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RESUMO

A AIDS é uma doenca crbnica infectocontagiosa, representando um grave
problema de salde publica, principalmente em populagdes de risco como
os individuos privados de liberdade. Essa doenca esta relacionada com
inlmeras alteracdes biogquimicas e imunoldgicas, como é 0 caso do
estresse oxidativo e alteragcdes na sinalizagdo purinérgica, ocasionando
um pior progndstico aos pacientes. Neste contexto, a VD compreende um
micronutriente com potencial modulador para os individuos HIV
soropositivos. Objetiva-se com o presente estudo verificar a presenca de
hipovitaminose, a restauracdo das concentracGes de VD e avaliar 0s
componentes do sistema purinérgico, perfil bioquimico e perfil oxidativo
em uma populacéo privada de liberdade residente no Oeste do Estado de
SC submetidos a suplementacdo com VD. A metodologia proposta inclui
a conducdo de estudo de intervencdo com grupo teste constituido de
individuos HIV soropositivos privados de liberdade e grupo controle
saudavel HIV soronegativo privados de liberdade, onde os individuos
foram avaliados no inicio e ao final da suplementacdo com a VD, com
posologia de 5.000 Ul uma vez por semana totalizando 9, utilizando-se
de formulario e analises laboratoriais, que incluiram a dosagem de
calcidiol (25-(OH)D), andlise da atividade das ectoenzimas purinérgicas,
pardmetros bioquimicos, avaliagdo de indicadores de espécies reativas e
defesas antioxidantes. Foram analisados 11 individuos HIV soropositivos
e 11 individuos controles recrutados no Complexo Prisional, onde a
prevaléncia de HIV representou 1,3% da populagdo prisional. Os
parametros verificados indicaram uma restauracdo das concentragdes de
VD ap6s o periodo de suplementacdo, com valores significativos no
grupo teste (p<0,05), observou-se diminuicdo da atividade da ecto-5’-
nucleotidase e uma tendéncia ao aumento da atividade da NTPDase com
maior hidrélise do ADP apds a suplementacdo. Verificou-se um aumento
das concentragdes de vitamina C significativo no grupo HIV (p<0,05), e
uma diminuicao das concentracdes de glicose nos grupos teste e controle
(p<0,05 e p<0,01; respectivamente). Ndo houve diferencas significativas
guanto as contagens de células CD4+ e CD8+. Os resultados verificados
indicam uma associacdo da VD com a modulacdo da sinalizagéo
purinérgica, diminuindo a atividade de ectoenzimas importantes para o
controle da infeccdo ocasionada pelo HIV, além de uma possivel
associacdo desse micronutriente com uma maior secre¢do de insulina
devido a diminuicao das concentra¢des de glicose.

Palavras-chaves: HIV; Vitamina D; Sinalizacdo purinérgica; Estresse
oxidativo.






ABSTRACT

AIDS is a chronic infectious disease, representing a serious public health
problem, especially in the risks of individuals being deprived of their
liberty. This disease is related to numerous biochemical and
immunological alterations, as is the case of oxidative stress and
alterations in purinergic signaling, causing a worse prognosis to patients.
In this context, vitamin D (VD) comprises a micronutrient with
modulatory potential for seropositive HIV individuals. The objective of
the present study was to verify the presence of hypovitaminosis, to restore
VD concentrations and to evaluate the components of the purinergic
system, biochemical profile and oxidative profile in a population deprived
of liberty residing in the West of Santa Catarina (SC), submitted to
supplementation with VD. The proposed methodology includes
conducting an intervention study with a test group consisting of HIV
seropositive individuals deprived of liberty and a HIV seronegative
control group deprived of liberty, where the subjects were measured at
the beginning and at the end of the supplementation with the VD with
5,000 1U once a week totalilizing 9 dosages, using form and laboratory
tests, which included the dosage of calcidiol (25- (OH) D), analysis of the
activity of purinergic ectoenzymes, biochemical parameters,
measurement of reactive species indicators and antioxidant defenses.
Eleven HIV-positive individuals and 11 control individuals recruited in
the Prison Complex were analyzed, where HIV prevalence represented
1.3% of the prison population. The observed parameters indicated a
restoration of RV concentrations after the supplementation period, with
significant values in the test group (p <0.05), a decrease in ecto-5'-
nucleotidase activity and a tendency to increased activity of NTPDase
with higher hydrolysis of ADP after supplementation. There was a
significant increase in vitamin C concentrations in the HIV group (p
<0.05), and a decrease in glucose concentrations in the test and control
groups (p <0.05 and p <0.01, respectively). There were no significant
differences in CD4 + and CD8 + cell counts. The results showed an
association of the RV with the modulation of purinergic signaling,
reducing the activity of ectoenzymes important for the control of the
infection caused by HIV, besides a possible association of this
micronutrient with a greater insulin secretion due to the decrease of the
glucose concentrations.

Key-words: HIV; D vitamin; Purinergic signaling; Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

O HIV é um retrovirus pertencente ao género dos Lentivirus, o qual
foi isolado em 1982 por Francgoise Barré-Sinoussi e Luc Montagnier
(BARRE-SINOUSSI, et al., 1983). Esse virus caracteriza-se por acometer
0 sistema imunol6gico em decorréncia de sua ligagdo aos tipos celulares
gue contém o receptor de superficie CD4+, que incluem os linfocitos T
CD4+, macrdfagos e células dendriticas. A ligacdo a célula-alvo
desencadeia as etapas subsequentes do ciclo de vida viral, que culminam
com a destruicio celular progressiva (BARRE-SINOUSSI; ROSS;
DELFRAISSY, 2013; MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014).

A deplegdo das células ocasiona uma resposta deficiente frente a
outras doencas e infecgdes, podendo levar ao desenvolvimento da AIDS,
gue é uma doenca cronica infectocontagiosa com caracteristicas de
imunossupressdo profunda associada a reativacdo de doengas latentes,
presenca de infec¢bes oportunistas, tumores malignos, perda de peso e
degeneracédo do sistema nervoso central (SNC) (MONTAGNIER, 2009;
BARRE-SINOUSSI, 2010).

O HIV compreende um grave problema de salde publica,
acometendo cerca de 36,7 milhdes de pessoas no mundo (WHO, 2015).
A presenca de componentes imunoldgicos na fisiopatologia do HIV
sugere que imunomoduladores enddgenos poderiam ter um forte impacto
sobre esta infecgdo. Neste contexto, a VD constitui-se em um potencial
candidato para pesquisas.

A VD compreende um pré-horménio esteroide com 80-90% de
sintese enddgena pelo estimulo da radiacdo UVB. Este micronutriente se
apresenta sobre as formas de ergocalciferol (D2) e colecalciferol (D3)
(AZIZ et al., 2013; MAEDA et al., 2014). Quadros de hipovitaminose D
sdo caracterizados por concentraces de calcidiol abaixo de 20 ng/mL
(SBEM, 2017).

Nos Ultimos anos, um ndmero crescente de estudos tem relatado
altas taxas de prevaléncia de deficiéncia de VD em pacientes infectados
pelo HIV. A relevancia desta alta prevaléncia de hipovitaminose nestes
pacientes esta relacionada ao fato de que a VD, além de ser um agente
atuante na doenca dssea, também estd associada a condi¢cBes ndo
esqueléticas, incluindo atuacdo cardiovascular, regulacdo imune, no
cancer e nos disturbios cognitivos, consequentemente, sua deficiéncia
representa um pior prognostico ao paciente e estd associada ao
desenvolvimento de doencas (AGUILAR-JIMENEZ et al., 2013; AZIZ
etal., 2013; LERMA-CHIPPIRRAZ et al., 2016).
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O sistema de sinalizagdo purinérgica foi descrito em 1972 por
Burnstock, e constitui-se dos nucleotideos ATP, ADP e AMP, e
nucleosideo adenosina, os quais se ligam a receptores do grupo P1 e P2
para exercer sua atividade bioldgica extracelular, e tem sua funcéo
regulada por ectoenzimas, entre as quais cita-se as ectonucleotidases
(BURNSTOCK, 1972; 2006). Esse sistema compreende uma rede de
sinalizacdo celular, representando uma importante via moduladora de
inimeros processos fisiolégicos, como modulagdo da resposta
inflamatdria e imunoldégica (BURNSTOCK, 2006a). Relata-se uma
relagdo das ectoenzimas purinérgicas como componentes que auxiliam no
blogueio de progressdo da doenga ocasionada pelo HIV e melhora da
resposta imune. Devido aos poucos trabalhos na literatura, torna-se
relevante pesquisar e elucidar a funcdo destes componentes sinalizadores
na patologia ocasionada pelo HIV-1, buscando o entendimento e
conhecimento de suas func¢Ges (LEAL et al., 2005).

O estresse oxidativo é definido como um estado de desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade
antioxidante, onde se ttm uma produgdo exacerbada destas moléculas
reativas e/ou uma falha das defesas antioxidantes ocasionando danos
oxidativos as biomoléculas (SIES, 1985)

A infeccdo ocasionada pelo HIV-1 tem apresentado um
prognostico de desenvolvimento do estresse oxidativo em muitos dos
pacientes soropositivos, este quadro ocorre em decorréncia do fato de que
as infeccbes virais promovem uma prolongada ativagcdo do sistema
imunolégico e consequentemente, contribuem para 0 aumento da
producdo de ERO. Outro fator que atua como contribuinte neste processo
é a utilizacdo da HAART, pois a mesma é constituida de fa&rmacos com
diversos efeitos adversos e que promovem alteracdes metabdlicas. O
HIV-1 também esta relacionado a diminuicdo das defesas antioxidantes
através da reducdo da atividade de SOD, CAT e GPx no plasma (
WATANABE et al., 2015; IVANQV et al., 2016).

Considerando a infeccdo ocasionada pelo HIV e o
desenvolvimento da patologia da AIDS como um grave e preocupante
problema de salde publica, torna-se necessario e importante pesquisar as
alteragdes bioquimicas e imunoldgicas, onde pode-se citar o perfil
oxidativo e avaliacdo de componentes do sistema purinérgico, nos
individuos infectados e buscar possibilidades terapéuticas coadjuvantes,
gue permitam uma melhor modulagdo das respostas como a VD,
proporcionando a estes individuos uma melhora na qualidade de vida e
impactos na mortalidade ocasionada por essa doenca.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CONSIDERAGOES GERAIS — HIV E AIDS

2.1.1. Definicdes e contexto historico

Define-se “imunidade” como a caracteristica de resisténcia as
doencas, principalmente aquelas infecciosas, senda esta mediada por um
conjunto de células, tecidos e moléculas, o qual é denominado “sistema
imunologico”. O sistema imunoldgico que apresenta falhas no seu
desenvolvimento ou em suas fungfes torna o organismo mais suscetivel
a aquisicdo de novas infeccdes e a reativacdo daquelas em estado de
laténcia.  Estes  distirbios s3o denominados “doengas de
imunodeficiéncia”, as quais podem estar associadas a fatores genéticos
sendo chamadas de imunodeficiéncias congénitas (primarias), ou
associadas a uma diversidade de fatores que exclui o componente
genético e nestes casos sdo denominadas imunodeficiéncias adquiridas
(secundarias). Entre as imunodeficiéncias adquiridas, a de maior destaque
é representada pela infecg¢do ocasionada pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (ABBAS; LICHTMAN, ANDREW H. PILLAI, 2008;
ABBAS; LICHTMAN, 20009).

O primeiro relato de paciente com sintomatologia da
imunodeficiéncia adquirida foi realizado por médicos americanos no
Centro de Controle de Doengas (CDC, do inglés Center for disease
control) em junho de 1981, relatando a ocorréncia, em um paciente
imunocomprometido, de uma rara infeccdo ocasionada pelo fungo
Pneumocystis carinii e presenca de Sarcoma de Kaposi (CDC, 1981),
sequencialmente a este primeiro relato, surgiu a descricdo de relatorios
com casos semelhantes na Europa Ocidental, particularmente na Franga,
e nos Estados Unidos da América (EUA) (MONTAGNIER, 2009).

O HIV foi isolado no ano de 1982 no Instituto Pauster (Francga),
inicialmente foi denominado de “virus relacionado a linfadenopatia”
(LAV, do inglés lymphoadenophaty associated virus) (BARRE-
SINOUSSI, 2010). O isolamento foi realizado pelo grupo de pesquisas
coordenado por Francoise Barré-Sinoussi e Luc Montagnier, a partir do
cultivo celular de uma amostra de linfonodo de paciente caucasiano que
apresentava sintomatologia (linfadenopatia cervical, astenia, perda de
peso e febre) que precedia a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS, do inglés Acquired immunodeficiency syndrome), onde os
pesquisadores observaram uma morte celular associada a atividade da
enzima denominada transcriptase reversa viral, observando também a
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transmissdo do virus para linfdcitos do sangue de doador adulto saudavel
e de um corddo umbilical, os quais foram adicionados ao cultivo celular,
indicando a capacidade de transmissdo horizontal de infec¢éo pelo virus
(BARRE-SINOUSSI, et al., 1983; MONTAGNIER, 2009).

Os resultados desse estudo foram publicados em maio de 1983,
sendo que o primeiro relato do retrovirus também incluia uma descricdo
da proteina viral p25 e a determinacédo de auséncia de reatividade cruzada
com proteinas do virus linfotropico da célula T humana tipo 1 (HTLV-1),
observada pela ndo precipitacdo das proteinas utilizando o antissoro
especifico, indicando assim a descoberta de um novo virus (BARRE-
SINOUSSI, 2010; MONTAGNIER, 2009). Em 1984 os pesquisadores do
Instituto de Pauster desenvolveram o primeiro teste sorolégico de
diagnostico (BARRE-SINOUSSI, 2010; BARRE-SINOUSSI et al.,
1983).

2.1.2. Virologia do HIV

O virus HIV age atacando o sistema imunolégico do organismo
infectado e destruindo progressivamente células de defesa,
principalmente os linfdcitos T CD4+, o virus também infecta macréfagos
e células dendriticas, que possuem esse receptor de superficie. Estas
células-alvos estdo associadas a resposta imunologica inata e adaptativa
frente a diversos patdgenos, sendo que a deple¢do das mesmas ocasiona
uma resposta deficiente frente a outras doencas e infeccbes (BARRE-
SINOUSSI;  ROSS; MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014,
DELFRAISSY, 2013; DEEKS et al., 2015).

Este retrovirus é representado pelos subtipos 1 e 2, o HIV-1 é
amplamente distribuido pelo mundo, enquanto o HIV-2, encontra-se
restrito a algumas regides geograficas em desenvolvimento e apresenta-
se menos virulento, além de sercaracterizado por ter um periodo de
incubagdo mais longo (NANJUL, 2011).

O HIV pertencente ao género dos Lentivirus e a familia
Retroviridae, com dimensfes entre 80 e 130 nm, tém a estrutura viral
constituida de duas fitas idénticas de material gendbmico de RNA e
enzimas associadas, que incluem a transcriptase reversa, integrase e
protease, envoltas pelo capsideo viral, o qual é composto pela proteina
p24. A parte externa do virus é constituida por uma bicamada
fosfolipidica derivada da membrana das células do hospedeiro, ao qual
encontram-se ligadas as glicoproteinas de membrana gp41 e gp120, entre
a camada externa e o capsideo viral encontra-se a matriz proteica
composta pela proteina pl7. Essas estruturas podem ser observadas na
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figura 01 ( MOSS, 2013; MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014,
DEEKS et al., 2015).

Figura 1 — Estrutura do HIV

Transcriptase
reversa
Protease

Receptor de
quimiocina

errsereem
Fonte: Adaptado de Abbas, Lichtman e Pillai, 2015.

O ciclo de vida deste virus compreende a infec¢do das células-
alvos, producdo de material gendmico e sua integracdo no genoma do
hospedeiro, a expressdo destes genes e a producéo de particulas virais,
conforme figura 02. Para realizar a ligacdo com a célula alvo, o virus
requer a presenca do receptor de superficie CD4 e de receptores de
quimiocinas (0 CXCR4 nas células T e o CCR5 nos macréfagos), a
ligagdo com esses receptores € iniciada pela gp120, promovendo uma
alteragdo na conformacdo da gp4l e exposicdo do peptideo de fusdo,
ocorrendo sequencialmente a fusdo das membranas, entrada do genoma
viral no citoplasma, transcricdo gendmica em DNA pro-viral, integragdo
do prd-virus ao material genético da célula hospedeira, transcricdo do
genoma do virus e sintese proteica de proteinas do HIV. As particulas
virais sintetizadas compreendem transcritos de RNA proviral em um
complexo de nucleoproteinas, as quais brotam em novo virion e séo
necessarias para infectar outras células (DEEKS et al., 2015).
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Figura 2 — Ciclo de vida do HIV
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Fonte: Adaptado de Abbas, Lichtman e Pillai, 2015.

Os pacientes HIV soropositivos podem desenvolver a sindrome

denominada AIDS, a qual compreende uma doenca crbnica
infectocontagiosa caracterizada em nivel bioldgico por uma
imunossupressdo  celular profunda associada clinicamente ao

ressurgimento de infeccdes oportunistas e tumores malignos, além de
perda de peso e degeneracdo do sistema nervoso central (SNC)
(MONTAGNIER, 2009; BARRE-SINOUSSI; ROSS; DELFRAISSY,
2013; MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014).

2.1.3. Epidemiologia

Conforme dados da Organizagdo Mundial de Satde (OMS) estima-
se gque aproximadamente 36,7 milhdes de pessoas estejam vivendo com
HIV em todo mundo (WHO, 2015). O relatério da UNAIDS indicou que
foram diagnosticados 1,8 milhdes de novas infec¢Ges no ano de 2016,
sendo que as mortes relacionadas a AIDS no mesmo ano atingiram a
marca de 1,0 milhdo de pessoas, nimero este que estd em queda desde
2005. O relatdrio também indicou que 53% dos individuos vivendo com
0 HIV encontram-se em tratamento antirretroviral e 82% das pessoas em
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tratamento apresentam carga viral suprimida. Outro indicativo
compreende que as populacdes de maior exposicdo a fatores de risco
representaram 80% das novas infecgbes em 2015, entre as quais
encontram-se os individuos privados de liberdade (UNAIDS, 2017).

No Brasil estima-se 830 mil pessoas vivendo com o HIV, sendo
gue no ano de 2016 foram diagnosticadas 48 mil novas infecgdes e 0
numero de mortes relacionadas foi de 14 mil. A taxa de prevaléncia da
infeccdo ocasionada pelo HIV no pais na populacdo em geral é de 0,39%.
Os nmeros também indicam que 64% das pessoas com 0 virus recebem
o tratamento antirretroviral (UNAIDS, 2017). Os dados indicaram que no
periodo de 2007 até junho de 2016 foram notificados 136.945 casos da
infeccdo no Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN), com
maior prevaléncia na populacéo entre 20 e 34 anos (52,3%). A regido sul
representou 28.879 (21,1%) destes casos (BRASIL, 2015, 2016).

2.1.4. Mecanismos de transmissao

A transmissdo do virus estd associada a sua concentracdo nos
fluidos corporais e a extensdo da exposi¢do a estes fluidos (NANJUL,
2011). Assim, a transmissibilidade da infec¢cdo pelo HIV é representada
pelo contato com os fluidos biolégicos de sangue, sémen, fluidos cervico-
vaginais ou leite materno contendo as particulas virais, tipicamente o
virus entra no organismo pelo epitélio das mucosas (LASHLEY, 2006).
O virus também estd presente em quantidades muito baixas na saliva,
lagrimas, urina e liquido cefalorraquidiano, fazendo destes fluidos
veiculos ndo transmissores do HIV (NANJUL, 2011).

Desta forma as principais vias de transmissdo do virus incluem o
contato sexual anal e vaginal desprotegido, compartilhamento de agulhas
contaminadas por usuarios de drogas intravenosas, transferéncia
transplacentaria (in utero) ou durante o parto, aleitamento materno e
transfusdo de sangue ou hemoderivados infectados (LASHLEY, 2006).

2.1.5. Aspectos clinicos e diagnéstico

A evolugdo classica da infecgdo, no paciente soropositivo para o
HIV compreende uma sintomatologia dividida em fases, caracterizada
por uma infec¢do aguda inicial que avanga progressivamente, tornando-
se cronica. A fase aguda inicial é observada em 50 a 90% dos pacientes e
ocorre de 4 a 12 semanas apos infeccdo inicial, ndo apresentando
sintomatologia clinica especifica, onde os sintomas sdo comuns para
outras diferentes doencas virais, e incluem febre, cefaleia, mialgia e
artralgia (MOSS, 2013).

A fase assintomatica ¢ representada por quadro clinico minimo ou
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inexistente, no caso do subtipo HIV-1 esta fase pode variar de 7 a 10 anos,
havendo registros de periodos maiores de incubagdo (NANJUL, 2011).
Nesta fase tém-se a laténcia do virus, que compreende o periodo em que
a infeccdo ocasionada pelo HIV permanece sem apresentagdo de
sintomatologia, nessa fase ocorre uma forte interacdo entre o sistema
imunologico e constantes mutagdes virais, mantendo uma situacdo de
equilibrio entre virus e hospedeiro, com replicacdo e¢ morte viral
equilibradas. Em seguida tém-se uma fase sintomatica inicial e,
posteriormente, o desenvolvimento da AIDS, a qual compreende o
surgimento de infec¢des oportunistas e tem como principal caracteristica
a debilidade do sistema imunologico, sendo que os pacientes com
deplecao profunda das células T CD4+ apresentam contagens celulares
abaixo de 200 células/mm’ ( MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014;
DEEKS et al., 2015).

A sintomatologia cléssica da sindrome inclui diarreia persistente,
cefaleia, contracdes abdominais, febre, falta de coordenagdo, nauseas e
vOmitos, fadiga extrema, caquexia, perda de peso, insuficiéncia renal
(nefropatia do HIV), degeneracdao do SNC (encefalopatia do HIV) e uma
suscetibilidade aumentada para o surgimento de neoplasias, como o
sarcoma de Kaposi, os linfomas ndo-Hodgkin e as neoplasias intra-
epiteliais anal e cervical ( NAIF, 2013; BRASIL, 2014; GURDASANI et
al., 2014).

O diagnostico dos pacientes HIV soropositivos é realizado
principalmente através de andlises soroldgicas e triagens laboratoriais,
uma vez que o quadro clinico do individuo pode ser inespecifico. O
objetivo principal destas analises é a deteccdo precoce do virus, € no caso
do HIV os testes soroldgicos também sdo empregados para avaliar o grau
de progressdo da infeccdo. Os pacientes com resultado laboratorial
positivo para o virus, apos teste confirmatorio, sdo notificados ao SINAN
do Ministério da Salde, instituido pela Portaria n® 1.271 de 2014, o que
representa grande relevancia para a vigilancia epidemioldgica,
permitindo avaliar estimativas de incidéncia da patologia em diferentes
grupos populacionais e elaborar estratégias terapéuticas e de profilaxia
(BRASIL, 2014a).

2.1.6. Prevencdo e tratamento

Programas de prevencao e medidas preventivas com foco no HIV
e na AIDS incluem a testagem de sangue e hemoderivados nos
hemocentros diminuindo o risco de transmissao através de transfusoes, as
campanhas de promog¢do do uso do preservativo que resultaram na
limitacdo da transmissdo sexual, a introducdo do teste soroldgico e da
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terapia antirretroviral em gravidas soropositivas permitindo a diminuicéo
da transmissao vertical, e os programas de profilaxia pré- e pds-exposicao
também tem apresentado resultados positivos na prevencdo a infeccéo
ocasionada pelo HIV (BARRE-SINOUSSI, 2010; BRASIL, 2014a).

Baseada na caracterizacdo da atividade da transcriptase reversa
viral em 1985 iniciou-se a primeira abordagem terapéutica dos pacientes
diagnosticados com a utilizacdo da zidovudina ou azidotimidina (AZT),
a qual foi sintetizada inicialmente como um farmaco anti-cancro. Porém
a monoterapia com AZT logo registrou casos de resisténcia e com base
nestas observagdes no comeco da década de 1990, foi iniciada a terapia
combinada a qual também ¢é denominada de terapia antirretroviral de alta
atividade (HAART, do inglés highly activity antirretroviral therapy)
(BARRE-SINOUSSI, 2010).

Atualmente o tratamento para AIDS busca controlar a entrada € a
replicacdo do HIV, e manter os individuos infectados com carga viral
baixa ou indetectavel, bem como atuar nas complicacdes infecciosas da
doenca, a estratégia empregada visa manter esse virus residual sob
controle pelo sistema imunoldgico, através de um regime medicamentoso
intermitente. Para as infecces adjacentes a doenca utiliza-se terapia de
suporte e profilaxia adequada. Atualmente o conjunto de farmacos da
HAART atua no bloqueio das atividades da transcriptase reversa,
proteases e das enzimas integrases (BARRE-SINOUSSI: ROSS;
DELFRAISSY, 2013; DEEKS et al., 2015).

A dificuldade de sintese de uma vacina eficaz contra o0 HIV esta
associada a diversos fatores, como o alto grau de variabilidade genética
do mesmo, que possibilita 0 virus se evadir do sistema imunolégico
humano. Os reservatorios virais estabelecidos precocemente e 0 modo de
transmissao viral por contato célula a célula sdo também obstaculos a
estas pesquisas (BARRE-SINOUSSI, 2010; SAFRIT et al., 2016).

Em virtude disso, ainda ndo existe uma vacina protetora contra o
virus e as estratégias terapéuticas disponiveis ndo conduzem a cura. Estas
minimizam os efeitos ocasionados pelo HIV com o objetivo de melhorar
a qualidade de vida do paciente, mas em muitos casos, estdo associadas a
apresentacao de efeitos adversos, além de representarem um tratamento
dispendioso e de alto custo (AGUILAR-JIMENEZ et al., 2013). Desta
forma, é essencial e imprescindivel as continuas pesquisas sobre o HIV,
a promocédo de medidas de prevencdo para a populacdo em geral e aos
individuos constituintes de grupos de maior exposi¢ao ao virus.
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2.2. CONSIDERAGOES GERAIS — SISTEMA PRISIONAL

2.2.1. Saude e Sistema Prisional

A situagdo de saude do individuo privado de liberdade pode
apresentar agravos devido as condi¢fes em que 0 mesmo se encontra,
pode-se citar como exemplo destes problemas a superlotagdo das celas,
sua precariedade e insalubridade, a alimentacgdo restrita, o sedentarismo,
uso de drogas injetaveis com compartilhamento de agulhas e seringas, o
descuido com a higiene e asseio pessoal, a realizacdo de atividade sexual
consensual e ndo-consensual entre individuos do mesmo género, a
realizacdo de tatuagens e perfuragdo corporal com instrumentos
improvisados e sem esterilizacdo e o compartilhamento de materiais de
tricotomia, tornam o ambiente prisional um local propicio para a
proliferacdo de doencas. Cita-se como o0s principais agravos desta
populacdo as doencas do sistema respiratorio, como tuberculose e
pneumonia, e também relata-se um maior indice de infeccdes
sexualmente transmissiveis (IST), como hepatite B e a infeccdo
ocasionada pelo virus HIV (ASSIS, 2007; JURGENS; NOWAK; DAY,
2011; MAERRAWI; CARVALHO, 2015).

2.2.2. Contextualizacio da Situagdo Prisional Brasileira

As politicas prisionais no Brasil sdo coordenadas pelo
Departamento Penitenciario (DEPEN). Este departamento propde a
humanizacdo das condigdes carcerarias pela promogdo de um modelo
intersetorial de politicas publicas de salde, educacdo, trabalho, cultura,
esporte, assisténcia social e de acesso a justica. O Infopen é um sistema
de informagdes estatisticas do sistema penitenciario brasileiro, 0 mesmo
¢ atualizado pelos gestores dos estabelecimentos prisionais desde 2004,
com metodologia e instrumentos de coleta de dados reestruturados em
2014 com o intuito de suprir as esferas com informag6es que permitam a
elaboracdo de politicas publicas cada vez mais adequadas para a realidade
prisional. Dados do documento elaborado pelo DEPEN indicam que em
junho de 2014, 607.731 individuos encontravam-se privados de liberdade
em estabelecimentos penais brasileiros, com um total de 376.699 vagas,
indicando uma taxa de ocupacdo de 161%, totalizando um déficit de
231.062 vagas, sendo o perfil das pessoas presas majoritariamente
composto de jovens negros, de baixa escolaridade e de baixa renda
(BRASIL, 2014b).

Entre os 20 paises com maior nimero absoluto de presos o Brasil
encontra-se na quarta posi¢do, precedido de Estados Unidos, China e
Russia. Quanto a taxa de ocupacdo dos estabelecimentos, o Brasil
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apresenta a quinta maior taxa, a qual teve um crescimento de 575% no
periodo de 1990 a 2014. Estes fatores contribuem para a superlotacéo dos
estabelecimentos prisionais e elevado custo, sinalizando a gravidade em
que o sistema prisional brasileiro se encontra e consequentemente
expdem um grande nimero de individuos aos agravos do aprisionamento
(BRASIL, 2014b).

O Estado de Santa Catarina apresenta 46 das 1.424 unidades
prisionais nacionais, e encontra-se na 8* posicdo entre as Unidades
Federativas referente ao nimero de pessoas privadas de liberdade, com
um total 17.914 individuos nesta situacdo, em relagdo a taxa de
aprisionamento para cada 100.000 habitantes, Santa Catarina encontra-se
na 122 posicdo com 266,3 presos. A taxa de ocupagao do sistema prisional
catarinense é de 132% (BRASIL, 2014b).

2.2.3. Saude e Sistema Prisional — Legislacéo Brasileira

A Constituicdo Federal, em seu artigo 3°, inciso IV estabelece
como funcdo do estado prover o bem de todos, incluindo as pessoas
privadas de liberdade (BRASIL, 1988). No ano de 2014, foi instituida a
Politica Nacional de Atencédo Integral a Salde das Pessoas Privadas de
Liberdade no Sistema Prisional (PNAISP), através da Portaria
Interministerial N° 1, de 2 de Janeiro, elaborada pelos Ministros da Saude
e da Justica em consideragdo a legislagdo vigente para pessoas privadas
de liberdade e referente ao Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL,
2014d).

Compreende como objetivo geral da PNAISP a garantia do acesso
das pessoas privadas de liberdade no sistema prisional ao cuidado integral
no SUS. Cita-se como alguns dos objetivos especificos dessa politica a
promogdo do acesso a Rede de Atengdo a Salde, visando o cuidado
integral e a qualificacdo e humanizacédo dos profissionais de salde para a
realizacdo do cuidado a esta populacdo (BRASIL, 2014c). Em
complemento a PNAISP, o Governo Federal instituiu a Portaria N° 482,
de 1° de abril de 2014, que indica normas para a operacionalizacdo desta
politica, indicando o nimero e especializacdo dos profissionais de salde
gue compdem a Equipe de Atencdo Bésica Prisional conforme o nimero
de individuos em custodia e também trata sobre o incentivo financeiro
para custeio das atividades de salde (BRASIL, 2014d).

2.2.4. Sistema Prisional e 0 HIV

Conforme dados do DEPEN em 2014, com base no levantamento
das notificagdes desse agravo, identificou-se a existéncia de 2.864
pessoas portadoras do virus HIV no sistema prisional brasileiro. Esse total
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representa 1,21% do total de presos das unidades que informaram o dado,
0 que equivale a uma taxa de incidéncia de 1.215,5 pessoas soropositivas
para cada cem mil presos, propor¢cdo maior que a taxa da populagédo
brasileira total, que apresenta 20,4 individuos soropositivos para cada
cem mil habitantes. Em SC a partir das informac6es de 80% das unidades
prisionais (14.164 individuos privados de liberdade) verificou-se um
numero de 299 individuos soropositivos para 0 HIV, o que representa um
percentual de infeccdo de 2,11% (BRASIL, 2014b).

Com base nos dados indicados, relata-se a importancia da atuacéo
e elaboracéo de politicas de salde que permitam o conhecimento, controle
e adequada gestdo dos agravos de salde dentro das unidades prisionais
brasileiras.

2.3. CONSIDERAGCOES GERAIS — VITAMINA D

2.3.1. Definicoes e sintese

A VD compreende um pré-horménio esteroide (AZIZ et al., 2013;
WOLF, 2004). Este micronutriente é encontrado em duas formas: o
ergocalciferol (D2), que é produzido por célula vegetais e a principal
fonte dietética para sua obtencdo compreende os fungos comestiveis, e o
colecalciferol (D3), produzido nos tecidos animais pela a¢do da luz
ultravioleta, sendo que suas principais fontes dietéticas sdo representadas
pelo 6leo de figado de bacalhau e pelos peixes gordurosos de agua fria
(salmao, atum, cavala) ( MEUNIER; CHAPUY, 2005; CASTRO, 2011;
MAEDA et al., 2014; PETERS; MARTINI, 2014; SHEPHERD et al.,
2014).

Somente 10 a 20% da VD presente no organismo ¢ obtida de fontes
exogenas, o restante (80 a 90%) é sintetizado endogenamente por sintese
cutanea, transformando a pré-vitamina 7-dehidrocolesterol (7-DHC) em
seus metabdlitos, a partir da incidéncia de raios ultravioletas do tipo B
(UVB), que penetram na epiderme, sendo que esta radiacdo de sintese
possui comprimento de onda de 290 a 310 nm. A vitamina obtida por
meio da ingestdo é absorvida pelo intestino e conduzida até o figado, e a
partir deste momento tanto a forma enddgena quanto a exdgena
apresentam 0 mesmo processo de sintese em metabdlitos ativos (
MEUNIER; CHAPUY, 2005; MAEDA et al., 2014).

No processo de sintese dessa vitamina tém-se no figado a primeira
hidroxilagcdo dos compostos gerando a 25-(OH)D (calcidiol), que é o
metabdlito mais abundante e estavel da VD. Em seguida, o calcidiol
circulante chega aos rins onde é submetido a uma nova hidroxilagéo e
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convertido em calcitriol (1,25-(OH)2D), que compreende o metabolito
ativo do hormoénio. A sintese da VD esta ilustrada na figura 3 (PETERS;
MARTINI, 2014).

Alguns fatores sdo mais relevantes para determinagdo da
concentracdo de VD, estes incluem a pigmentacdo da pele que regula a
penetracdo da radiacdo, sendo que individuos de pele mais escura (que
apresentam maior concentracdo de melanina) requerem maior tempo de
exposicdo a radiacdo para sintese da pré-vitamina, pois a melanina
compete com o pré-horménio pelos raios UVB. Ressalta-se também que
a sintese de VD apresenta uma variacao sazonal devido ao fato de que a
incidéncia de radiacdo UVB apresenta declinio no inverno em latitudes
>30°. Outros fatores que alteram seus niveis no organismo incluem o
estilo de vida (uso de protetor solar e vestimentas de comprimento longo)
e determinantes genéticos (COUSSENS et al., 2015; WOLF, 2004).

Figura 3 — Sintese da vitamina D
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2.3.2. Funcdes bioldgicas

A VD é um horménio fundamental para regulacdo da fisiologia
osteomineral, atuando na homeostase do calcio e desenvolvimento de um
esqueleto saudavel (CASTRO, 2011; PETERS; MARTINI, 2014;
CANUTO et al., 2015). Outras atuacGes do calcitriol compreeendem a
inibicdo da proliferacdo e estimulacéo da diferenciacdo de queratinécitos
na pele, atividade antiangiogénica em neoplasias, aumento da forca
muscular e equilibrio, atuacdo no aumento da sintese e secrecdo de
insulina, controle da funcdo cardiaca e da pressao arterial, regulacdo do
desenvolvimento e fungbes cerebrais e modulacdo do sistema imune
(ABBAS et al., 2008; MORA; IWATA; ANDRIAN, 2008; WANG et al.,
2008; PLUDOWSKI et al., 2013).

No sistema imunolégico o metabdlito ativo 1,25-(OH)2D
compreende um potente modulador, com receptores em diversos tipos
celulares (linfocitos T CD4+ e CD8+, macrofagos e células
apresentadoras de antigenos), atuando na ativacdo e proliferacdo de
linfocitos, sendo que a presenca de receptores de VD nas células T CD4+
correlaciona-se proporcionalmente ao grau de ativagdo dessas células.
Esse micronutriente apresenta um efeito inibitorio em células T-helper-1,
inibindo principalmente interleucina-2 (IL-2) e interferon-y (IFN-y),
aumenta a secrecdo de citocinas pelas células T-helper-2 (interleucina-5
e 10— IL-5 e IL-10) e modula as respostas das células T-helper-17. A VD
também atua na maturacdo dos macréfagos, possibilitando a producéo de
antigenos de superficie especificos e a secre¢do de determinadas enzimas,
enquanto que nas células dendriticas esse composto atua inibindo a
diferenciacdo, a maturacdo e capacidade imunoestimuladora (MAHON et
al., 2003; VAN ETTEN; MATHIEU, 2005; MORA; IWATA;
ANDRIAN, 2008; PLUDOWSKI et al., 2013; PRIETL et al., 2013).

Em decorréncia das inimeras funcfes imunoldgicas relatadas para
a VD, a sua deficiéncia ou insuficiéncia representa um fator de risco para
0 aparecimento de patologias autoimunes e seus efeitos adversos, a
deficiéncia também representa uma maior taxa de mortalidade em
individuos soropositivos para o HIV (MORA; IWATA; ANDRIAN,
2008; PETERS; MARTINI, 2014; EZEAMAMA et al., 2015; VIARD,
2015).

2.3.3. Hipervitaminose e hipovitaminose D

A forma ativa da VD ndo é utilizada para avaliacdo de suas
concentraces séricas por apresentar uma meia-vida curta (4 horas) e
baixa concentra¢do circulante. Em quadros de déficit de VD, ocorre
aumento da secregdo de paratormdnio (PTH), estimulando o rim a
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produzir mais 1,25-(OH)2D, assim, quando da deficiéncia de VD,
observa-se diminui¢do de 25-(OH)D e os niveis de 1,25-(OH)2D podem
apresentar-se dentro da normalidade ou até elevados (MARQUES et al.,
2010). Desta forma, 0 25-(OH)D sérico é considerado o mais confiavel e
acurado parametro para definir as concentra¢fes de VD (MARQUES et
al., 2010; CLIFORD; ROSEN, 2011; PRIETL et al., 2013).

Considera-se hipovitaminose D quando as concentragfes séricas
desta vitamina estiverem abaixo dos niveis considerados fisioldgicos. Os
valores de referéncia para este pardmetro foram atualizadas em outubro
de 2017 e conforme a Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/
Medicina Laboratorial (SBPC/ML) e Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabologia (SBEM) indicou-se que as concentragdes
séricas “normais ou suficientes” encontram-se entre 20-100 ng/mL,
valores entre 10-19,9 ng/mL sdo considerados “insuficientes” e aqueles
abaixo de 10 ng/mL sdo ditos “deficientes” (SBEM, 2017).

Dosagens superiores a 100 ng/mL representam hipervitaminose,
sendo considerado como limiar de toxicidade concentragdes entre 200-
250 ng/mL podendo ocasionar intoxicacdo associada a hipercalcemia,
hipercalcitria e calcificagbes em diferentes 0Orgdos, associado a
sintomatologia de nduseas, vomito, anorexia, fadiga, episddios de diarreia
e constipacao, perda de peso e desorientagdo. Este quadro geralmente esta
associado a doses de suplementac&o diarias superiores a 4.000 Ul/dia por
periodos prolongados. Porém ndo ha consenso quanto ao limite maximo
toleravel, sendo que a Sociedade de Endocrinologia Americana (ES, do
inglés Endocrine Society) utiliza valores de 10.000 Ul/dia, enquanto o
Instituto de Medicina Norte Americano (IOM, do inglés Institute of
Medicine) e a Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar indicam
valores maximos de 4.000 Ul/dia (CASUNO; THYS-JACOBS;
BILEZIKIAN, 2011; SBEM, , 2017).

Apesar de ndo haver consenso referente a concentracdo para
suplementacédo ideal desta vitamina varios estudos tém demonstrado que
a presenca de doencas imunologicas e aquelas relacionadas ao equilibrio
0sseo e mineral requerem concentracdes mais elevadas para melhora dos
quadros. Devido as inimeras fun¢des desse micronutriente, a deficiéncia
sempre se apresenta associada com doengas (COUSSENS, et al., 2015).
Longenecker e colaboradores (2012) descrevem que a hipovitaminose D
pode estar associada a hipertensdo, doencas cardiovasculares incidentes,
infarto do miocérdio, morte cardiovascular e mortalidade total. Coussens
e pesquisadores (2015) fazem uma associacdo da deficiéncia com
diversas doencas transmissiveis e ndo transmissiveis, incluindo a
progressao da infecgdo pelo HIV. A epidemiologia e alta prevaléncia da
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hipovitaminose D relata esta como um importante problema para a salide
mundial, conforme a SBEM este quadro preocupante também se reflete
na populacao brasileira (MAEDA et al., 2014).

2.4. CONSIDERAGOES GERAIS - SISTEMA PURINERGICO

2.4.1. Definices e contexto historico

As funcBes extracelulares associadas as purinas foram descritas
pela primeira vez em 1929 por Drury e Szent-Gyorgyi em uma pesquisa
que relatava as atividades dos compostos de adenina no coragdo dos
mamiferos, nos anos seguintes outros autores relataram o trifosfato de
adenosina (ATP) e a adenosina como componentes associados a uma
funclo vasodilatadora. A descrigdo do conceito de neurotransmisséo
purinérgica ocorreu em 1972 por Burnstock, que com base em suas
pesquisas demonstrou a liberagéo de substancias ativas (ATP) no sistema
nervoso autbnomo (SNA), as quais ndo estavam vinculadas ao sistema
adrenérgico ou colinérgico, evidenciando a presenca de outra rede de
sinalizacdo, a sinalizacdo purinérgica. Evidéncias experimentais
subsequentes demonstraram que o ATP atuava como transmissor ou co-
transmissor e relataram a identificagdo de receptores extracelulares que
desempenhavam funcg6es fisiolégicas induzidas pelas purinas, sendo o0s
receptores purinérgicos P1 e P2 descritos em 1978 por Burnstock
(BURNSTOCK, 1972; ABBRACCHIO; BURNSTOCK, 1994;
RALEVIC; BURNSTOCK, 1998).

O sistema purinérgico compreende uma rede de sinalizacdo
celular, representando uma importante via moduladora de inimeros
processos fisioldgicos, como modulacdo da resposta inflamatdria e
imunoldgica, atuando também na neurotransmissdo e neuroprotecdo, no
mecanismo da dor, na agregacdo plaquetéria e tromborregulacdo, na
vasodilatagdo mediada pelo endotélio, na proliferacdo e morte celular
(BURNSTOCK, 2006a, 2006b; MARTINS et al., 2016; SOUZA et al.,
2012, 2017).

Os componentes executores deste sistema incluem biomoléculas,
sendo estas 0s nucleotideos de adenina (ATP, difosfato de adenosina —
ADP e monofosfato de adenosina — AMP), e seu derivado o nucleosideo
adenosina, os quais se ligam a receptores do grupo P1 e P2 para exercer
sua atividade, sendo que a fungéo destas é regulada por ectoenzimas, entre
as quais ectonucleotidases (E-NPP, E-NTPDases, ecto-5’-nucleotidase e
fosfatases alcalinas) e adenosina desaminase (ADA) (BURNSTOCK,
1997).
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2.4.2. Nucleotideos de adenina e nucleosideo adenosina

Os nucleotideos extracelulares, constituido pelo ATP, ADP e
AMP, juntamente com o nucleosideo de adenosina, estdo associados a
uma diversidade funcional, atuando como mensageiros extracelulares,
que sinalizam diversos efeitos bioldgicos no meio extracelular
(BURNSTOCK, 2006a).

24.2.1. ATP

O ATP é um nucleotideo com capacidade de armazenamento de
energia em suas ligacdes quimicas. Sua conformacdo estrutural
compreende o nucleosideo adenosina conectado a trés radicais de fosfato.
Essa biomolécula é atuante na fosforilacdo oxidativa, e promove a
liberacdo de energia sendo degradado sucessivamente em ADP e AMP
(LEAL et al., 2005). O ATP apresenta grande relevancia para sinalizacdo
purinérgica, desempenhando além de suas funcfes intracelulares bem
estabelecidas, uma atuacdo como sinalizador extracelular seletivo
(BURNSTOCK, 2006a).

O ATP é liberado nos terminais pré e pds-sindpticos por
mecanismo fisioldgico e em resposta a hipdxia e injarias, nestes casos
indicando danos, lesdes e morte celular aguda ( LEAL et al., 2005; DI
VIRGILIO; VUERICH, 2015). O mecanismo de acdo desta biomolécula
é dependente da concentracdo fisioldgica da mesma, local de agéo e
receptor, podendo apresentar atividades diferenciadas conforme o meio,
como exemplo cita-se atividades pro e anti-inflamatorias (SOUZA et al.,
2017).

No organismo, outros locais de armazenamento e liberacéo deste
nucleotideo incluem as células do endotélio danificadas durante a
resposta imune, onde se verifica o controle da permeabilidade da
membrana durante os mecanismos de apoptose (BURNSTOCK, 2009). O
ATP também atua estimulando a sintese de DNA na medula dssea e nos
timacitos, e inibe essa sintese no baco, linfonodos e linfdcitos periféricos;
essa biomolécula apresenta efeitos citostaticos e citotdxicos em
determinadas linhagens tumorais e promove a liberacdo de histamina de
mastdcitos e de granulos destes e dos neutrdfilos, inibindo assim, a fungéo
de macrofagos e células natural killer (NK). Para as células do sistema
imune esta biomolécula também atua como direcionador nos casos de
lesdo tecidual (LEAL et al., 2005).

Além da fungdo em curto prazo associada & neurotransmisséo e
secrecdo do ATP, e das demais purinas e pirimidinas tem sido descrita
com importantes funcGes em longo prazo associadas a proliferagdo e
crescimento celular, o desenvolvimento de doencga e a citotoxicidade,
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fatores estes que indicam uma possibilidade de utilizagdo dessas
biomoléculas e seus analogos para o desenvolvimento farmacoldgico
(BURNSTOCK, 2006b).

2.4.2.2. Adenosina (ADO)

A adenosina compreende um importante nucleosideo formado pela
ligacdo de uma adenina a uma ribose, podendo ser formada a partir da
hidrolise do ATP, atuando ligada a receptores ou de maneira intracelular,
onde exerce atividade de sinalizacdo na via das purinas (LEAL et al.,
2005).

A ADO tem fungdo moduladora do SNC atuando na apoptose,
necrose e proliferacdo celular. Esse nucleosideo é um sinalizador de dano
celular, mediando acdes anti-inflamatorias e sendo uma potente molécula
imunossupressora, desempenhando também um papel protetor através da
liberagdo de neurotransmissores, atua no estimulo a migragdo celular,
inibe a agregacéo plaquetaria e atua como vasodilatador, exercendo assim
uma funcdo protetora no coracao, regulacdo enddgena da imunidade inata
e defesa nas lesBes teciduais extensas associadas a inflamacdo (BOURS
et al., 2006; SOUZA et al., 2012; DI VIRGILIO; VUERICH, 2015).

2.4.3. Receptores P1 e P2

Os receptores purinérgicos compreendem o local onde as
biomoléculas serdo acopladas para realizacdo da transducdo do sinal e
efetivacdo das suas fungdes. Atualmente utiliza-se a divisdo das
receptores conforme definido por Abbracchio e Burnstock, (1994).

2.4.3.1. Receptor P1 (RP1)

RP1 sdo receptores metabotrdpicos, ou seja, receptores
transmembrana que captam sinais extracelulares e ativam vias de
transducdo no interior da célula, cujo agonista endégeno é a adenosina
(BARNARD; BURNSTOCK; WEBB, 1994; SCHACHTER et al., 2015).

Este grupo de receptores esta ligado a proteina G e € composto por
quatro subtipos (Al, A2A, A2B e A3), que apresentam similaridade
estrutural e s&o amplamente distribuidos pelo organismo, com
predominancia no SNC e em menor quantidade nas regides periféricas
(sistema nervoso periférico — SNP), sendo esta distribuicdo variavel
conforme o subtipo, os receptores Al e A2A sdo 0s que se encontram em
maior quantidade nesses sitios, 0 subtipo A2B € expresso no intestino e
na bexiga e o A3 encontra-se amplamente distribuido pelo organismo
(SOUZA et al., 2012). Os receptores de adenosina P1 sdo também
amplamente expressos pelas células imunes da linhagem mieloide e
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linfoide, sendo que os subtipos A2A e A2B sdo principalmente
imunossupressores e atuam no controle da inflamacdo (DI VIRGILIO;
VUERICH, 2015).

2.4.3.2. Receptor P2 (RP2)

Os RP2 apresentam-se divididos em dois grupos de receptores, 0s
ionotrépicos ou P2X e os metabotrdpicos, ou P2Y. Os receptores P2Y
apresentam estrutura semelhante aos RP1, possuindo oito subtipos de
clones (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13 e 14), cujo agonistas sdo as pirimidinas
e as purinas, estes receptores sdo acoplados a proteina G utilizando esta
em seus mecanismos de transducdo (BARNARD; BURNSTOCK;
WEBB, 1994; BURNSTOCK, 1997, 2006b).

Os receptores P2X apresentam uma estrutura diferencial, formada
por duas alfa-hélices transmembrana ligadas por uma longa alca
extracelular, incluindo sete subunidades clonadas e sequenciadas (P2X1-
7) sendo que a maioria estd distribuida nos neurbnios centrais e
periféricos, e tem como agonista principal o ATP. Quando o ATP realiza
a estimulacdo do P2X intracelularmente promove a despolarizacdo
celular, e sequencialmente a abertura do canal idnico, para influxo de
Ca?*, iniciando as funcdes celulares ativando cascatas de sinalizacédo em
diferentes tipos celulares (BARNARD; BURNSTOCK; WEBB, 1994;
BURNSTOCK, 2006a).

Os receptores do tipo P2, além dos sitios citados (SNC e SNP —
estando presentes nos astrdcitos, oligodendrocitos, células de Schwann e
células gliais entéricas), encontram-se em uma diversidade de tipos
celulares amplamente distribuidos pelo organismo que incluem as células
de ganglios da retina, células hepaticas e pancreaticas, espermatozoides,
células dsseas como osteoclastos e osteoblastos e um variedade de células
associadas a atividades endécrinas, esses purinoreceptores também estdo
presentes nas células do sistema imunolégico, incluindo os mastécitos, os
linfocitos T e B, os macrdfagos e os neutrofilos, as células dendriticas, as
células NK, as plaquetas, os trombocitos e os eritrocitos (DI VIRGILIO;
ANDREA BOREA,; ILLES, 2001; BURNSTOCK, 2009; DI VIRGILIO;
VUERICH, 2015).

A expressdo dos purinoreceptores P2Y e P2X em células imunes e
inflamatdérias promove a modulacdo de respostas-chave, como
quimiotaxia e liberacdo de citocinas, sendo que agonistas e antagonistas
seletivos para subtipos de purinoceptores P2 representam alvos
terapéuticos para desenvolvimento de farmacos em condicdes patoldgicas
(BARNARD; BURNSTOCK; WEBB, 1994; DI VIRGILIO; ANDREA
BOREA; ILLES, 2001).
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2.4.4. Ectoenzimas

As ectoenzimas purinérgicas compreendem enzimas com
capacidade de regular a concentracéo extracelular de ATP e adenosina,
desta forma, sdo relevantes para os diversos processos fisiol6gicos nos
quais as biomoléculas sdo atuantes e sinalizadoras. A atuacdo destas
ectoenzimas compreende a hidrdlise dos nucleotideos extracelulares em
seus respectivos nucleosideos, apds estes realizarem suas fungdes (LEAL
et al., 2005; YEGUTKIN, 2008; MARTINS et al., 2016; SOUZA et al.,
2017).

Os componentes do sistema purinérgico e a atuacdo das
ectoenzimas sobre as biomoléculas esta representado na figura 04.

Figura 4 — Componentes do sistema purinérgico
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Fonte: Adaptado de Yegutkin (2008)

2.4.4.1. Ectonucleotidases

Este grupo de enzimas apresenta-se ancorada a membrana celular,
com sitio ativo voltado ao meio extracelular, podendo estar presente
também em forma sollvel no meio intersticial, sendo composto pela
familia das ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), ecto-
nucleosideo trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDases) e ecto-5’-
nucleotidase (LEAL et al., 2005; MARTINS et al., 2016).

Os componentes do grupo das E-NTPDases compreendem 8
membros, os quais hidrolisam tanto ATP quanto ADP apresentando
algumas preferéncias individuais conforme o subtipo, formando
consequentemente AMP, na presenca de cations divalentes de calcio ou
magnésio (LEAL et al., 2005; REZER et al., 2007).
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As E-NTPDases sdo encontradas em varios locais, com
apresentacdo nos linfocitos humanos, sendo registrada sua presenca
também no coracdo, placenta, pulmdes, figado, musculos esqueléticos,
timo, rim, pancreas, regides do sistema reprodutor, e cérebro, sendo que
alguns subtipos apresentam predominéancia em determinados 6rgdos ou
tecidos do organismo (LEAL et al., 2005).

As fungles associadas as E-NTPDases incluem o controle dos
linfdcitos, reconhecimento dos antigenos, ativacdo de funcdes efetoras
das células T citotdxicas, e geracdo de sinais que aumentam as interacdes
célula-célula. A NTPDase-1 (CD39) é uma das ectoenzimas com maior
expressdo na superficie de células T reguladoras (Treg) e apresenta uma
alta atividade catalitica quando ligado aos receptores de células T (LEAL
et al., 2005; SCHACHTER et al., 2015).

A ecto-5’-nucleotidase (CD73) estd associada & maturacdo e
ativagdo dos linfocitos, e sua expressdo a resisténcia de algumas linhagens
de células tumorais a agentes quimioterapéuticos (HANSEN et al., 1995).
Essa ectoenzima tem func¢do sinalizadora e atua em processos de adesdo
célula-célula e célula-matriz. Juntamente com as NTPDases atua na
neurotransmissdo em diferentes doengas, com o objetivo de reduzir os
niveis de ATP e aumentar os niveis de adenosina no meio (LEAL et al.,
2005; JAQUES et al., 2011; SOUZA et al., 2012).

2.4.4.2. Adenosina desaminase (ADA)

A ectoenzima ADA tem como funcdo promover a desaminagéo
hidrolitica na superficie celular da adenosina em inosina, que compreende
um metabdlito inativo, e sua deficiéncia contribui para condicdes
patoldgicas devido ao aumento anormal das concentragfes de adenosina
extracelular (MARTINS et al., 2016). A ADA apresenta duas isoformas
(1 e 2), amplamente distribuidas nos tecidos animais, a isoforma ADAL
apresenta maior concentracdo nestes tecidos e a ADA2 tem maior
concentragcdo no soro, sendo que estas enzimas atuam com grande
atividade no timo, tecidos linfoides e em linfdcitos periféricos,
promovendo o crescimento normal dos linfocitos, além de sua
diferenciacdo e proliferacdo (BURNSTOCK, 2006b, 2009).

2.5. CONSIDERACOES GERAIS — ESTRESSE OXIDATIVO

2.5.1. DefinicGes — Estresse Oxidativo
O estresse oxidativo foi definido pela primeira vez por SIES (1985)
que indicou este como “um distirbio no equilibrio antioxidante e pro-
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oxidante em favor das espécies oxidantes, levando a danos potenciais”.
Com base nos indmeros estudos e informacdes relacionados a esta area,
pode-se ampliar este conceito indicando que o estresse oxidativo
compreende um estado de desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante, onde se observa
uma producdo exacerbada destas moléculas reativas e/ou uma falha das
defesas antioxidantes. As falhas das defesas antioxidantes podem estar
associadas ao processo de remocdo ou a velocidade deste processo,
caracterizando uma capacidade reduzida dos sistemas de defesa de
impedirem o ataque oxidativo direcionado as biomoléculas alvos (SIES,
2015; SIES; BERNDT; JONES, 2017).

Em condigBes patoldgicas de desequilibrio podem ocorrer danos
oxidativos que promovem a modificacdo irreversivel das macromoléculas
bioldgicas incluindo a modificagdo das suas estruturas e modulagéo das
suas funges, que compreendem:

- Danos oxidativos aos carboidratos;

- Danos aos &cidos nucléicos, pela reticulagdo da proteina do DNA,
ruptura de cordas e alteracdo na estrutura das bases de purina e piridina,
podendo ocasionar a mutacao dessa biomolécula;

- Oxidacdo proteica, carboniliagcdo proteica e oxidacao de tiéis, que
ocasionam a perda da atividade das proteinas; e

- Peroxidacgdo lipidica, que ocasiona impactos a estrutura das
membranas e promove a formacdo de aldeidos reativos (JOHNSON;
GIULIVI, 2005; REIS et al., 2008; PISOSCHI; POP, 2015).

O quadro de desequilibrio, associado a alteragdes inflamatérias, é
relatado como determinante para o inicio e progressdo de diferentes
doencas agudas e cronicas. O estresse oxidativo ocasiona uma maior
expressao de oncogenes, geracdo de compostos mutagénicos, promogao
de atividade aterogénica, ocorréncia de placa senil ou inflamacéo,
quadros estes que podem conduzir a aterosclerose, diabete mellitus,
obesidade, envelhecimento precoce, transtornos neurodegenerativos e
cancer (JOHNSON; GIULIVI, 2005; ALFADDA; SALLAM, 2012;
CAROCHO; FERREIRA, 2013; FORMAN; URSINI; MAIORINO,
2014).

2.5.2. Espécies reativas de oxigénio (ERO)

A producéo de ERO, ocorre em um processo de equilibrio continuo
e fisioldgico, principalmente nas mitocdndrias no processo aerdbio que
utiliza oxigénio com a finalidade de oxidar as moléculas de carbono e
hidrogénio que atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons
nestas reacfes bioquimicas, possibilitando assim a geracdo de energia
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através de ATP, além dessas moléculas atuarem na sinalizagéo celular e
reacOes biossintéticas. O controle deste processo € executado pelos
mecanismos que buscam limitar os niveis intracelulares de tais espécies
reativas e consequentemente, controlar a ocorréncia de danos (SIES,
1985, 2015; CULOTTA, 2000; ALFADDA; SALLAM, 2012; BAUER,;
DE LA FUENTE, 2016).

As ERO também séo produzidas em decorréncia da exposi¢éo a
infeccBes microbianas envolvendo ativacdo de fagocitos, durante a
atividade fisica intensa ou pela exposicéo a acdo de poluentes e toxinas,
entre 0s quais pode-se citar os componentes da fumaca de cigarros,
utilizacdo de substancias alcodlicas, exposi¢do a radiacBes ionizantes e
UV, pesticidas e ozonio (PISOSCHI; POP, 2015).

Caracteriza-se estas ERO como atomos, ions ou moléculas que
contém oxigénio com um elétron ndo pareado em sua Orbita externa.
Devido a presenca deste elétron, estas moléculas apresentam grande
instabilidade e elevada reatividade, com estas caracteristicas elas tendem
a ligar este elétron com outros presentes em estruturas préximas de sua
formagdo, comportando-se como receptores (oxidantes) ou doadores
(redutores), sendo que a ligagdo pode ocorrer com as principais classes de
biomoléculas, e os lipideos sdo os mais suscetiveis (SPECTOR, 2009;
SIES; BERNDT; JONES, 2017).

Além das ERO, outros radicais que contém nitrogénio podem
ocasionar danos ao organismo, estes sdo denominados de espécies
reativas de nitrogénio (ERN) e sdo derivados do radical 6xido nitrico.
Entre as espécies reativas cita-se: superoxido (O-), hidroxila (OH),
oxigénio singleto (1/2 Oy), peroxido de hidrogénio (H202), alcoxido,
peroxil, 6xido nitrico e peroxinitrito (SPECTOR, 2009; OROIAN;
ESCRICHE, 2015; NIKI, 2016).

2.5.3. Defesa antioxidante

Define-se como antioxidantes aqueles compostos que possuem a
capacidade de retardar ou prevenir a oxidacdo de um substrato.
Consequentemente as funcbes destes compostos estdo associadas a defesa
do organismo e a reducdo do dano oxidativo ocasionado em situacGes de
estresse (PISOSCHI; POP, 2015; SIES; BERNDT; JONES, 2017).

O organismo possui sistemas de defesas antioxidantes que atuam
na manutencao do equilibrio e eliminag&o dos radicais livres (do inglés,
ROS scavengers), estas moléculas degradadoras atuam impedindo a
formacéo das ERO (sistemas de prevencdo), impedindo a acdo dessas
espécies (sistemas varredores) ou favorecendo o reparo e a reconstitui¢do
das estruturas biolégicas lesadas (sistemas de reparo) (BARBOSA et al.,



50

2010; ALFADDA,; SALLAM, 2012; BAUER; DE LA FUENTE, 2016;
FORMAN; URSINI; MAIORINO, 2014).

Conforme as caracteristicas de cada sistema de defesa os
antioxidantes sdo classificados em enzimaticos e ndo enzimaticos
(denominacédo mais utilizada), preventivos ou de reparacgdo, enddgenos ou
exogenos, primarios ou secundarios, hidrossollveis ou lipossollveis, e
naturais ou sintéticos (PISOSCHI; POP, 2015; SHAHIDI; ZHONG,
2015).

O mecanismo antioxidante enzimatico é composto pela superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), que
compreendem a linha inicial de defesa enddgena de neutralizagdo das
espécies reativas. A atuacdo destas enzimas é na manutencdo de baixas
guantidades do radical superoxido e de peroxidos de hidrogénio,
consequentemente, evitando a formacdo do radical hidroxila, através de
uma sequéncia de agBes que resulta na formagdo de HO e Oy
(SPECTOR, 2009; BARBOSA et al., 2010).

O sistema antioxidante ndo enzimatico é composto, especialmente,
de compostos oriundos da dieta, que incluem o acido Urico, o &cido
ascarbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), e moléculas que contém
sulfidril (SH) denominados ti6is ndo protéicos (NPSH, do inglés non
protein thiols), como é o caso da glutationa e cisteina (OROIAN;
ESCRICHE, 2015; SIES; BERNDT; JONES, 2017).

2.6. CORRELACAO HIV, VITAMINA D, SISTEMA PURINERGICO
E ESTRESSE OXIDATIVO

A infeccdo ocasionada pelo HIV e o desenvolvimento da AIDS
constituem uma doenca de grande preocupacdo para a salde publica,
devido ao numero de casos diagnosticados, principalmente em
populacdes de maior exposicdo ao virus, como individuos privados de
liberdade, tornando-se necessario a elaboracdo de pesquisas que visam
identificar caracteristicas associadas a esta infeccéo e sugerir estratégias
de abordagem terapéutica e de prevencao a estes individuos.

Numerosos estudos indicam fatores que ocasionam um pior
progndstico ao paciente soropositivo, entre esses fatores a deficiéncia de
VD ¢ relatada pelos autores Rutstein et al. (2011), Theodorou et al.
(2014), Shepherd et al. (2014), Canuto et al. (2015), Ezeamama e
colaboradores (2015), entre outros, que indicam uma prevaléncia de
deficiéncia desse micronutriente entre 1,6 a 89,2% em diferentes
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populacdes, além de elevadas taxas de insuficiéncia vitaminica. Os
autores também correlacionaram essa deficiéncia com baixas contagem
de células CD4+ e uma progressao mais severa do HIV, além de maior
sobrevida associada a recuperacdo das concentragbes do micronutriente.

Outro fator relevante associado ao HIV compreende as alteracdes
metabdlicas ocasionadas pelo virus, que incluem alteragdes bioquimicas
e imunoldgicas, onde pode-se citar o estresse oxidativo e alteragcdes na
sinalizacdo purinérgica.

O desenvolvimento de estresse oxidativo nestes individuos
associa-se a diversos mecanismos, entre 0s quais cita-se a prolongada
ativagdo do sistema imunoldgico e maior produgdo de ERO, devido ao
aumento na ativagao de leucécitos polimorfonucleares ou em decorréncia
aos efeitos pro-oxidantes do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)
produzido pelos macréfagos que sdo ativados durante a infecgdo. As
EROs induzem a transativacdo do HIV em células de mondcitos,
ocasionando maior producdo de citocinas pro-inflamatorias, as quais
podem estar associadas ao aumento da replicagdo viral (BHAT; ISMAIL,
2015; IVANQV et al., 2016).

Nesse contexto de estresse oxidativo em individuos soropositivos
para o HIV-1 a VD tem sido indicada como um micronutriente, quando
em concentracdes fisioldgicas adequadas, importante para protecdo das
células frente aos danos oxidativos, atuando como cofator na estimulagdo
da atividade das enzimas antioxidantes (BHAT; ISMAIL, 2015;
WATANABE et al., 2015; IVANQV et al., 2016).

O sistema de sinalizagdo purinérgica foi descrito recentemente e
acredita-se em uma possivel relacdo das ectoenzimas como componentes
que auxiliam no bloqueio de progressdo da doenca ocasionada pelo HIV
e melhora da resposta imune (LEAL et al., 2005; ANTONIOLI et al.,
2013; BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014; DI VIRGILIO; VUERICH,
2015). Devido aos poucos trabalhos na literatura, torna-se relevante
pesquisar e elucidar a funcdo destes componentes sinalizadores na
patologia ocasionada pelo HIV-1, buscando o entendimento e
conhecimento de suas funcdes. Referente a utilizacdo de suplementacéo
com VD nos pacientes soropositivos e avaliagdo da sinalizacdo
purinérgica, ndo foram encontrados estudos na literatura, assim, esta
pesquisa representa uma possibilidade de novos conhecimentos para a
populacéo alvo.

A hip6tese desse estudo compreende a indicagdo de uma
correlagdo das concentracdes de VD com marcadores imunolégicos
relacionados a infeccdo ocasionada pelo HIV, indicando que a
suplementacdo vitaminica possibilitard uma melhora desses marcadores
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imunoldgicos e dos marcadores associados ao perfil oxidativo,
bioguimico e da atividade das ectoenzimas purinérgicas.

Desta forma, a realizagdo desse estudo busca elucidar diferentes
sistemas e as concentracdes de seus componentes nos individuos HIV
soropositivos apos a suplementacdo com VD, com o objetivo de obter
resultados que proporcionem indicadores de uma melhora na qualidade
de vida.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliagdo do sistema purinérgico e perfil oxidativo em pacientes
soropositivos para 0 HIV-1 em resposta a suplementacéo de vitamina D,
em uma populacdo privada de liberdade residente no Oeste Catarinense.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar as concentragdes de VD em individuos soropositivos
e soronegativos para HIV-1, antes e ap6s a suplementacdo com VD;

- Avaliar a restauracdo das concentracdes de VD nos individuos
soronegativos e soropositivos para o HIV-1 ap6s o periodo de
suplementacao;

- Analisar o perfil bioquimico dos individuos do estudo antes e
apos a suplementagdo com VD;

- Avaliar a hidrélise das ectoenzimas purinérgicas em individuos
soropositivos e soronegativos para o HIV-1 antes e ap6s a suplementagdo
de VD;

- Determinar o perfil oxidativo da populacdo estudada
correlacionando a suplementacéo de VD;

- Analisar os resultados da contagem de células T CD4+ e T CD8+,
como indicadores de resposta imune, em individuos soropositivos para o
HIV-1, antes e apés suplementacdo com VD;
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4. METODOLOGIA

4.1. CASUISTICA

A presente pesquisa foi conduzida como um estudo de intervengéo
com individuos soropositivos atendidos pelo Hospital Municipal de AIDS
de Chapec6/SC (Hospital DIA) provenientes de Unidades Prisionais do
Oeste do Estado de Santa Catarina caracterizadas como penitenciarias, e
individuos soronegativos que se encontravam em regime de recluséo e
detencdo nestas Unidades Prisionais.

As Unidades Prisionais que possuem a caracteristica de
penitencidria sdo aquelas onde os individuos sentenciados e sem
possibilidade de recursos irdo cumprir suas penas, sendo que o Oeste do
Estado de Santa Catarina possui duas unidades com a presente
denominac&o, que correspondem a Penitenciaria Agricola e Penitenciaria
Industrial de Chapec6.

O Hospital DIA compreende um servigo de atencdo especializado
gue objetiva o atendimento humanizado e de qualidade a pacientes
soropositivos, constituido de equipe multidisciplinar atendendo pacientes
de 37 municipios da regido Oeste.

O presente estudo compreende dois grupos amostrais:

- Grupo teste: Representado por individuos privados de liberdade
HIV soropositivos em regime prisional fechado e semiaberto, com
suplementacédo de VD;

- Grupo controle: Representado por individuos privados de
liberdade HIV soronegativos em regime prisional fechado e semiaberto,
com suplementacéo de VD.

O recrutamento dos pacientes teve inicio no més de abril de 2017,
sendo realizado em parceria com o setor de assisténcia social do
complexo prisional, a partir de informagdes obtidas no Hospital DIA. Os
sujeitos foram informados sobre os objetivos e procedimentos da
pesquisa, as davidas esclarecidas e procedido o convite a participacdo
voluntaria do estudo, sendo que aqueles que aceitaram participar
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),
conforme apéndice A.

O ndmero de pacientes soropositivos era representado na fase
inicial da pesquisa por 18 individuos, aplicou-se o calculo amostral para
obtencdo de um nivel de confianca de 95% e um erro maximo de 5%
indicando como resultado que a amostragem ideal deveria ser
representada pela totalidade da popula¢do. No decorrer do recrutamento
2 individuos foram libertos e 1 transferido, totalizando 15 individuos



aptos para o estudo, dos quais 12 aceitaram participar voluntariamente do
estudo. Em decorréncia de uma evaséo, o grupo teste foi composto por 11
detentos soropositivos o que representou um nivel de confianca de 85%,
representado no estudo como intervalo de confianca (IC), e um erro
méaximo de 15%, e o grupo controle recrutado diretamente nas unidades
prisionais foi composto pelo mesmo ndmero de individuos com
caracteristicas similares aos testes (faixa etaria e regime prisional), os
quais apds a primeira coleta tiveram sua sorologia negativa para o HIV
confirmada por resultado laboratorial. A Figura 05 representa o desenho
amostral do presente estudo, incluindo um resumo das etapas que foram
executadas no decorrer desta pesquisa.

Figura 5 — Desenho experimental
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Fonte: A Autora

4.2. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos na pesquisa individuos com idade superior a 18
anos, do género masculino, soropositivos para o HIV-1 e que se
encontravam privados de liberdade nas Penitenciarias Agricola e
Industrial de Chapec6, e que apresentaram concentracdes de VD abaixo
de 30,3 ng/mL (concentracdo de VD mais elevada antes do periodo de
suplementacéo).

Critérios de exclusdo, compreenderam individuos que finalizaram
suas penas no decorrer do estudo ou se evadiram das unidades prisionais,
aqueles que j& faziam uso da VD e os que utilizavam medicagdes que
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alteram as concentragdes da VD, tais como: glicocorticoide sistémico,
hormonios, isoniazida, fenobarbital, fenitoina ou rifampicina. A exclusdo
também contemplou individuos que possuiam doencas que alteram o
mecanismo de absorcdo e metabolizacdo da VD, tais como hepatite B e
C.

4.3. AUTORIZACOES E COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM
SERES HUMANOS

Para execucao do projeto foram solicitadas autorizag@es aos drgaos
competentes, que incluem a Secretaria Municipal de Sadde do municipio
de Chapeco responsavel pela coordenagéo do Hospital DIA e a Geréncia
do Complexo Prisional de Chapec6 responsavel pela coordenacdo das
Penitenciarias. Os envolvidos assinaram declaracbes de ciéncia e
concordancia.

A presente pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos através da Plataforma Brasil na Universidade
Federal da Fronteira Sul, sendo aprovada com numero CAAE
62711516.6.0000.5564, conforme anexo A.

4.4. SUPLEMENTACAO VITAMINICA

Apo0s esclarecimentos dos individuos participantes do estudo,
assinatura da documentacdo necessaria e realizacdo dos procedimentos
analiticos iniciais, conforme descrito na anélise de dados, iniciou-se a
terapia de suplementacdo vitaminica. A vitamina foi fornecida sobre a
forma liquida de colecalciferol 5.000 Ul, com posologia de uma dose
semanal, totalizando 9 dosagens e um periodo de acompanhamento de 9
semanas, totalizando 63 dias. A administracdo da dose do farmaco foi
realizada pela pesquisadora, sendo que a mesma também realizou o
acompanhamento dos pacientes e orientagdes sobre ddvidas e
procedimentos no caso de reagBes adversas, conforme indicacdes do
fabricante (MAEDA et al., 2014).

4.5. ANALISE DE DADOS

Os dados foram analisados conforme as seguintes ferramentas: o
prontuario e o questiondrio foram avaliados antes do inicio da
suplementacdo; as analises laboratoriais foram procedidas antes e apds a
suplementacéo.
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4.5.1. Formulario de pesquisa

Realizou-se entrevista presencial por meio de formulério
elaborado pelos pesquisadores, conforme apéndice B, com o intuito de
coletar dados de identificacdo (nome, data de nascimento), dados
demogréficos (idade, tonalidade de pele), dados socioecondmicos
(escolaridade), e outras variaveis relevantes, que incluem
guestionamentos relacionados a VD, como a frequéncia e quantidade de
horas, horario de exposicdo solar semanal, utilizagdo de protetor solar e
consumo de alimentos ricos em VD. O tempo de recluséo, exercicio de
atividade laboral e regime prisional do paciente também constituiram o
formulério. Estes questionamentos foram realizados aos dois grupos de
participantes.

Aos pacientes HIV soropositivos foram solicitadas informacGes
adicionais, como o tempo de diagndstico da infeccéo e via de transmisséo,
ocorréncia de doengas oportunistas, doencas cronicas nao relacionadas ao
HIV (hipertensdo arterial e/ou diabetes), uso e periodo de utilizacdo da
terapia de antirretrovirais. As respostas obtidas foram transcritas em
tabelas e analisadas.

4.5.2. Avaliacédo do prontuario

Realizou-se a avaliacdo do prontuério dos pacientes para obtencéo
de dados relacionados & sua situacdo de salde/doenga, incluindo a
utilizacdo de medicacdo continua que altere os niveis de VD e HAART
empregada em pacientes soropositivos, doengas cronicas e oportunistas
diagnosticadas nos Gltimos 6 meses e resultados de analises laboratoriais.
Os dados obtidos foram tabulados e avaliados.

4.6. ANALISE LABORATORIAL

4.6.1. Coleta e processamento do material biol6gico

As amostras foram coletadas por punc¢do venosa antero-cubital, em
tubos de sangue total com anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino
tetra-acético), citrato de sodio e tubos sem anticoagulante e com gel para
separacdo do soro, com protecdo da luz. O procedimento de coleta
ocorreu na sala de coletas da unidade de salde localizada nas
dependéncias do complexo prisional, sendo realizado por profissional
capacitado na &rea, garantindo a privacidade e sigilo dos individuos.

Todo o procedimento de coleta das amostras bioldgicas,
manipulacdo e descartes de residuos infectantes foram executados em
consonancia com as normas de biosseguranga, sequencialmente as
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amostras foram acondicionadas em caixas de isopor com blocos de gelo
reciclavel e encaminhadas ao laboratério de Microbiologia, Parasitologia
e Imunologia da UFFS para processamento das mesmas.

4.6.1.1. Protocolo de separacdo de soro, plasma e sangue total com citrato

O tubo contendo gel separador foi centrifugado em centrifuga
modelo Sigma 3-16L a uma rotacdo de 3.500 rpm por 15 minutos, apés
centrifugacdo o soro obtido foi separado em trés frascos, um quantitativo
foi colocado em tubo de ensaio para realiza¢do das analises bioquimicas,
500 L foram colocados em microtubo e encaminhados a um laboratorio
do municipio de Chapec6 para realizacdo da dosagem da VD e o restante
do soro obtido foi guardado em um criotubo no ultrafreezer Indrel IULT
335D-486 a -80°C para realizacdo de analises do perfil oxidativo.

A partir de um dos tubos com EDTA realizou-se a centrifugacéo
da amostra a uma rotagéo de 3.500 rpm por 15 minutos, e o0 sobrenadante
contendo o plasma foi guardado em um criotubo no ultrafreezer a -80°C
para posterior realizacdo das analises.

Um dos tubos contendo amostra e anticoagulante citrato de sodio
foi homogeneizado por inversdo e a partir do sangue total deste frasco
separou-se um volume de 500 pL em um criotubo e armazenou-se nas
condi¢des acima descritas.

4.6.1.2. Protocolo de separacgdo dos linfocitos

Para separagdo da camada de linfdcitos utilizou-se a metodologia
de Boyum (1968).

Procedeu-se a colocacdo de 4 mL de sangue total com EDTA em
um tubo falcon, ao qual adicionou-se 4 mL de solugéo fisiol6gica 0,9%
(salina), fechou-se o tubo e homogeneizou-se levemente. Em outro tubo
colocou-se 3 mL do reagente Ficoll® e a este adicionou-se levemente
pelas bordas a amostra diluida em solucdo fisiol6gica, o tubo foi
centrifugado a uma rotacdo de 1.800 rpm por 30 minutos. Apds a
centrifugacdo observou-se a formacdo de um gradiente, contendo uma
camada de células mononucleares (“nuvem”) entre as camadas do
reagente e do plasma. Procedeu-se a retirada desta “nuvem” de células em
tubo falcon vazio, adicionando sequencialmente 10 mL de solucao
fisiolégica, o tubo foi tampado e centrifugado a 1.500 rpm por 15
minutos. ApOs este procedimento o sobrenadante foi descartado por
inversdo, e ao precipitado adicionou-se 5 mL de salina e realizou-se
centrifugacdo a 1.200 rpm por 10 minutos. Novamente, descartou-se o
sobrenadante por inverséo e ao precipitado adicionou-se 1mL de solucdo
fisioldgica e realizou-se centrifugacéo a 1.000 rpm por 05 minutos. Apds
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a Ultima centrifugacdo descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 175
pL de salina, guardando a amostra no ultrafreezer a -80°C para realizagéo
dos protocolos analiticos.

4.6.1.3 Protocolo de separacdo das plaquetas

Para separacdo de plaquetas utilizou-se a metodologia de Pilla et
al., (1996) modificada por Lunkes et al., (2003).

Com o restante da amostra contendo sangue total em
anticoagulante citrato de sodio, realizou-se centrifugacdo dos tubos a uma
rotacdo de 1.200 rpm por 10 minutos. Apds a retirada da centrifuga,
retirou-se o sobrenadante em um tubo de ensaio, o qual foi centrifugado
a 5.000 rpm por 30 minutos. Retirou-se os tubos da centrifuga e
descartou-se 0 sobrenadante, ao precipitado foi adicionado 2 ml do
tampdo HEPES 3,5 mM a pH 7,2, homogeneizando até a completa
dissolucéo. Esse homogeneizado foi centrifugado por mais 10 minutos a
5.000 rpm. Apo6s o ultimo procedimento de centrifugacdo, retirou-se o
sobrenadante a adicionou-se 500 pl do tampdo HEPES as plaquetas,
guardando a amostra no ultrafreezer a -80°C.

4.6.2. Dosagem de vitamina D

Para avaliacdo da VD utilizou-se a dosagem sérica da fracéo
25(0OH)D. Os critérios de interpretacdo dos resultados seguiram as
orientacbes propostas pela SBEM, sendo considerados os seguintes
valores laboratoriais:

- Deficiéncia: < 10,0 ng/mL;

- Insuficiéncia: 10,0-19,9 ng/mL e€;

- Suficiéncia: Superiores a 20,0 ng/mL.

As concentragbes de VD foram determinadas a partir do soro
fracionado usando a técnica de imunoensaio quimioluminescente de
microparticulas (QMIA), a qual mede a combinacéo das fracdes D2 e D3.
O ensaio laboratorial da VD foi realizado em laboratério de referéncia do
municipio.

4.6.3 Contagem diferencial de linfdcitos T CD4+ e CD8+

A contagem diferencial de linfécitos T CD4+/CD8+ foi realizada
em amostras de sangue total com anticoagulante EDTA, com finalidade
de detectar e quantificar os antigenos especificos (CD4 e CD8) na
superficie das células, utilizando anticorpos monoclonais especificos
marcados com diferentes fluorocromos. O protocolo para realizacdo das
analises seguiu as diretrizes estabelecidas pelo Ministério da Satde, sendo
executado por intermédio do Hospital DIA.
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O procedimento compreende o tratamento inicial de uma fragdo de
50 pl da amostra com solucdo lisante para eliminacdo da interferéncia
ocasionada pelas hemécias, e marcacdo da amostra com anticorpos
monoclonais, apds 60 minutos ao abrigo da luz foi realizada a
identificacdo e contagem das populacbes de linfdcitos presentes na
amostra. A leitura foi procedida em citdmetro de fluxo seguindo os
valores de referéncia para as contagens celulares de:

- CD4: 500 a 1500/mm? e

- CD8: 300 a 1000/mm2,

4.6.4. Avaliacao do sistema purinérgico

Para avaliacdo do sistema de sinalizagdo purinérgico foram
utilizadas amostras de plaquetas e linfdcitos dos individuos em estudo.
Para mensuragdo da hidrolise do ATP em ADP e AMP e avaliacéo da
atividade das ectoenzimas NTPDase e ecto-5’-nucleotidase, foi
mensurada a quantidade de fosfato inorganico liberado através de ensaio
colorimétrico, com leitura em espectrofotdmetro a 630 nm, utilizando o
método método de Pilla et al., (1996) adaptado por Lunkes et al. (2003) e
a atividade da ADA foi determinada através da quantidade de aménia
liberada pela acdo da enzima com leitura em espectrofotdmetro a 620 nm,
segundo o método descrito por Giusti e Galanti, (1984) conforme
procedimentos analiticos padronizados no laboratério.

Os reagentes utilizados incluem os substratos do sal dissédico de
adenosina 5'-trifosfato, sal de s6dio de adenosina 5'-difosfato, sal de sédio
5'-monofosfato, adenosina, Ficoll-Histopaque (Lymphoprep) e
Coomassie Brilliant Blue G, os quais foram obtidos da Sigma -Aldrich
(St. Louis, MO, EUA), todos os demais reagentes utilizados no
experimento foram de grau analitico e alta pureza.

4.6.4.1. Avaliacdo da enzima ecto-5’-nucleotidase e NTPDase em
plaquetas

A amostra de plaguetas conservada em tampdo HEPES foi
descongelada para realizacdo dos ensaios, inicialmente realizou-se a
dosagem de proteinas conforme o método de Bradford (1976).

Para determinacdo das proteinas utilizou-se o reagente Azul de
Comassie, a partir do qual realizou-se curva padrdo em triplicata com
albumina bovina, procedendo as leituras em espectrofotdmetro UV/VIS
5300PC, da Metash, a 595 nm, e obteve-se o fator de correcdo (FC) do
reagente de 0,073. Para dosagem de proteina adicionou-se em um tubo de
ensaio 50 pL de amostra e 2.500 pL de Azul de Comassie e calculou-se
as concentragdes.
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Para proceder 0s ensaios é necessario que a concentracdo de
proteinas na amostra esteja entre 0,4-0,6 mg/mL, para valores obtidos
acima destes parametros, realizou-se a diluicdo da amostra com o tampéo
HEPES.

Preparou-se a solucdo de incubacdo utilizando-se cloreto de sodio
(NaCl) 1,2 M, glicose 60 mM, cloreto de potassio (KCI) 50 mM, tris-
hidrocloreto (Tris-HCL) 500 mM (pH 7,4), cloreto de célcio (CaCl,) 50
mM e agua destilada, a qual foi adicionada no volume de 160 uL em cada
cavidade da placa juntamente com 20 uL das amostras em duplicata e pré-
incubada a 37°C por 10 minutos. Ao retirar a placa do banho-maria
adicionou-se 20 pL do substrato (ATP/ADP 10 mM) e incubou-se por 60
minutos, apos este periodo adicionou-se 100 pL de &cido tricloroacético
(TCA) 15%, o qual permite a parada da reagdo. E procedeu-se a
coloragdo, utilizando 30 pL da amostra e 300 pL de verde malaquita com
leitura da absorbancia em 630 nm.

Para a determinacdo da atividade da ecto-5’-nucleotidase,
preparou-se solucdo de incubagdo similar da NTPDase, substituindo o
CaCl; 50 mM por cloreto de magnésio (MgClz) 100 mM e utilizou-se
como substrato o AMP 20 mM.

Para ambas as determinacfes de hidrolise dos nucleotideos
utilizou-se as médias das absorbancias multiplicadas pelo fator de
correcdo do fosfato (FCF), e divididas pelo tempo de incubacédo, volume
e concentracdo de proteinas. Ao final os resultados foram expressos em
nmol pi/min/mg de proteina.

4.6.4.2 Adenosina desaminase em plaquetas

Para avaliacdo da enzima adenosina desaminase procedeu-se a
identificacdo de dois pocos na placa pertencentes a mesma amostra e
pipetou-se 30 UL de amostra apenas no “pogo 01, colocou-se 90 L de
adenosina nos dois pocos, sendo a placa incubada por 60 minutos a 37°C,
apos esse periodo pipetou-se 30 uL da amostra no “pogo 027, ¢ em ambos
0s pocos colocou-se 80 uL de fenol e 80 pL de hipoclorito. A placa foi
novamente incubada pelo periodo de 30 minutos a 37°C e procedida a
leitura a 620 nm. Para definicdo dos resultados utilizou-se a média das
absorbancias e do padrdo, multiplicados pelo FC, sendo os valores obtidos
expressos em unidades/litro (U/L).

4.6.4.3. Avaliagdo da enzima ecto-5’-nucleotidase e NTPDase em
linfécitos

Procedeu-se a dosagem da concentragdo de proteinas nas amostras
de linfécitos seguindo o método de Bradford (1976), conforme executado
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nas plaquetas. Para realizagcdo da atividade das enzimas ajustou-se a
concentracdo de proteinas para a faixa de 0,1-0,2 mg/mL, para valores
obtidos acima destes parametros, realizou-se a diluicdo da amostra com
solucdo fisioldgica.

O procedimento de avaliacdo da hidrélise dos nucleotideos e
atividade da ecto-5’-nucleotidase e da NTPDase em linfécitos foi
procedida conforme o protocolo de Pilla et al., (1996), conforme
empregado na amostra de plaquetas, diferindo apenas no tempo de
incubacéo, que foi de 70 minutos.

4.6.4.4. Adenosina desaminase em linfécitos
Procedeu-se o protocolo de avaliagdo da adenosina desaminase
conforme executado com a amostra de plaquetas.

4.6.5. Avaliaco do Perfil Oxidativo

O perfil oxidativo dos individuos em estudo foi avaliado pela
determinacdo de indicadores de estresse oxidativo, como as substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), e a mieloperoxidase (MPO), e
pela avaliacdo das defesas antioxidantes, que incluiram as concentracdes
tidis proteicos e ndo proteicos e vitamina C. As leituras
espectrofotométricas foram executadas em espectrofotbmetro de
microplacas Multiskan™ GO, da Thermo Fischer Scientific.

4.6.5.1. TBARS

A metodologia empregada para avaliagdo de TBARS seguiu 0
protocolo de Jentzsch et al. (1996), com leitura a 532 nm. Essa técnica
tem como objetivo medir a formacdo de malondialdeido (MDA), que
compreende uma substancia formada pela reacdo das ERO com o0s
lipidios de membrana, que é denominado lipoperoxidacgdo (LPO). A LPO
ocasiona alteracbes na membrana que compreendem transtornos de
permeabilidade, perda de seletividade e comprometimento dos
componentes da matriz extracelular. O MDA, quando aquecido em
presenca do acido tiobarbitirico, forma um composto de coloragéo rosa,
o qual foi medido espectrofotometricamente (JENTZSCH et al., 1996;
OHKAWA,; OHISHI; YAGI, 1979).

As amostras de plasma foram avaliadas em quadriplicata, nos
tubos pipetou-se sequencialmente 50 pL de agua destilada, 5 pL de di-
terc-butil metil fenol (BHT) 10 mM, 295 pL de &cido ortofosforico 1%,
25 L de lauril sulfato de sédio (SDS) 8,1%, 50 uL da amostra e 50 pL
de TBA. A curva padrdo foi realizada com solucéo de MDA 0,03 mM.
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Ap0s preparo das amostras, estas foram colocadas no banho-maria a 95°C
por 60 minutos e procedida a leitura das absorbancias.

Os resultados foram calculados pela multiplicacdo das médias das
absorbancias com o fator de correc¢do, divididas pelo volume de amostra
e expressos em nmol MDA/mL.

4.6.5.2 Tiois protéicos e ndo-protéicos (NPSH)

Para determinacdo dos tidis proteicos e ndo proteicos empregou-se
a metodologia de Ellman (1959). Os tiois reagem com o 2,2’-dinitro-5,5-
ditiodibenzoico (DTNB) gerando um composto de coloracdo amarela,
com leitura a 412 nm. Esses compostos sdo componentes do sistema de
defesa ndo-enzimatico.

As amostras de plasma foram avaliadas em duplicata, para
determinacéo dos tiois proteicos pipetou-se 30 UL da amostra, 260 L de
solucdo tampao de fosfato de potéssio monobasico e dibasico (TKF) 10%
e 15 uL de DTNB. Para dosagem dos tidis ndo-proteicos a amostra foi
desproteinizada com 150 pL de TCA 10% e centrifugada a 2.000 rpm por
10 minutos, e a partir do sobrenadante realizou-se as analises com 40 pL
da amostra, 200 pL de TKF 10% e 20 puL de DTNB. Procedeu-se 0
calculo do FC de cisteina, o qual foi multiplicado pela média das
absorbancias, dividido pelo volume da amostra, os resultados foram
expressos em pumol/mL de plasma.

4.6.5.3. Mieloperoxidase (MPO)

A andlise da MPO foi executada através do método descrito por
Suzuki et al., (1983), com leitura a 492 nm. A MPO é uma heme enzima
produzida por mediadores inflamatérios e liberada dos leucdcitos
(linfécitos e neutrofilos) em locais de lesdo, esta enzima catalisa a reacéo
de ions de cloreto com peroxido de hidrogénio, gerando grandes
guantidades de acido hipocloroso (HOCI), que compreende uma ERO
com alta capacidade reativa para formacdo de oxigénio singleto e do
radical hidroxil. Esta técnica analitica foi executada na presenca de HO-
como agente oxidante, sendo que a MPO catalisou o acoplamento
oxidativo de fenol e da aminoantipirina (AAP) originando o produto
colorido, a quinoneimina, com uma absorbancia lida em
espectrofotdmetro.

As amostras de plasma foram analisadas em duplicata. Pipetou-se
12 pL da amostra, 148 pL de AAP 2,5 mM e 170 pL de H2021,7 mM, e
incubou-se as placas a 37°C por 30 minutos, procedendo ap6s a incubacédo
a leitura. Realizou-se o calculo, multiplicando a média das absorbéncias
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pelo FC, e os resultados foram expressos em mM de quinoneimina
produzido em 30 minutos.

4.6.5.4. Contetdo de acido ascorbico

A anélise do contetido de acido ascorbico realizagcdo com base no
método de Jacques-Silva et al., (2001) com leitura de absorbancia em 520
nm. O &cido ascérbico, também denominado de vitamina C, possui
funcdo de antioxidante exdgeno, transformando as ERO em formas
inertes.

As amostras de soro foram analisadas em duplicata nas placas,
pipetou-se 100 pL de amostra, 25 pL de agua destilada, 25 pL de TCA
13,3% e 20 pL de 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH), incubou-se as placas
a 37°C por 120 minutos. Ao final da incubacdo, para parar a reacao
pipetou-se 130 pL de acido sulfirico (H2SO4) 65%, e procedeu-se a
leitura. Realizou-se o calculo, multiplicando a média das absorbancias
pelo FC, e os resultados foram expressos em gramas/litro (g/L).

4.6.6. Avaliacdo do Perfil Bioquimico

Tendo como objetivo a correlacdo de variaveis e definicao do perfil
bioguimico, os individuos deste estudo realizaram um conjunto de
exames bioquimicos complementares, que incluiram: glicemia de jejum,
colesterol total e fragOes, triglicerideos, aspartato aminotransferase
(AST/TGO), alanina aminotransferase (ALT/TGP), creatinina, ureia e
célcio. Para estas dosagens foi empregado o procedimento analitico
padronizado no laborat6rio em conformidade ao protocolo definido pelo
fabricante dos kits comerciais utilizados, procedendo as leituras em
espectrofotdbmetro UV/VIS 5300PC, da Metash.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos resultados foi testada pelo teste de Shapiro-
Wilk. As médias dos grupos antes e ap6s a suplementacdo foram
analisadas pelo teste T-Student para amostras pareadas e para aquelas que
ndo seguiram a normalidade aplicou-se o teste de Wilcoxon, para estas
analises considerou-se como HO que as médias das diferencas era igual a
zero e como H1 que a média das diferencas ndo era igual a zero. A
diferenca entre os grupos em relacdo as varidveis do estudo foram
analisadas pelo teste de variancia ANOVA duas-vias para os dados que
seguiram a normalidade, seguido de pdés-teste de Tukey e os dados que
ndo seguiram a normalidade foram avaliados pelo teste ndo paramétrico
de Friedman, com pds-teste de Wilcoxon corrigido por Bonferroni, para
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estas andlises estatisticas considerou-se como HO que as variancias das
médias sdo assumidas como iguais e como H1 que ha diferenca entre as
variancias das médias. Os resultados dos parametros analisados foram
expressos de forma grafica e apresentados como média e desvio padrao.
Considerou-se estatisticamente significantes as diferencas em que a
probabilidade de rejeicdo da hipétese de nulidade foi menor que 5%
(p<0,05). As analises estatisticas foram realizadas no software IBM®
SPSS Statistic 22.0 e no software GraphPad Prism 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1. PERFIL EPIDEMIOLOGICO

O complexo prisional de Chapec6 (Unidades Agricola e Industrial)
apresentava um total de 1.384 individuos privados de liberdade no més
de fevereiro de 2017, conforme dados informados pela Geréncia de
Ensino, Saude e Promocéo Social obtidos no sistema de informagdes do
I-Pen, sendo que o ndmero de pacientes soropositivos em abril era
composto por 18 individuos, representando uma taxa de prevaléncia de
1,3% nessa populagao.

O perfil dos individuos privados de liberdade no Complexo
Prisional de Chapecé foi avaliado conforme 1.C de 85% e indicou que
39,4% (I.C - 31,9-46,9%) encontravam-se na faixa etaria de 18 a 29 anos,
38,6% (I.C - 31,1-46,1%) entre 30 e 39 anos e 21,5% (I.C - 14-21%)
acima de 40 anos. A idade média dos pacientes soropositivos incluidos
no estudo foi de 37 anos (intervalo de 26 a 66 anos), e 0 grupo controle
apresentou idade média de 36 anos (intervalo de 20 a 59 anos), referente
a faixa etaria de incidéncia do HIV observou-se que 27,3% (I.C - 19,8-
34,8%) dos individuos tinham entre 20 e 29 anos, 36,4% (I.C - 18,9-
43,9%) entre 30 e 39 anos e 36,4% (I.C - 18,9-43,9%) apresentavam mais
de 40 anos.

A variavel tempo de infec¢do pelo HIV indicou que 36,4% (I.C -
18,9-43,9%) tiveram o diagnostico nos ultimos 3 anos, 36,4% (I.C - 18,9-
43,9%) em um periodo de 3 a 6 anos e 27,3% (I.C - 19,8-34,8%)
convivem com o virus a mais de 6 anos, todos os entrevistados indicaram
estar em utilizacdo de HAART e ndo houve relato de doenca associada
ou medicagdo que alterasse o metabolismo da VD, dados comprovados
com a avaliagdo dos prontuarios. O tempo de reclusdo dos individuos
soropositivos indicou que 36,4% (I1.C - 18,9-43,9%) estdo reclusos a
menos de 3 anos, 45,5% (1.C - 38-53%) no periodo de 3 a 6 anos e 18,2%
(I.C - 10,7-25,7%) a mais de 6 anos. Ao relacionarmos o tempo de
infeccdo e tempo de recluséo observou-se que 45,5% (1.C - 38-53%) dos
individuos apresentam o diagnéstico de HIV antes de entrar no sistema
prisional, 18,2% (I.C - 10,7-25,7%) foram diagnosticados na entrada pela
avaliacdo inicial da equipe de salde e 36,4% (I.C - 18,9-43,9%),
representando 4 individuos, tiveram o diagndstico no decorrer do
cumprimento de sua pena de reclusdo. A tabela 1 representa o perfil
epidemiolégico dos individuos HIV soropositivos avaliados no estudo.
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Tabela 1 — Perfil epidemiolégico dos individuos HIV soropositivos do
Complexo Prisional de Chapec6/SC

Faixa etéria de incidéncia do HIV
20-29 anos 27,3% (1.C: 19,8-34,8%)
30-39anos  36,4% (I.C: 18,9-43,9%)
>40 anos 36,4% (1.C: 18,9-43,9%)
Tempo de infeccdo pelo HIV

0-3 anos 36,4% (1.C: 18,9-43,9%)
3-6 anos 36,4% (1.C: 18,9-43,9%)
>6 anos 27,3% (1.C: 19,8-34,8%)
Tempo de reclusdo
0-3 anos 36,4% (1.C: 18,9-43,9%)
3-6 anos 45,5% (1.C: 38-53%)
>6 anos 18,2% (1.C: 10,7-25,7%)
Correlagdo reclusdo/infeccao™
Diagndstico antes da reclusdo 45,5% (1.C: 38-53%)

Diagndstico na entrada em reclusdo  18,2% (1.C: 10,7-25,7%)
Diagnostico no durante a reclusao 36,4% (1.C: 18,9-43,9%)
Legenda: Dados expressos em porcentagem, seguida do 1.C de 85%. O asterisco
indica a correlagdo entre tempo de infecgdo e tempo de reclusdo com base nas
informacdes sobre o diagndstico fornecidas no formulario de pesquisa e obtidas
no prontudrio dos individuos HIV-1 soropositivos, n= 11.
Fonte: A autora.

5.2. CONCENTRACOES DE VITAMINA D

A avaliacdo das concentracdes de VD indicou que no periodo de
tempo 0 a média da concentragdo de VD em individuos soropositivos foi
de 25,11+5,85 ng/mL e para individuos soronegativos este valor foi
representado por uma concentracdo de 23,69+5,73 ng/mL. Apds a
realizacdo da suplementacdo observou-se concentragcbes médias de
29,04+5,43 ng/mL e 28,2246,55 ng/mL, para individuos soropositivos e
soronegativos, respectivamente, obtendo-se um aumento significativo das
concentragcbes no grupo de pacientes com HIV, conforme dados
representados no grafico 1. A tabela 2 representa a distribuigéo percentual
de individuos analisados.
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Gréfico 1 — Concentracdes de vitamina D antes e apds o periodo de
suplementacao, nos grupos controle e soropositivo
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Legenda: Dados analisados pelo teste de Friedman, com pos-teste de Wilcoxon
corrigido por Bonferroni, expressos em mediana, valor maximo e valor minimo.
O asterisco indica diferenca estatistica *p<0,05, n= 16 individuos.

Fonte: A autora.

Tabela 2- Evolucdo do percentual de vitamina D em relacdo a
suplementacao vitaminica

Pré- Pos-
Suplementacdo  Suplementacédo
Controle — Insuficiente 37,5% (I.C: 30- 12,5% (I.C: 5-

(10-19,9 ng/mL) 45%) 20%)
Controle — Suficiente 62,5% (I.C: 55- 87,5% (I.C: 80-
(>20 ng/mL) 70%) 95%)
Soropositivo — 25% (1.C: 17,5- 12,5% (I.C: 5-

Insuficiente 32,5%) 20%)

(10-19,9 ng/mL)
Soropositivo — Suficiente | 75% (1.C: 67,5- 87,5% (I.C: 80-
(>20 ng/mL) 82,5%) 95%)
Legenda: Dados expressos em porcentagem, seguida do 1.C de 85%, n= 22.
Fonte: A autora.

5.3. CONTAGEM DE LINFOCITOS T CD4+ E CD8+
A contagem de linfocitos T CD4+ e CD8+ em individuos
soropositivos para o HIV-1 indicou um valor médio de células T CD4+
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de 248,75/mm?3 (+220,46) antes da suplementacdo e de 299,25/mm?3
(2257,14) apds a utilizacdo da VD. Para a contagem de células T CD8+
verificou-se valores de 1.141,50/mm3® (+420,57) e 1.106,50/mm?
(£519,15), antes e ap6s a suplementacao respectivamente. Essas variaveis
foram avaliadas pelo teste de Friedman, ndo indicando diferenca entre os
resultados.

5.4, SISTEMA PURINERGICO

As andlises laboratoriais do sistema purinérgico indicaram uma
hidrélise significativamente diminuida do AMP na amostra de linfécitos
e de plaquetas no grupo controle apds a suplementacdo com VD. No
grupo HIV soropositivo, observou-se uma tendéncia de diminuicdo da
hidrélise desse substrato, indicando uma atividade diminuida da ecto-5’-
nucleotidase ap6s a suplementacdo com VD, conforme gréafico 2.

Gréfico 2 — Hidrolise de AMP em linfécitos e plaquetas antes e apés a
suplementacéo com vitamina D, nos grupos controle e soropositivo
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Legenda: Dados analisados teste de Friedman, com pds-teste de Wilcoxon
corrigido por Bonferroni e expressos em média e desvio padrdo. O asterisco
indica diferenca estatistica *p<0,05, n=22. Fonte: A autora.
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Em relacdo a hidrdlise do nucleotideo ADP, em linfdcitos
observa-se um aumento significativo na hidrélise desse nucleotideo no
grupo HIV soropositivo apds a suplementacdo com VD, enquanto no
grupo controle observa-se apenas uma tendéncia aumentada de hidrélise
desse nucleotideo. A tendéncia ao aumento da hidrélise do ADP também
foi verificada na amostra de plaquetas apds a suplementacéo.

Referente ao ATP observa-se uma tendéncia a diminuicdo na
hidrolise desse nucleotideo em todos os grupos avaliados ap6s o periodo
de suplementacdo. Esses dados podem ser observados nos graficos 3 e 4.

Gréfico 3 — Hidrolise de ADP e ATP em linfécitos antes e apos a
suplementagéo com vitamina D, nos grupos controle e soropositivo

120+
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(nmolPi/min/mg de proteina)

Grupo Controle Grupo Soropositivo HIV-1

E= Antes - VitaminaD
Hl Depois - VitaminaD

Hidroélise de ATP - Linfocitos
(nmolPi/min/mg de proteina)

Grupo Controle Grupo Soropositivo HIV-1

Legenda: Dados analisados pelo teste de Friedman, com p6s-teste de Wilcoxon
corrigido por Bonferroni e expressos em média e desvio padrdo. O asterisco
indica diferenca estatistica *p<0,05, n= 22.

Fonte: A autora.
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Gréfico 4 — Hidrolise de ADP e ATP em plaquetas antes e apés a
suplementagéo com vitamina D, nos grupos controle e soropositivo
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Legenda: Dados analisados pelo teste de Friedman e expressos em média e desvio
padréo, n=22.
Fonte: A autora.

A avaliacdo da adenosina desaminase indicou uma tendéncia ao
aumento da hidrolise desse nucleotideo na amostra de linfécitos dos
grupos avaliados, ¢ uma igualdade de concentragdes antes e apos a
suplementacdo na amostra de plaquetas, o que pode ser observado nos
graficos 5.
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Grafico 5 — Hidrdlise da ADA em linfocitos e plaquetas antes e apos a
suplementacdo com vitamina D, nos grupos controle e soropositivo
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Legenda: Dados analisados pelo teste de Friedman e pelo teste Anova de 2 vias
para medidas repetidas, conforme a normalidade e expressos em média e desvio
padrdo, n=22.

Fonte: A autora.

5.5. PERFIL OXIDATIVO

O perfil oxidativo dos individuos em estudo foi avaliado pelas
concentracBes de indicadores de dano oxidativo, como a peroxidacéo
lipidica por TBARS e atividade da enzima MPO, avaliou-se também
componentes do sistema de defesa antioxidante, como tidis proteicos e
ndo-proteicos e a vitamina C. O perfil oxidativo do grupo HIV
soropositivo apresentou-se similar ao perfil do grupo controle e indicou
ndo haver alteracdes significativas das concentragcGes dos componentes
avaliados ap6s a suplementagdo com a VD, o que pode ser observado na
tabela 3.

Entretanto, o antioxidante ndo enzimético exdgeno representado
pela vitamina C, apresentou um aumento significativo de suas
concentracdes apds o periodo de suplementacdo com a VD no grupo de
pacientes soropositivos e uma tendéncia ao aumento das concentragdes
no grupo controle, conforme indicado no gréfico 6.
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Tabela 3 — Pardmetros de perfil oxidativo em pacientes soropositivos antes e apds a suplementacdo com vitamina D

Parametro Controle Antes  Controle Depois Soropositivo Soropositivo Valor de
Antes Depois p

TBARS 13,23 +2,36 11,93+ 2,20 12,16 + 1,63 12,19 £1,24 p. >0,05

MPO 1,64 + 0,26 1,68 + 0,23 1,74 + 0,36 1,63 +0,39 p. >0,05

Tibis Proteicos 0,45 + 0,08 0,52 £ 0,07 0,55+ 0,07 0,48 £ 0,09 p.>0,05

Tiois 0,12+0,01 0,12+0,01 0,12+0,01 0,12+0,01 p. >0,05

Nao-Proteicos

Legenda: Dados analisados pelo teste Anova de 2 vias pareadas e Teste de Friedman, conforme a normalidade. Unidades de
medidas: TBARS — nmol MDA/mL; MPO — mM de quinoneimina produzido em 30 minutos; Tiois proteicos e ndo-proteicos —
pmol/mL de plasma, n= 22.

Fonte: A autora.
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Gréfico 6 — Concentra¢des de vitamina C antes e apds a suplementagéo
com vitamina D, nos grupos controle e soropositivo
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Legenda: Dados analisados pelo teste de Friedman, com pos-teste de Wilcoxon
corrigido por Bonferroni e expressos em média e desvio padrdo. O asterisco
indica diferenca estatistica *p<0,05, n= 22.

Fonte: A autora.

5.6. DOSAGENS BIOQUIMICAS

Com relagdo aos parametros bioquimicos analisados observou-se
diferencas significativas antes e ap6s a suplementacao de VD com relagéo
as dosagens de glicose, obtendo-se um valor de p<0,05 para o grupo HIV
soropositivo e p<0,01 para o grupo controle, conforme representado no
grafico 7. As demais analises laboratoriais sdo representadas em média e
desvio padrdo na tabela 4, nas quais observou-se uma diferenca
significativa no grupo controle com relacdo a variavel creatinina e no
grupo soropositivo com relacdo a variavel colesterol LDL, com valor de
p<0,05.
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Gréfico 7 — Concentracgdes de glicose antes e apds a suplementacdo com
vitamina D, nos grupos controle e soropositivo
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Legenda: Dados analisados pelo teste de Friedman, com pos-teste de Wilcoxon
corrigido por Bonferroni e expressos em média e desvio padrdo.. Os asteriscos
representam o valor de *p<0,05 e **p<0,01, n= 22,

Fonte: A autora.
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Tabela 4 — Concentracdes médias dos parametros bioquimicos analisados nos grupos controle e soropositivo, antes e
apos a suplementagdo com vitamina D

Parametro Controle Antes  Controle Depois  Soropositivo Antes  Soropositivo Valor de p

Depois

Colesterol 185,87 £ 32,34 172,06 £ 23,95 190,9 + 45,67 181,46 = p.>0,05

Total 37,84

Colesterol 31,77 £7,05 33,82+£9,94 36,54 £ 8,85 43,12 + 16,91 p.

HDL >0,05

Colesterol 122,95 + 24,25 107,4 £ 23,27* 128,58 + 40,65 109,69 + *p. <0,05

LDL 26,06

Colesterol 31,15 + 16,96 31,08 £ 19,19 25,78 + 17,55 28,65 + 16,92 p. >0,05

VLDL

Triglicerideos 155,76 + 84,87 155,37 + 95,99 128,97 + 87,70 143,24 + p. >0,05
84,58

Creatinina 1,26 + 0,40 1,31+£0,34 1,43 £ 0,23 1,27 + 0,22* *p. <0,05

Célcio 9,54 +0,76 9,93+0,43 9,63 +0,85 9,97 £ 0,88 p. >0,05

AST/TGO 18,44 £ 5,09 17,84 £ 4,58 19,68 + 6,05 19,06 + 5,03 p. >0,05

ALT/TGP 22,09+11,24 22,86 £9,54 22,69 + 10,59 18,94 + 7,30 p. >0,05

Legenda: Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo, sendo a unidade de medida representada em mg/dL. O asterisco
indica que houve diferenca estatistica no parametro avaliado, onde *p<0,05, conforme teste T-Student e teste de Wilcoxon, n= 22.
Fonte: A autora.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a taxa de prevaléncia de pacientes
soropositivos em um complexo prisional do oeste catarinense localizado
no municipio de Chapeco, indicando uma taxa de 1,3% de pacientes
soropositivos, dado que se apresenta menor que a taxa estadual de 2,1%
e maior que a taxa nacional de 1,21%, conforme dados de prevaléncia do
DEPEN de 2014, relata-se que a prevaléncia na populacdo em geral é
representada por taxas de 0,39%. Estes dados relatam a vulnerabilidade
da populacdo prisional.

O numero de individuos soropositivos também representa um
percentual menor do que o encontrado por Felisberto e colaboradores
(2016) em estudo realizado no complexo prisional de Florianépolis — SC,
0s quais obtiveram uma taxa de 2,1% (1.C 95% - 0,4-5,8%) de
soropositivos entre os individuos analisados.

As concentracfes de VD e a verificagdo de sua restauracdo apds a
suplementacdo vitaminica indicaram a reducdo do percentual de
individuos com concentragBes insuficientes em ambos 0s grupos,
compreendendo uma restauracdo dos niveis séricos desse componente
com um aumento significativo no grupo de pacientes soropositivos,
sugere-se que 0 grupo controle ndo apresentou um resultado significativo
devido a dispersdo dos dados.

As novas diretrizes da SBPC/ML e SBEM indicam que
concentracBes acima de 20 ng/mL sdo consideradas desejaveis para a
populacdo geral saudavel, e que valores entre 30-60 ng/mL s&o
recomendados para grupos de risco, como idosos, gestantes, pacientes
com osteomalacia, raquitismos, osteoporose, hiperparatireoidismo
secundério, doencas inflamatorias, doencas autoimunes, doenca renal
cronica e pré-bariatricos (SBEM, 2017). Apesar do grupo HIV
soropositivo ndo estar incluido nestes grupos de risco varios autores tém
indicado uma associacao das baixas concentragcdes de VD com um pior
progndstico para esses pacientes, conforme citado nos estudos de
Ezeamama et al. (2015), Theodorou et al. (2014), Shepherd et al. (2014),
Havers et al. (2014), Canuto et al. (2015) e Coelho et al. (2015).

Ressalta-se que as comparagGes entre estudos com VD em
individuos HIV soropositivos realizadas nessa discussao apresentam o
viés dos estudos citados considerarem 0s antigos valores de referéncia,
onde concentragdes entre 30-100 ng/mL eram consideradas suficientes,
entre 20-29,9 ng/mL eram insuficientes e aquelas abaixo de 20 ng/mL
eram deficientes.
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Ezeamama e colaboradores (2015) executaram um ensaio
randomizado placebo-controlado com suplementacdo de VD e outros
micronutrientes (vitaminas do complexo B, vitamina C e E) pelo periodo
de 6 meses na Uganda, em HIV soropositivos e indicaram um percentual
inicial de 60% dos individuos com insuficiéncia de VD e 17% com
deficiéncia deste micronutriente, percentuais maiores que os obtidos em
nosso estudo. A realizacdo da suplementacdo possibilitou a restauragédo
das concentracdes da vitamina e melhorou a contagem de células T CD4+.

Na Bélgica, Theodorou e colaboradores (2014) confirmaram em
seu estudo que a hipovitaminose D é comum em pacientes infectados pelo
HIV, com prevaléncia de 89,2%. Sales (2014) analisou 98 individuos
soropositivos para o HIV atendidos no Ambulatério do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo, e verificou que 66 e
72%, dos individuos do género feminino e masculino respectivamente,
apresentaram concentra¢cdes abaixo da normalidade. Estes trabalhos
indicaram percentuais mais elevados que nosso estudo.

Shepherd e pesquisadores (2014), a partir de dados da EuroSIDA,
verificaram que ndo houve correlagdo significativa entre a concentracéo
de VD e a apresentacdo de eventos relacionados a AIDS, porém
observaram que a mortalidade de individuos soropositivos para 0 HIV
diminuiu em 46% com o aumento de duas vezes na concentracao de 25-
u(OH)D, indicando a presenca de correlagdo entre individuos
soropositivos com baixo indice de VD e a taxa de mortalidade em curto
prazo.

Havers e colaboradores (2014) realizaram um estudo de coorte em
8 paises em desenvolvimento (incluindo o Brasil) e nos EUA, para
avaliacdo da prevaléncia e fatores de risco para mortalidade associados as
baixas concentra¢bes de VD em individuos soropositivos, obtendo como
resultado uma taxa variavel de prevaléncias, de 27% no Brasil e 78% na
Tailandia. Os dados analisados também indicaram um maior risco de
progressdao da doenga e de morte nos participantes com menores
concentragdes de VD.

Outro resultado semelhante corresponde ao de Canuto e
pesquisadores (2015), que identificaram presenca de 24% de
hipovitaminose D em uma popula¢do HIV de Macei6 (AL), sendo deste
total 22,4% com insuficiéncia de VD, e 1,6% com deficiéncia. Os autores
também relataram associago entre as concentragGes inadequadas de VD
e diversas complicagbes em pacientes HIV soropositivos.

Em nosso estudo a restauracdo das concentracbes de VD
possibilitou que 87,5% (1.C 85% - 80-95%) dos individuos apresentassem
uma concentragdo ideal desse micronutriente apés a suplementacéo.
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Esses resultados sdo similares ao do estudo realizado por Coelho e
colaboradores (2015), no Rio de Janeiro, que realizou suplementacdo com
altas dosagens de VD em pacientes HIV soropositivos, utilizando 50.000
Ul duas vezes na semana por 5 semanas, seguido de 8.000 Ul duas vezes
na semana até completar 24 semanas. Ao final da pesquisa os autores
verificaram a recuperacdo de 83% dos individuos para concentracdes
normais do micronutriente e observaram também uma melhora na
contagem de células T CD4+.

A analise do sistema purinérgico para avaliacdo da atividade das
ectoenzimas foi realizado em nosso estudo pela avaliagao da hidrélise dos
nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) e do nucleosideo de
adenosina em amostras de linfécitos e plaquetas. Ndo obtivemos
diferencas significativas nos parametros analisados ao compararmos 0s
individuos HIV soropositivos e controles, porém obtivemos resultados
significativos apos a suplementagdo com a VD.

A avaliacdo da hidrolise do ATP e ADP indicaram uma tendéncia
a maior atividade da NTPDase com preferéncia pelo substrato de ADP. O
estudo de Rezer e colaboradores (2007) caracterizou as NTPDases em
linfocitos de pacientes HIV soropositivos avaliando a atividade em
substratos de ATP e ADP, e indicaram uma associa¢do deste grupo de
ectoenzimas com melhora da resposta imune.

O nucleotideo AMP apresentou hidrolise diminuida apds a
suplementacdo com VD nas amostras de linfocitos e plaquetas em todos
os grupos estudados, sendo que essa diminuigdo significativa (p<0,05) no
grupo controle indica uma menor atividade da enzima ecto-5’-
nucleotidase. A hidrolise da adenosina apresentou uma leve tendéncia ao
aumento apos a suplementacdo com a VD nas amostras de linfocitos em
ambos os grupos e na amostra de plaquetas no grupo soropositivo,
indicando nesses grupos uma atividade aumentada da ADA na hidrdlise
da adenosina em seu metabolito inativo, a inosina.

Os resultados obtidos nesse estudo referente a atividade diminuida
da ecto-5’-nucleotidase e uma tendéncia ao aumento da atividade da ADA
indicam uma menor transformacdo de AMP em adenosina e uma
tendéncia a maior hidrolise da adenosina em inosina, indicador este de
uma menor quantidade de adenosina circulante.

A provavel diminui¢do da adenosina circulante é de grande
relevancia na patogénese do HIV, pois esse nucleosideo ¢ amplamente
reconhecido como uma molécula imunossupressora, podendo assim
ocasionar quando presente em quantidades elevadas uma
imunossupressdo celular mais acentuada (ANTONIOLI et al., 2013;
BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014; DI VIRGILIO; VUERICH,
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2015).

A adenosina exerce uma diversidade de efeitos nos tipos celulares
com receptores CD4+, incluindo efeito inibitorio sobre os macréfagos
(LINK et al., 2000; PEREZ-ASO et al., 2013). Em linfécitos esse
nucleosideo ocasiona a inibigdo da proliferagao celular e estd associada a
falta de resposta imune em casos de deficiéncia da ADA (FISHMAN et
al., 1980; DJALDETTI; MOROZ, 1982; APASOV et al., 2000;
ARMSTRONG et al., 2001; BESSLER; BURNSTOCK; BOEYNAEMS,
2014). Nas DCs a alta atividade da ADA possibilita a manutengdo destas
células em estado ativo (DESROSIERS et al., 2007). Esses achados
corroboram com o nosso estudo indicando a importancia de diminuir as
concentracdes de adenonisa circulante, o que foi verificado com a terapia
de suplementagdo vitaminica utilizando como micronutriente a VD.

A avaliacdo dos componentes de perfil oxidativo em nossa
pesquisa ndo demonstrou diferencas significativas dos compostos pro- e
antioxidantes entre os individuos controle e soropositivos o que pode estar
relacionado ao fato de que a maioria dos individuos do estudo possuem o
diagnostico do HIV em um periodo inferior a 6 anos indicando que
ativacdo do sistema imunoldgico ainda ndo apresenta a cronicidade
caracteristica da producdo de ERO, observou-se também que ndo houve
alteragdes apds a suplementagdo com a VD sugerindo que esse composto
permite uma preservacdo do perfil oxidativo,

O antioxidante exdgeno acido ascdrbico (vitamina C) apresentou
um aumento apds o periodo de suplementacdo, este aumento encontra
associacdo com a composicdo dietética dos individuos e sugere-se uma
possivel atuacdo do micronutriente administrado como componente
coadjuvante permitindo uma maior absor¢do da vitamina C, indicando
uma melhora da capacidade antioxidante ap6s o periodo de
suplementacdo. Indica-se que a dosagem de um nudmero maior de
marcadores pro- e antioxidantes permitiriam uma melhor e mais completa
avaliagdo dos individuos em estudo.

Um numero crescente de artigos e pesquisas demonstram as
correlacdes entre a infecgcdo ocasionada pelo HIV e o desenvolvimento de
estresse oxidativo devido & ativacdo cronica do sistema imunoldgico,
havendo apenas a indicagdo de alguns pardmetros em que ndo ocorre
diferencas entre os grupos controle e HIV soropositivos, o que evidencia
a sugestdo de dosagem de um maior nimero de marcadores para avali¢éo
oxidativa (WATANABE et al., 2015; IVANOV et al., 2016).

Tasca e colaboradores (2017) avaliaram marcadores de estresse
oxidativo em individuos HIV soropositivos com idade de 20 a 50 anos na
regido de Botucatu (SP) antes e apds a utilizacdo da HAART. Os autores
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observaram uma diminuicdo na capacidade antioxidante total e um maior
dano ao DNA devido ao uso dos antirretrovirais, porém ao relacionar a
concentracdo de MDA, como indicador de peroxidacdo lipidica, ndo foi
observada alteragdes de concentragdo apo6s a utilizagdo da HAART, sendo
gue ndo houve diferencas nesse componente também na comparagao
entre o grupo com contagens de células T CD4+ < e >500 células/mm?.

Rajopadhye e colegas (2015) realizaram um estudo com
pacientes soropositivos para o HIV atendidos em uma unidade hospitalar
de Mumbai (india), com o objetivo de avaliar marcadores pré- e
antioxidantes correlacionados com as contagens de linfécitos T CD4+. Os
pesquisadores  observaram diminuicdo de alguns indicadores
antioxidantes e aumento dos marcadores pré-oxidantes, porém o0s
pardmetros TBARS e SOD, apresentaram concentracdes similares nos
grupos testes e no grupo controle soronegativo.

Von Diemen (2013) em seu estudo realizado em Porto Alegre
(RS) avaliou entre outros indicadores, as concentracfes de TBARS em
pacientes HIV soropositivos relacionando a utilizagdo de crack, o autor
n&o observou diferenga significativa no pardmetro de peroxidacao lipidica
ao comparar o grupo teste com os individuos controle, conforme
observado em nossa pesquisa.

No presente estudo realizou-se dosagens biogquimicas antes e apos
a suplementacdo com VD nos grupos controle e HIV soropositivo e a
maioria dos pardmetros analisados ndo apresentaram alteracdes
significativas, indicando que a patologia ocasionada pelo HIV ndo esta
relacionada a alteragBes bioquimicas no grupo estudado, sendo que a
suplementacdo com VD também nédo apresentou influéncia sobre estes
marcadores, entretanto  ressalta-se que marcadores hepaticos
representados pela AST e ALT, os quais sdo utilizados como indicadores
de toxicidade, ndo apresentaram alteragdes indicando que a utilizagéo da
VD n&o ocasionou toxicidade aos individuos. Observou-se um resultado
significativo referente ao parametro de glicemia de jejum, indicando que
apos a suplementacdo ocorre uma diminuicdo nesta dosagem nos grupos
soropositivo (p<0,005) e controle (p<0,001), observando-se que a VD
apresentou reducdo da glicemia independente do paciente ser HIV
soropositivo, sugere-se uma associagdo micronutriente com uma maior
secrec¢do de insulina.

Estudos tem demonstrado resultados similares, Pham e
colaboradores (2012) realizaram um estudo transversal na populagéo
saudavel japonesa, incluindo 494 individuos e verificaram que as
concentracdo de insulina e glicemia de jejum eram inversamente
proporcionais as concentracdes de VD. Luca et al., (2000) demonstrou
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em cultivo celular que o metabolito calcitriol ocasionava um estimulo da
secrecdo de insulina.

Aljabri e colegas (2010) realizaram suplementagdo vitaminica,
em pacientes diabéticos tipo 01 e obtiveram um melhor controle
glicémico apo6s o periodo de 12 semanas. Lee et al. (2017) também
verificaram um melhor controle glicémico ap6s suplementacdo
vitaminica em individuos com diabetes tipo 02.

Ao analisarmos o conjunto de resultados obtidos nesse estudo e 0s
objetivos propostos pode-se indicar a obtencdo de resultados benéficos
utilizando a suplementagdo de VD. A dosagem utilizada permitiu a
restauracao das concentracdes e a diminuicéo do percentual de individuos
com hipovitaminose, sendo este um indicador favoravel aos individuos
em estudo devido as inimeras fungdes bioldgicas desempenhadas por
esse micronutriente. Os pardmetros analisados permitiram avaliar os
componentes do sistema purinérgico indicando um resultado diferencial
apos a suplementacdo com a VD, sendo que a diminuicdo da atividade
das ectoenzimas purinérgicas ¢ um fator relevante para individuos HIV
soropositivo podendo apresentar-se associada a diminuicdo da
imunossupressdo, indicando a importdncia da utilizagdo desse
micronutriente como modulador dessa sinaliza¢do, conduzindo a uma
melhor resposta imunoldgica. A anélise do perfil oxidativo e das células
imunes T CD4+ e CD8+ ndo mostraram diferencas significativas entre 0s
grupos e tempos estudados, o que pode estar relacionado ao baixo nimero
de individuos participantes e com a dose e periodo de suplementacdo. Os
resultados favoraveis desse estudo, principalmente referente a tendéncia
a diminuicdo das concentracGes de adenosina e a diminuicdo das
concentracdes de glicose apds a suplementacéo indicam que a VD possui
propriedades bioldgicas relevantes para atuacdo como terapéutica
complementar a terapia antirretroviral.
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7. CONCLUSOES

Conclui-se a presente pesquisa com 0s seguintes apontamentos:

¢ O percentual de individuos soropositivos para 0 HIV no
complexo prisional (1,3%) indicou taxas de prevaléncia maiores que as
taxas em unidades prisionais nacionais (1,21%), relatando a
vulnerabilidade desse grupo populacional.

e A quantificagdo das concentragdes de VD indicaram uma
restauracdo deste micronutriente fazendo com que 87,5% (1.C 85%: 80-
95%) dos individuos dos grupos controle e soropositivo obtivessem
concentracdes dentro da normalidade ap6s a administragdo do composto.

¢ A avaliacdo dos componentes do sistema purinérgico indicou
uma maior atividade da ectoenzima NTPDase com preferéncia pelo
substrato de ADP, e uma menor atividade da ecto-5’-nucleotise,
indicando uma diminuigdo das concentracdes de adenosina circulante.
Dado relevante pois o nucleosideo adenosina apresenta propriedades
imunossupressoras, sendo que concentragdes elevadas do mesmo indicam
uma maior imunossupressao nestes individuos que ja possuem o sistema
imunol6gico comprometido.

e Os parametros do perfil oxidativo da populacdo estudada ndo
apresentaram diferencgas significativas ao relacionarmos 0s grupos e
tempos de estudo. Observou-se um aumento das concentragdes de acido
ascorbico, o que pode estar relacionado com a condigdo nutricional
ofertada aos pacientes e uma possivel associacdo da VD como
coadjuvante na absorcdo deste composto.

¢ O presente estudo ndo obteve diferengas significativas em
relacdo a contagem de células T CD4+ e T CD8+.

¢ Observou-se entre os parametros bioquimicos avaliados, um
diminuicdo das concentragdes de glicose em ambos os grupos, indicando
uma provavel associacdo da VD com aumento da secrecéo de insulina.

e Indica-se que os resultados obtidos nesse estudo possam ser
utilizados como indicadores para elaboracdo de politicas publicas e
estratégias de terapéutica coadjuvante e de intervencdo a populacéo
privada de liberdade.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Efeitos da vitamina D sobre indicadores de resposta imune em
pacientes soropositivos para o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), em uma populacdo privada de liberdade do Oeste
Catarinense.

Prezado Participante, Vocé esta sendo convidado(a) a participar
voluntariamente da pesquisa “Efeitos da vitamina D sobre indicadores de
resposta imune em pacientes soropositivos para o0 virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), em uma populag&o privada de liberdade
do Oeste Catarinense”. Desenvolvida pela colaboradora técnica
administrativa da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) e aluna
do Programa de Pds-Graduagdo em Farmécia da Universidade Federal De
Santa Catarina (UFSC), Filomena Marafon, e por discente do curso da
area da salde da UFFS, campus Chapecd, sob a orientacdo do Professor
Celso Spada da UFSC e co-orientacdo da Professora Margarete Dulce
Bagatini da UFFS. O objetivo central desse estudo é avaliar indicadores
de resposta imune, melhora da imunidade, em pacientes com HIV-1 em
resposta a suplementacdo de vitamina D, em comparagdo com uma
populacdo privada de liberdade sem o virus, tendo como objetivos
especificos a avaliagdo da expressdo e atividade de outros sistemas e
comparacdo dos resultados. A pesquisa se justifica, pois permitira
estabelecer as concentracfes de vitamina D nesta populacdo em uma
regido sem estudos anteriores, correlacionando a concentracdo da
vitamina com probabilidades de melhora imune, e correlacionando os
resultados laboratoriais antes e apds a suplementacdo, permitindo a
inclusdo de terapéutica complementar a estes pacientes. A escolha da
populacdo, individuos privados de liberdade, esta a associada ao fator de
exposicdo solar controlada conforme o regime prisional, individuos em
regime fechado representam uma populagdo mais propensa a diminuicao
dos niveis de vitamina D pois possuem uma exposi¢do diminuida aos
raios ultravioletas, que é importante para sintese da vitamina D, sendo
avaliada a correlacdo da concentragdo de vitamina D e a terapia
antirretroviral, que estd associada a diminui¢do destas concentragdes. O
convite a sua participacdo se deve ao atendimento aos critérios de
inclusdo propostos pelos autores: pacientes soropositivos para 0 HIV-1
em uso de terapia antirretroviral e pacientes soronegativos para o HIV-1
(grupo controle); demais critérios de inclusdo compreendem o género
masculino, com idade superior a 18 anos e inferior a 40 anos, que
apresentem hipovitaminose D e se encontram privados de liberdade em
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Unidades Prisionais do Oeste Catarinense, pacientes soropositivos
atendidos pelo Hospital DIA Municipal de Chapec6. Sua participacao nao
é obrigatdria e vocé tem plena autonomia para decidir se quer ou ndo
participar, bem como desistir da colaboragdo neste estudo no momento
em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagdo e sem nenhuma
forma de penalizacdo. Vocé ndo sera penalizado de nenhuma maneira
caso decida ndo consentir sua participacdo, ou desista da mesma.
Contudo, ela é muito importante para a execucdo da pesquisa. Vocé ndo
receberd remuneracdo e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa,
sendo sua participagdo voluntaria. Esclarecemos também que, apenas os
pesquisadores que assinam este documento, terdo acesso aos dados das
andlises de seu sangue, e todas as precauc¢des serdo tomadas para manter
sigilo absoluto sobre seu nome e respectivos dados. No entanto, sempre
existe o risco remoto de que ocorra quebra de sigilo e anonimato, mesmo
gue seja intencional e involuntario, caso isso ocorra, as consequéncias
serdo tratadas de acordo com a resolugdo n° 466, de 12 de dezembro de
2012, do Conselho Nacional de Salde. Esclarecemos também, que
teremos acesso e ao seu prontudrio médico para obtencdo de dados
relacionados a presenca de doencas cronicas ou oportunistas
(diagnosticadas nos ultimos 6 meses), utilizacdo de medicacdo continua e
resultados laboratoriais anteriores. Serdo garantidas a confidencialidade e
a privacidade das informagdes por vocé prestadas. Qualquer dado que
possa identifica-lo sera omitido na divulgacao dos resultados da pesquisa
e 0 material armazenado em local seguro. A qualquer momento, durante
a pesquisa, ou posteriormente, vocé podera solicitar do pesquisador
informacGes sobre sua participacdo e/ou sobre a pesquisa, 0 que podera
ser feito através dos meios de contato explicitados neste Termo. A sua
participacdo consistira em responder a um formuldrio com dados de
identificacdo, sociecondmicos e outras informacdes relevantes. VVocé sera
submetido a exame fisico que inclui pesagem, medida de altura e aferi¢do
da pressdo arterial, e a analises laboratoriais, para estes vocé concedera a
pesquisadora uma amostra de aproximadamente dez (10) ml de sangue,
durante coleta realizada na Unidade Prisional o questionério, as analises
fisicas e laboratoriais serdo procedidas antes e apds a suplementacao
(tempos 0 e 90 dias). Ao final da pesquisa, todo material serd mantido em
arquivo, fisico ou digital, por um periodo de cinco anos. A pesquisa sera
desenvolvida segundo as normas da Resolugdo n°. 466 de 12 de dezembro
de 2012. Segundo esta resolucdo, qualquer pesquisa possui riscos e
beneficios. Referente ao exame fisico e aplicacdo do questionario, para
evitar constrangimentos, estes serdo realizados por profissionais da area
da salde, caso vocé ndo se sinta confortdvel com os questionamentos
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podera se abster de respondé-los. O beneficio relacionado com a sua
colaboracéo nesta pesquisa incluem o acesso aos resultados laboratoriais
e orientacbes em caso de alguma alteracdo patoldgica, sendo estes
encaminhados para atendimento especializado. Os pesquisadores
procederdo a devolutiva dos resultados desta pesquisa em visita
presencial a unidade prisional e conversa individual com o0s pacientes.
Existe algum risco relacionado ao desconforto, constrangimento, estresse,
tonturas, mal-estar, hematomas no brago, e possivel desmaio provenientes
da coleta de sangue, medidas adotada pelos pesquisadores nestes casos
compreendem a afericdo de pressdo arterial e acompanhamento até
normalizacdo, caso 0 mal-estar persista 0 paciente serd encaminhado a
assisténcia médica. No caso de hematomas sera indicado ao paciente
realizar compressas de agua morna local para reabsor¢do do sangue
extravasado. Existe risco associado a hipervitaminose D, a qual pode estar
associada a apresentacdo de sintomatologia de fadiga, astenia,
irritabilidade, desidratacdo e aumento da calcificacdo 6ssea, nestes casos
vocé sera orientado quanto aos sintoma e para realizacdo de hidratacéo
continua, caso apresente algum sintoma a suplementacdo seré suspensa e
vocé sera direcionado ao atendimento médico. Asseguramos que a coleta
de sangue ¢é realizada por profissionais capacitados e acompanhada pela
pesquisadora, e vocé tera toda a assisténcia necessaria caso venha se sentir
desconfortavel durante e momentos ap0s a coleta de sangue, tendo plena
assisténcia dos pesquisadores em qualquer momento que necessitar. As
informacBes e os resultados obtidos através das analises laboratoriais,
poderdo ser utilizados em congressos cientificos ou publicados em
revistas cientificas, asseguramos que jamais revelaremos seu nome,
instituicdo ou qualquer informacao relacionada a sua privacidade para que
vocé ndo seja identificado. Caso concorde em participar, uma via deste
termo ficara em seu poder e a outra serd entregue ao pesquisador. Nao
recebera copia deste termo, mas apenas uma via. Desde ja agradecemos
sua participacdo! Este documento € elaborado em duas vias, que serdo
devidamente preenchidas, rubricadas todas as paginas e assinadas pelos
pesquisadores e por vocé. Uma via deste documento ficard com os
pesquisadores e a outra via ficard com vocé. O TCLE garante seus direitos
como participante da pesquisa e nela esta presente o contato e o endere¢o
dos pesquisadores, bem como do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFFS para quaisquer dlvidas que vocé venha a ter
futuramente.
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Eu, (NOME COMPLETO)
declaro que li (ou
tive este documento lido por uma pessoa de confianga) e entendi 0s
objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa, bem
como, tive todos os esclarecimentos que julguei necessarios sobre a
pesquisa repassados pelos pesquisadores. Portanto opto por livre e
espontanea vontade em participar da pesquisa. Assinatura;

Eu, Filomena Marafon, como aluna e pesquisadora, atesto que esclareci
cuidadosamente a natureza e o objetivo deste estudo, 0s possiveis riscos
e beneficios da participagdo no mesmo, junto ao participante, bem como
comprometo-me a conduzir esta pesquisa de acordo com as leis
preconizadas na Resolucéo 466/12 de 12/06/2012, que trata dos preceitos
éticos e da protecdo aos participantes dessa  pesquisa.
Assinatura:

Eu, Celso Spada, como pesquisador responsavel, atesto que
esclareci cuidadosamente a natureza e o objetivo deste estudo, 0s
possiveis riscos e beneficios da participacdo no mesmo, junto ao
participante, bem como, comprometo-me a conduzir esta pesquisa de
acordo com as leis preconizadas na Resolucéo 466/12 de 12/06/2012, que
trata dos preceitos éticos e da protecdo aos participantes dessa pesquisa.
Assinatura:

Eu, Margarete Dulce Bagatini, como pesquisadora responsavel e
coorientadora, atesto que esclareci cuidadosamente a natureza e o
objetivo deste estudo, os possiveis riscos e beneficios da participagdo no
mesmo, junto ao participante, bem como, comprometo-me a conduzir esta
pesquisa de acordo com as leis preconizadas na Resolucdo 466/12 de
12/06/2012, que trata dos preceitos éticos e da prote¢éo aos participantes
dessa pesquisa.
Assinatura: .
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Em caso de duvida quanto a condugdo ética do estudo, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFFS:

Tel e Fax - (049) 2049-3745

E-Mail: cep.uffs@uffs.edu.br

http://iwww.uffs.edu.br/index.php?
option=com_content&view=article&id=2710&Itemid=1101&site=prop

PY

Endereco para correspondéncia: Universidade Federal da Fronteira
Sul/UFFS — Comité de Etica em Pesquisa da UFFS, Rua General Osorio,
413D — CEP: 89802-210 — Caixa Postal 181 — Centro — Chapec6 — Santa
Catarina — Brasil)

Local: Data: / /2017
CONTATOS DOS PESQUISADORES

Celso Spada — Orientador

Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC; Departamento de
Anélises Clinicas

Endereco: Campus Universitario Trindade s/n; CEP 88040-900
Floriandpolis SC

Telefone: (48)3721-9712;

e-mail: celso.spada@ufsc.br celso@ccs.ufsc.br

Margarete Dulce Bagatini — Coorientadora
Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS
Endereco: Campus Chapec6, SC 484, Km 02, s/n, Bairro
Fronteira Sul; CEP Verificar Chapec6 SC
Telefone: (49) 2049-6456
e-mail: margarete.bagatini@uffs.edu.br

Filomena Marafon — Pesquisadora

Endereco: R. Raimundo Lusa 67E, Bairro Efapi Chapecd/SC,
CEP:89809-617

Telefone: (49) 2049-6456;

e-mail: marafon.filo@gmail.com filomena.marafon@uffs.edu.br


mailto:cep.uffs@uffs.edu.br
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APENDICE B — Formulario de pesquisa

Numero:
(Pacientes soropositivos — Perguntas 1 a 19; Pacientes soronegativos —
Perguntas 1 a 13)
1. Nome:
2. Data de Nascimento:
3. Idade:

4. Escolaridade:

() Fundamental Incompleto () Fundamental Completo
() Médio Incompleto () Médio Completo

() Superior Incompleto () Superior Completo

5. Tonalidade da Pele:
()Branca ()Amarela ()Escura ()lgnorada

6. Frequéncia de Exposi¢do Solar Semanal:
()Diéria ()Alternada. Indicar o nimero de dias:

7. Tempo de Exposi¢do Solar Semanal (em horas):

8. Horarios de Exposicdo Solar na Semana:
()08h-10h ()10h-12h ()13h-14h ()15h-17h
()Outros. Quial:

9. Utilizag&o de Protetor Solar durante o periodo de Exposi¢&o:
()Sim ()Nao ()As vezes

10. Frequéncia de Consumo de Alimentos Ricos em Vitamina D
Semanalmente:

Exemplos de Alimentos: Peixes gordurosos de agua fria, Oleo de figado,
Gemas de Ovo, Leite e Cereais.

()Diéria ()Alternada. Indicar o nimero de dias:
()N&o Consome estes Alimentos

11. Tempo em Reclus&o:
12. Regime Prisional: (') Fechado () Semi-aberto
13. Exerce Atividade Laboral: () Sim () Néo

14. Tempo de Diagnostico da Infeccdo pelo virus HIV:
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15. Via de Transmisséo:

() Transfusdo sanguinea () Uso de drogas injetaveis

() Contato sexual heterossexual () Contato sexual homossexual
() Ignorado

16. Diagnostico/apresentacdo de patologia associada (doencas cronicas e
oportunistas — nos Gltimos 6 meses):

() Hepatite Be C () Hipertensdo arterial
() Diabetes mellitus () Tuberculose
() Infecgéo ocasionada por fungos () Pneumonia

() Outras. Qual:
17. Utilizacdo de terapia antirretroviral (TARV): ( )N&o () Sim. Qual:

18. Tempo de utilizagdo da TARV:
19. Utilizacdo de outra medicag8o? () N&o () Sim. Qual:

Documento Elaborado pelos Pesquisadores



