal excetuando-se os gréaficos das
figuras 10, 12, 13, 14, 23, 27, 28 e 36 que foram expressos como mediana,

quartis e extremos, para homogeneizacao dos resultados.
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RESULTADOS



4.1 - Influéncia do tratamento de fagécitos de individuos normais com
zidovudina, lamivudina, efavirenz ou lopinavir/ritonavir isoladamente ou

associados sobre a capacidade fagocitaria

A influéncia do tratamento in vitro de fagécitos de individuos normais com
os antiretrovirais zidovudina, lamivudina, efavirenz ou lopinavir/ritonavir
isolados ou associados sobre a capacidade fagocitaria dos neutréfilos e dos
mondécitos foi investigada pelo teste de fagocitose em lamina.

Avaliou-se a fagocitose por meio de dois tipos de receptores: a mediada
por receptores para padrées moleculares de patdégenos, quando as leveduras
foram incubadas com soro fetal bovino inativado, e a mediada por receptores
para opsoninas, quando as leveduras foram incubadas com plasma fresco do
doador.

A capacidade fagocitaria foi expressa por meio do indice fagocitario, da
média de leveduras ingeridas/aderidas por fago6cito e do percentual de

fagdcitos envolvidos na fagocitose.
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4.1.1 - Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos
normais com efavirenz sobre a fagocitose pelos receptores para padroes

moleculares de patégenos

O tratamento dos fagdcitos com o efavirenz por 30 minutos aumentou a
mediana do indice fagocitario dos neutrofilos de 1,0 para 2,0 (p=0,028, teste de
Wilcoxon), pelo aumento da mediana do percentual de neutréfilos envolvidos
na fagocitose de 1,0 para 1,75 (p=0,004, teste de Wilcoxon), pois ndo houve
influéncia sobre a mediana do numero de leveduras ingeridas/aderidas por

neutrofilo ( 1,0 versus 1,33, p=0,934, teste de Wilcoxon) (Figura 2).
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Figura 2. Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos com efavirenz por 30 minutos
sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x10° leveduras ndo sensibilizadas por
escavacao. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por
neutrofilo; C - Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose. Em A: Aumento do
indice fagocitario (p=0,028). Em B: Nao houve influéncia sobre as leveduras
ingeridas/aderidas por neutrofilo (p=0,934). Em C: Aumento do percentual de neutroéfilos
envolvidos na fagocitose (p=0,004). Teste de Wilcoxon.

31



4.1.2 - Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos
normais com a associacao lopinavir/ritonavir sobre a fagocitose por

receptores para padroes moleculares de patéogenos

A exposicdo por 30 minutos ao lopinavir/ritonavir ndo alterou a
capacidade fagocitaria de neutréfilos mediada por receptores para padrdes
moleculares de patégenos. Com o aumento do tempo de exposicdo para 60
minutos, observou-se um decréscimo significativo da capacidade fagocitaria,
demonstrada pela reducado da mediana do indice fagocitario (de 1,0 para 0,0,
p=0,024, teste de Wilcoxon) ocasionada pela queda das medianas do numero
de leveduras aderidas/ingeridas por neutréfilo (de 1,0 para 0,0, p=0,090, teste
de Wilcoxon) e do percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose (de 1,0

para 0,0, p=0,047, teste de Wilcoxon) (Figura 3).
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Figura 3. Influéncia do tratamento in vitro de neutroéfilos com lopinavir/ritonavir por 30 (*)
e 60 (**) minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x10° leveduras nio
sensibilizadas por escavacdo. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras
ingeridas/aderidas por neutréfilo; C - Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose.
Em A*: p=0,294. Em B*: p=0,334. Em C*: p=0,501. Em A**: Diminui¢cdao do indice
fagocitario (p=0,024). Em B**: Tendéncia a diminuicdo da média de leveduras
ingeridas/aderidas por neutréfilo (p=0,080). Em C**: Diminuicdo do percentual de
neutréfilos envolvidos na fagocitose (p=0,047). Teste de Wilcoxon.

33



4.1.3 - Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos
normais com a associacao zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir
sobre a fagocitose pelos receptores para padroes moleculares de

patogenos

Ap6s 30 minutos de incubacdo com a associacdo das drogas, ndo se
observou alteragdes estatisticamente significativas na capacidade fagocitaria
dos neutréfilos. Porém, aos 60 minutos houve diminui¢do do indice fagocitario
(p=0,008, teste de Wilcoxon), da média de leveduras ingeridas/aderidas por
neutréfilo (p=0,032, teste de Wilcoxon) e do percentual de neutrofilos

envolvidos na fagocitose (p=0,032, teste de Wilcoxon) (Figura 4).
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Figura 4. Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos com zidovudina, lamivudina e
lopinavir/ritonavir por 30 (*) e 60(**) minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se
2,5x10° leveduras néo sensibilizadas por escavacgdo. A - indice fagocitario; B - Média de
leveduras ingeridas/aderidas por neutrofilo; C - Percentual de neutréfilos envolvidos na
fagocitose. Em A*: p=0,103. Em B*: p=0,187. Em C*: p=0,147. Em A**: Reduc¢éao do indice
fagocitario (p=0,008). Em B**: Reducdao da média de leveduras ingeridas/aderidas por
neutroéfilo (p= 0,032). Em C**: Reducao do percentual de neutréfilos envolvidos na
fagocitose (p=0,032). Teste de Wilcoxon.
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4.1.4 - Influéncia do tratamento in vitro de neutrofilos de individuos
normais com zidovudina, lamivudina isoladamente e da associacao
zidovudina, lamivudina e efavirenz sobre a fagocitose pelos receptores

para padrées moleculares de patégenos

Nao houve diferenca estatistica significativa na capacidade fagocitaria
de neutréfilos por meio dos receptores para padrées moleculares de patdgenos
apds o tratamento in vitro com o0s antiretrovirais zidovudina (Figura 5) e
lamivudina (Figura 6) isoladamente e com a associagéo zidovudina, lamivudina

e efavirenz (Figura 7).
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Figura 5: Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos com zidovudina por 30 minutos
sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x10° leveduras ndo sensibilizadas por
escavacao. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por
neutroéfilo; C - Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose; Em A: p=0,302. Em B:
p=0,344. Em C: p=0,115. Teste de Wilcoxon.
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Figura 6. Influéncia do tratamento in vitro de neutrofilos com lamivudina por 30 minutos
sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x105 leveduras nao sensibilizadas por
escavacdao. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por
neutréfilo; C - Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose. Em A: p=0,761. Em B:
p=1,000. Em C: p=0,375. Teste de Wilcoxon.
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Figura 7. Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos com a associacdo zidovudina,
lamivudina e efavirenz por 30 minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se
2,5x10° leveduras nido sensibilizadas por escavacio. A - indice fagocitario; B - Média de
leveduras ingeridas/aderidas por neutrofilo; C - Percentual de neutréfilos envolvidos na
fagocitose. Em A: p=0,669. Em B: p=0,807. Em C: p=0,638. Teste de Wilcoxon.
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4.1.5 - Andlise comparativa da influéncia do tratamento in vitro de
neutrofilos de individuos normais com zidovudina, lamivudina, efavirenz e
lopinavir/ritonavir isolados ou associados sobre a fagocitose mediada por

receptores para padroes moleculares de patéogenos

Na avaliacdo comparativa da influéncia das diferentes drogas sobre os
fagocitos, observou-se diferenca significativa das medianas do indice
fagocitario (p=0,002, Kruskal-Wallis), da média de leveduras fagocitadas por
neutréfilo (p=0,033, Kruskal-Wallis) e do percentual de neutréfilos envolvidos
na fagocitose (p=0,001, Kruskal-Wallis) entre os grupos estudados (Figura 8).
Demonstrou-se que o grupo tratado com efavirenz apresentou a mediana do
indice fagocitario superior ao exposto a associagao zidovudina, lamivudina e
lopinavir/ritonavir por 60 minutos (p<0,05, teste de Dunn). Verificou-se também
gue a mediana do percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose foi maior
no grupo tratado com efavirenz do que com lopinavir/ritonavir por 60 minutos
(p<0,05, teste de Dunn) e zidovudina lamivudina e lopinavir/ritonavir por 30

minutos (p<0,05, teste de Dunn) (Figura 8).
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Figura 8. Comparacio do indice fagocitario, média de leveduras ingeridas/aderidas por
neutrofilo e percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose de leveduras nao
sensibilizadas entre os grupos estudados e seus respectivos controles. Em A, Be C
houve diferenca estatistica entre os indices fagocitarios (p=0,002), médias de leveduras
ingeridas/aderidas por neutréfilo (p=0,033) e percentual de neutrofilos envolvidos na
fagocitose (p=0,001). Kruskal-Wallis. IF do EFV > A/3/L/R 1H e percentual de neutroéfilos

do EFV > LPV/RTV 1H e > A/3/L/R 1H (p<0,05, teste de Dunn).
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4.1.6 - Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos
normais com efavirenz sobre a fagocitose pelos receptores para

opsoninas

Embora o efavirenz ndo tenha alterado a capacidade fagocitaria de
neutréfilos mediada por opsoninas, verificou-se que esta droga induziu um
maior envolvimento dos neutréfilos na fagocitose (p=0,020, teste t pareado)

(Figura 9).
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Figura 9. Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos com efavirenz por 30 minutos
sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x10° leveduras sensibilizadas por
escavacao. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por
neutréfilo; C - Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose. Em A: p=0,255. Em B:
p=0,446. Em C: p=0,020. Teste t pareado.
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4.1.7 - Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos
normais com zidovudina, lamivudina, efavirenz, lopinavir/ritonavir
isoladamente e das associacoes zidovudina, lamivudina com efavirenz ou

lopinavir/ritonavir sobre a fagocitose pelos receptores para opsoninas

A exposicao dos neutréfilos aos medicamentos zidovudina (Figura 10),
lamivudina (Figura 11), lopinavir/ritonavir (Figura 12) ou as associagdes
zidovudina, lamivudina, efavirenz (Figura 13) e zidovudina, lamivudina,
lopinavir/ritonavir (Figura 14) ndo alterou a capacidade fagocitaria mediada por
receptores para opsoninas. Observou-se apenas uma tendéncia ao aumento
da mediana do percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose quando estas
células foram incubadas por 30 minutos com lopinavir/ritonavir (p=0,071, teste

de Wilcoxon).
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Figura 10. Influéncia do tratamento in vitro de neutrofilos com zidovudina por 30 minutos
sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x10° leveduras sensibilizadas por
escavacao. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por
neutrofilo; C - Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose. Em A: p=0,977, teste
de Wilcoxon. Em B: p=0,769, teste t pareado. Em C: p=0,868, teste t pareado.
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Figura 11. Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos com lamivudina por 30 minutos
sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x105 leveduras sensibilizadas por
escavacdao. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por
neutréfilo; C - Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose. Em A: p=0,724. Em B:
p=0,610. Em C: p=0,601. Teste t pareado.
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Figura 12. Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos com lopinavir/ritonavir por 30
(*) e 60 (**) minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x1 0° leveduras
sensibilizadas por escavacdo. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras
ingeridas/aderidas por neutréfilo; C - Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose.
Em A*: p=0,582. Em B*: p=0,830. Em C*: p=0,077. Teste de Wilcoxon. Em A**: p=0,164. Em
B**: p=0,135. Em C**: p=0,864. Teste t pareado.
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Figura 13. Influéncia do tratamento in vitro de neutroéfilos com zidovudina, lamivudina e
efavirenz por 30 minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x1 0° leveduras
sensibilizadas por escavacdo. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras
ingeridas/aderidas por neutréfilo; C - Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose.
Em A: p=0,631. Em B: p=0,546. Em C: p=0,626. Teste t pareado.
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Figura 14. Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos com zidovudina, lamivudina e
lopinavir/ritonavir por 30(*) e 60(**) minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se
2,5x10° leveduras sensibilizadas por escavacdo. A - indice fagocitario; B - Média de
leveduras ingeridas/aderidas por neutrofilo; C - Percentual de neutréfilos envolvidos na
fagocitose. Em A*: p=0,139. Em B*: p=0,181. Em C*: p=0,533. Teste t pareado. Em A**:
p=0,381, teste de Wilcoxon. Em B**: p=0,251, teste t pareado. Em C**: p=0,434, teste t
pareado.
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4.1.8 - Andlise comparativa da influéncia do tratamento in vitro de
neutrofilos de individuos normais com zidovudina, lamivudina, efavirenz e
lopinavir/ritonavir isolados ou associados sobre a fagocitose mediada por
opsoninas

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as medianas do
indice fagocitario (p=0,437, Kruskal-Wallis), da média de leveduras fagocitadas
por neutrofilo (p=0,645, Kruskal-Wallis) e do percentual de neutréfilos
envolvidos na fagocitose (p=0,545, Kruskal-Wallis) entre os grupos estudados e
seus respectivos controles quando a fagocitose foi efetuada por meio dos

receptores para opsoninas (Figura 15).
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Figura 15. Comparacédo do indice fagocitario, média de leveduras ingeridas/aderidas
por neutréfilo e percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose de leveduras
sensibilizadas entre os grupos estudados. Em A, B e C nao houve diferenca estatistica
entre os indices fagocitarios (p=0,437), médias de leveduras fagocitadas por neutroéfilo
(p=0,645) e percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose (p=0,545). Kruskal-Wallis.
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4.1.9 - Influéncia do tratamento in vitro de monécitos de individuos
normais com lopinavir/ritonavir sobre a fagocitose pelos receptores para

padroes moleculares de patégenos

Quando mondcitos foram expostos ao lopinavir/ritonavir durante 30
minutos observaram-se elevagdes significativas da média =+ DP do percentual
de mondcitos envolvidos na fagocitose de 34,8 = 14,7% para 43,7 £ 14,9%
(p=0,016, teste t pareado) e da média = DP do numero de leveduras
ingeridas/aderidas por mondcito de 1,6 £ 0,2 para 1,8 + 0,4 (p=0,004, teste t
pareado). O aumento desses dois parametros determinou aumento da média +
DP do indice fagocitario de 59,3 + 29,4 para 85,6 + 41,8 (p=0,003, teste t
pareado). Observou-se que a exposicdo mais prolongada (60 minutos) teve o
efeito oposto, promovendo um decréscimo da média + DP do indice fagocitario
de 59,3 + 29,4 para 37,9 = 25,3 (p= 0,013, teste t pareado) em virtude da
reducdo da média £ DP do percentual de monécitos envolvidos na fagocitose
de 34,8 £ 14,7% para 23,5 £ 13,9 (p=0,016, teste t pareado), j& que ndo houve
alteragdo da meédia + DP do numero de leveduras aderidas/ingeridas por

mondécito (Figura 16).
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Figura 16: Influéncia do tratamento in vitro de monécitos com lopinavir/ritonavir por
30(*) e 60(**) minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x10° leveduras néo
sensibilizadas por escavacdo. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras
ingeridas/aderidas por mondcito; C - Percentual de mondécitos envolvidos na fagocitose.
Em A*: Aumento do indice fagocitario (p=0,003). Em B*: Aumento da média de leveduras
ingeridas/aderidas por mondcito (p=0,004). Em C*: Aumento do percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose (p=0,016). Teste t pareado. Em A**: Reducdao do indice
fagocitario (p=0,013). Em B**: p=0,804. Em C**: Reducado do percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose (p=0,013). Teste t pareado.
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4.1.10 - Influéncia do tratamento in vitro de mondécitos de individuos
normais com a associacao zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir
sobre a fagocitose pelos receptores para padroes moleculares de

patogenos

Em mondcitos expostos por 30 minutos aos analogos de nucleosideos
zidovudina e lamivudina associados aos inibidores de protease
lopinavir/ritonavir, observou-se um aumento da média * DP do indice
fagocitario (p=0,008, teste t pareado) que se deveu a um incremento de 26,5%
no percentual de monécitos envolvidos na fagocitose (p=0,003, teste t pareado)
e de 18,4% na média de leveduras ingeridas/aderidas por mondcito.
Entretanto, o mesmo néo foi observado quando as células foram tratadas por

60 minutos (Figura 17).
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Figura 17: Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos com a associacdo
zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir por 30 (*) e 60 (**) minutos sobre a
capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x105 leveduras nao sensibilizadas por
escavacdao. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por
monocito; C - Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose. Em A*: Aumento do
indice fagocitario (p=0,008). Em B*: Aumento da média de leveduras ingeridas/aderidas
por monécito (p=0,003). Em C*: Aumento do percentual de monécitos envolvidos na
fagocitose (p=0,015). Teste t pareado. Em A**: p=0,481, teste de Wilcoxon. Em B**:
p=0,559, teste t pareado. Em C**:0,474, teste t pareado.
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4.1.11 - Influéncia do tratamento in vitro de mondécitos de individuos
normais com zidovudina sobre a fagocitose pelos receptores para

padroes moleculares de patégenos

Os mondcitos tratados com zidovudina tenderam a apresentar um
aumento da capacidade fagocitdria mediada pelos receptores para padrbes
moleculares de patdégenos. Esta tendéncia deveu-se a elevacao da média + DP
do indice fagocitario de 59,3 + 29,4 para 71,2 £ 32,4 (p=0,097, teste t pareado)
em funcdo do aumento da média + DP do percentual de mondcitos envolvidos
na fagocitose de 34,7 £ 14,7% para 41,1 £ 17,8% (p=0,051, teste t pareado),
pois ndo houve alteracdo da meéedia * DP do numero de leveduras

ingeridas/aderidas por monécito (Figura 18).
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Figura 18: Influéncia do tratamento in vitro de monécitos com zidovudina por 30
minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x105 leveduras nao
sensibilizadas por escavacdo. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras
ingeridas/aderidas por mondcito; C - Percentual de mondécitos envolvidos na fagocitose.
Em A: Tendéncia ao aumento do indice fagocitario, p=0,097, teste t pareado. Em B:
p=0,305, teste t pareado. Em C: Tendéncia ao aumento do percentual de monécitos
envolvidos na fagocitose, p=0,051, teste t pareado.
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4.1.12 - Influéncia do tratamento in vitro de monécitos de individuos
normais com lamivudina, efavirenz e da associacdo composta por
zidovudina, lamivudina e efavirenz sobre a fagocitose pelos receptores

para padrées moleculares de patogenos

A lamivudina (Figura 19), o efavirenz (Figura 20) e a associacao
zidovudina, lamivudina e efavirenz (Figura 21) nao influenciaram a capacidade
fagocitaria de mondécitos mediada por receptores para padrdes moleculares de

patégenos.
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Figura 19: Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos com lamivudina por 30
minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x10° leveduras nio
sensibilizadas por escavacdo. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras
ingeridas/aderidas por monocito; C - Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose.
Em A: p=0,182. Em B: p=0,467. Em C: p=0,174. Teste t pareado.
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Figura 20: Influéncia do tratamento in vitro de monécitos com efavirenz por 30 minutos
sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x10° leveduras ndo sensibilizadas por
escavacao. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por
monocito; C - Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose. Em A: p=0,829. Em B:
p=0,294. Em C: p=0,960. Teste t pareado.
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Figura 21: Influéncia do tratamento in vitro de monécitos com zidovudina, lamivudina e
efavirenz por 30 minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x1 0° leveduras
nao sensibilizadas por escavacdo. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras
ingeridas/aderidas por mondcito; C - Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose.
Em A: p=0,818. Em B: p=0,736. Em C: p=0,731. Teste t pareado.
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4.1.13 - Anadlise comparativa da influéncia do tratamento in vitro de
monocitos de individuos normais com zidovudina, lamivudina, efavirenz e
lopinavir/ritonavir isolados ou associados sobre a fagocitose pelos

receptores para padroes moleculares de patéogenos

Verificou-se diferenca significativa da média = DP do indice fagocitario
(p=0,001, ANOVA), da média de leveduras ingeridas/aderidas por monécito
(p=0,006, ANOVA) e do percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose
(p=0,008, ANOVA) entre os grupos estudados (Figura 22).

Notou-se que o grupo tratado com lopinavir/ritonavir por 60 minutos
apresentou menor média £ DP do indice fagocitario do que o grupo que
recebeu a associacao zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir por 30
minutos (p<0,01, teste de Student Newman-Keuls) ou lopinavir/ritonavir por 30
minutos (p<0,01, teste de Student Newman-Keuls).

Observou-se ainda que a média = DP do numero de leveduras
aderidas/ingeridas por monécito do grupo exposto a zidovudina, lamivudina e
lopinavir/ ritonavir por 30 minutos foi maior que a média £ DP do grupo tratado
com zidovudina, lamivudina e efavirenz (p<0,05, teste de Student Newman-
Keuls) ou com lopinavir/ritonavir por 60 minutos (p<0,05, teste de student
Newman-Keuls).

A média £ DP do percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose foi
menor no grupo tratado com lopinavir/ritonavir por 60 minutos do que no
exposto a zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir por 30 minutos (p<0,05,

teste de Student Newman-Keuls), lopinavir/ritonavir por 30 minutos (p<0,01,
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teste de Student Newman-Keuls) e zidovudina (p<0,05, teste de Student

Newman-Keuls) (Figura 22).
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Figura 22. Comparacdo entre o indice fagocitario, média de leveduras
ingeridas/aderidas por mondcito e percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose de
leveduras nao sensibilizadas entre os grupos estudados. Em A, B e C houve diferenca
estatistica entre os indices fagocitarios (p=0,001), médias de leveduras
ingeridas/aderidas por mondcito (p=0,006) e percentual de mondcitos envolvidos na
fagocitose (p=0,008). ANOVA. IF de LPV/RTV 1H < A/3/L/R e < LPV/RTV, média de
leveduras de A/3/L/R > A/3/EFV e > LPV/RTV 1H, percentual de monécitos de LPV/RTV 1H
< A/3/L/R, < LPV/RTV e < AZT (p<0,05, teste de Student Newman-Keuls).
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4.1.14 - Influéncia do tratamento in vitro de mondécitos de individuos
normais com lopinavir/ritonavir sobre a fagocitose pelos receptores para

opsoninas

O tratamento com lopinavir/ritonavir durante 30 minutos ndo causou
alteracoes significativas da capacidade fagocitaria de mondcitos por meio dos
receptores para opsoninas. Ja o0s monocitos incubados por 60 minutos
apresentaram reducao significativa da mediana do indice fagocitario de 197,0
para 146,0 (p=0,085, teste de Wilcoxon). Esta diminuicdo deveu-se a reducao
da mediana do numero de leveduras aderidas/ingeridas por mondcito de 2,4 no
grupo controle para 2,1 no grupo tratado com lopinavir/ritonavir (p=0,045, pelo
teste de Wilcoxon). Nao houve diferenca significativa entre as medianas do
percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose do grupo controle e do
tratado com lopinavir/ritonavir por 60 minutos (p=0,232, teste t pareado)

(Figura 23).
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Figura 23: Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos com lopinavir/ritonavir por 30
(*) e 60 (**) minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x10° leveduras
sensibilizadas por escavacdo. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras
ingeridas/aderidas por mondcito; C - Percentual de mondécitos envolvidos na fagocitose.
Em A*: p=0,830, teste de Wilcoxon. Em B*: p=0,947, teste de Wilcoxon. Em C*: p=0,870,
teste t pareado. Em A**: Diminuicado do indice fagocitario (p=0,020, teste t pareado). Em
B**: Diminuicao da média de leveduras ingeridas/aderidas por mondcito (p=0,045, teste
de Wilcoxon). Em C**: p=0,232, teste t pareado.
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4.1.15 - Influéncia do tratamento in vitro de monécitos de individuos
normais com zidovudina, lamivudina, efavirenz e das associacoes
compostas por zidovudina, lamivudina, efavirenz ou lopinavir/ritonavir

sobre a fagocitose pelos receptores para opsoninas

Os medicamentos zidovudina (Figura 24), lamivudina (Figura 25),
efavirenz (Figura 26) e as associa¢des da zidovudina e da lamivudina com o
efavirenz (Figura 27) ou com o lopinavir/ritonavir (Figura 28) ndo alteraram a

capacidade fagocitaria de mondcitos por meio dos receptores para opsoninas.
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Figura 24: Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos com zidovudina por 30
minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x105 leveduras sensibilizadas
por escavacao. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por
monocito; C - Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose. Em A: p=0,918. Em B:
p=0,706. Em C: p=0,910. Teste t pareado.
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Figura 25: Influéncia do tratamento in vitro de monécitos com lamivudina por 30
minutos sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x105 leveduras sensibilizadas
por escavacao. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por
monocito; C - Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose. Em A: p=0,444. Em B:
p=0,838. Em C: p=0, 166. Teste t pareado.
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Figura 26: Influéncia do tratamento in vitro de monécitos com efavirenz por 30 minutos
sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x10° leveduras sensibilizadas por
escavacao. A - Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por
mondcito; C - Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose. Em A: p=0,124. Em B:
p=0,167. Em C: p=0,314. Teste t pareado.
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Figura 27: Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos com a associacdo
zidovudina, lamivudina e efavirenz por 30 minutos sobre a capacidade fagocitaria,
utilizando-se 2,5x10° leveduras sensibilizadas por escavacdo. A - indice fagocitario; B -
Média de leveduras ingeridas/aderidas por monécito; C - Percentual de mondécitos
envolvidos na fagocitose. Em A: p=0,980, teste t pareado. Em B: p=0,839 teste t pareado.

Em C: p=0, 801, teste de Wilcoxon.
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Figura 28: Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos com a associacdo
zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir por 30 (*) e 60 (**) minutos sobre a
capacidade fagocitaria, utilizando-se 2,5x105 leveduras sensibilizadas por escavacdao. A
- Indice fagocitario; B - Média de leveduras ingeridas/aderidas por mondcito;
C - Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose. Em A*: p=0,260, teste t pareado.
Em B*: p=0,214, teste t pareado. Em C*: p=0,768, teste de Wilcoxon. Em A**: p=0,327. Em
B**: p=0,132. Em C**: p=0,962. Teste t pareado.
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4.1.16 - Analise comparativa da influéncia do tratamento in vitro de
monocitos de individuos normais com zidovudina, lamivudina, efavirenz e
lopinavir/ritonavir isolados ou associados sobre a fagocitose pelos

receptores para opsoninas

Quando se comparou os grupos estudados, observou-se uma tendéncia a
respostas diferentes dos indices fagocitarios (p=0,078 , Kruskal-Wallis). Nao
houve diferenga significativa das medianas do numero de leveduras
ingeridas/aderidas por monécito (p=0,265, Kruskal-Wallis) e do percentual de
mondécitos envolvidos na fagocitose (p=0,355, Kruskal-Wallis) (Figura 29).
Observou-se que a mediana do indice fagocitario do grupo tratado com
efavirenz foi significativamente maior que o exposto ao lopinavir/ritonavir por 60

minutos (p<0,05, teste de Dunn) (Figura 29).
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Figura 29. Comparacdo entre o indice fagocitario, média de leveduras
ingeridas/aderidas por mondcito e percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose de
leveduras sensibilizadas entre os grupos estudados. Em A houve tendéncia a respostas
diferentes entre os indices fagocitarios (p=0,078, Kruskall-Wallis). Em B e C nao houve
diferenca estatistica entre as médias de leveduras ingeridas/aderidas por monocito
(p=0,265, Kruskal-Wallis) e percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose (p=0,355,
Kruskal-Wallis). IF do EFV > LPV/RTV 1H (p<0,05, teste de Dunn).
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4.2 - Influéncia do tratamento de fagécitos de individuos normais com
zidovudina, lamivudina, efavirenz e lopinavir/ritonavir isolados ou

associados sobre a producao de radicais de oxigénio

Para investigar se o tratamento, in vitro, dos fagécitos de individuos
normais com os medicamentos mencionados interfere na capacidade destas
células produzirem radicais de oxigénio utilizou-se o teste do nitroblue
tetrazolium (NBT), uma técnica que permite avaliar por microscopia 6ptica o
percentual de células que reduziram o NBT, corante amarelo e soluvel que na
presenca do anion superéxido torna-se um composto insoluvel e de coloragao
azulada. Foi feita a determinacdo do percentual de reducdo do NBT antes e
apds o tratamento com os antiretrovirais. Estudou-se tanto a possibilidade de
interferéncia sobre a producdo basal de radicais de oxigénio (NBT basal)
quanto sobre a producdo estimulada por Saccharomyces cerevisiae (NBT

estimulado).
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4.2.1 - Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais
com zidovudina sobre o percentual de reducao do nitroblue tetrazolium

basal e estimulado

A exposicdo a 1,64 ug/ml de zidovudina nao alterou o percentual de
células que reduziram o NBT basal. Entretanto, quando os fagécitos tratados
com zidovudina foram estimulados com o antigeno, observou-se um
decréscimo significativo da média = DP do percentual de células que reduziram

NBT de 83,3 £ 8,9% para 77,5 = 13,4% (p=0,027, teste t pareado) (Figura 30).
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Figura 30. Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais com
zidovudina por 45 minutos sobre o percentual de reducao do nitroblue tetrazolium. A -
NBT basal; B - NBT estimulado. Em A: Nao influenciou o percentual de fagécitos que
reduziram o NBT (p=0,386). Em B: Diminuicao do percentual de fagocitos que reduziram
o NBT (p=0,027). Teste t pareado.
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4.2.2 - Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais
com lamivudina sobre o percentual de reducao do nitroblue tetrazolium

basal e estimulado

A lamivudina deprimiu a média + DP da producédo estimulada do anion
superoxido de 83,3% + 8,9% para 75,1% + 14,6% (p=0,004, teste t pareado) e
tendeu a diminuir a média £ DP da producédo basal deste anion (p=0,071, teste

t pareado) (Figura 31).
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Figura 31. Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais com
lamivudina por 45 minutos sobre o percentual de reducado do nitroblue tetrazolium. A -
NBT basal; B - NBT estimulado. Em A: Tendéncia a diminuicao do percentual de
fagécitos que reduziram o NBT (p=0,071). Em B: Diminuicdo do percentual de fagocitos
que reduziram o NBT (p=0,004). Teste t pareado.
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4.2.3 - Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais
com efavirenz sobre o percentual de reducao do nitroblue tetrazolium

basal e estimulado

O efavirenz nao alterou os percentuais de fagdcitos que reduziram o NBT

basal e estimulado (Figura 32).
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Figura 32. Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais com
efavirenz por 45 minutos sobre o percentual de reducao do nitroblue tetrazolium. A - NBT
basal; B - NBT estimulado. Em A (p=0,106, teste de Wilcoxon) e B (p=0,626, teste t
pareado) nao houve influéncia sobre o percentual de fagécitos que reduziram o NBT.
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4.2.4 - Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais
com lopinavir/ritonavir sobre o percentual de reducao do nitroblue

tetrazolium basal e estimulado

Os fagécitos expostos ao lopinavir/ritonavir apresentaram diminuicdo de
21,3% da média = DP do percentual de reducédo do NBT basal (p=0,0007, teste
t pareado) e de 15,1% da média + DP do percentual de redugdo do NBT
estimulado (p=0,0001, teste t pareado) em relacdo aos seus respectivos

controles (Figura 33).
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Figura 33. Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais com
lopinavir/ritonavir por 45 minutos sobre o percentual de reducao do nitroblue
tetrazolium. A - NBT basal; B - NBT estimulado. Em A (p=0,0007) e B (p=0,0001) houve
diminuicao do percentual de fagocitos que reduziram o NBT. Teste t pareado.
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4.2.5 - Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais
com zidovudina, lamivudina e efavirenz sobre o percentual de reducao do

nitroblue tetrazolium basal e estimulado

A associagdo zidovudina, lamivudina e efavirenz ndo alterou os

percentuais de fagoécitos que reduziram o NBT basal e estimulado (Figura 34).

84



100+

—_—

©

(/)]

o©

L

-

om

=

o

T 75-

o

{3+

S P S

=)

iy

e

3 p=0,911

2 N

50 T T

Controle A/3/EFV

__100-

S - —_—

o

S

=2

E

»

2

-

2

S 754

o

o

{3+

oq ——

=

®

; p=0,320

o

32

50 T T
Controle A/3/E

Figura 34. Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais com
zidovudina, lamivudina e efavirenz por 45 minutos sobre o percentual de reducao do
nitroblue tetrazolium. A - NBT basal; B - NBT estimulado. Em A: p=0,911, teste de

Wilcoxon. Em B: p=0,320, teste t pareado.
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4.2.6 - Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais
com zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir sobre o percentual de

reducao do nitroblue tetrazolium basal e estimulado

Estes medicamentos promoveram um decréscimo expressivo da média +
DP de 86,5 = 6,9% para 69,5 + 155% (p<0,0001, teste t pareado) do
percentual de fagécitos que reduziram o NBT basal e da média £ DP de 83,3
8,8% para 69,4 + 15,0% (p=0,0001, teste t pareado) do percentual dos que

reduziram o NBT estimulado (Figura 35).
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Figura 35. Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais com
zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir por 45 minutos sobre o percentual de
reducdo do nitroblue tetrazolium. A - NBT basal; B - NBT estimulado. Em A (p<0,0001) e
em B (p=0,0001) houve diminuicao do percentual de fagocitos que reduziram o NBT.
Teste t pareado.
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4.2.7 - Andlise comparativa da influéncia do tratamento in vitro de
fagécitos de individuos normais com zidovudina, lamivudina, efavirenz e
lopinavir/ritonavir isolados ou associados sobre o percentual de reducao

do nitroblue tetrazolium basal e estimulado

Observou-se diferencas nas medianas do percentual de células que
reduziram o NBT basal (p=0,001, Kruskal-Wallis) e nas médias + DP do NBT
estimulado (p<0,0001, ANOVA) entre os grupos estudados (Figura 36).

A mediana do percentual de reducdo do NBT basal foi menor no grupo
tratado com zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir do que no exposto ao
efavirenz (p<0,001, teste de Dunn), do que a associacdo zidovudina,
lamivudina e efavirenz (p<0,05, teste de Dunn) e do que o grupo controle
(p<0,05, teste de Dunn). A mediana do percentual de reducdo do NBT basal
pela associacao lopinavir/ritonavir também foi menor do que para o grupo
tratado com EFV (p<0,05, teste de Dunn).

Com relacédo ao NBT estimulado, verificou-se que o grupo que recebeu
zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir por 30 minutos apresentou média *
DP do percentual de reducdo do NBT menor do que o controle (p<0,05, teste
de Student Newman-Keuls) e do que os tratados com efavirenz (p<0,05, teste
de Student Newman-Keuls) e com zidovudina, lamivudina e efavirenz (p<0,05,
teste de Student Newman-Keuls). Observou-se também decréscimo da média
+ DP do percentual de redugdo do NBT apds estimulo entre o grupo que
recebeu lopinavir/ritonavir por 30 minutos e o controle (p<0,05, teste de Student
Newman-Keuls) e o grupo tratado com efavirenz (p<0,05, teste de Student

Newman-Keuls).
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Figura 36. Comparacdo do percentual de fagocitos que reduziram o NBT basal e
estimulado entre os grupos estudados e seus respectivos controles. Em A: Houve
diferenca estatistica entre o percentual de fagdcitos que reduziram o NBT basal
(p<0,0001, Kruskal-Wallis). Em B: Houve diferenca estatistica entre o percentual de
fagocitos que reduziram o NBT estimulado (p=0,001, ANOVA). NBT basal: A/3/L/R <
controle, < EFV e < A/3/E (p<0,05, teste de Dunn). NBT basal: LPV/RTV < EFV (p<0,05,
teste de Dunn). NBT estimulado: A/3/L/R < controle, < EFV e < A/3/EFV (p<0,05, teste de
Student Newman-Keuls). NBT estimulado: LPV/RTV < controle e < EFV (p<0,05, teste de
Student Newman-Keuls).
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DISCUSSAO



Neste trabalho foi avaliada a influéncia in vitro dos antiretrovirais
zidovudina, lamivudina, efavirenz e lopinavir/ritonavir isoladamente e das
associacbes da zidovudina e lamivudina com o efavirenz ou com o
lopinavir/ritonavir sobre a capacidade fagocitaria e producao de anions
superoxido por neutréfilos e mondcitos, que sao células que participam da
defesa inata do organismo.

A fagocitose € o principal mecanismo de defesa da imunidade inata e se
caracteriza pelo englobamento de particulas. O contato fagdcito-particula é
acompanhado de sinalizagéo intracelular que desencadeia diversos processos,
como rearranjo do citoesqueleto do fagdcito, alteracbes no trafico de moléculas
pela membrana, ativacdo de mecanismos microbicidas e producdo de
qguimiocinas e citocinas com propriedades pré e antiinflamatérias (Underhill e
Aderem 1999; Witko-Sarsat e cols. 2000; Underhill e Ozinsky 2002). Ocorre por
meio dos receptores para padrdes moleculares de patégenos, que interagem
diretamente com as particulas a serem fagocitadas, ou pelos receptores para
opsoninas, que sdo moléculas que recobrem as particulas e medeiam a ligacao
dos antigenos a receptores fagocitarios especificos (Abbas 2005).

Os fagécitos possuem multiplos receptores para padrdes moleculares de
patdbgenos tais como os receptores para manose e glucana, de limpeza e
semelhantes ao Toll (Offek e cols. 1995; Janeway & Medzhitov 2002; Underhill
2003; Taylor e cols. 2005) e para opsoninas tais como 0s receptores para
lectina de ligacdo a manose, proteina amiléide A, fragmentos do complemento
e fracao cristalizavel da imunoglobulina G, que cooperam para a otimizacao da
fagocitose (Underhill e Aderem 1999; Witko-Sarsat e cols. 2000; Underhill e

Ozinsky 2002).
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Fagocitose de Saccharomyces cerevisiae por neutrofilos e mondcitos
pode ser efetuada pela glicoproteina dectina-1 que reconhece diretamente
glucana B presente na superficie da levedura (Giaimis e cols. 1993; Underhill e
Ozinsky 2002; Underhill 2003; Brown e Gordon 2005; Taylor e cols. 2005). No
entanto, dectina-1 nao dispara sinalizacdo para producao de citocinas pro-
inflamatérias tais como FNT-a e IL-12 sendo necessario para uma resposta
antimicrobiana apropriada, 0 engajamento concomitante dos receptores
semelhantes ao Toll 2 e 6 (Underhill e Ozinsky 2002; Underhill 2003; Gartner e
cols. 2003; Brown e Gordon 2005).

Mondcitos e neutréfilos, para realizar a morte microbiana, produzem anion
superoxido (O2) que € um reativo de oxigénio gerado pela ativagdo da NADPH
oxidase, enzima que catalisa a transferéncia de um elétron do NADPH para o
oxigénio molecular (Babior 1999, Segal 2005). Este anion é utilizado pelos
fagocitos para a producédo de outras moléculas microbicidas tais como peréxido
de hidrogénio, hidroxila e halideos oxidados (Segal 2005). Parte do superoéxido
celular é gerado nas mitocondrias a partir da transferéncia de elétrons da
cadeia respiratéria para o oxigénio molecular (Turrens 2003).

Neste trabalho notou-se que o tratamento in vitro de neutréfilos com EFV
determinou tanto um aumento do percentual de neutréfilos envolvidos na
fagocitose pelos receptores para padrdes moleculares de patégenos (Fig. 2)
quanto para opsoninas (Fig. 9). Entretanto, este aumento foi mais evidente
guando analisamos a fagocitose por rPMP, pois houve aumento concomitante
do indice fagocitario (Fig. 2). Estes resultados sugerem que o EFV possa
aumentar a capacidade quimiotatica dos neutréfilos. O mecanismo associado a

esta alteracdo ndo estd esclarecido, entretanto pode estar relacionado a
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inducédo do estresse oxidativo nos neutréfilos por esta droga, pois Hulgan e
cols. (2003) demonstraram uma relacao entre o uso do EFV e niveis elevados
de isoprostanas F,, uma molécula semelhante a prostaglandina F, alfa
(PGF2a), derivada da peroxidacéo lipidica e marcador do estresse oxidativo em
humanos. Produtos da peroxidagao lipidica também foram demonstrados por
Ngondi e cols. (2006) em pacientes que estavam recebendo protocolos
compostos por zidovudina, lamivudina e efavirenz ou nevirapina. Portanto,
aumento dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou
de nitrogénio (RNS), atualmente consideradas como sinalizadores
intracelulares envolvidos na regulacdo de varias funcdes celulares, tais como
proliferacdo, fagocitose, quimiotaxia, produgdo de citocinas, citotoxicidade e
apoptose (Remick e Villarete 1996; Nakamura e cols. 1997; Adler e cols. 1999;
Allen e Tresini 2000; Marshall e cols 2000; Melley e cols. 2005; Nagy e cols.
2007; Oktyabrsky & Smirnova 2007), nos neutrdfilos tratados com EFV pode ter
elevado a expressdo de receptores para moléculas quimiotaticas e/ou a
producdo de quimiocinas acarretando aumento da motilidade dos neutrdfilos,
expressa nestes ensaios pelo aumento do percentual de neutréfilos envolvidos
na fagocitose. Evidéncia para esta possibilidade vem de estudos conduzidos
por Filep e cols. (1998) que demonstraram que o0 peroxinitrito, metabdlito
gerado a partir da reacdo do anion superdoxido com o Oxido nitrico, causou
aumento da expressao génica de IL-8, citocina quimiotatica para neutréfilos,
em granuldcitos, mondcitos e linfécitos estimulados com lipopolissacarideo
bacteriano (LPS). Gresham e cols. (1988) também demonstraram que
estimulantes da explosdo respiratoéria, como a anfotericina B e ésteres de

forbol, aumentaram a capacidade fagocitaria de polimorfonucleares para
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eritrécitos de ovelha opsonizados por IgG e C3b e ainda para zimosan nao
opsonizados, fato revertido pelo tratamento com superdxido dismutase e
catalase. O fato de o EFV ter alterado a capacidade fagocitaria de neutréfilos,
mas nao a de mondcitos (Figs. 20 e 26) pode estar associado aos diferentes
perfis antioxidantes destas células, pois neutréfilos expressam altos niveis de
catalase e baixos niveis de glutationa e enzimas relacionadas enquanto em
mondécitos ocorre o oposto (Pietarinen-Runtti e cols. 2000; Kinnula e cols.
2002). Embora nao tenha sido possivel demonstrar que este medicamento
eleve a producdo de anion superdxido, pois nao observamos alteracao
estatisticamente significativa do percentual de reducdo do NBT basal e
estimulado (Fig.32) dos fagécitos tratados com EFV, é possivel que um
discreto aumento da producao de ROS induzido por este farmaco, no entanto,
tenha sido suficiente para alterar a motilidade dos neutréfilos ou que este
medicamento possa induzir a producao de outras moléculas altamente reativas
gue nao foram mensuradas nestes ensaios, como o peréxido de hidrogénio ou
oxido nitrico, e estas moléculas tenham sido responsaveis pelas alteracdes
observadas. Nossas observacées da normalizacdo da producdo do éanion
superoxido estimulada pelo EFV (Fig. 34) quando os fagdcitos foram expostos
ao AZT (Fig. 30) e ao 3TC (Fig. 31) sugere que o EFV de fato seja uma droga
pré-oxidante.

A exposicdo aos analogos de nucleosideos AZT e 3TC nédo alterou a
capacidade fagocitaria dos neutrofilos pelos receptores para padrdes
moleculares de patégenos (Figs. 5 e 6) ou para opsoninas (Figs.10 e 11).
Nossos resultados para a fagocitose efetuada por neutréfilos pelos receptores

para opsoninas foi semelhante ao obtido por Roilides e cols. (1990), ja que
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demonstraram que o AZT em concentra¢des que variaram de 0,1 a 25 uM (de
0,027 a 6,75 ug/ml), nao alterou a capacidade fagocitaria de neutréfilos para
Candida albicans e Staphylococcus aureus opsonizados. Ja a influéncia do
AZT sobre a fagocitose por meio dos receptores para padrées moleculares de
patégenos e a do 3TC sobre a capacidade fagocitaria dos neutréfilos ainda nao
haviam sido investigadas. Nossos resultados mostraram que nas
concentragdes utilizadas neste experimento, que sdo aquelas alcangadas pelo
tratamento regular de pacientes, estes farmacos nao alteraram a funcao dos
neutrofilos e sugerem que, possivelmente, ndo havera prejuizo da funcéo
fagocitaria dos neutréfilos nos pacientes tratados com estes medicamentos.

Os analogos de nucleosideos tém sido associados a um prejuizo da
funcdo mitocondrial (Brinkman e cols. 1998; Lewis e cols. 2001; Day e cols.
2003; Lund e Wallace 2004; Villarroya e cols. 2005) que acarreta déficit de ATP
e producédo de radicais de oxigénio (Lewis e cols. 2001; Yamaguchi e cols.,
2002; Szewczyk e Wojtczak, 2002). Portanto, a auséncia de efeitos dos
analogos de nucleosideos testados sobre a capacidade fagocitaria dos
neutrofilos poderia ser explicada pelo fato de os neutréfilos apresentarem
pequena quantidade de mitocondrias, de sintetizarem pouco ATP e de
utilizarem principalmente a via glicolitica para obtencdo de energia (Maianski e
cols. 2004).

Embora o AZT e o 3TC isoladamente ndo tenham influenciado a
capacidade fagocitaria dos neutrofilos pelos receptores para padrdes
moleculares de patégenos ou para opsoninas, observamos que quando
associamos estas duas drogas ao EFV (Figs. 7 e 13), houve eliminacdo do

efeito estimulador do EFV sobre a capacidade fagocitaria dos neutréfilos. Este
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resultado sugere que os andlogos de nucleosideos possam equilibrar a
capacidade fagocitaria dos neutréfilos expostos ao EFV, contrapondo-se a
estimulacao pela exposi¢ao ao EFV.

O tratamento com LPV/RTV por 60 minutos (Fig. 4) ocasionou depressao
da capacidade fagocitaria dos neutrofilos pelos receptores para padrdes
moleculares de patdgenos em funcdo de um decréscimo do percentual de
neutréfilos envolvidos na fagocitose. Observou-se também que estas drogas
apresentaram uma tendéncia a diminuir a quantidade de leveduras fagocitadas.
Estes resultados sugerem que a associacdo LPV/RTV possa diminuir a
expressdo ou impedir a transducdo de sinais a partir dos receptores para
padrées moleculares de patdégenos e quimiotaticos. De fato, decréscimo da
quimiotaxia dos neutréfilos tratados com LPV e RTV estimulada por peptideos
formilados (fMLP) foi descrita por Hadad e cols. (2007).

Embora o tratamento com LPV/RTV tenha alterado a capacidade
fagocitaria pelos receptores para padrdées moleculares de patégenos, nao
alterou a capacidade fagocitaria dos neutrédfilos pelos receptores para
opsoninas. Nossos resultados foram semelhantes aos obtidos por Hadad e
cols. (2007), que demonstraram que a fagocitose efetuada por neutréfilos de
zimosan opsonizado estava preservada quando concentracdes do LPV e do
RTV similares as do nosso experimento foram utilizadas. No entanto, quando
Hadad e cols. (2007) testaram a fagocitose de zimosan opsonizado utilizando
concentracdes mais elevadas de LPV e RTV (de 20 a 100 pug/ml), observaram
que estes inibidores da protease podem deprimir a capacidade fagocitaria dos

neutrofilos, fato que foi atribuido a inibicdo da enzima pu-calpaina, que € uma

cisteina protease envolvida no controle da quimiotaxia (Franco e Huttenlocher
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2005; Baud 20083; Lokuta e cols. 2003) e da fagocitose efetuada por neutréfilos
de particulas opsonizadas por C3bi (Dewitt e Hallet 2002). Como em nossas
observacdes a fagocitose efetuada por neutréfilos pelos receptores para
opsoninas estava preservada (Fig. 12), é improvavel que a inibicdo desta
enzima durante o tratamento com LPV/RTV tenha sido responsavel pelas
alteracbes observadas na capacidade fagocitaria dos neutréfilos pelos
receptores para padrées moleculares de patégenos. Observamos, no entanto,
que o LPV/RTV deprimiu a producéo basal e estimulada (Fig.33) de radicais de
oxigénio por neutrofilos e mondcitos, resultado semelhante ao obtido Hadad e
cols. (2007) ao utilizarem baixas concentracées de LPV/RTV, sugerindo a
possibilidade de que a depressdo da capacidade fagocitaria dos neutréfilos
pelos receptores para padrbées moleculares de patdégenos evidenciada em
nosso trabalho tenha sido ocasionada pelo decréscimo de ROS induzido pelo
LPV/RTV.

A associacao AZT, 3TC e LPV/RTV (Fig. 4) diminuiu a fagocitose efetuada
pelos neutréfilos por meio dos receptores para padrdées moleculares de
patdbgenos somente quando os neutréfilos foram expostos aos medicamentos
por 60 minutos. Nao foram observados efeitos cumulativos com a adicao do
AZT e do 3TC, pois nao houve diferenca entre os neutréfilos tratados apenas
com LPV/RTV (Fig. 8) e aqueles tratados com AZT, 3TC e LPV/RTV (Fig. 8)
indicando, portanto que os efeitos sobre a fagocitose evidenciados nestes
ensaios foram causados exclusivamente pelo LPV/RTV. Este resultado indica
também que estes analogos foram incapazes de antagonizar a acao do
LPV/RTV sobre os neutréfilos, o que provavelmente associou-se a

incapacidade do AZT e do 3TC de estimularem a produgcdo de ROS
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mitocondrial de neutréfilos em virtude da baixa quantidade de mitocdndrias que
estas células apresentam.

Com relacdo aos mondécitos, observamos que o AZT (Fig. 18) tendeu a
aumentar a capacidade fagocitaria destas células pelos receptores para
padrées moleculares de patdgenos por aumentar o percentual de monécitos
envolvidos na fagocitose, sugerindo que este medicamento altera a capacidade
quimiotatica destes fagdcitos. Esta tendéncia possivelmente associou-se a uma
modificacao do equilibrio redox dos mondcitos ocasionada pelo AZT, pois esta
droga altera a producao de ROS mitocondrial (Lewis e cols. 2001; Yamaguchi e
cols., 2002; Szewczyk e Wojtczak, 2002).

A hip6tese acima é apoiada por relatos que tém demonstrado que os
radicais de oxigénio participam da regulacao da fagocitose e da quimiotaxia de
mondcitos e macrofagos, fato observado por Saccani e cols. (2000), que
demonstraram que mondcitos do sangue periférico de individuos saudaveis
tratados com o antioxidante ditiocarbamato pirrolidina apresentaram diminuicao
da quimiotaxia estimulada por MCP-1, MIP-13 e SDF-1 e da expressao de seus
respectivos receptores CCR2, CCR5 e CXCR4. Demonstraram também que o
tratamento de monécitos com H.O, e Oy, gerado pelo sistema xantina/xantina
oxidase, aumentou a expressdao de RNA, para CCR2, CCR5 e CXCR4, da
secregao de MCP-1 e MIP-1B e da quimiotaxia estimulada por MIP-1f3. Outros
pesquisadores como Emre e cols. (2007), verificaram que macréfagos
peritoneais derivados de camundongos knockout para proteina desacopladora
2 (UCP-2), responsavel pela diminuicdo da producdo de ROS mitocondrial
(Ricquer e Bouillaud 2000; Echtay e cols. 2002; Kim e cols. 2007),

apresentaram um aumento da migracdo transendotelial e da liberacdo da
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quimiocina MCP-1 e ainda que macroéfagos desta linhagem de camundongos
produziram mais éxido nitrico (NO) e IL-1B e infiltraram-se acentuadamente em
ilhotas de Langerhans lesadas com estreptozotocina (STZ). Ja Pomaki e cols.
(2005) mostraram que macréfagos peritoneais tratados com baixas
concentracbes dos antioxidantes glutationa, n-acetilcisteina e tioprolina
aumentaram a capacidade fagocitaria. De fato, observamos que o AZT (Fig.
30) e 0 3TC (Fig. 31) alteraram o potencial oxirredutor dos fagocitos, pois estes
farmacos deprimiram a producdo de &nion superoxido dos neutréfilos e
monocitos estimulados com Saccharomyces cerevisiae, 0 que provavelmente
associou-se a tendéncia do AZT em aumentar o percentual de mondécitos
envolvidos na fagocitose pelos receptores para padrbes moleculares de
patégenos. E possivel que o AZT tenha alterado a producgéo de outros reativos
de oxigénio nao mensurados, pois tendeu a aumentar a motilidade dos
mondécitos enquanto que o 3TC, um analogo de nucleosideo e inibidor da
transcriptase reversa como o AZT, ndo alterou a motilidade destas células.

O fato de o AZT e de o 3TC terem exercido influéncia sobre a producao de
anion superéxido apenas apos ativagao celular, possivelmente deveu-se ao
aumento da fosforilacdo destes farmacos nas células ativadas, fato que tem
sido documentado por alguns pesquisadores, como Sales e cols. (2001), que
relataram que células mononucleares do sangue periférico estimuladas pela
fitohemaglutinina e tratadas com 0,1 uM (0,027 ug/ml) de AZT apresentaram
um aumento nos niveis de fosforilagdo de AZT e diminuicdo da resposta
proliferativa demonstrada pelo decréscimo da reducao do MTT. Aumento dos
niveis de fosforilagdo dos analogos de nucleosideos também tem sido

documentado em individuos VIH positivos com concentragcdes séricas elevadas
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de IFN, FTN, receptor 2 soluvel para FTN e aumento dos marcadores de
ativagéo linfocitaria CD38 e HLA-DR (Anderson e cols. 2004).

Desconhece-se a razdo pela qual o AZT e o 3TC determinaram o
decréscimo da producao de anion superdxido. Nossos achados contrastam
com alguns dados da literatura que implicam os analogos de nucleosideos
como indutores da producdo de ROS em varios tecidos. Lagathu e cols. (2007)
demonstraram que mondcitos THP-1 tratados com AZT apresentaram
producdo aumentada de superéxido, IL-1B e FNT-a. Szewczyk e Woijtczak
(2002) relataram que miécitos cardiacos e hepatocitos expostos ao AZT
geraram mais anions superéxido e peroxinitrito, assim como produtos da
oxidagao lipidica, protéica e dos acidos nucléicos mitocondriais. Aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio em células tratadas com estes
medicamentos também ja foi descrito para macréfagos peritoneais (Komarov e
cols. 2004), musculo esquelético (Asuncibn e cols. 1998), aorta de
camundongos e células endoteliais adrticas bovinas (Sutliff e cols. 2002) e
células endoteliais de veia umbilical humana (Jiang e cols. 2007). Os ensaios
efetuados por estes pesquisadores, no entanto utilizaram um tempo de
exposicdo aos analogos de nucleosideos mais prolongado do que os 45
minutos empregados neste trabalho. E possivel que os resultados que
obtivemos representem as fases iniciais da interacdo dos analogos de
nucleosideos com os fagdcitos.

Embora o AZT tenha alterado a capacidade fagocitaria dos mondcitos
pelos receptores para padrbées moleculares de patdgenos, nao alterou a
fagocitose pelos receptores para opsoninas. Dado semelhante foi obtido por

Azzam e cols. (2006), que demonstraram que o AZT e o 3TC nao alteraram a
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capacidade fagocitaria de macréfagos derivados de mondcitos para eritrocitos
de ovelha opsonizados. Este resultado sugere que alteracdes leves no
potencial oxirredutor dos mondcitos, como evidenciado pelo teste do NBT
estimulado quando os fagocitos foram tratados com AZT e 3TC, nao interfira
com a expressdao ou transducdo de sinais dos receptores quimiotaticos e
fagocitarios para fragmentos do complemento.

As drogas LPV/RTV (Fig. 16) determinaram aumento da capacidade
fagocitaria dos monécitos por meio dos receptores para padrdées moleculares
de patégenos em células expostas por 30 minutos em funcao do aumento da
média de leveduras ingeridas/aderidas por monécito e do percentual de
mondécitos envolvidos na fagocitose. No entanto, aos 60 minutos houve uma
gueda da capacidade fagocitaria mediada por estes receptores em detrimento
de uma diminuicdo do percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose.
Desconhece-se a razao para esses resultados, entretanto podem estar
associados as propriedades antioxidantes destas drogas evidenciadas nos
ensaios do NBT basal e estimulado. Como ndo se conhecem os niveis de ROS
ou RNS necessérios a modulagao da fagocitose ou quimiotaxia de mondcitos, é
possivel que um leve decréscimo da concentracdo destas moléculas possa
acentuar a capacidade fagocitaria de mondécitos enquanto que deplegao
acentuada acarrete um prejuizo a fagocitose efetuada por estas células.

Os inibidores da protease LPV/RTV (Fig. 23) somente deprimiram a
fagocitose de mondécitos para opsoninas quando as células foram incubadas
com estas drogas por 60 minutos. Isto ocorreu pela diminuicdo da média de
leveduras ingeridas/aderidas por mondécito sugerindo que estes medicamentos

possam diminuir a expressao dos receptores para opsoninas ou inibir as vias
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de ativacdo da fagocitose a partir destes receptores em mondcitos. Nao se
conhece a razao pela qual este medicamento ocasionou este resultado,
entretanto pode estar associado ao decréscimo da producdo do éanion
superéxido determinado pelo LPV/RTV. Estudos conduzidos por Ryu e cols.
(2004) apdiam esta hipotese, pois mostraram que macrofagos THP-1
transfectados para expressarem quantidades excessivas de UCP-2, exibiram
um decréscimo da producdo de ROS e da taxa de migracdo transendotelial
associada a diminuicdo da expressao de integrina CD11b/CD18, também
conhecida como CRS, utilizada para fagocitose de particulas opsonizadas pelo
complemento (May e Machesky 2001).

Verificamos ainda que o tratamento de mondcitos com AZT, 3TC e
LPV/RTV (Fig. 17) por 30 minutos aumentou a capacidade fagocitaria pelos
receptores para padrées moleculares de patéogenos destas células, resultado
que foi semelhante ao observado para mondcitos expostos ao LPV/RTV
isoladamente. Ja aos 60 minutos, esta associagdo nao influenciou a fagocitose
efetuada por mondcitos por estes receptores. A capacidade fagocitaria dos
mondcitos pelos receptores para opsoninas tratados com este protocolo, no
entanto, permaneceu normal tanto aos 30 minutos quanto aos 60 minutos de
incubacgédo. Nas duas situagdes, monédcitos expostos ao AZT, 3TC e LPV/RTV
durante 60 minutos apresentaram comportamento diferente daqueles tratados
exclusivamente com LPV/RTV, sugerindo que o uso concomitante e mais
prolongado dos anélogos de nucleosideos AZT e 3TC possa ter contribuido
para a normalizacao da capacidade fagocitaria dos mondcitos.

Embora o tratamento dos fagdcitos com os antiretrovirais zidovudina,

lamivudina, efavirenz e lopinavir/ritonavir isoladamente ou em associacao
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tenham sido avaliados apenas in vitro, é possivel que o0s resultados
encontrados possam expressar 0s valores encontrados in vivo, pois as
concentragdes utilizadas em nossos ensaios foram semelhantes as observadas
nos individuos em uso destes medicamentos.

Os dados aqui apresentados, no entanto, derivaram de uma unica
exposicao aos farmacos estudados. Pela utilizacdo continuada das drogas, é
possivel que as alteracbes da capacidade fagocitaria dos neutréfilos e
monaocitos possam se tornar mais evidentes, fato j& documentado para alguns
tecidos como o muscular, pancreatico, hepatico, nervoso e adiposo (Brinkman
e cols. 1998; Villarroya e cols. 2005). Além disso, deve ser considerado
também que variagcbes farmacocinéticas individuais (Back e cols. 2001;
Marzolini e cols. 2001; Duong e cols. 2004) possam influenciar a funcao
fagocitaria de modo mais pronunciado. Fato também relevante é que os
fagocitos dos individuos infectados pelo VIH podem estar ativados (Elbim e
cols. 1994; Elbim e cols. 1999) ou deprimidos (Mufoz e cols., 1999 & Dios e
cols., 2000) o que pode influenciar o tipo de resposta do sistema de fagécitos a
estes medicamentos. Entretanto, ndo conseguiriamos avaliar a acdo dos
medicamentos sobre os fagoécitos sem tendenciosidade utilizando células de
individuos infectados pelo virus, pois seria impossivel determinar se as
alteracées observadas seriam derivadas da acdo das drogas ou da propria
infeccéo.

Considerando apenas as interacées dos antiretrovirais com os mondcitos
e neutréfilos aqui avaliadas podemos sugerir que a associacao AZT, 3TC e
EFV, pelo fato de nao ter alterado a fagocitose ou a producao de radicais de

oxigénio pelos fagocitos, poderia ser a escolha mais adequada para o
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tratamento inicial da infeccao pelo VIH, enquanto que o protocolo AZT, 3TC e
LPV/RTV, por sua propriedade moduladora da fungéo fagocitaria, poderia ser
reservado para os casos em que haja intolerancia ou resisténcia ao EFV. E
possivel também que protocolos que utilizem LPV/RTV sejam benéficos para a
manutencdo do tratamento dos pacientes com resisténcia aos multiplos
esquemas antiretrovirais, pois diminuiram a producédo de ROS pelos fagécitos,
isoladamente ou em associacdao com o AZT e 3TC, moléculas que tém sido
relacionadas ao aumento da apoptose celular em pesquisas relacionadas ou
nao com o VIH (Israel e Gougerot 1997; Banki e cols. 1998; Matarrese e cols.,
2003; Badley e cols. 2003, Melley e cols. 2005; Vlahakis e cols. 2007) e que
estimulam a replicacéo deste virus (Schreck e cols. 1991; Baruchel e Wainberg
1992, Aquaro e cols. 2007) contribuindo desse modo para a diminuigdo da taxa
de replicacdo viral e para a manutencao da viabilidade celular nos infectados
pelo VIH. A reducéo da producao de reativos de oxigénio vista pelo tratamento
dos fagécitos com LPV/RTV poderia contribuir ainda para a diminuicdo das
alteracdes neurolbgicas relacionadas a infeccéo pelo VIH, pois os radicais de
oxigénio, como o anion superoxido, o 6xido nitrico e o peroxinitrito, produzidos
por macréfagos perivasculares e microglias tem sido parcialmente
responsabilizados pela neurodegeneracdo induzida pelo VIH (Gendelman e
cols. 1994; Boven e cols. 1999; Gonzdalez-Scarano e Martin-Garcia 2005).
Portanto, nossos dados sugerem que a associacao do AZT e do 3TC com o
EFV, por nao interferir nas funcdes dos fagocitos, pode ser mais indicada nas
fases iniciais do tratamento, enquanto que o LPV/RTV, por diminuir a producao

de radicais de oxigénio, possa contribuir para um decréscimo da replicacao
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viral, da lesdo neuronal e da apoptose, que € um dos fatores responséaveis pela

deplecao linfocitéria, associadas a infec¢ao pelo VIH.
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CONCLUSOES



Os resultados obtidos com este trabalho permitiram as seguintes

conclusodes:

1. O EFV isoladamente estimulou a capacidade fagocitaria dos neutrofilos
pelos receptores para padrées moleculares de patégenos (rPMP) enquanto que
as associacbes LPV/RTV e AZT/3TC/LPV/RTV deprimiram a capacidade
fagocitaria destas células mediada por estes receptores. Os demais farmacos,
isoladamente (AZT, 3TC) ou em associacao (AZT/3TC/EFV), nao influenciaram

a fagocitose efetuada por neutréfilos pelos rPMP.

2. A pré-incubacdo dos fagécitos por 30 minutos com LPV/RTV aumentou a
fagocitose pelos mondcitos pelos receptores para padrées moleculares de
patégenos, entretanto quando a pré-incubacao foi feita por 60 minutos ocorreu
diminuicéo do indice fagocitario. O tratamento dos mondcitos com a associacao
do AZT e do 3TC com o LPV/RTV por 30 minutos determinou resultados
semelhantes aos observados com LPV/RTV isoladamente, ou seja, houve
aumento da capacidade fagocitaria dos mondcitos por meio dos rPMP.
Entretanto, ndo houve alteracdo da capacidade fagocitaria destas células
quando foram pré-incubadas por 60 minutos com estes medicamentos.
Isoladamente, o analogo de nucleosideo AZT tendeu a aumentar a capacidade
fagocitaria de monocitos por meio dos rPMP. Os demais tratamentos
empregados (3TC, EFV e AZT/3TC/EFV) nao alteraram a capacidade

fagocitaria destas células pelos rPMP.
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3. Quando a fagocitose foi testada pelos receptores para opsoninas,
verificamos que apenas o EFV isoladamente aumentou o envolvimento de
neutrofilos na fagocitose. A pré-incubacdo com LPV/RTV por 30 minutos
causou uma tendéncia ao aumento da capacidade fagocitaria dos neutréfilos
por estes receptores, embora apds 60 minutos de pré-incubacdo nenhuma
alteracao tenha sido observada. A exposicado dos neutrofilos ao AZT e ao 3TC
isoladamente ou a associagdo AZT/3TC/LPV/RTV nao influenciou a

capacidade fagocitaria dos neutrofilos pelos receptores para opsoninas.

4. Na anadlise da fagocitose efetuada por mondcitos pelos receptores para
opsoninas, apenas a pré-incubagado por 60 minutos com LPV/RTV deprimiu a
capacidade fagocitaria. Os demais tratamentos ndo alteraram a capacidade

fagocitaria dos mondcitos por meio destes receptores.

5. A produgéo de radicais de oxigénio foi mais abrangentemente influenciada
pelos antiretrovirais estudados. O AZT e o 3TC isoladamente e as associacoes
LPV/RTV e AZT/3TC/LPV/RTV diminuiram a producao estimulada do anion
superoxido pelos fagécitos. O percentual de reducdo do NBT basal também foi
deprimido pela associacdao LPV/RTV e AZT/3TC/LPV/RTV e tendeu a ser
reduzido pelo 3TC isoladamente. A exposicdo ao AZT e ao EFV ou a

associacao AZT/3TC/ EFV néao influenciou a producéo basal desta molécula.
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6. As conclusdes encontram-se resumidas na tabela a seguir:

Fagocitose Fagocitose
Teste (rPMP) (Opsoninas) NBT
Neutroéfilos | Mondcitos | Neutréfilos | Mondcitos
Farmaco IFIM|% | F|M]|%|IF % |IF | M| % | Basal | Estim.
AZT - =]=|=]=]|=]-= = === - )
3TC =|=|=|=|=|=1 = = - | = | = 1 1
EFV T)l=|T|=1]|=]|=]= T =| =1 = = =
LPV/RTV =|l=|=|T/|T|71T]| = = =| =] = d d
LPV/RTV 1H Lid Ll dl=11]= = |l |1 ]= 2 2
AZT/3TC/EFV =|l=]|=|=|=|=1]= = =| =1 = = =
AZT/3TC/LPV/RTV =|l=|=|T|T|71T| = = = | == 1 1
AZT/BTC/LPVIRTVIH | L | L |l | =] =| = | = = = | =|= N N

rPMP = Receptores para padrdes

moleculares de patégenos; IF = indice

fagocitario; M = Média de leveduras fagocitadas por fagécito; % = Percentual

de fagocitos envolvidos na fagocitose; Estim. = Estimulado
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ANEXO I

(Termo de Consentimento Livre e Esclarecido)



UNIVERSIDADE DE BRASILIA / FACULDADE DE MEDICINA
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BRASILIA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
LABORATORIO DE IMUNOLOGIA CELULAR

PROJETO DE PESQUISA
Avaliacao in vitro da influéncia dos anti-retrovirais zidovudina, lamiduvina,
efavirenz e lopinavir/ritonavir isolados ou em combinacdes com rifampicina,
isoniazida, pirazinamida e aciclovir sobre a fungao fagocitaria e capacidade
linfoproliferativa em individuos normais

RESPONSAVEIS ,
Prof? Dr? Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira, Erica Alessandra Rocha
Alves

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que usa células do
sangue para estudar como elas estao reagindo para a defesa do organismo na
presenca de remédios chamados zidovudina, lamivudina, efavirenz,
lopinavir/ritonavir, rifampicina, isoniazida, pirazinamida e aciclovir que séo
normalmente usados para o tratamento da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana e das coinfec¢gdes associadas a ela.

As células do seu sangue serdao estudadas apenas em um tubo e vocé nao
tomara nenhum medicamento.

Seréo retirados 20 ml de sangue de uma veia de seu brago, utilizando material
estéril e descartavel, para obtencao das células que serao estudadas.

Pode ser necessaria a realizacdo de uma nova coleta do seu sangue, caso a
quantidade de células obtidas nao seja suficiente. Se for necessario vocé sera
convidado a participar novamente e assinara o termo de compromisso de novo,
se vocé concordar.

Vocé pode retirar seu consentimento em qualguer momento durante a
pesquisa, sem que isto lhe acarrete qualquer prejuizo ou punicao.

Contato com os pesquisadores pelos telefones 3307-2273 ou 9816-0190 com a
Dr? Maria Imaculada Muniz, ou  9226-2664 ou e-malil
ericaveterinaria@pop.com.br com a Mestranda Erica Alves.

O seu nome néo sera divulgado.

Posteriormente, se vocé desejar, podera ser informado (a) sobre o resultado do
exame que foi feito no seu sangue.

Brasilia,............ (o [ de..oveeriiinns

Nome assinatura

Pesquisador Testemunha

Com copia para o voluntario 135



ANEXO III

(Solucoes e reagentes)



Solucao de Hanks para estoque
Hanks (Sigma) 9,89
100 ml

Diluir e filtrar em millipore, estocar em frascos estéreis e armazenar a 4°C

Agua bidestilada

Solucao de Hanks para uso pH 7.2

1 parte da solugcédo de Hanks estoque
9 partes de agua destilada

Homogeneizar a solucao e ajustar o pH com Tris alcalino 15mM

Tris Alcalino 15mM

Tris (Merck) 0,18 ¢
Agua destilada 100 ml
Safranina 0,05%

Safranina (Vetec) 1,49
Glicerol (Reagen) 40 ml
Agua destilada 100 ml

Dissolver a safranina no glicerol e a seguir na agua destilada

NBT 0,005%

NBT (Sigma) 0,025 mg
Hanks Tris 0,5 ml
Giemsa 10%

Giemsa (Dinamica) 2ml
Tampao para corante 18 ml
Tampao para corante

KH>PO, (Carlo Herba) 6,63 ¢
Na,HPO4 (Vetec) 3,209
Agua destilada 1000 ml
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Salina Tamponada Fosfatada (STF) pH 7,2 0,15M

KH>PO4 (Carlo Herba) 2,45¢
Na,HPO4 (Vetec) 8,15¢
NaCl (Merck) 4509
Agua destilada 1000 ml

Acertar o pH com NaOH 1N

Solucao de NaOH 1N
NaOH (Merck) 409
Agua destilada 100 ml

Solucao estogue de lamivudina

Lamivudina (Lamivudina®, Biomanguinhos, lote 07010019)

Salina tamponada com fosfato

Solucao intermediaria de lamivudina

Solugao estoque de lamivudina

Salina tamponada com fosfato

Solucao intermediaria de zidovudina
Zidovudina (Zidovir®, Cristalia, lote 07010293)

Salina tamponada com fosfato

Solucao intermediaria de efavirenz

20 ul
2980 pl

20 wl
2980

Efavirenz (Stocrin®, Merck Sharp & Dohme, lote LAW014) 20 ul

Salina tamponada com fosfato

Solucao intermediaria de lopinavir/ritonavir
Lopinavir/ritonavir (Kaletra®, Abbott, lote 49279AW23)

Salina tamponada com fosfato

2980 ul

20 ul
2980 pl

150 mg
10 ml
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Solucao de lamivudina para pré-incubacao

Solucgao intermediaria de lamivudina
Soro fetal bovino ou plasma

Hanks para uso

Solucao de zidovudina para pré-incubacao

Solucgao intermediaria de zidovudina
Soro fetal bovino ou plasma

Hanks para uso

Solucéao de efavirenz para pré-incubacao

Solucgao intermediaria de efavirenz
Soro fetal bovino ou plasma

Hanks para uso

Solucéao de lopinavir/ritonavir para pré-incubacao

Solucéo intermediaria de lopinavir/ritonavir
Soro fetal bovino ou plasma

Hanks para uso

Solucéao de zidovudina, lamivudina e efavirenz para pré-incubacao

22,5 pl
150 pl
1327.,5 ul

40 pl
150 pl
1310 pl

28 ul
150 pl
1322 pl

32,2 ul
150 pl
1317,8 ul

Solugédo intermediaria de zidovudina
Solugdo intermediaria de lamivudina
Solucgao intermediaria de efavirenz
Soro fetal bovino ou plasma

Hanks para uso

40 ul
22,5l
28 ul
150 wl
1259,5 ul
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Solucao de zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir para pré-

incubacao

Solugéo intermediaria de zidovudina 40 wl
Solugéo intermediaria de lamivudina 22,5l
Solucgao intermediaria de lopinavir/ritonavir 32,2 ul
Soro fetal bovino ou plasma 150 pl
Hanks para uso 1255,3 ul

Solucao de lamivudina para o ensaio de fagocitose e NBT estimulado

Solugéo intermediaria de lamivudina 22,5l
Soro fetal bovino ou plasma 150 pl
Levedura* Variavel
Hanks para uso* Variavel

* Ajustados diariamente de acordo com a contagem de leveduras de modo que o volume final

de 1500 ul contivesse 2,5 X 10° leveduras a cada 20 ul

Solucéao de zidovudina para o ensaio de fagocitose e NBT estimulado

Solugéo intermediaria de lamivudina 40 wl
Soro fetal bovino ou plasma 150 pl
Levedura* Variavel
Hanks para uso* Variavel

* Ajustados diariamente de acordo com a contagem de leveduras de modo que o volume final

de 1500 ul contivesse 2,5 X 10° leveduras a cada 20 ul

Solucéao de efavirenz para o ensaio de fagocitose e NBT estimulado

Solugéo intermediaria de lamivudina 28 ul
Soro fetal bovino ou plasma 150 wl
Levedura* Variavel
Hanks para uso* Variavel

* Ajustados diariamente de acordo com a contagem de leveduras de modo que o volume final

de 1500 ul contivesse 2,5 X 10° leveduras a cada 20 ul
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Solucao de lopinavir/ritonavir _para o ensaio de faqgocitose e NBT

estimulado

Solugéo intermediaria de lamivudina 32,2l
Soro fetal bovino ou plasma 150 pl
Levedura* Variavel
Hanks para uso* Variavel

* Ajustados diariamente de acordo com a contagem de leveduras de modo que o volume final

de 1500 ul contivesse 2,5 X 10° leveduras a cada 20 ul

Solucdao de zidovudina, lamivudina e efavirenz para o ensaio de

fagocitose e NBT estimulado

Solugéo intermediaria de zidovudina 40 ul
Solugéo intermediaria de lamivudina 22,5l
Solugéo intermediaria de efavirenz 28 ul
Soro fetal bovino ou plasma 150 wl
Levedura* Variavel
Hanks para uso* Variavel

* Ajustados diariamente de acordo com a contagem de leveduras de modo que o volume final

de 1500 ul contivesse 2,5 X 10° leveduras a cada 20 ul

Solucao de zidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir para o ensaio de

fagocitose e NBT estimulado

Solugéo intermediaria de zidovudina 40 wl
Solugéo intermediaria de lamivudina 22,5l
Solucgao intermediaria de lopinavir/ritonavir 32,2 ul
Soro fetal bovino ou plasma 150 wl
Levedura® Variavel
Hanks para uso* Variavel

* Ajustados diariamente de acordo com a contagem de leveduras de modo que o volume final

de 1500 ul contivesse 2,5 X 10° leveduras a cada 20 ul
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ANEXO IV

(Tabelas das analises estatisticas)



TABELA 1

Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos normais com zidovudina
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae nao

sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 0,25 - 5,25 0,0-15,0
Zidovudina 20 2,25 1,0 - 6,26 0,0-20,0

p=0,302, teste de Wilcoxon

Média de levedura aderidas/ingeridas por neutréfilo

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 0,5-1,8 0,0-2,0
Zidovudina 20 1,37 1,0-2,0 0,0-3,0

p=0,344, teste de Wilcoxon

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 19 1,0 0,0-3,0 0,0-6,0
Zidovudina 20 1,5 0,5-45 0,0-10,0

p=0,115, teste de Wilcoxon
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TABELA 2

Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos normais com lamivudina
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae nao

sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 0,25 -5,25 0,0-15,0
Lamivudina 19 2,0 0,0-5,49 0,0-12,3

p=0,761, teste de Wilcoxon

Média de levedura aderidas/ingeridas por neutréfilo

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 05-1,8 0,0-2,0
Lamivudina 20 1,24 0,5-1,71 0,0-2,5

p=1,000, teste de Wilcoxon

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 19 1,0 0,0-3,0 0,0-6,0
Zidovudina 19 1,0 0,0-45 0,0-6,5

p=0,375, teste de Wilcoxon
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TABELA 3

Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos normais com efavirenz
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae nao

sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 0,25 - 5,25 0,0-15,0
Efavirenz 20 2,0 1,25 - 10,01 0,0-17,52

p=0,028, teste de Wilcoxon

Média de levedura aderidas/ingeridas por neutréfilo

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 0,5-1,8 0,0-2,0
Efavirenz 20 1,33 1,0 - 1,51 0,0-2,19

p=0,934, teste de Wilcoxon

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 19 1,0 0,0-3,0 0,0-6,0
Efavirenz 20 1,75 1,0-6,25 0,0 - 10,50

p=0,004, teste de Wilcoxon
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TABELA 4

Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos normais com
lopinavir/ritonavir sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces

cerevisiae nao sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n Mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 0,25-5,25 0,0-15,0
Lopinavir/ritonavir 30 min 19 1,5 0,0 - 3,45 0,0-9,02
Lopinavir/ritonavir 60 min 19 0,0 0,0-1,99 0,0-7,7

30 min p=0,294, teste de Wilcoxon; 60 min p=0,024, teste de Wilcoxon

Média de levedura aderidas/ingeridas por neutréfilo

Grupos n Mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 0,5-1,8 0,0-2,0
Lopinavir/ritonavir 30 min 20 1,0 0,0-1,53 0,0-2,3
Lopinavir/ritonavir 60 min -~ 19 0,5 0,0-1,16 0,0-2,5

30 min p=0,334, teste de Wilcoxon; 60 min p=0,090, teste de Wilcoxon

Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose

Grupos n Mediana quartis extremos
Controle 19 1,0 0,0-3,0 0,0-6,0
Lopinavir/ritonavir 30 min 19 1,5 0,0-2,5 0,0-5,5
Lopinavir/ritonavir 60 min 18 0,0 0,0-1,0 0,0-2,5

30 min p=0,501, teste de Wilcoxon; 60 min p=0,047, teste de Wilcoxon
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TABELA 5
Influéncia do tratamento in vitro de neutroéfilos de individuos normais com zidovudina,
lamivudina e efavirenz sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces

cerevisiae nao sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 0,25-525 0,0-15,0
Zidovudina/lamivudina/efavirenz 20 1,5 0,5-4,2 0,0-16,49

p=0,669, teste de Wilcoxon

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 05-1.,8 0,0-2,0
Zidovudina/lamivudina/efavirenz 19 1,10 1,0-1,5 0,0-1,75

p=0,807, teste de Wilcoxon

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 19 1,0 0,0-3,0 0,0-6,0
Zidovunina/lamivudina/efavirenz 20 1,0 0,5-2,75 0,0-10,50

p=0,951, teste de Wilcoxon
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TABELA 6
Influéncia do tratamento in vitro de neutrofilos de individuos normais com zidovudina,
lamivudina e lopinavir/ritonavir sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10°

Saccharomyces cerevisiae nao sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 0,25-525 0,0-15,0
Zidovudina/lamivudina/lopinavir/ 19 0,5 0,0-1,5 0,0-4,0
ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/lopinavir/ 19 0,5 0,0-1,0 0,0-4,5

ritonavir 60 min

30 min p=0,103, teste de Wilcoxon; 60 min p=0,008, teste de Wilcoxon

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutréfilo

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 1,0 0,5-1,8 0,0-2,0
Zidovudina/lamivudina/lopinavir/ 18 1,0 0,0-1,16 0,0-1,0
ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/lopinavir/ 19 1,0 0,0-2,0 0,0-2,0

ritonavir 60 min

30 min p=0,187, teste de Wilcoxon; 60 min p= 0,032, teste de Wilcoxon

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 19 1,0 0,0-3,0 0,0-6,0
Zidovudina/lamivudina/lopinavir/ 19 0,5 0,0-15 0,0-1,0
ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/lopinavir/ 19 0,5 0,0-2,5 0,0-2,5

ritonavir 60 min

30 min p=0,147, teste de Wilcoxon; 60 min p=0,032, teste de Wilcoxon
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TABELA 7
Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos normais com zidovudina
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae sensibilizadas

por escavagao.

indice fagocitario

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 2453 167,7 -245,3 119,3-573,2
Zidovudina 20 235,5 185,6 - 349,9 102,8-455,5

p=0,977, teste de Wilcoxon

Média de levedura aderidas/ingeridas por neutréfilo

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 3,1 2,16 - 3,75 1,68 - 6,13
Zidovudina 20 2,94 2,34 - 3,87 1,57 -4,72

p=0,769, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 86,5 74,5 -92,0 64,5 -97,5
Zidovudina 20 86,5 74,75 - 93,75 63,0 - 99,0

p=0,868, teste t pareado.
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TABELA 8

Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos normais com lamivudina
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae sensibilizadas

por escavagao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 269,0 1241
Lamivudina 20 260,4 82,91

p=0,724, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 3,12 1,19
Lamivudina 20 3,01 0,78

p=0,610, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 83,8 9,83
Lamivudina 20 85,4 8,45

p=0,601, teste t pareado.
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TABELA 9
Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos normais com efavirenz
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae sensibilizadas

por escavagao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 269,0 1241
Efavirenz 20 308,7 110,8

p=0,255, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 3,12 1,19
Efavirenz 20 3,37 1,09

p=0,446, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 83,8 9,83
Efavirenz 20 90,43 6,31

p=0,020, teste t pareado.
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TABELA 10
Influéncia do tratamento in vitro de neutréfilos de individuos normais com
lopinavir/ritonavir sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces

cerevisiae sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n mediana quartis extremos

Controle 20 245,3 167,7-340,9 119,3-573,2
Lopinavir/ritonavir 30 min 20 240,4 205,2-334,9 119,2- 5343
Lopinavir/ritonavir 60 min 20 212,3 156,3-279,5 121,2-404,8

30 min p=0,582, teste de Wilcoxon; 60 min p=0,161, teste t pareado

Média de levedura aderidas/ingeridas por neutréfilo

Grupos n Mediana quartis extremos
Controle 20 3,1 2,16 - 3,75 1,68 - 6,13
Lopinavir/ritonavir 30 min 20 2,74 2,28 -3.72 1,74 - 5,48
Lopinavir/ritonavir 60 min 20 2,54 2,07 - 3,24 1,66 - 4,19

30 min p=0,830, teste de Wilcoxon; 60 min p=0,135, teste t pareado

Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose

Grupos n Mediana quartis extremos
Controle 20 86,5 74,5 - 92,0 64,5 - 97,5
Lopinavir/ritonavir 30 min 20 89,0 79,5-93,5 63,5-97,5
Lopinavir/ritonavir 60 min 20 86,75 74,0-90,75 58,5-98,5

30 min p=0,070, teste de Wilcoxon; 60 min p=0,864, teste t pareado
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TABELA 11
Influéncia do tratamento in vitro de neutroéfilos de individuos normais com zidovudina,
lamivudina e efavirenz sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces

cerevisiae sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 269,0 1241
Zidovudina/lamivudina/efavirenz 20 2552 98,76

p=0,631, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 3,12 1,19
Zidovudina/lamivudina/efavirenz 20 2,95 0,91

p=0,546, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 83,8 9,83
Zidovudina/lamivudina/efavirenz 20 85,18 11,27

p=0,626, teste t pareado.
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TABELA 12
Influéncia do tratamento in vitro de neutrofilos de individuos normais com zidovudina,
lamivudina e lopinavir/ritonavir sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10°

Saccharomyces cerevisiae sensibilizadas por escavagéo.

indice fagocitario

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 245,3 167,7 -340,9 119,3-573,2
Zidovudina/lamivudina/ 19 2144 135,4 -323,1 83,49 -411,5
lopinavir/ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/ 19 201,7 185,3-324,7 104,9 -445.2

lopinavir/ritonavir 60 min

30 min p=0,139, teste t pareado; 60 min p=0,381, teste de Wilcoxon

Média de levedura aderidas/ingeridas por neutréfilo

Grupos n Mediana quartis extremos
Controle 20 3,1 2,16-3,75 1,68-6,13
Zidovudina/lamivudina/ 19 2,45 1,97-3,73 1,56-4,22
lopinavir/ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/ 19 2,5 2,26-3,44 1,38-4,64

lopinavir/ritonavir 60 min

30 min p=0,181, teste t pareado; 60 min p=0,251, teste t pareado

Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose

Grupos n Mediana quartis extremos
Controle 20 86,5 74,5 -92,0 64,5 - 97,5
Zidovudina,lamivudina/ 18 86,0 73,0 - 92,25 59,5 -99,0
lopinavir/ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/ 19 83,5 81,0-91,5 64,5 - 98,5

lopinavir/ritonavir 60 min

30 min p=0,533, teste t pareado; 60 min p=0,434, teste t pareado
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TABELA 13

Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos de individuos normais com zidovudina
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae nao

sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 59,26 29,35
Zidovudina 19 71,74 32,44

p=0,097, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 1,63 0,22
Zidovudina 20 1,77 0,38

p=0,305, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 34,76 14,73
Zidovudina 19 41,11 17,78

p=0,051, teste t pareado.
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TABELA 14

Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos de individuos normais com lamivudina
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae nao

sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 59,26 29,35
Lamivudina 20 70,55 34,77

p=0,182, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 1,63 0,22
Lamivudina 20 1,77 0,38

p=0,305, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 34,76 14,73
Lamivudina 19 38,13 13,18

p=0,174, teste t pareado.
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TABELA 15

Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos de individuos normais com efavirenz
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae nao

sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 59,26 29,35
Efavirenz 20 59,54 40,88

p=0,829, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 1,63 0,22
Efavirenz 20 1,72 0,24

p=0,294, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 34,76 14,73
Efavirenz 20 33,55 20,44

p=0,960, teste t pareado.
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TABELA 16

Influéncia do tratamento in vitro de monocitos de individuos normais com
lopinavir/ritonavir sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces

cerevisiae nao sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 59,26 29,35
Lopinavir/ritonavir 30 min 20 85,56 41,79
Lopinavir/ritonavir 60 min 18 37,99 25,29

30 min p=0,003, teste t pareado; 60 min p=0,01, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 1,63 0,22
Lopinavir/ritonavir 30 min 20 1,88 0,44
Lopinavir/ritonavir 60 min 20 1,61 0,27

30 min p=0,004, teste t pareado; 60 min p=0,804, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 34,76 14,73
Lopinavir/ritonavir 30 min 20 43,7 14,88
Lopinavir/ritonavir 60 min 18 23,47 13,98

30 min p=0,016, teste t pareado; 60 min p=0,013, teste t pareado
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TABELA 17
Influéncia do tratamento in vitro de monécitos de individuos normais com zidovudina,
lamivudina e efavirenz sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces

cerevisiae nao sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 59,26 29,35
Zidovudina/lamivudina/efavirenz 20 54,86 40,88

p=0,818, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 1,63 0,22
Zidovudina/lamivudina/efavirenz 20 1,59 0,28

p=0,736, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 34,76 14,73
Zidovudina/lamivudina/efavirenz 19 32,0 19,4

p=0,731, teste t pareado.
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TABELA 18
Influéncia do tratamento in vitro de monécitos de individuos normais com zidovudina,
lamivudina e lopinavir/ritonavir sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10°

Saccharomyces cerevisiae nao sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 59,26 29,35
Zidovudina/lamivudina/ 19 88,25 50,25
lopinavir/ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/ 19 62,57 32,66

lopinavir/ritonavir 60 min

30 min p=0,008, teste t pareado; 60 min p=0,481, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutréfilo

Grupos n Média desvio-padrao
Controle 19 1,63 0,22
Zidovudina/lamivudina/ 19 1,93 0,33
lopinavir/ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/ 19 1,67 0,29

lopinavir/ritonavir 60 min

30 min p=0,003, teste t pareado; 60 min p=0,559, teste t pareado

Percentual de neutréfilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 19 34,76 14,73
Zidovudina/lamivudina/ 19 44,0 20,48
lopinavir/ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/ 19 36,37 16,73

lopinavir/ritonavir 60 min

30 min p=0,015, teste t pareado; 60 min p=0,474, teste t pareado
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TABELA 19
Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos de individuos normais com zidovudina
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae sensibilizadas

por escavagao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 193,4 71,56
Zidovudina 20 195,0 93,96

p=0,918, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 2,52 0,66
Zidovudina 20 2,46 0,75

p=0,706, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 75,3 12,92
Zidovudina 20 75,65 16,50

p=0,910, teste t pareado.
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TABELA 20

Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos de individuos normais com lamivudina
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae sensibilizadas

por escavagao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 193,4 71,56
Lamivudina 20 200,4 78,54

p=0,444, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 2,52 0,66
Lamivudina 20 2,50 0,70

p=0,838, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 75,3 12,92
Lamivudina 20 78,30 13,95

p=0,166, teste t pareado.
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TABELA 21

Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos de individuos normais com efavirenz
sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces cerevisiae sensibilizadas

por escavagao.

indice fagocitario

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 193,4 71,56
Efavirenz 20 218,9 78,66

p=0,124, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por neutroéfilo

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 2,52 0,66
Efavirenz 20 2,75 0,80

p=0,167, teste t pareado

Percentual de neutrofilos envolvidos na fagocitose

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 75,3 12,92
Efavirenz 20 78,3 7,82

p=0,314, teste t pareado.
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TABELA 22

Influéncia do tratamento in vitro de monocitos de individuos normais com
lopinavir/ritonavir sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces

cerevisiae sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n mediana quartis extremos

Controle 20 196,6 136,2-231,2 97,18 -370,2
Lopinavir/ritonavir 30 min 20 171,7 143,1 -210,0 89,40-377,4
Lopinavir/ritonavir 60 min 18 146,1 117,2-165,1 68,15-214,9

30 min p=0, 830, teste de Wilcoxon; 60 min p=0,020, teste t pareado

Média de levedura aderidas/ingeridas por monécito

Grupos n Mediana quartis extremos
Controle 20 2,39 1,92 -2,78 1,69-4,16
Lopinavir/ritonavir 30 min 20 2,35 2,02 -2,50 1,58 - 5,12
Lopinavir/ritonavir 60 min 19 2,09 1,82 -2,24 1,45 - 3,94

30 min p=0947, teste de Wilcoxon; 60 min p=0,045, teste de Wilcoxon

Percentual de monécitos envolvidos na fagocitose

Grupos n Mediana quartis extremos
Controle 20 79,5 59,5 - 86,0 50,5 - 93,0
Lopinavir/ritonavir 30 min 20 73,25 68,0-81,25 56,5-92,5
Lopinavir/ritonavir 60 min 19 70,0 58,5-79,0 47,0 - 89,5

30 min p=0,870, teste t pareado; 60 min p=0232, teste t pareado
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TABELA 23
Influéncia do tratamento in vitro de monécitos de individuos normais com zidovudina,
lamivudina e efavirenz sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10° Saccharomyces

cerevisiae sensibilizadas por escavacao.

indice fagocitario

Grupos n Mediana quartis extremos

Controle 20 196,6 136,2 - 231,2 97,18 - 370,2

Zidovudina/lamivudina/efavirenz 20 197.8 136,5-2375 76,0-322,7

p=0,980, teste t pareado

Média de leveduras ingeridas/aderidas por mondcito

Grupos n mediana quartis extremos

Controle 20 2,39 1,92-2,78 1,69-4,16

Zidovudina/lamivudina/efavirenz 20 2,47 1,91-27 1,52 - 3,96

p=0,839, teste t pareado

Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose

Grupos n mediana quartis extremos

Controle 20 79,5 59,5-86,0 50,5-93,0

Zidovunina/lamivudina/efavirenz 20 80,0 70,0-83,5 50,0-88,5

p=0,801, teste de Wilcoxon
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TABELA 24
Influéncia do tratamento in vitro de monécitos de individuos normais com zidovudina,
lamivudina e lopinavir/ritonavir sobre a capacidade fagocitaria para 2,5 x 10°

Saccharomyces cerevisiae sensibilizadas por escavagéo.

indice fagocitario

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 196,6 136,2-231,2 97,18-370,2
Zidovudina/lamivudina/ 19 170,8 146,9 - 208,8 78,0 - 266,2
lopinavir/ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/ 18 1475 110,8-216,6 82,23 - 304,8

lopinavir/ritonavir 60 min

30 min p=0,260, teste t pareado; 60 min p=0,327, teste t pareado

Média de levedura aderidas/ingeridas por mondécito

Grupos n Mediana quartis extremos
Controle 20 2,39 1,92-2,78 1,69-4,16
Zidovudina/lamivudina/ 19 2,34 1,92-2,66 1,48-3,35
lopinavir/ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/ 18 2,0 1,74 - 2,61 1,43 - 3,65

lopinavir/ritonavir 60 min

30 min p=0,214, teste t pareado; 60 min p=0,132 , teste t pareado

Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose

Grupos n Mediana quartis extremos
Controle 20 79,5 59,5 - 86,0 50,5 - 93,0
Zidovudina,lamivudina/ 19 76,5 71,5-80,0 50,0 - 87,0
lopinavir/ritonavir 30 min

Zidovudina/lamivudina/ 18 77,5 60,5 - 83,5 54,5-95,5

lopinavir/ritonavir 60 min

30 min p=0,768, teste de Wilcoxon; 60 min p=0,962, teste t pareado
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TABELA 25

Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais com zidovudina

sobre o percentual de células que reduziram o NBT.

Percentual de fagodcitos que reduziram o NBT basal

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 86,0 6,9
Zidovudina 19 83,68 12,35

p=0,386, teste t pareado

Percentual de fagécitos que reduziram o NBT estimulado

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 83,33 8,88
Zidovudina 20 77,48 13,42

p=0,027, teste t pareado
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TABELA 26

Influéncia do tratamento in vitro de fagocitos de individuos normais com lamivudina

sobre o percentual de células que reduziram o NBT.

Percentual de fagodcitos que reduziram o NBT basal

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 86,0 6,9
Lamivudina 20 80,73 13,80

p=0,071, teste t pareado

Percentual de fagécitos que reduziram o NBT estimulado

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 83,33 8,88
Lamivudina 20 75,05 14,61

p=0,004, teste t pareado
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TABELA 27

Influéncia do tratamento in vitro de fagoécitos de individuos normais com efavirenz sobre

o percentual de células que reduziram o NBT.

Percentual de fagodcitos que reduziram o NBT basal

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 87,5 82,5-90,75 70,0 - 97,5
Efavirenz 20 89,0 84,5 - 96,75 78,0 - 99,5

p=0,071, teste de Wilcoxon

Percentual de fagécitos que reduziram o NBT estimulado

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 85,0 77,0 - 90,5 65,5 - 97,5
Efavirenz 20 83,75 76,0 - 89,0 56,0 - 99,0

p=0,626, teste t pareado
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TABELA 28

Influéncia do tratamento in vitro de fagdcitos de individuos normais com

lopinavir/ritonavir sobre o percentual de células que reduziram o NBT.

Percentual de fagodcitos que reduziram o NBT basal

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 86,0 6,9
Lopinavir/ritonavir 20 68,18 19,95

p=0,0007, teste t pareado

Percentual de fagécitos que reduziram o NBT estimulado

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 83,33 8,88
Lamivudina 20 70,8 13,97

p=0,0001, teste t pareado
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TABELA 29

Influéncia do tratamento in vitro de fagécitos de individuos normais com zidovudina,

lamivudina e efavirenz sobre o percentual de células que reduziram o NBT.

Percentual de fagodcitos que reduziram o NBT basal

Grupos n mediana quartis extremos
Controle 20 87,5 82,5-90,75 70,0-97,5
Zidovudina/lamivudina/efavirenz 20 92,0 79,0-95,0 57,0-97,0

p=0,911, teste de Wilcoxon

Percentual de fagécitos que reduziram o NBT estimulado

Grupos n mediana quartis extremos

Controle 20 85,0 77,0-90,5 65,5-97,5

Zidovudina/lamivudina/efavirenz 20 80,0 72,75-87,75 62,0-98,0

p=0,320, teste t pareado
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TABELA 30

Influéncia do tratamento in vitro de fagécitos de individuos normais com zidovudina,

lamivudina e lopinavir/ritonavir sobre o percentual de células que reduziram o NBT.

Percentual de fagodcitos que reduziram o NBT basal

Grupos N média desvio-padrao
Controle 20 86,0 6,9
Zidovudina/lamivudina/lopinavir/ritonavir 20 68,58 15,55

P<0,0001, teste t pareado

Percentual de fagécitos que reduziram o NBT estimulado

Grupos n média desvio-padrao
Controle 20 83,33 8,88
Zidovudina/lamivudina/lopinavir/ritonavir 20 69,45 15,0

p=0,0001, teste t pareado
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