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RESUMO

RAMOS-SANCHEZ, E.M. Avaliagdo do modelo de hamster para deteccéo
das alteracdes lipidicas e cardiotoxicidade associa das a terapia contra o
virus da imunodeficiéncia humana. 2009. 116 f. Tese (Doutorado em
Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
S&o Paulo, 2009.

Com a introducdo de uma nova classe de antiretrovirais integrantes da terapia
anti-retroviral altamente ativa (HAART) para o tratamento das infec¢cbes pelo
virus da imunodeficiéncia humana, comecaram a ser descritos inumeros
efeitos secundarios.Na tentativa de se estabelecer um modelo animal para o
estudo destes efeitos buscou-se uma espécie com similaridade no perfil e
metabolismo lipidico. Iniciou-se estudo em Mesocricetus auratus. Foram
avaliados o perfil lipidico e glicémico,funcado hepética e renal, niveis de auto-
anticorpos anti ox-LDL, perfil eletrocardiografico, alteracdes histopatoldgicas
renais e cardiacas nos animais sob dieta hiperlipidica e normal,tratados com
Indinavir, inibidor de protease utilizado na HAART. Observou-se uma
diminuicdo da sobrevida nos animais tratados com indinavir, aumento do nivel
sérico de triglicérides e glicose, reducdo de auto-anticorpos anti ox-
LDL,aumento do segmento QRS no eletrocardiograma, presenca de fibrose
renal e cardiaca, hipercelularidade glomerular nos animais tratados com a
droga com ou sem dieta hiperlipidica quando comparados com os controles.
Concluimos gque Mesocricetus auratus se apresenta como um bom modelo

para o desvendamento dos mecanismos patoldgicos observados na HAART.

Palavras-chave: Inibidor de protease. Terapia HAART. HIV.



ABSTRACT

RAMOS-SANCHEZ, E.M. Evaluation of the hamster model for the detection

of lipidic and cardiotoxicity alterations associate d to therapy against

human immunodeficiency virus . 2009. 116 p. Ph. D. Thesis(Immunology) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&ao Paulo, Sao Paulo,
20009.

With the introduction of a new antiretroviral class use, integrants of highly
active anti-retroviral therapy (HAART) for the treatment of infections by human
immunodeficiency virus, several side effects started to be described.To
establish an animal model for the study of these side effects, was chosen
specie that have similarities in the lipidic profile and metabolism. A study in
Mesocricetus auratus was started. It was evaluated the lipidic and glicemic
profile ,hepatic and renal function, the levels of auto-antibodies against ox-
LDL, electrocardiographic profile and renal and cardiac histopathological
alterations in these animals under hyperlipidic and normal diets,treated with
Indinavir, a protease inhibitor used in HAART.It was observed a decrease in
the survival rate in the animals treated with Indinavir; an increase of the
triglycerides and glucose serum level; reduction of anti ox-LDL auto-antibodies;
increased QRS segment in the electrocardiogram; presence of renal and
cardiac fibrosis; glomerular hypercellularity in the animals treated with the drug,
with or without hyperlipidic diet when compared with the controls. We conclude
that the Mesocricetus auratus is a good model for disclosure of the pathological

mechanisms generated by HAART.

Key-Words: Proteases inhibitor. HAART therapy. HIV.
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1 INTRODUCAO

No inicio da década de 80, os centros para controle e prevencdo de
Doencas (CCPD) em Atlanta, Estados Unidos, relataram aumento no numero
de casos de pneumonia por Pneumocystis carinii e de sarcoma de Kaposi
entre homossexuais jovens e previamente saudaveis. Até entdo, estas
afeccoes eram relativamente raras e quase que restritas a individuos
imunocomprometidos. Observacdes clinicas e achados laboratoriais
posteriores, bem como relatos do acometimento de individuos que haviam
recebido transfusdGes de sangue e/ou hemoderivados, sugeriram uma causa
infecciosa para esta nova entidade clinica, inicialmente denominada Gay
Related Immunodeficiency Disease (GRID) e mais tarde sindrome da

imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).

1.1 Infeccéo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana

O virus da imunodeficiéncia humana (“human immunodeficiency
virus"=HIV) é um retrovirus do grupo lentivirus que foi isolado em 1983/1984
por grupos diferentes de pesquisadores, e identificado como o agente
etiolégico da SIDA (LEVY, 1984). A patogénese foi posteriormente elucidada,
onde foi reportada a infeccéo de linfécitos T CD4". A molécula de CD4 é uma
glicoproteina monomérica de 58 kDa composta por 370 aminoacidos que é
detectada na superficie de aproximadamente 60% dos linfocitos T, e ainda em
precursores de linfécito T dentro da medula 0ssea e do timo, mondcitos e
macrofagos, eosinofilos, células dendriticas e células da microglia do sistema
nervoso central. Os aminoacidos 40 ao 55 da cadeia protéica do marcador de
superficie celular CD4 servem de sitio de ligacdo para a glicoproteina 120 (gp
120) no HIV, que é parte do capsideo viral (KLATZMANN et al., 1984;
EDWARDS et al., 2001). Além disso, o virus interage pela glicoproteina (gp 41)
com o0s receptores celulares de quimiocinas como CCR5 e CXCR4
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principalmente, e outros como os CCR3, CCR2, CCRS8, CCR9, STRL33, Gpr
15, Gpr 1 (DENG et al.,, 1997; LIAO et al., 1997), o que é crucial para a
infeccdo celular (KILBY et al., 1998), etapa fundamental para o término da
fusdo , sendo que posteriormente o ARN (acido ribonucléico) de fita dupla
ingressa ha célula do hospedeiro, que € convertido em acido
desoxiribonucléico (ADN) no citoplasma da célula do hospedeiro mediante uma
trancriptase reversa do virus a qual pode ser inibida por inibidores de
nucleosideos que sédo analogos de nucleotideos , gerando HIV-ADN que é
exportada para o nucleo (ZACK et al., 1990). No nacleo inicia-se a replicacéo
do virus e a producdo de suas proteinas, uma destas é a gp 120, que é
sintetizada como moléculas maiores de gpl60-precursoras que sao clivadas
pela HIV-protease em gpl20 e em gp 41. As proteinas “gag” (p24, pl7, p9 e
p7) sdo derivadas de uma molécula precursora de 53 kDa, que é clivada pela
protease do HIV. A clivagem das moléculas protéicas precursoras pela
protease HIV-1 é necessaria para a geracdo de particulas virais infecciosas, e
consequentemente a protease viral representa alvo interessante para fins
terapéuticos (KOHL et al., 1988). Subsequentemente, o virus é montado e
exportado para membrana citoplasmatica, onde ocorre a exocitose das novas
particulas virais, que levam consigo fosfolipideos de membrana celular,
proteinas de membrana e colesterol sendo capaz de infectar qualquer célula
CD4" (KOHL et al., 1988).

Com o intuito de melhorar a qualidade de vida dos portadores do HIV ou
até mesmo buscar a cura, dada por antiretrovirais, inUmeras pesquisas foram
desenvolvidas até a liberacdo da primeira droga anti-retroviral em 1987, a
zidovudina (AZT), analogo de nucleosideo que inibe a transcriptase reversa do
HIV (FISCHL et al., 1987;1990). Sucessivamente, outras drogas pertencentes
a este grupo de inibidores da transcriptase reversa (ITR) foram sendo
desenvolvidas e testadas (CONCORDE, 1994; VOLBERDING et al., 1994;
DELTA, 1996; ERON et al., 1995; KATLAMA et al., 1996; KATZENSTEIN et al.,
1996; MIRELES-VIEYRA et al.,, 1996), mas somente a partir de 1996,
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observou-se reducédo significativa na incidéncia das infec¢des oportunistas e
da mortalidade com o uso de novo grupo de drogas que inibem a protease (IP)
do HIV (EGGER et al., 1997; MOCROFT et al., 1998; MOORE, 1998; PALELLA
et al., 1998; VITTINGHOFF et al., 1999; MOCROFT et al.,, 2000). A
combinacédo dos IP e ITR passou entdo a ser utilizado e denominado terapia
anti-retroviral potente ou altamente ativa (HAART) (BARTLETT; MOORE,
1996; BARTLETT et al., 1998; MINISTERIO DA SAUDE, 1999; GALLANT,
2000).

1.2 Terapia Anti-retroviral

A necessidade emergencial de tratamentos que pudessem deter o0s
elevados indices de mortalidade que envolvia a SIDA levou a aceleracdo de
pesquisas para se obter novas drogas que tivessem efeito anti-retroviral.
Quando uma nova droga sob investigacdo é aprovada, e o medicamento
correspondente alcanca o estagio de teste em humanos, certamente ja foi
desenvolvida extensa avaliacdo de sua farmacocinética, farmacodinamica e
propriedades téxicas in vitro e em diversas espécies animais. Nos EUA, os
ensaios de medicamentos em humanos geralmente sdo conduzidos em trés
fases que devem estar concluidas antes que a nova aplicacdo medicamentosa
seja aprovada (MELMON, 1983). No entanto, a pressao social para liberacéo
de drogas anti-retrovirais e suas aplicacdes imediatas no tratamento do HIV
resultaram na liberacdo precoce das drogas recém desenvolvidas que foram
liberadas ainda na segunda fase do ensaio clinico pelo 6érgdo norte-americano
que regula a administracao de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos
da América (EUA) (“Food and Drug Administration”), e que estabelece
regulamentos e orientacbes que direcionam o tipo e a extensao dos testes pré-
clinicos.

Em junho de 1999, os CCPD registraram pela primeira vez entre 1996
€1997 diminuicdo de 18% na incidéncia da SIDA, e 42% na mortalidade devido
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ao HIV, acarretando em taxa de sobrevivéncia 10% maior dos pacientes com
SIDA em 1998. No entanto, salienta-se que a diminuicdo na mortalidade foi
anterior a reducao da incidéncia, pois o tratamento foi inicialmente aplicado
nos pacientes com SIDA, e posteriormente nos pacientes infectados pelo HIV
mesmo sem o desenvolvimento da sindrome (CDC,1999).

Apesar do impacto positivo causado pela nova terapia anti-retroviral, nos
anos seguintes foram surgindo algumas preocupacdes relacionadas com a
liberacdo precoce das drogas anti-retrovirais. A terceira fase do teste é
tipicamente um amplo ensaio clinico que exige amostragem estatisticamante
representativa de pacientes para determinar a eficacia da droga e a seguranca
durante seu uso. Como as drogas anti-retrovirais foram liberadas
precocemente, é de se esperar que alguns efeitos colaterais importantes
possam surgir em uma populacdo maior e em observacao por um periodo mais
longo.

Atualmente sdo 15 os medicamentos anti-retrovirais disponiveis e
aprovados para prescricdo no Brasil que séo divididos em trés classes, e
varios outros se encontram ainda em investigagdo e em estudos clinicos.
Estas classes sdo dadas pelos inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos (ITRN) representados pela Zidovudina (AZT), Didanosina (DDI),
Lomivudina (3TC), Estavudina (D4T), Abacavir (ABC); e mais recente, pelo
primeiro representante analogo de nucleotideo o Tenofovir; pelos inibidores da
transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos (ITRNN) representados
pela Nevirapina (NVP) e Efavirenz (EFV), ainda pelos inibidores de protease
(IP) como o Saquinavir (SQV), Ritonavir (RTV), Indinavir (IDV), Nelfinavir
(NFV), Amprenavir (AMP), Lopinavir/Ritonavir (LPV/R) e Atazanavir (ATV)
(MINISTERIO DA SAUDE , 2004).

1.3 HIV e doencas cardiovasculares

Em pacientes infectados pelo HIV sédo frequentemente observadas
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complicacdes cardiacas quer pelos efeitos diretos ou indiretos (ARSHAD et al.,
2000). Assim, alteracbes cardiacas séo correlacionadas com o HIV como
exemplo a dislipidemia decorrente do aumento dos niveis de triglicérides e/ou
reducdo dos niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL) (SPOSITO et al.,
1997), a pericardite mais comumente descrita em pacientes com SIDA (LEWIS
1989; HEIDENREICH et al., 1995; HARMON et al.,, 2002), o derrame do
pericardio descrito em 8 a 27% dos pacientes (HEIDENREICH et al., 1995;
GALLI; CHELTLIN, 1992), a miocardite e as miocardiopatias que s&o
responsaveis por uma das principais causas de morte em pacientes com SIDA
(15 a 50%).

Ademais, sao citadas alteracdes valvulares, neoplasias cardiacas,
hipertensdo pulmonar, arritmias e enfermidades tromboembdlicas (COHEN et
al., 1990; BECKER, 1992), que apenas sado encontradas em exames
ecocardiograficos ou em autdpsias, ja que sdo geralmente alteracfes
subclinicas. A etiopatogenia da miocardite e miocardiopatias € incerta, e existe
controvérsia sobre a possibilidade do efeito direto do virus, sendo considerado
sua possibilidade como agente etioldgico destas enfermidades, ou até mesmo
associado a agentes oportunistas (MORENO et al., 1995).

Em amplo estudo prospectivo envolvendo 1.254 pacientes infectados
com HIV, onde 373 pacientes que ja recebiam tratamento com inibidores de
tratamento por 17 meses foram avaliados por 171 dias, e 951 individuos nao
tratados foram observados por 526 dias, foi reportado que o tratamento com o0s
IPs apresentaram como fator de risco para infarto do miocaridio (JUETTE et
al.,1999).

1.4Efeitos colaterais causados pela HAART

A sindrome da lipodistrofia resulta em perda periférica do tecido adiposo
e redistribuicdo anormal de gordura com aumento da gordura visceral (MILLER
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et al., 1998b; VIRABEN et al., 1998; HENGEL et al.,, 1997; HERRY et al.,
1997; LO et al., 1998; MILLER et al., 1998), dorso-cervical (giba de bufalo) (LO
et al., 1998), lipomatose (HENGEL et al., 1997), hipertrofia da mama (HERRY
et al., 1997), e lipoatrofia associada a perdas de gordura periférica da face,
couro cabeludo, gluteos e extremidades.

A hiperlipidemia resultante, além de favorecer o depdsito de gordura
central, contribui também para a resisténcia a insulina, e a susceptibilidade
individual para o desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (CARR, 1998).

Esta sindrome estda relacionada com a hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia e resisténcia periférica a insulina (BARBARO, 2002;
MULLIGAN et al., 2000). Estas alteracdes metabdlicas levam a disfuncdo de
diversos tipos celulares como células endoteliais, células musculares lisas e
plaquetas provocando vasoconstricdo, inflamacdo e trombose (BECKMAN et
al., 2002).

Todas essas modificacbes metabdlicas vém acometendo individuos que
fazem o uso dos antiretrovirais, tais como os IPs (VIRABEN, 1998; CARR et
al., 1998; MADGE et al., 1999; SAINT-MARC et al., 1999). Os primeiros sinais
clinicos da lipodistrofia em presenca de IPs sdo observados geralmente de um
a sete meses apos o inicio do tratamento (GRAHAM, 2000). Contudo, outros
estudos relataram uma média de dez meses para o aparecimento da sindrome
(CARR et al., 1998). Esses componentes da lipodistrofia e de outras
sindromes metabdlicas podem ser revertidos apos terapia descontinua do IPs
(GRAHAM, 2000).

Os pacientes sob tratamento com IPs apresentam hipertrigliceremia
como foi demonstrado em estudo com indinavir em pessoas HIV negativas
(HUI, 2003; CALZA et al., 2008 ). Em pacientes sob terapia com IP tém se
observado concentracdes elevadas de triacilglicerdis (TAG) e colesterol ligado
a LDL e a HDL (MULLIGAN et al., 2000). Ademais, tém-se demostrado a
inducdo de apoptose de adipécitos (DOMINGO et al.,1999) e inibicdo da

proliferacdo de preadipdcitos in vitro em células tronco murinas mesenquimais
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C3H10T1/2, preadipécitos 3T3-L1 e preadip6citos humanos expostos a IPs
(BASTARD et al., 2002).

Adicionalmente a isto, as mudancas acima mencionadas tém relacéao
com resisténcia a insulina e tolerdncia a glicose (HADIGAN et al., 2001,
MYNARCIK et al., 2000). Recentemente tem demostrado em estudo com 3T3-
L1 adipocitos em que os IPs podem agir diretamente sobre o transporte de
glicose mediado por insulina e GLUT-4, de fato isso poderia levar ao
desenvolvimento de dibetes ou complicar ainda mais a diabetes (MURATA et
al., 2000).

Além disso, deve-se considerar que todos os fatores acima citados sao
marcadores para risco cardiaco. Por exemplo, HENRY et al., em 1998,
detectaram o desenvolvimento de doenca coronariana prematura em pacientes
portadores de SIDA que faziam uso de IP. Posteriormente, estudos mostraram
gue a incidéncia do infarto do miocardio aumentou em pacientes sob
tratamento com IP por certo periodo. O risco de infarto do miocardio parece
aumentar duas a trés vezes nos pacientes sob tratamento em relacdo a
individuos sadios (MARY-KRAUSE et al., 2003; SHIKUMA, 1999). Mais
recentemente em um estudo prospectivo mais extenso incluindo mais de
23000 individuos infectados foi relatado um aumento de 26% na incidéncia de
infarto do miocardio a cada ano de terapia HAART (FRIIS-MOLLER et al.,
2003).

1.5Alteracdes no metabolismo lipidico do paciente infectado pelo HIV

Diversas alteracbes no metabolismo de lipideos em pacientes HIV
positivos foram observadas antes do tratamento com inibidores de protease,
onde se observou aumento das concentracdes plasmaticas de TAG, reducéo
do colesterol ligado a LDL e HDL, aumento das concentracdes plamaticas de
acidos graxos livres, diminuicdo da lipase lipoproteica e na velocidade de
depuracdo dos TAG (GRUNFELD, 1992), tendéncia a elevacdo da velocidade
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da lipdlise corporal e da eliminacdo de lipideo nédo oxidado, além do aumento
da velocidade da lipogénese hepatica (HOMMES, 1991; MULLIGAN, 1993).

Todas essas desordens metabdlicas sdo fatores de risco no
desenvolvimento da aterosclerose e estdo ligados a outras patologias como
lipodistrofia, resisténcia a insulina, acumulo de gordura central, e outras
patologias (BARBARO, 2002).

O proéprio virus do HIV pode interferir no metabolismo de lipides, o que
dificulta o estabelecimento de uma correlacdo entre o tratamento com IPs e 0
aumento na incidéncia de doencgas cardiovasculares e demais efeitos
colaterais. Recentemente (MUJAWAR et al., 2006), foi descrito possiveis
mecanismos pelo qual o HIV pode interferir no metabolismo de lipides. Por
exemplo, foi demontrado o sequestro de colesterol pelo HIV através da
proteina citoplasmética Nef, proteina integrante do HIV que sequestra
particulas de colesterol pela supressao pos-transcricional da proteina ABCALl e
pela relocalizacdo da mesma proteina para a membrana celular. A ABCA1l
citoplasmatica participa no efluxo celular de colesterol e fosfolipides inserindo
lipides na apoA-1, que é a porcdo protéica da HDL, e como consequéncia a
lipidificacdo do HDL é afetada juntamente com o efluxo de fosfofolipides em
macrofagos e linhagens celulares (HeLa). Deste modo, ocasionaria a formacéao
de células espumosas, que explicaria 0 aumento dos casos de aterosclerose e
doencas cardiovasculares em pacientes infectados pelo HIV. Isto também
pode explicar a reducao da HDL nos pacientes com HIV dependente da carga
viral. Enfatiza-se neste caso, que o tratamento em pacientes infectados com o
HIV ocasiona simultameamente reducdo da carga viral, e consequentemente

ocasiona concomitamente aumento dos niveis de HDL.

1.6 Efeitos colaterais observados com o uso de Indi navir

Muitos estudos tém demonstrado que nefrolitiase é um dos eventos

adversos mais freqientes na terapia com indinavir, o que acontece com uma
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incidéncia de 5- 25% dos pacientes (MERAVIGLIA, 2002), nefropatia devido a
presenca de cristais de indinavir no rim, cristaldria (GAGNON et al.,
2006;2007) e necrose tubular aguda (SAID et al., 2007). E também relatado
nefrolitiase aguda que é dependente da concentracdo sérica da droga
(COLLIN et al., 2007). Estes efeitos podem ser notados mesmo em pacientes
que receberam indinavir e outros IPs associados (CHEUNG et al., 2007). Num
estudo prospectivo envolvendo 93 centros distribuidos pela Europa, incluindo
ainda Israel e Argentina realizado pelo grupo EuroSIDA, relataram aumento na
tendéncia para desenvolver insuficiéncia renal crbnica em pacientes sob
tratamento com Indinavir (MOCROFT et al., 2007).

Adicionalmente a isto, j& foram reportados diminuicdo na sensibilidade a
insulina em ratos e humanos (NOOR et al., 2001;2002; HRUZ et al., 2002) e
aumento nos niveis séricos de fibrinogénio que foi associado ao uso de
ritonavir e indinavir (MADDEN et al., 2008). Além disso, € relatado aumento no
grau de relaxamento do endotélio dos vasos sanglineos que esta
correlacionado com disfuncdo endotelial (JIANG et al., 2006), que nao foi
associado a altos niveis séricos de lipides. Contudo, os resultados séo sob o
efeito do indinavir sob o0s niveis séricos de triglicérides e colesterol
contraditorios, ja que alguns estudos apontam para maior alteracdo no
metabolismo de lipides, enquanto outros estudos demonstram o maior
envolvimento do metabolismo de glicose. No entanto, estudos mais recentes
apontam para que o indinavir afeta mais o metabolismo de glicose (LEE et al.,
2004; ROSENKRANZ et al., 2007).

1.7Sistema Imune e doencga cardiovascular

Diversas evidéncias em modelos experimentais de aterosclerose e em
estudos clinicos sobre a mesma, mostram que 0 sistema imune possui um
papel importante no seu desenvolvimento, podendo ainda, em certas
circunstancias, alterar o seu curso (HANSSON, 1997; LIBBY, 200; WITZTUM,;
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PALINSKI, 1999).

O processo aterosclerdtico tem inicio quando o endotélio dos vasos
sofre alguma lesdo, ocorrendo alteracdes na permeabilidade vascular, que
resulta no influxo de macromoléculas e mondcitos para a regido sub-endotelial
(ROSS; GLOMSET, 1976; YOKOTA; HANNSON, 1995). Posteriormente a
entrada, estes mondcitos diferenciam-se em macrofagos. Diferentemente dos
monocitos, que apresentam receptores LDL, os macrofagos passam a
expressar menos destes receptores em sua membrana, que modificam para
expressar receptores "scavengers” (HARA et al., 1987; HASSALL, 1992). As
caracteristicas destes receptores "scavengers" sao diferentes da dos
receptores LDL que s&o regulados pelo acumulo de colesterol. Os receptores
"scavengers" que ligam-se com alta especificidade a macromoléculas
polianidnicas incluindo polissacarideos e lipopolissacarideos bacterianos e
LDL modificadas (BROWN et al., 1980; KRIEGER, 1992), ndo sao regulados
negativamente como o0s receptores LDL com o acumulo de colesterol e
consequentemente levam a formacdo de células espumosas, repletas de
colesterol, passo este considerado inicial para o desenvolvimento da leséo
aterosclerotica (LIU et al., 1996; LUSIS, 2000).

Além disso, no local onde ocorre a lesdo, instala-se um processo
inflamatorio que contribui para o desenvolvimento da aterosclerose. Varios

estudos mostram a participacdo de mecanismos imunes/inflamatorios:

1. presenca de Interferon y e IL-2 em placas aterosclerdticas (GENG
et al., 1995);
2. TNF-a e IL-1 sdo capazes de modular as func¢bes endoletiais,

aumentar expressdo de moléculas de adesdo (ex. VCAM-I) e
qguimiocinas (p.ex. MCP-1) acelerando o processo de formacao da
placa aterosclerodtica (LIBBY et al., 1995);

3. presenca de mediadores lipidicos como o fator de ativacdo de
plaquetas (PAF) em placa aterosclerdticas (BROCHERIOU et al.,
2000);
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4, camundongos linfécitos T CD4" e CD8" Knock-out apresentam
reducdo da formacdo das estrias de gordura (EMESON et al.,
1996);

5. transferéncia de linfocitos T CD4" de camundongos
imunocompotentes para imunodeficientes aumentam a area da
lesdo em cerca de 170% (ZHOU et al., 2000).

Uma das explicacOes para esta resposta inflamatdria € a ocorréncia de
resposta contra neo-antigenos formados durante as modificacdes sofridas pela
particula de LDL, principalmente as modificacdes oxidativas (STEINBERG et
al., 1989). Estdo relacionados abaixo os principais achados que corroboram
para estas afirmagdes: a ox-LDL pode tornar os macrofagos mais
imunoestimulados, modificando a expressdo das moléculas de classe Il do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC-1I) (FROSTEGARD et al.,
1990; STEMME et al., 1995); presenca de linfécitos T CD4" na placa de
ateroma (MATSUMURA et al.,, 1999; STEMME et al.,, 1995); expanséo
oligoclonal e reconhecimento da ox-LDL pelos Linfécitos T (STEMME et al.,
1995 ;PAULSSON et al., 2000 ); presenca de anticorpos contra ox-LDL na
circulacdo e na placa (SHOENFELD et al., 2000; SOHMA et al., 1995; YLA-
HERTTUALA, 1998); a ox-LDL pode estimular as células T via macrofagos
(FROSTEGARD et al., 1992; JONASSON et al., 1986); a oxLDL pode induzir
nos macréfagos a expressdo de proteinas do choque térmico (heat shock
protein = Hsp) (FROSTEGARD et al., 1996).

A resposta imune juntamente com a hiperlipidemia podem ser
apontados como os fatores de risco mais importantes no desenvolvimento da
aterosclerose. Diversos trabalhos sugerem grande numero de antigenos
potenciais que podem ser encontrados na lesdo aterosclerdtica e que
poderiam ser responsaveis pela ativacdo do sistema imune. Nesta lista estdo
incluidos: antigenos virais e bacterianos (LIBBY et al.,, 1997); proteinas de
choque térmico (WICK et al., 1999); componentes da parede dos vasos ou
lipoproteinas (PALINSKI et al., 1995; REAVEN et al., 1997), e principalmente
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as lipoproteinas modificadas e as lipoproteinas de baixa densidade oxidada.

A particula de LDL é constituida por lipidios, vitaminas lipossoluveis
(inclusive a vitamina E e outros antioxidantes) e uma parte protéica que € a
apolipoproteina B-100 (apoB-100) (HAVEL, 1984).

Sabe-se que estas particulas podem sofrer varias modificacdes in vivo,
sendo que a mais comumente estudada é a modificacdo oxidativa que resulta
no aparecimento da oxLDL (STEINBRECHER et al., 1989). In vivo, a geracgao
de oxLDL esta associada a resposta inflamatoéria caracterizada pela presenca
de células imunologicamente ativas (linfécitos e mondcitos/macréfagos) e seus
produtos com potencial oxidante como O6xido nitrico (NO), agua oxigenada
(H20>) e radicais livres (RO). O fato mais importante € que in vivo a geracao
de ox-LDL esta associada a processos inflamatorios que produzem espécies
reativas de oxigénio (STEINBERG et al., 1989, HALLIWELL et al., 1992).

1.8Hamster como modelo experimental

O hamster sirio dourado - Mesocricetus auratus- foi usado como modelo
para estudar o metabolismo de lipideos e a aterosclerose experimental
induzida por dieta desde principios da década de 80 (SPADY; DIETSCHY,
1985).

O hamster foi selecionado, pois a composi¢cdo de lipideos no plasma
nesta espécie é similar aquela dos seres humanos (SPADY; DIETSCHY,
1985). Adicionalmente a isto, ha semelhancas muito bem estabelecidas com
humanos no metabolismo de lipideos e acidos biliares (SPADY et al., 1983).
Entre tais semelhancas, tem-se também que o turnover de LDL é
predominantemente dependente do receptor; e o figado é o principal local da
eliminacdo de LDL do plasma, sendo de 73% no hamster e de 56 a 80% no
homem (SPADY; DIETSCHY, 1988). A captacdo de LDL mediada pelo receptor
de LDL é superior a 90% em ambas as espécies.

Estudos demonstram também efeitos do colesterol e triglicerideos
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dietéticos sob as taxas do transporte receptor-dependente e receptor-
independente da LDL no figado do hamster.

Assim, estes animais sob dietas enriquecidas com 0,1, 0,25, ou de 1%
de colesterol, o transporte receptor-dependente de LDL no figado foi suprimido
por 43, 63, e 77%, respectivamente, e com concomitante mudanca nas
concentracdes da LDL plasmaticas. Estes estudos demonstram o papel
importante da dieta no aumento da supressédo da atividade do receptor de LDL
hepatico, e acréscimo dos niveis do LDL (SPADY; DIETSCHY, 1988). Além
disso, mediante dieta pode-se induzir niveis elevados de lipides similares aos
encontrados em humanos com alteracdes lipidicas.

H& ainda estudos recentes em hamsters que sugerem que o colesterol
da dieta e os acidos graxos saturados das dietas poderiam ter efeito no
desenvolvimento da aterosclerose, além de seu papel em afetar os niveis de
lipoproteinas plasméticas, podem também induzir um aumento na producéo de
citocinas que causam inflamacdo na parede arterial, favorecendo o
desenvolvimento da aterosclerose.(ALEXAKI et al., 2004).

Este modelo animal também foi utilizado satisfatoriamente na replicacao
do fenbmeno do escape observado pela administracdo de estatinas em
humanos, onde se observa que os niveis de colesterol plasmaticos estdo
inicialmente reduzidos retornando aos niveis anteriores ao tratamento
(UGAWA et al.,, 2002). Por estas semelhancas entre o metabolismo de
lipideos, a formacdo de lesGes ateroscleréticas e fendbmenos que acontecem
com algumas drogas que sao utizadas para o controle de niveis altos de
colesterol, a utilizacdo do hamster como modelo animal foi considerado como
um candidato para fazer estudos com inibidores de proteases que afetam o
metabolismo de lipideos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliacdo do hamster dourado Mesocricetus auratus como modelo para
estudo dos possiveis efeitos secundarios do inibidor de proteases indinavir,
utilizado no tratamento do HIV, e o efeito de uma dieta hiperlipidica associado

a droga.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar as concentracfes plasmaticas de colesterol, triglicérides,
LDL e HDL dos animais tratados com o inibidor de protease Indinavir nas
doses de 6, 12 e 30 mg/dia;

- Determinar os auto-anticorpos anti ox-LDL e peptideo apoBd dos
animais tratados com o inibidor de protease Indinavir nas doses de 6, 12 e 30
mg/dia;

- Realizar analise histopatoldégica no coracdo e rim nos animais sob
tratamento do inibidor de proteases Indinavir nas doses de 6, 12 e 30 mg/dia;

- Avaliar possiveis correlacdes entre o perfil lipidico e autoanticorpos
contra a ox-LDL, o anti-peptideo ApoBd, e a histopatologia renal e cardiaca
nos animais tratados com diferentes doses (6, 12 e 30 mg/dia) do inibidor de
protease Indinavir.

- Verificar a presenca de alteracbes cardiacas dado pelo
eletrocardiograma nos animais tratados com 30 mg/dia do inibidor de protease
Indinavir.

- Determinar a glicemia dos animais tratados com 30 mg/dia do inibidor
de protease Indinavir.

- Avaliar possiveis alteracdes na funcdo hepatica e renal nos animais

tratados com 30 mg/dia do inibidor de protease Indinavir.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e Dieta

Hamsteres (Mesocricetus auratus) nao isogénicos, machos, de 6-8
semanas de idade foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo e mantidos no Biotério
Experimental do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os animais foram mantidos em
ambiente com ventilagdo controlada a temperatura de 23 °C no ciclo claro-

escuro de 12 horas com racao (Nuvilab-Brasil) e agua a vontade.
3.2 Dieta

Os animais foram subdivididos em dois grupos a saber: dieta normal
onde os animais foram alimentados com racao balanceada (Nuvilab, Brasil);e
dieta hiperlipidica no qual os animais receberam racdo balanceada (Nuvilab,

Brasil) com adicdo de 20% gordura saturada de coco e 0,4% colesterol

(Sigma) na dieta conforme estabelecido por Alexaki et al. (2004).

3.3 Tratamentos

Os animais foram separados em quatro grupos: dieta normal, dieta

normal mais Indinavir 6,12 ou 30 mg/dia , dieta hiperlipidica , dieta hiperlipidica

mais droga 6,12 ou 30 mg/dia por 90 dias.

3.4 Coleta das amostras

A coleta das amostras sanguineas foi realizada por via retroorbital
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utilizando capilar previamente heparinizado. Ressalta-se que o fornecimento
de agua para os animais se manteve a vontade, no entanto, os animais foram

submetidos a jejum alimentar de 16 a 18 horas.

3.5 Determinacao da Glicemia

A concentracdo plasmatica de glicose foi quantificada por método
enzimatico colorimétrico utilizando kit comercial (Reflotron, Roche, Suica)

conforme instru¢cdes do fabricante.

3.6 Determinacao da Funcdo Renal

A determinacado da funcdo renal se deu pela quantificacdo plasmatica de
uréia e creatinina. As concentracfes plasméticas de uréia e creatinina foram
quantificadas por métodos enzimaticos colorimétricos utilizando kits comerciais

(Reflotron, Roche, Suica) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

3.7 Determinacdo da Funcdo Hepatica

A determinacado da funcdo hepética se deu pela quantificacdo plasmaética
das enzimas aspartato transaminase (AST), alanina transaminase (ALT) e
gama glutamil transferase (GGT). As concentra¢cdes plasméticas de ALT, AST
e GGT foram quantificadas por métodos enzimaticos colorimétricos utilizando
kits comerciais (Reflotron, Roche, Suica) utilizando as informacdes do

fabricante.

3.8 Perfil Lipidico

A concentrac¢des plasmatica de triglicérides (TG), de colesterol (C) e da
lipoproteina de alta densidade (HDL) foram quantificadas por métodos
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enzimaticos colorimétricos utilizando kits comerciais (Reflotron, Roche, Suica)
conforme recomendacfes do fabricante. A concentracdo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) foi calculada pela equacdo de Friedewald: [LDL — C =
(total = C) — (HDL — C) — (TG/5,0)] como descrito por Anastos et al. (2007).

3.9 Preparacéo da LDL

Amostras de sangue foram colhidas via retroorbital de animais de 6-8
semanas de idade sob jejum 16 -18 horas. O sangue foi colhido num tubo
com EDTA 1% (1 mg/mL) e imediatamente centrifugado (4 C,10 min,1000 x
g) para obtencdo do plasma, em que foram acrescentados 0s seguintes
conservantes: aprotinina (0,1 unidade/mL), benzamidina (2 mM), gentamicina

(0,5%), cloranfenicol (0,25%) e fluoreto de fenilmetilsulfonila (0,5 mM).

3.10 Isolamento e modificacdo de Lipoproteinas

A LDL foi obtida por ultracentrifugacdo sequencial (Havel;Eder;
Gragdon, 1955), utilizando ultracentrifuga beckman e rotor 50 Ti. O plasma
foi centrifugado 100.000 x g por 18 horas para a obtencdo da VLDL
(densidade = 1,006 g/mL). Apos este periodo a fracdo do infranadante foi
acertada para 1,063 g/mL com adicdo de brometo de potassio (KBr) e , em
seguida centrifugado por 20 horas (100.000 x g), para obtencdo da LDL
(densidade 1,063 g/mL). A LDL presente no sobrenadante foi retirada e
dialisada durante 48 horas, em solucdo PBS- Tampéo fosfato (NaCl 0,9%,
Na,HPO, 0,2%, NaOH 0,38% e EDTA 0,01% , pH=7,4). As proteinas foram
quantificadas por Kit BCA (Pierce), de acordo com as instrugcdes do
fabricante. O conteddo de colesterol total e triglicérides foram realizadas por
metodos enzimaticos colorimétricos (liquiform, LabTest-Diagnostica,Brasil),
utlizando as informagdes do fabricante. Os valores de triglicérides na faixa de
160-220 mg/dL e colesterol na faixa de 90-130 foram aceitos como normais
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para a posterior utilizacdo do plasma como fonte de LDL.

3.11 Oxidacédo da LDL

A LDL foi dializada em PBS por 24h a 4 C para retirada do EDTA. Em
seguida a LDL foi incubada com sulfato de cobre (CuSO4 20 uM), como
padronizado por 14 horas. ApOs este periodo a oxidacéao foi bloqueada com a

adicdo de EDTA 1 mM segundo protocolo de Fernvick et al. (2004) modificado.

3.12 Avaliacéo do processo de oxidagéo da LDL

Para avaliar o grau de oxidacédo da preparacao de oxLDL foi realizada a
dosagem de TBARS, formados a partir da peroxidacdo lipidica da particula.
Foram incubados 50 pL de amostra com 200 pL de reagente de TBARS (1%
de &cido tiobarbiturico , acido cloridrico 562,5 uM e acido tricloroacético
15%). A mistura foi colocada sob fervura, a 100 C, por 15 min, centrifugada
a 1.000 x g por 10 min, e o sobrenadante lido a 540 nm.Os resultados foram
expressos baseando-se em uma curva padrdo de amalondialdeido (MDA)
(Malondialdeido, TOP, Merck, Alemanha).

3.12.1 Dienos conjugados

Durante o processo oxidativo da LDL ocorre a formacdo de dienos
conjugados devido a geracao de hidroxidos de colesterol e de hidroperéxidos.
A formacao destes produtos poder ser acompanhada pela absorcédo de luz
UV a 234 nm. Para dosagem de dienos conjugados, 50 pL de cada
preparacédo de oxLDL foram depositados em placas de 96 poc¢os de Quargo e

lidos a 234 nm por espectofotometria.
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3.13 Peptideo sintético da Apo B-D

Foram desenvolvidos, em nosso laboratério, diversos peptideos
sintéticos baseado na seqiéncia de aminoacidos da ApoB. A selecdo dos
peptideos foi realizada seguindo os parametros conhecidos de predicdo de
peptideos imunogénicos, presentes nos programas e bancos de dados
encontrados no Expert Protein Analysis System (ExPASy), seguindo as
etapas: a) presenca de regides anfipaticas, b) probabilidade de estar exposto
em sua configuracdo terciaria, c) presenca de dominios com alta
probabilidade de ligacdo a moléculas de MHC, d) dominios relacionados a
ligacdo com receptores para LDL, e) acessibilidade a Tripsina e f)
solubilidade em &gua. Vinte e cinco sequéncias de peptideos foram
sintetizadas em fase continua, cada uma com 18 a 25 residuos de
aminoacidos e grupamento amida na extremidade C-terminal. Destas 25
sequéncias, uma foi selecionada, apo6s ter sido confirmada a sua

imunogenicidade por ELISA.

3.14 Detecédo de auto-anticorpos contra ox-LDL e ant  i-ox-pepD

Para a dosagem de auto-anticorpos contra ox-LDL e peptideo ApoBd,
placas de 96 pocos (Costar, EUA) foram sensibilizadas com 50 uL de
peptideo ApoBd na concentracdo de 7,5 ug/mL ou 4,5 ug/mL de ox-LDL em
tampéao carbonato de sodio 0,1 M, pH 9,4, durante 18 horas a 4 C. Apos 4
ciclos de lavagens com 100uL de PBS, as placas foram blogueadas com
solucdo de gelatina a 2% (Gibco, EUA) em temperatura ambiente, por 2
horas. Em sequéncia, as placas foram lavadas 4 vezes com PBS e 0s pogos
receberam em triplicata 50 uL das amostras de soro diluidas 1:400 em PBS.
Apo6s 2 h de incubacao as placas foram lavadas 4 vezes com 100 uL de PBS-
T e incubadas com 50 uL de conjugado por 2 horas em temperatura
ambiente. Foi utilizado como conjugado IgG de cabra anti-lgG de Hamster

marcada com peroxidase (Santa Cruz, EUA) na diluicdo 1:2000 para ox-LDL
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e para peptideo ApoBd. Posteriormente, as placas foram submetidas a mais
4 ciclos de lavagem com PBS-T. O processo de revelacao foi realizado com
adicdo, em cada poco, de 75uL de solucdo de TMB (250 uL de 3,3’5,5"-
tetrametilbenzidina 6,5% em DMSO, 12mL de tampéo citrato 0,1 pH 5,5 e
10uL de H,0O, substrato para enzima peroxidase). A reacéo foi interrompida
apos 10 minutos do seu inicio com adi¢cdo de 25 uL de acido sulfurico (2 M)
(Merck, Alemanha). Os resultados foram avaliados por leitura

espectrofotométrica em 450 nm em leitor de ELISA multiskan Tecan.

3.15 Eletrocardiograma

O eletrocardiograma foi realizado apos inducdo anestésica inalatéria
com isofluorano. Em seguida, foram colocados eletrodos na altura de
cotovelos, joelho e costas, para cobrir todas as derivagdes bipolares DI, DI,
DIl e derivacdes unipolares estendidas AVR, AVL e AVF. Posteriormente,
procedeu-se o registro do eletrocardiograma no eletrocardiografo EGCPC (TEB

Brasil), para posterior avaliagao do intervalo QT e ST.

3.16 Histologia

Apos o término do tratamento os animais foram sacrificados e os 6rgéos
foram retirados e mantidos em formalina tamponada 10%.

As coloracdes especificas Hematoxilina-Eosina (HE), PAM e Tricrébmica
de MASSON foram efetuadas com técnicas rotineiras do Departamento de

Patologia da Faculdade de Medicina da USP.

3.17 Analise Estatistica

Para a analise de variancia foi utilizada o teste de ANOVA e pés-teste de
TUKEY. Em todas as comparacdes considerou-se como significante a
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diferenca quando P < 0,05. Todos os processamentos foram realizados
utilizando-se o programa GrapPad Prisma versdao 5.00 para Windows
(GraphPad Software, EUA) .
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4 RESULTADOS

Com o intuito de estudar os efeitos colaterais do inibidor de proteases
indinavir utilizado no tratamento da infeccdo pelo HIV, desenvolveu-se o
modelo experimental em hamster. Neste modelo, avaliaram-se alteracbes de
perfil lipidico, da glicemia, da funcdo renal e hepatica, da oxidacdo da LDL e

possiveis lesdes no coracao, aorta e rim.

4.1 Andlise da formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS)

Inicialmente, verificamos se a oxidacdo ocorria nas fracdes lipidicas de
hamster como nas outras espécies, utilizando duas abordagens metodolégicas
diferentes. No gréfico abaixo esta apresentado o aumento exponencial da formacéo
de TBARS (Figura 1). Os valores foram expressos em yuM de MDA/mg de proteina

em relacdo a absorbancia e curva padréo de MDA.
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Figura 1: Cinética de formac&@o de TBARS durante a oxidagdo da LDL. Preparacfes de LDL
(Img/mL) foram incubadas em distintos tempos (0-18 horas) com 20 UM de CuSO,,

4.2 Andlise da formacéao de dienos conjugados

Pode-se observar que houve aumento exponencial de dienos conjugados com
a concentracdo de 20 uM de CuSO, (Figura 2). O perfil cinético encontrado foi
semelhante ao relatado na oxidacao da LDL humana (FERNVICK et al., 2004).
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Absorbancia 234 nm
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Figura 2: Cinética da formacg&o de dienos conjugados. Preparagfes de LDL (1mg/mL) foram
incubadas em diferentes tempos (0-20 horas) com 20 uM de CuSO,.

4.3 Curva de mortalidade

Inicialmente, para estabelecer o modelo do presente estudo dos efeitos
colaterais da droga indinavir, avaliou-se a taxa de mortalidade de hamsteres
submetidos a diferentes doses do inibidor de protease indinavir. Para tal,
inicou-se o teste com doses proximas a utilizada no tratamento de pacientes,
isto € trés mg/dia e seis mg/dia. Porém, ndo se observou morte dos animais no
periodo de seis meses. Desta forma, com o fito de instituir um modelo onde o

efeito da droga fosse mais facilmente visivel, realizou-se o estudo utilizando
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doses maiores.

Ao utilizar a dose de 12 mg/dia, os animais submetidos a dieta
hiperlipidica e a droga comecaram a morrer em torno de 60 dias, e aqueles
sob dieta normal e com droga, em torno de 150 dias ap6s o0 inicio do
experimento. Observou-se taxa de mortalidade de mais de 50% nos animais
alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com a droga no final de cinco
meses de experimento. Ja os animais tratados com a droga e alimentados com
dieta normal, a mortalidade foi aproximadamente de 20% no mesmo periodo
(Figura 3A).

Mesmo diante do exposto, com o intuito de verificar o efeito da droga,
buscou-se uma dose maior, no caso de 30 mg/dia administrada durante todo o
experimento. Os animais submetidos a dieta hiperlipidica e a droga
comecaram a morrer em torno de 60 dias e aqueles sob dieta normal e
tratados com droga, em torno de 70 dias do experimento. Com essa dose, a
mortalidade atingiu 70% dos animais tratados com a droga, tanto mantidos sob
dieta normal ou hiperlipidica, ja no final de trés meses de experimento.
Observou-se mortalidade discretamente maior nos animais tratados e
submetidos a dieta hiperlipidica (Figura 3B). No final do experimento, foi

também observado a morte subita de alguns animais.
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4.4 Perfil lipidico

Embora ndo se detectasse morte de nenhum animal, nos animais do
grupo que recebeu doses menores (6 e 12 mg/dia), observaram-se alteracdes
no perfil lipidico.

Ao utilizar a dose de 6mg/dia de indinavir encontrou-se, a partir do
primeiro més de tratamento, aumento significante do nivel de colesterol nos
animais submetidos a dieta hiperlipidica em relacdo aos grupos com dieta
normal, apesar de néo ter sido detectado alteracéo pelo uso da droga (Figura
4B, C, D e E). No segundo més do tratamento, observou-se nivel
significantemente maior de colesterol no grupo sob dieta hiperlipidica e
indinavir quando comparado ao controle com a dieta hiperlipidica sem a droga
(P < 0,001) (Figura 4C). Nos meses subsequentes, ndo se observou diferenca
entre 0os animais que receberam a droga e seus respectivos controles (Figura
4D e E).



=

T

&
rt

Colesterol mgafdl
—
=

e
i
Dieta ~ Nomal  Normal Hiperlpidica Hiperipidica
Droga + +
D
250. *kk
—
_ | | | |
T
5 1954
: =
T
-
==
0
o 559
0
k! T T T T
Dieta ~ MNormal  Normal Hiperlipidica Hiperlipidica
Droga . + - +

Dieta
Droga

colesterol mgasdl
=5
=

il
v

Normal

+

Normal Hiperlipidica Hiperlpidica

+

260+

195+

1304

Colesterol mg/dil

C
e B
£33
2 —
195
11

-

colestero lmg/dl

Ll ¥

Dieta  Normal  Normal Hiperlipidica Hiperlipidica

+

Droga . t
| | . | |
= 1

L
1

Dieta
Droga

L] L L

Normal ~ Normal Hiperlipidica Hiperlipidica

+ -

+

41

Figura 4. Niveis de colesterol plasmatico em diferentes tempos de experimento
em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica e com ou sem

tratamento com a droga,

inibidor de protease

indinavir (6mg/dia)

mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos: A) zero; B)

primeiro més;
**P<0.01, ***P<0.001.

C) segundo més;

D) terceiro més;

E) quarto més.
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No experimento com a dose de indinavir de seis mg/dia, os niveis de
triglicérides plasmaticos em hamsteres tiveram aumento significante, a partir
do primeiro més de tratamento, nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e
a droga Indinavir (p<0.001) em relacdo ao grupo com dieta normal, diferenca
que se manteve até o final do experimento(Figura 5B,C,D e E).

Ja no segundo més de tratamento, observou-se aumento significante
nos niveis de triglicérides nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e
tratados com Indinavir em relacdo aqueles sob dieta hiperlipidica sem a
droga(P<0.05) (Figura 5C) esta diferenca desapareceu, no entanto, nos
tempos posteriores (Figura 5D e E). Também foi observado diferenca
significante (< 0.01) entre os grupos submetidos a dieta normal e tratados com
indinavir e dieta hiperlipidica tratados com indinavir que se manteve até o final
do experimento (Figura 5C,D eE).

A partir do terceiro més de tratamento observou-se diferenca
significativa entre os grupos submetidos a dieta normal e dieta hiperlipidica
(Figura 5D e E) que se manteve até o final do experimento. Essa diferenca

significante pode ser atribuida ao efeito da dieta.
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Figura 5. Niveis de triglicérides plasmaticos em distintos tempos de experimento,
em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica e com ou sem
tratamento com a droga, inibidor de protease indinavir (6mg/dia),
mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos: A) zero; B)
primeiro més;C) segundo més;D) terceiro més ; E) quarto més.
***P<0.001, **P<0.01, **P<0.01.
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No experimento com dose de 12mg/dia de indinavir, a partir do primeiro
més do tratamento notou-se aumento significante do nivel de colesterol nos
animais dos grupos submetidos a dieta hiperlipidica em relacdo aos grupos
com dieta normal, independentemente do uso da droga (Figura 6B, C, D e E).
Encontrou-se no terceiro més de tratamento aumento significante dos niveis
plasméaticos de colesterol nos animais mantidos com dieta normal e tratados
com indinavir em relagcdo aos que receberam somente dieta normal (P< 0.001)
(Figura 6D). Ja no quarto més de tratamento, observou-se aumento
significante nos niveis de colesterol nos animais sob dieta hiperlipidica e
tratados com indinavir em relacdo aqueles mantidos apenas com a dieta
hiperlipidica (P < 0.05) (Figura 6E).

Em experimento com 12mg/dia de indinavir, no primeiro més de
tratamento, encontrou-se aumento significante de triglicérides plasmaticos nos
animais dos grupos submetidos a dieta hiperlipidica e tratados com indinavir
com respeito aos demais grupos (Figura 7B) . Essa diferenca pode ser
atribuida ao efeito sinérgico de droga quando acompanhado de dieta
hiperlipidica

Ja no segundo e quarto més do experimento, foi observado um aumento
significante (P< 0.001 e P< 0.05, respectivamente) nos niveis de triglicérides
nos animais sob dieta hiperlipidica em relacdo aos animas sob dieta normal
(Figura 7C e E). No terceiro més de tratamento, observou-se diferenca
significante entre o grupo submetido a dieta normal com respeito aos grupos
submetidos a dieta hiperlipidica com (P<0.001) ou sem tratamento com
indinavir (P<0.05). Também foi observado diferenca significante entre o grupo
submetido a dieta normal e tratados com indivanir em relagdo aos animais
submetidos adieta hiperlipidica (P<0.001) (Figura 7D)
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**P<0.01, ***P<0.001.
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em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica e com ou sem
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mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos: A) zero; B)
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**P<0.01, ***P<0.001.
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Em experimento com 30mg/dia de indinavir, a partir do primeiro més do
tratamento notou-se aumento significante do nivel de colesterol nos animais
dos grupos submetidos a dieta hiperlipidica em relacdo aos grupos com dieta
normal, independentemente do uso da droga (Figura 8B, C e D). Ja no terceiro
més foi observada diferenca significativa entre os grupos submetidos a dieta
hiperlipidica com e sem tratamento com a droga (P<0.01) (Figura 8D).

Na avaliacdo dos niveis de triglicérides plasmaticos no experimento com
30mg/dia de Indinavir, no segundo més do tratamento, observou-se aumento
significante de triglicérides nos animais dos grupos submetidos a dieta
hiperlipidica e tratados com indinavir (Figura 9C ).Ja o grupo submetido a dieta
hiperlipidica e sem tratamento sO teve diferenca significante em relacdo ao
grupo com dieta normal (Figura 9C ). Ressalta-se, no entanto, que no terceiro
més de tratamento houve diferenga signicante entre os grupos submetidos a
dietas diferenciadas (p<0.001) como também quando comparado 0S grupos

tratados ou ndo com a droga (P < 0.05) (Figura 9D).
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Figura 8. Niveis de colesterol plasmatico em diferentes tempos de experimento
em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica e com ou sem
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mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos: A) zero; B)
primeiro més; C) segundo més; D) terceiro més. **P<0.01, ***P<0.001.
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primeiro més; C) segundo més; D) terceiro més. *P<0.05, ***P<0.001.
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4.5 Niveis de HDL e LDL plasmaticos

A avaliacdo dos niveis de HDL e LDL foi realizada utilizando o protocolo
experimental de 30mg/dia de indinavir, concentracdo escolhida mediante
padronizacao.

Os niveis de HDL apresentaram resultados significantes a partir do
primeiro més do tratamento nos animais dos grupos submetidos a dieta
hiperlipidica em relacdo aos grupos com dieta normal, independentemente do
uso da droga (p<0.001) (Figura 10B, C e D).

Na avaliacdo dos niveis de LDL plasmaticos,a partir do primeiro més do
tratamentofoi observado um aumento significante nos animais dos grupos
submetidos a dieta hiperlipidica em relacdo aos grupos com dieta normal,
independente do uso da droga (p<0.001) e esta diferenca significativa se
manteve ate o final do experimento (Figura 11B,C e D).
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Figura 10. Niveis de HDL plasmatico em diferentes tempos de experimento em hamsteres

submetidos a dieta normal ou hiperlipidica e com ou sem tratamento com a

droga, inibidor de protease

indinavir (30mg/dia) mantidas durante todo o

periodo do experimento. Tempos: A) zero; B) primeiro més; C) segundo més; D)

terceiro més. ***P<0.001.
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Figura 11. Niveis de LDL plasmatico em diferentes tempos de experimento, em
hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica , com ou sem
tratamento com a droga, inibidor de protease indinavir (30mg/dia),
mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos: A) zero; B)
primeiro més; C) segundo més D) terceiro més. *P<0.05, ***P<0.001.
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4.6 Andlise da Glicemia

Os niveis plasmaticos de glicose foram analisados em diferentes tempos
de experimento com a utilizacdo de 30mg/dia de indinavir, conforme
padronizacao.

No primeiro més de tratamento, os niveis de glicose apresentaram um
aumento significante nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e tratados
com indinavir em relacdo ao grupo submetido a dieta normal sem tratamento
(P<0.05). Também pbde ser observado um aumento significante em animais
submetidos a dieta hiperlipidica e tratados com indinavir quando comparado
com 0s animais submetidos a dieta normal e tratados com indinavir (P<0.05)
(Figura 12B).

No segundo més de tratamento, encontrou-se uma maior significancia,
guando comparado com o primeiro més, nos animais submetidos a dieta
hiperlipidica e tratados com indinavir em relacdo ao grupo submetido a dieta
normal sem tratamento (P<0.01). Ja nos grupos submetidos a dieta
hiperlipidica, observou-se um aumento significante dos niveis de glicose nos
animais tratados com indinavir quando comparados com 0S animais sem
tratamento (P<0.05) (Figura 12C). J4 no terceiro més, as diferencas se
mantiveram como relatado no primeiro e segundo més de tratamento, porém
com uma significAncia de p<0.001. E também, observou-se um aumento
significante nos animais tratados com indinavir quando comparados aos

animais sem tratamento, independente da dieta (P<0.05) (Figura 12D).
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Figura 12. Niveis plasmaticos de glicose em diferentes tempos de experimento,
em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica , com ou sem
tratamento com a droga, inibidor de protease indinavir (30mg/dia),
mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos: A) zero; B)
primeiro més; C) segundo més D) terceiro més. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001.
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4.7 Funcéo Hepéatica

Para verificar alteracdes na funcdo hepatica, foram determinados os
niveis plasmaticos de ALT, AST e GGT em diferentes tempos de experimento
utilizando 30mg/dia de indinavir.

Ao analisar os niveis de ALT, observou-se um aumento significante no
primeiro més de tratamento nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e
tratados com indinavir quando comparado com todos 0S outros grupos:
animais submetidos a dieta hiperlipidica e sem tratamanto (P<0.001), animais
submetidos a dieta normal tratados com indinavir (P<0.01) e sem tratamento
(P<0.05) (Figura 13B).

No segundo més de tratamento, pdde ser observado um aumento
significativo nos niveis de ALT nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e
tratados com indinavir em relacdo aos animais submetidos a dieta normal e
sem tratamento (P<0.05). Também observou-se um aumento significativo nos
animais submetidos a dieta hiperlipidica e sem tratamento quando comparados
com 0s animais submetidos a dieta normal e tratados com indinavir (P<0.05) e
sem tratamento (P<0.01) (Figura 13C).

No terceiro més, observou apenas um aumento significante dos niveis
de ALT nos animais nao tratados quando comparado o grupo submetido a

dieta hiperlipidica com o grupo de dieta normal (P<0.05) (Figura 13D).
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Figura 13. Niveis plasmaticos de alanina transaminase (ALT) em diferentes
tempos de experimento, em hamsteres submetidos a dieta normal ou
hiperlipidica , com ou sem tratamento com a droga, inibidor de
protease indinavir (30mg/dia), mantidas durante todo o periodo do
experimento. Tempos: A) zero; B) primeiro més; C) segundo més D)
terceiro més. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Em relagcdo aos niveis de AST plasmaticos, foi observada diferenca
significativa apenas no primeiro e terceiro més de tratamento.

No primeiro més de tratamento, observou-se um aumento significante
nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e tratados com indinavir em
relacdo aos animais tratados com indinavir e submetidos a dieta normal
(P<0.05) (Figura 14B).

No terceiro més, os niveis de AST dos grupos tratados com indinavir,
apresentaram diferenca significante com respeito a seus controles (P<0.001,
P<0.01). Essa significancia também foi observada nos animais submetidos a
dieta hiperlipidica sem tratamento em relacdo aos animais com dieta normal e
tratados com a droga (P<0.001) (Figura 14D).
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Niveis plasmaticos de aspartato aminotransferase (AST) em diferentes
tempos de experimento, em hamsteres submetidos a dieta normal ou
hiperlipidica , com ou sem tratamento com a droga, inibidor de
protease indinavir (30mg/dia), mantidas durante todo o periodo do
experimento. Tempos: A) zero; B) primeiro més; C) segundo més D)
terceiro més. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Os niveis de GGT plasméticos também foram analisados para
visualizacdo de alteracdes na funcédo hepatica.

No primeiro més e no segundo més de tratamento, observou-se um
aumento significante nos niveis de GGT nos animais submetidos a dieta
hiperlipidica e tratados com indinavir quando comparados com todos 0s outros
grupos (P<0.001) (Figura 15B e C).

Enquanto que no terceiro més de tratamento, observou-se apenas um
aumento nos niveis de GGT nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e
tratados com indinavir em relagdo aos animais com dieta normal e tratados
(P<0.05) (Figura 15D).
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Figura 15. Niveis plasmaticos de gama glutamil transferase (GGT) em diferentes
tempos de experimento em hamsteres submetidos a dieta normal ou
hiperlipidica, com ou sem tratamento com a droga, inibidor de
protease indinavir (30mg/dia), mantidas durante todo o periodo do
experimento. Tempos: A) zero; B) primeiro més; C) segundo més; D)
terceiro més *P <0.05,***P<0.001.
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4.8 Funcéo Renal

A determinacédo da funcéo renal se deu pela quantificacdo plasmatica de
uréia e creatinina em diferentes tempos de experimento utilizando 30mg/dia de
indinavir.

No primeiro més de tratamento, observou-se uma diminuicdo nos niveis
de uréia plasmatica nos animais submetidos a dieta hiperlipidica com ou sem
tratamento com indinavir em relacdo aos animais com dieta normal e nao
tratados (P<0.001). Também pdde ser observado uma diminui¢cdo significante
nos animais submetidos a dieta hiperlipidica sem tratamento quando
comparado com os animais com dieta normal e tratados com indinavir (P<0.05)
(Figura 16B). N&o foi observado diferenca significativa entre os grupos no
segundo més de tratamento (Figura 16C).

J& no terceiro més, observou-se apenas uma diminuicdo dos niveis de
uréia entre os grupos de animais submetidos a dieta hiperlipidica em relacao
aos grupos com dieta normal, independentemente do uso da droga (P<0.01)
(Figura 16D).
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Figura 16. Niveis plasmaticos de uréia em diferentes tempos de experimento, em
hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica , com ou sem
tratamento com a droga, inibidor de protease indinavir (30mg/dia),
mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos: A) zero; B)
primeiro més; C) segundo més D) terceiro més. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001.
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Analisando os niveis plasméticos de creatinina, observou-se uma
diminuicdo significante nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e tratados
com indinavir em relacdo aos animais submetidos a dieta hiperlipidica e sem
tratamento (P<0.01), no primeiro més de tratamento (Figura 17B).

No segundo més de tratamento, foi observado um aumento significante
nos niveis de creatinina nos animais tratados com indinavir e submetidos a
dieta hiperlipidica ou dieta normal quando comparados aos animais com dieta
normal e ndo tratados (P<0.001) (Figura 17C).

Ja no terceiro més, observou-se um aumento significante nos niveis de
creatinina nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e sem tratamento em

relacdo aos animais com dieta normal e ndo tratados (P<0.01) (Figura 17D).
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Figura 17. Niveis plasmaticos de creatinina em diferentes tempos de experimento,
em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica , com ou sem
tratamento com a droga, inibidor de protease indinavir (30mg/dia),
mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos: A) zero; B)
primeiro més; C) segundo més D) terceiro més. **P<0.01, ***P<0.001.
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4.9 Deteccao de anticorpos anti-ox-LDL e apo-B-D

Para o teste de ELISA para deteccado de anticorpos anti-oxLDL, foi
necesséaria a padronizacdo do tempo de oxidacdo de LDL de hamster para
utilizar como antigeno neste ensaio, pois o tempo de oxidagdo divergiu um
pouco da encontrada em LDL humana que é de 18 horas segundo o
padronizado no nosso laboratorio (Fernvick et al., 2004). De fato, o pico de
oxidacado ocorreu ao redor de 12 a 16 horas, que foi detectado pela medida do
TBARS e formacéo de dienos. No presente estudo escolheu-se o tempo de 14
horas de oxidacdo da LDL para obtencdo do antigeno.

Niveis séricos de anticorpos anti-ox-LDL em hamsteres no experimento
com 6mg/dia de Indinavir ndo distinguiram significantemente nos dois
primeiros meses (Figura 18B e C). Contudo, no terceiro més de tratamento
observou-se uma diminuicdo nos grupos tratados com indinavir (P<0.001) e
nos animais submetidos a dieta hiperlipidica (P<0.01) com relacdo aos animais
com dieta normal e sem tratamento. Também foi observada uma diminuicéo
significante nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e tratados com
indinavir guando comparados com seu grupo controle (P<0.05) (Figura 18D).

Os niveis séricos de anticorpos anti-ox-pepD nos hamsteres, ndo se

diferiram entre os grupos com indinavir a 6mg/dia (Figura 19).
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Figura 18. Niveis séricos de anticorpos anti-ox-LDL em diferentes tempos de
experimento, em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica ,
com ou sem tratamento com a droga, inibidor de protease indinavir
(6mgl/dia), mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos: A)
zero; B) primeiro més; C) segundo més D) terceiro més. *P<0.05, **P<0.01,

***P<0.001.
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Figura 19. Niveis séricos de anticorpos anti-ox-pepD em diferentes tempos de
experimento, em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica ,
com ou sem tratamento com a droga, inibidor de protease indinavir
(6mg/dia), mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos: A)
zero; B) primeiro més; C) segundo més D) terceiro més.
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No experimento com indinavir na dose 12mg/dia, 0s niveis séricos de
anticorpos anti-ox-LDL no primeiro més de tratamento péde ser observado um
aumento significante no grupo sob dieta normal e tratados com indinavir em
relacdo ao grupo submetido a dieta hiperlipidica e sem tratamento (P<0.01).
Nao se notou diferenca significativa no segundo més de tratamento (Figura
20B e C).

Ja no terceiro més de tratamento, observou-se aumento significante do
nivel de anticorpo anti-ox-LDL no grupo sob dieta normal e sem tratamento
guando comparado com todos os outros grupos (Figura 20D). No quarto més
do experimento, nos grupos que receberam dieta hiperlipidica, com e sem
tratamento, observaram-se niveis significantemente diminuidos de anticorpos
anti-ox-LDL em relacdo aos grupos sob dieta normal, independentemente da
administracéo da droga (P<0.001)(Figura 20E).

Os niveis séricos de anticorpos anti-ox-pepD com indinavir na dose de
12mg/dia, ndo se diferiram entre 0os grupos no primeiro, segundo e terceiro
més do tratamento (Figura 21B, C e D). No quarto més do experimento, nos
grupos que receberam dieta hiperlipidica, com e sem tratamento, observaram-
se niveis significantemente diminuidos de anticorpos anti-ox-pepD em relacéo
aos grupos sob dieta normal, independentemente da administracdo da droga
(P<0.001) (Figura 21E).
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Figura 20. Niveis séricos de anticorpos anti-ox-LDL em diferentes tempos de
experimento, em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica ,
com ou sem tratamento com a droga, inibidor de protease indinavir
(12mg/dia), mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos:
A) zero;B) primeiro més;C)segundo més;D)terceiro més;E)quarto
més.*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001.
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Figura 21. Niveis séricos de anticorpos anti-ox-pepD em diferentes tempos de
experimento, em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica
, com ou sem tratamento com a droga, inibidor de protease indinavir
(12mg/dia), mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos:
A) zero; B) primeiro més; C) segundo més; D) terceiro més; E) quarto
més. ***P<0.001.
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Niveis séricos de anticorpos anti-ox-LDL em hamsteres com indinavir na
dose de 30mg/dia, ndo se diferiram entre 0s grupos nos dois primeiros meses
(Figura 22B e C). Ja no terceiro més de tratamento, encontrou-se reducao
significante dos niveis de anticorpos nos animais sob tratamento com indinavir
e submetidos a dieta normal (P<0.05) ou dieta hiperlipidica (P<0.01), em
relacdo aos seus respectivos controles (Figura 22D). Também foi observada
diferenca significante entre os grupos submetidos a dieta normal e dieta
hiperlipidica sem o tratamento com indinavir (P<0.01).

Os niveis séricos de anticorpos anti-ox-pepD em hamsteres com
indinavir na dose de 30mg/dia, ndo se observou diferenca significante entre os

tratamentos nos diferentes tempos (Figura 23).
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Figura 22. Niveis séricos de anticorpos anti-ox-LDL em diferentes tempos de
experimento, em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica

, com ou sem tratamento com a droga, ini

bidor de protease indinavir

(30mg/dia), mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos:

A) zero; B) primeiro més; C) segundo més
**P<0.01.

; D) terceiro més. *P<0.05,
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Figura 23. Niveis séricos de anticorpos anti-ox-pepD em diferentes tempos de
experimento, em hamsteres submetidos a dieta normal ou hiperlipidica
, com ou sem tratamento com a droga, inibidor de protease indinavir
(30mg/dia), mantidas durante todo o periodo do experimento. Tempos:
A) zero; B) primeiro més; C) segundo més; D) terceiro més.
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4.10 Andlise das concentracdes plasméticas de glico se, uréia, creatinina,
aspartato transaminase, alanina transaminase, gama glutamil transferase,
triglicérides, colesterol, lipoproteina de baixa de nsidade e da lipoproteina de

alta densidade

Os dados das concentracdes plasméticas de glicose, uréia, creatinina,
aspartato transaminase, alanina transaminase, gama glutamil transferase,
triglicérides, colesterol, lipoproteina de baixa densidade e da lipoproteina de alta

densidade nos diferentes momentos estédo apresentados nas tabelas 1 a 4.
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Tabela 1. Valores basais das concentra¢c8es plasmaticas nos diferentes grupos.

Gl G2 G3 G4
Glicose 136,9 43,69 133 +15,67 118,8 +11,94 | 123,4 +18,49
Uréia 46,03 45,17 51,28 +6,63 49,26 _+5,64 51,92 +5,35
Creatinina 0,303 0,056 | 0,245+0,034 | 0,312.+0,074 | 0,27 +0,059
Colesterol 113 ©2,27 110,949,567 | 106,4 +9,50F | 103,3 +16,64
AST 27,95 +14,27 | 29,01 +9,639 | 22,57 +4,985 | 31,78 +13,99
HDL 61,29 +5,504 | 67,22 +8,83F | 65,54 +7,534 | 61,82 +13,18
LDL 16,37 +22,2 | 11,45+8,198 | 7,403 +5,99F | 9,881 +7,256
Triglicerides 146.846.29 | 124.3+18.36 | 152.3+62.73 | 101.5+32.62
GGT 4,111 4.556 | 3.711.2.095 | 2.64 +1.307 | 3.24 +1.949
ALT 46,02 +15,89 | 46,69 +19,00 | 52,33 +16,38 | 59,38 +35,18

Letras diferentes indicam P < 0,05

G1: dieta Balanceada

G2: dieta Balanceada + indinavir 30 mg/dia

G3: dieta hiperlipémica
G4: dieta hiperlipémica + indinavir 30 mg/dia

AST: aspartato transaminase

HDL: lipoproteina de alta densidade
LDL: lipoproteina de baixa densidade
GGT: gama glutamil transferase
ALT: alanina transaminase
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Tabela 2. Valores das concentragfes plasméticas apos o primeiro més de tratamento
nos diferentes grupos.

G1 G2 G3 G4

Glicose 92.33 +/-6.543| 94.15+/- 7.493| 98.42 +/- 14.8 | 111 +/- 17.82
Uréia 42,94 +4,29 | 36,36 +4,48° | 27,59 +8,4T | 29,82 +8,77°
Creatinina | 0,251 9©,067° | 0,256 +0,039"° | 0,296 +0,04F | 0,208 +0,057
Colesterol 113,3 64,14 | 87,85+9,59 | 212,5+25,99 | 261,5 +60,25
AST 28,48 +6,75° | 20,5 +6,98" | 27,46 +7,24° | 35,48 +15,46
HDL 54,33 +20° 45,03 +7,65 | 76,9+12,1P | 82,45 +13,75
LDL 26,63 +33,23 | 17,84 +4,29 | 75,01 +29,5P | 102,2 +41,77
Triglicerides | 222.621.8F | 229.3R2.98 | 216.8435.54 | 243.7+39.88
GGT 2.7259.8177 | 5.0181.8027 | 2.113#.227 | 42.51+24.5%
ALT 40,45 +13,74 | 35,25 +14,47 | 27,79 +17,4F | 68,6 +27,2%3

Letras diferentes indicam P < 0,05

G1: dieta Balanceada

G2: dieta Balanceada + indinavir 30 mg/dia

G3: dieta hiperlipémica
G4: dieta hiperlipémica + indinavir 30 mg/dia

AST: aspartato transaminase

HDL: lipoproteina de alta densidade
LDL: lipoproteina de baixa densidade
GGT: gama glutamil transferase
ALT: alanina transaminase
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Tabela 3. Valores das concentragdes plasméticas apos o segundo més de tratamento
nos diferentes grupos.

G1 G2 G3 G4

Glicose 87,48 12,46 | 96,52 +13,43° | 92,46 +11,458 | 110,6 +13,2
Uréia 43,2 +7,24 | 42,16 +4,10 | 32,96 +5,97 | 37,38 +11,96
Creatinina 0,195 9,039 | 0,285 +0,033° | 0,24 +0,034° | 0,263 +0,057°
Colesterol 107,3 48,04 | 92,43 +10,16 | 324 +72,3% | 316,8.+68,16
AST 25,85 +5,67 | 25,55 +4,158 | 25,12 +13,7G | 37,75.+13,9
HDL 53,78 +12,53 | 47,43 +7,50 | 83,18 +14,7F | 91,21 +18,8
LDL 23,55 +18,03 | 15,05+6,78 | 181,6 +78,93 | 155,6 +51,72
Triglicerides | 140.8 23.14 | 191.9 +44.97" | 262.1 +52.79° | 321.7 +95.05
GGT 5+2.734 3.32 +1.76 | 8.413 +3.116 | 53.56 +33.06
ALT 38,68 +12,73 | 44,29 +12,14 | 71,63 +20,0P | 65,33 +4,25

Letras diferentes indicam P < 0,05

G1: dieta Balanceada

G2: dieta Balanceada + indinavir 30 mg/dia

G3: dieta hiperlipémica
G4: dieta hiperlipémica + indinavir 30 mg/dia

AST: aspartato transaminase
HDL: lipoproteina de alta densidade
LDL: lipoproteina de baixa densidade

GGT: gama glutamil transferase
ALT: alanina transaminase
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Valores das concentracfes plasmaticas apos o terceiro més de

G1 G2 G3 G4
Glicose 77,74 6,2G | 92,87+8,7F | 90,89 +9,77° | 107,5 +16,59
Uréia 46,3 +8,562 46,69 4,2 | 29,03.+7,37 | 30,59 +13,42
Creatinina 0,254 9,048 | 0,26 +0,017° | 0,316 +0,034 | 0,281 +0,07G"
Colesterol 88,14 47,28 | 99,6 +14,57 | 257,2+32,16 | 318+60,18
AST 15,5 +5,77 | 30,29+9,08 | 7,06 +7,8% | 32,41+7,97
HDL 45,42 +13,29 | 51,18 +5,50' | 88,88 +13,46 | 106,7 +25,96
LDL 17,60 +15,20 | 16,6 +6,68 | 119,3 +25,14 | 127,2 +24,8%
Triglicerides 160 +14.97 233 +55.38 | 272.1 +35.97 | 351.7 +83.62
GGT 4.129+3.269° | 0.85+0.9006 | 6.311+3.37F¢ | 14.34+16.39°
ALT 35,44 +13,04 | 49,86 +5,62° | 57,85 +18,17 | 54,12 +19,27"

Letras diferentes indicam P < 0,05

G1: dieta Balanceada

G2: dieta Balanceada + indinavir 30 mg/dia

G3: dieta hiperlipémica
G4: dieta hiperlipémica + indinavir 30 mg/dia

AST: aspartato transaminase

HDL: lipoproteina de alta densidade
LDL: lipoproteina de baixa densidade
GGT: gama glutamil transferase
ALT: alanina transaminase
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4.11 Alteracédo cardiaca

O eletrocardiograma de hamster apresenta um tracado diferente do
humano, com intervalo PQ menor e o complexo QRS tendendo ao
alargamento, nos limites do 0,12 mseg (Figura 24).

Os animais sob dieta normal que receberam indinavir apresentaram
alargamento do complexo QRS, evidentes nas derivagbes D1, aVR e aVL
(Figura 25) ou desnivelamento do segmento ST nas deriva¢cbes D2, D3 e aVF
(Figura 26).

Nos animais sob dieta hiperlipidica ndo se observou diferenca em
relacdo ao tracado no tempo basal (Figura 27).

Os animais sob dieta hiperlipidica que receberam indinavir apresentaram
alteracdes mais acentuadas, com alargamento do complexo QRS, evidentes
nas derivagdes D1 e aVL e desnivelamento do segmento ST nas derivagdes
D2, D3 e aVF (Figuras 28Ae B).

Estas alteracdes foram confirmadas por histopatologia na coloracéao
especifica de Masson mostrando fibrose e confirmando areas inativas no
coracdo (Figura 29). Porém, sinais de aterosclerose ndo foram identificados.

Nao foram observadas mudancas na anatomia (histopatologia) da aorta
na coloracdo HE aumento do microscopio 40X nem acumulo de gordura na
coloracdo especifica para marcar lipideos Oil-red (Figura 30), nos grupos de
animais alimentados com dieta normal e tratados com a droga (indinavir) e
dieta Hiperlipidica tratados com droga (indinavir), o que nos diz que néo tem
presenca e desenvolvimento de aterosclerose, o que ndo era esperado, pois

segundo a literatura os IPs aumentam aterosclerose ou a aceleram.



Controle — dieta normal

Basal 3 meses

aVR

aVL aVL

aVF avF
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Figura 24. Eletrocardiograma de animal representativo do grupo controle dieta

normal.
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Tratado com indinavir — dieta normal

Basal 3 meses

D1 D1
-
-
‘-

Figura 25. Eletrocardiograma de animal representativo do grupo submetido a dieta
normal e sob tratamento com indinavir .
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Tratado com Indinavir— dieta normal

Basal 3 meses

aVvL

aVF G aVvF

Figura 26. Eletrocardiograma de animal representativo do grupo submetido
a dieta normal e tratado com indinavir.
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Controle — dieta hiperlipidica

Basal 3 meses
S B
L
e B
—
P e

Figura 27. Eletrocardiograma de animal representativo do grupo controle dieta
hiperlipidica.
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Tratado com Indinavir—dieta hiperlipidica

Basal 3 meses
=
B
aVR aVR
aVvL G ST S aVvL

Figura 28A. Eletrocardiograma de animal representativo do grupo submetido a
dieta hiperlipidica e tratado com indinavir.
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Tratado com Indinavir— dieta hiperlipidica

Basal 3 meses

D1

D2

D3

aVR

aVL aVL

aVF aVF

Figura 28B. Eletrocardiograma de animal representativo do grupo submetido a
dieta hiperlipidica e tratado com indinavir.



Figura 29. Coracdo de hamsteres mantidos com dieta normal ou hiperlipidica e
tratados ou nédo com Indinavir 30mg/dia, no quinto més do
experimento. A — dieta normal, B —dieta normal e Indinavir , C — dieta

hiperlipidica , D — dieta hiperlipidica e Indinavir. Observa-se presenca
de fibrose em azul (seta). Masson 40X.
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Figura 30. Aorta de hamsteres mantidos com dieta normal ou hiperlipidica e
tratados com Indinavir 30mg/dia, no quinto més do experimento. Ae C
— dieta normal e Indinavir, B e D — dieta hiperlipidica e Indinavir. N&o
se observa alteragdo histopatolégica e ndo se nota a presencga de
gordura. HE — 40 x (A e B). Oil-red 40X (C e D).
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4.12 Alteracéo renal

Nos cortes histologicos do rim direito se efetuou a coloracéao
Hematoxilina- Eosina aumento 40X observando-se hipercelularidade e
diminuicdo da Capsula de Bowman nos grupos submetidos a dieta normal e
tratados com indinavir, ou dieta Hiperlipidica e tratados com droga (Figura 31B
e D). Esta patologia poderia ser devido a litiase, porém nao observou-se a
presenca de cristais ou céalculos, mas na literatura esta descrita falha cronica
renal e o indinavir é insoluvel a PH 6,0. Ja nos grupos tratados com dieta
normal e dieta Hiperlipidica sem tratamento ndo foi observado
hipercelularidade ou diminuicdo da capsula de Bowman ou outras alteracfes
patoldgicas ou glomerulares (Figura 31A e C).

Nos cortes histoldégicos de rim direito com coloracdo especifica Masson
aumento 40X observou-se fibrose que aparece na cor azulada e diminui¢cdo da
Capsula de Bowman nos grupos submetidos a dieta normal ou dieta
hiperlipidica e tratados com indinavir (Figura 32B e D). Ja nos grupos tratados
com dieta Normal e dieta Hiperlipidica sem tratamento ndo foi observado
fibrose ou diminuicdo da cépsula de Bowman nem outras alteragdes
histopatologicas (Figura 32A e C).

Nos cortes histolégicos de rim direito com coloracéo especifica de PAMS
aumento 40X observou-se espessamento da parede capilar e diminuicdo da
Capsula de Bowman nos grupos submetidos a dieta normal e tratados com
indinavir, ou dieta Hiperlipidica e tratados com a droga, sendo menor no grupo
submetido a dieta normal e droga (Figura 33B e C). No grupo submetido a
dieta normal e sem tratamento ndo observou-se espessamento da parede
capilar ou diminuicdo da cépsula de Bowman nem outras alteracfes

histopatologicas (Figura 33A).



Figura 31. Rim de hamsteres mantidos com dieta normal ou hiperlipidica e
tratados ou nao com Indinavir 30mg/dia, no quinto més do
experimento. A — dieta normal, B —dieta normal e Indinavir ,C — dieta
hiperlipidica D - dieta hiperlipidica e Indinavir. Observa-se
hipercelularidade e diminuicdo da cdpsula de Bowman nos animais
tratados com a droga, independente do tipo da dieta (B e D). He 40X.
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Figura 32. Rim de hamsteres mantidos com dieta normal ou hiperlipidica e
tratados ou ndo com Indinavir 30mg/dia, no quinto més do
experimento. A — dieta normal, B —dieta normal e Indinavir , C — dieta
hiperlipidica, D — dieta hiperlipidica e Indinavir. Observa-se fibrose e
diminuicdo da capsula de Bowman assinaldas pelas setas nos animais
tratados com a droga. Masson 40X.
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Figura 33. Rim de hamsteres mantidos com dieta normal ou hiperlipidica e
tratados ou ndo com Indinavir 30mg/dia, no quinto més do
experimento. A — dieta normal, B —dieta normal e Indinavir , C — dieta
hiperlipidica e Indinavir. Observa-se espessamento da parede capilar
e diminuicdo da capsula de Bowman nos animais tratados com a
droga . PAMS 40X .
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5 DISCUSSAO

Com a introducdo de novos e potentes inibidores de proteases para o
tratamento do HIV observou-se significante reducdo da mortalidade com
concomitante aumento na sobrevida dos pacientes infectados. No entanto,
tém-se descrito varios efeitos secundarios em seres humanos associados ao
uso destes medicamentos como a resisténcia a insulina (CARON et al., 2001),
nefropatias, litiase, aumento do risco de infarto do miocardio (NOOR et al.,
2002; COLLIN et al., 2007; ESCUDERO et al., 2008), entre doencas cardiacas
dado por efeitos secundarios como a hiperlipidemia, lipodistrofia (redistribuicéo
anormal da gordura corporal), diminuicdo dos niveis séricos de HDL (CALZA et
al., 2004), entre outros.

Alguns destes efeitos colaterais estdo associados a desordens no
metabolismo de lipidios e no metabolismo de glicose. Assim, alteracdes no
metabolismo sao utilizadas como indicadores do progndéstico para doencas
cardiacas ou risco cardiaco ja que estdo associadas a doencas cardiacas
principalmente se mantidas por um longo periodo de tempo (HOLMBERG et
al., 2002 ; FRIIS-MOLLER, 2003). Espera-se que a incidéncia de doencas
cardiacas e cardiovasculares prematuras aumente devido ao elevado risco
cardiovascular e ao aumento da expectativa de vida dos individuos infectados
com o HIV (FISHER, 2001; NEUMANN, 2002). Por isso, o diagnéstico e a
terapéutica das doencgas cardiovasculares associadas ao HIV deve tornar-se
parte integrante dos atuais conceitos terapéuticos da infeccao pelo HIV.

A grande dificuldade no estudo destes efeitos colaterais é devido a
complexidade com que eles se apresentam, e que se podem apresentar tanto
isolados ou em conjunto. Ademais, algumas drogas afetam mais o
metabolismo de lipidios e outras o metabolismo de glicose, o que indica que
cada droga atua por metabolismos distintos, apesar da existéncia de certa
controvérsia neste aspecto, mas tanto o metabolismo de lipidios quanto o de
glicose estédo interligados, e o balanco de um afeta o do outro. Além disso, a
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prevaléncia das sindromes metabodlicas associadas ao uso destes
medicamentos varia de estudo a estudo, por exemplo, a lipodistrofia varia de
11-83% (GRINSPOON; CARR, 2005; CARR, 1998), a hipertrigliceridemia de
40-80%, a hipercolesterolemia de 10-50%, a hipercolesterolemia e a
hipertrigliceridemia juntas de 10-40% (CALZA et al., 2004), e a
hiperinsulinemia de 30-40% (CARR, 1998). Todas estas variaveis ou fatores
de risco exploradas e observadas nos diferentes estudos nos sugere que é
resultante de complexas interacbes entre o paciente, o virus e as drogas, 0
gue demonstra a importancia do desenvolvimento de um modelo experimental
para os estudos destes efeitos colaterais e suas inter-relagdes.

Como esperado, considerando o supracitado, foi encontrado aumento
das concentracdes plasmaticas de glicose nos animais submetidos ao
tratamento com indinavir (30 mg/dia) (CALZA et al., 2004; CARPER et al.,
2008; ZHANG et al., 2009), que segundo Zhang et al (2009) esta associado ao
aumento da apoptose de células beta pancreaticas e a concominante reducao
de insulina em modelo com a linhagem celular 832/13INS-1. O mesmo foi
observado nas concentragdes plasmaticas de triglicérides como descrito por
outros pesquisadores (CALZA et al., 2004; ANASTOS et al., 2007; CALZA et
al., 2008). No entanto, no presente estudo nao foi observado aumento das
concentracdes plasmaticas de LDL e HDL pela administracdo da droga, sendo
apenas evidenciada nos animais submetidos a dieta hiperlipidica. Congruente
a isso, aumentos leves a moderados tém sido reportados com a administracao
de inibidores de proteases, mas o0 mesmo ndo pode ser aplicado com o uso de
indinavir (CALZA et al., 2008). Neste contexto, deve-se considerar que 0
proprio virus do HIV pode interferir no metabolismo de lipides, o que dificulta o
estabelecimento de uma correlagdo entre o tratamento com IPs e o aumento
na incidéncia de doencas cardiovasculares e demais efeitos colaterais.

Recentemente (MUJAWAR et al., 2006), foi descrito possiveis
mecanismos pelo qual o HIV pode interferir no metabolismo de lipides. Por
exemplo, foi demontrado o sequestro de colesterol pelo HIV através da
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proteina citoplasmética Nef, proteina integrante do HIV que sequestra
particulas de colesterol pela supressao pos-transcricional da proteina ABCAL e
pela relocalizacdo da mesma proteina para a membrana celular. A ABCA1l
citoplasmatica participa no efluxo celular de colesterol e fosfolipides inserindo
lipides na apoA-1, que é a porcdo protéica da HDL, e como consequéncia a
lipidificacdo do HDL é afetada juntamente com o efluxo de fosfofolipides em
macrofagos e linhagens celulares (HeLa). Deste modo, ocasionaria a formacao
de células espumosas, que explicaria 0 aumento dos casos de aterosclerose e
doencas cardiovasculares em pacientes infectados pelo HIV. Isto também
pode explicar a reducao da HDL nos pacientes com HIV dependente da carga
viral. Enfatiza-se neste caso, que o tratamento em pacientes infectados com o
HIV ocasiona simultaneamente reducdo da carga viral, e consequentemente
ocasiona concomitantemente aumento dos niveis de HDL.

Atualmente, ndo se tem modelo experimental animal para predizer ou
acompanhar o desenvolvimento de efeitos colaterais ou secundarios do
tratamento com drogas da classe dos inibidores de protease, em especial o
indinavir.

A mortalidade expressiva observada no presente estudo apds
administracdo de 12 mg/dia de indinavir, sendo mais acentuada em dietas
hiperlipidicas, demonstra o importante papel da dieta no desenvolvimento das
doencas cardiovasculares associado ao aumento dos niveis de colesterol e
triglicérides (SPADY; DIETSCHY, 1985). No entanto, com a administracdo de
30 mg/dia, ndo se identificou efeito da dieta, apesar da maior taxa de
mortalidade. Este fato indica que a mortalidade € dose dependente, efeito ja
descrito em casos de nefrolitiase aguda em humanos (COLLIN et al., 2007),
sendo possivel qgue os demais efeitos adversos podem apresentar a mesma
correlacdo. Todas estas alteracdes podem ser explicadas pelos efeitos
citotoxicos em diferentes tipos celulares, através de um mecanismo de
toxicidade mitocondrial, que ocasiona disfuncdo endotelial que pode resultar
em tromboembolia e hipercoagulacéo, e ainda em apoptose de adipdcitos e de
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células endoteliais vasculares. E ainda relatado aumento dos niveis de
fibrinogénio sanguineo, o que pode implicar em aumento dos riscos
cardiovasculares descritos acima (MIN et al., 2004; JIANG et al., 2006).

Alteracdes no perfil lipidico sdo freqientemente relatadas em humanos
sob tratamento com IPs. Todavia, pode-se notar que ao extrapolar a dose de
indinavir utilizada em humanos, o que resultaria em dose aproximada de 3 a 6
mg/dia nado observou-se alteracdes histopatologicas cardiacas e renais, e
somente na dose 6mg/dia identificou-se discretas alteracdes no perfil lipidico,
0 que nao refletiria de forma satisfatoria os efeitos secundérios reportados em
humanos. No entanto, ao aumentar a dose para 12 mg/dia, jA pode-se
identificar a presenca de altera¢cfes mais evidentes no perfil lipidico.

Deste modo, optou-se por tentar uma dose de 30 mg/dia, ja que nao se
havia até entdo observado alteracfes histopatologicas, ademais o tempo
necessario para o desenvolvimento das alteragdes lipidicas no tratamento com
12 mg/dia foi de aproximadamente 5 meses, 0o que nao conduziria com 0
tempo de tratamento ideal de um modelo experimental.

Salienta-se ainda que ao utilizar a dose de 6 e 12 mg/dia observou que
alguns animais apresentavam niveis de lipides aumentados. Esse aumento no
perfil lipidico ndo foi mantido o que indicaria que 0S animais conseguem
reverter o quadro clinico. Este aumento dos niveis de colesterol e triglicérides,
e posterior decréscimo foi reportado recentemente em humanos sadios que
receberam a droga (ROSENKANZ et al., 2007), porém 0S mecanismos
envolvidos ainda ndo foram completamente elucidados. No entanto, ao utilizar
a dose de 30 mg/dia observou aumento significativo das concentracdes séricas
de triglicérides e colesterol, sem posterior reducdo dos seus niveis como
notado nas doses de 6 e 12 mg/dia. Sugere-se que devido ao menor tempo
de tratamento ocasionado principalmente pela maior taxa de mortalidade, a
posterior reducao dos niveis de triglicérides e colesterol nao foi identificada.

Como esperado, foi observado aumento dos niveis plasméticos de

glicose nos animais sob tratamento com indinavir (30 mg/dia). O aumento na
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glicemia tem sido frequentemente reportado por outros autores, associados
muitas vezes ao desenvolvimento de resisténcia a insulina em pacientes
infectados (RUDICH et al., 2005), ou até mesmo em voluntarios sadios sob
tratamento (NOOR et al., 2002; LEE et al., 2007).

As formas oxidadas e modificadas da LDL (ox-LDL e m-LDL ) tém sido
associadas como agente etiologico de doencas de origem inflamatéria e
imunologica, que incluem artrite reumatoide e a aterosclerose, e muitos
mecanismos de acao tem sido investigados, ja que a ox-LDL e a m-LDL tém
capacidade de ser imunogénica, estimular o sistema imune, ou mesmo
apresentar atividade citotoxica em diversos tipos celulares como células
endoteliais e macrofagos (FROSTEGARD et al.,, 1992 ; FROSTEGARD et al.,
1996 ; STEMME et al., 1995). No entanto, muitos estudos tém explorado estas
propriedades como a geracao de repertério de auto-anticorpos contra a ox-LDL
e m-LDL, onde dependendo do grau e localizagcdo da modificagcdo ou oxidacéao
dos diferentes epitopos desta particula podem indicar distintas condicbes
fisiopatologicas. Desta forma, estudos explorando os niveis destes auto-
anticorpos Vvém sendo correlacionados com o desenvolvimento da
aterosclerose e doencas cardiovasculares em estudos clinicos como naqueles
ensaios de aterosclerose experimental (SHOENFELD et al., 2000; PALINSKI
et al.,, 1990; BUI et al., 1996;PUURUNEN et al.,, 1994; DAMASCENO et al.,
2000), mas os achados sdo contraditorios, pois a presenca de anticorpos
contra ox-LDL poderia ser desejavel ou nao, por exemplo altos titulos de
anticorpos foram encontrados em pacientes com doenca coronaria,
aterosclerose periférica e hipertensdo (BUI et al., 1996; MAGGI et al., 1995;
BERGMARK et al., 1995), por outro lado baixos niveis de anticorpos foram
observados em estudos incluindo fumantes e pacientes com doencga
arteriocoronariana (DAC) sugerindo uma correlacdo inversa entre niveis de
auto-anticorpos e risco de desenvolver doenca (ZARATIN et al., 2002; SHOJI
et al., 2000).

Em outros estudos ndo se demonstrou que a imunizagdo com m-LDL
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produz auto-anticorpos desejaveis para o individuo (SHERER; SHOENFELD Y,
2002; DAMASCENO et al.,, 2000; UINT et al., 2003). Assim, decidiu-se
observar as diferencas nos niveis séricos de autoanticorpos contra a ox-LDL e
o peptideo ApoB-D derivado da seqiiéncia da apoB que é integrante da parte
protéica da LDL. No presente estudo foram observadas diferencas na
concentracao dos niveis séricos de auto-anticorpos contra ox-LDL, porém néo
se encontrou diferencas significantes nos niveis de anticorpos contra ox-pepD.
Este fato poderia ser explicado pelo design do peptideo D que foi desenhado a
partir de parametros de predicdo de peptideos imunogénicos, presenca de
regides anfipaticas, probabilidade de ligacdo a moléculas do MHC e da
apresentacdo dos sitios de clivagem para acdo da tripsina. Este udltimo
parametro pode explicar o motivo de se encontrar diferencas significativas nos
anticorpos contra ox-LDL e nao contra o peptideo D, pois os inibidores de
protease inibem o proteossomo de células hepéticas, macréfagos e outros
tipos celulares inibindo especificamente a atividade tripsina-like e
quimotripsina-like do proteossomo de forma dose dependente (PATRICE et al.,
1998; LIANG et al.,, 2001), e considerando o proteossomo um sistema de
degradacédo protéica que esta envolvido na producado de epitopos de células T,
a inibicdo ou modulacdo na atividade do proteossomo vai gerar mudancas na
apresentacdo de antigenos e na resposta de células T (PATRICE et al., 1998;
SCHMIDTKE et al., 1999), assim a tendéncia dos anticorpos anti-ox-pepD é de
se manter ou diminuir. Com respeito aos anticorpos anti-ox-LDL pode-se
sugerir o surgimento de novos epitopos gerados a partir da modulacdo da
atividade do proteossomo, onde um novo repertério de anticorpos que
reconhecem a ox-LDL poderiam ser gerados, explicando assim as diferencas
observadas nos niveis de anticorpos anti-ox-LDL .

Alteracdes metabodlicas sdo associadas a terapia HAART principalmente
ao uso de IPs, sendo correlacionadas ao aumento do risco de desenvolver
doencas cardiovasculares tais como a aterosclerose e infarto do miocardio.

No presente estudo, ndo se encontrou desenvolvimento de aterosclerose
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possivelmente devido ao modelo experimental utilizado, j& que o tempo
necessario para induzir a aterosclerose por dieta é de aproximadamente nove
meses, enquanto o tempo experimental utilizado ndo passou dos seis meses, 0
que justificaria a auséncia de achados histopatolégicos indicativos do
desenvolvimento de aterosclerose.

Nos eletrocardiogramas realizados observou-se aumento do intervalo
QRS e supradesnivelamento do intervalo ST nos animais tratados com
indinavir que pode estar associado a fibrose ventricular que foi evidenciada na
histologia dos animais sob tratamento. Isto também pode ser explicado pela
inibicdo da metaloproteinase MMP9 por parte dos IPs (BOURLIER et al.,
2004). A MMP9 apresenta a funcao de rearranjar a matriz celular e promover o
reparo tecidual. A inibicdo desta enzima juntamente com aumento dos niveis
séricos de TGF-B relatado em pacientes sob terapia HAART e a toxicidade
mitocondrial observada em adipdcitos e células endoteliais vasculares onde a
inducédo de apoptose € inibida (JIANG et al., 2007;2009; HEBERT et al., 2004,
LEWIS et al., 2000), pode ocasionar um quadro de lesdo a celulas endotelias
de vasos cardiacos com reparo tecidual comprometido que fovoreceria a
formacéo de tecido fibroso nestes vasos com consequente dano cardiaco.

No entanto, os inibidores de protease produzem anormalidades no ECG
especificamente no aumento do intervalo QT, alteracdo no ECG que pode
causar taquicardia "Torsade de pointes” (CASTILLO, 2002). Achados
semelhantes foram relatados por Anson et al. (2005), onde descreveram uma
elongacao no intervalo QT e associaram ao uso de IPs, incluindo o indinavir. O
aumento do intervalo QT, algumas vezes, ainda esta associado a morte subita
devido a arritmia ventricular paroxistica (SARAIVA et al., 2006).

Ademais, tém-se observado morte subita relacionada principalmente ao
infarto do miocardio agudo em pacientes sob HAART (comunicacdo pessoal),
alem do aumento do risco cardiovascular em 26% a cada ano de terapia
HAART, principalmente associado ao uso de IPs (FRIIS-MOLLER, 2003).

Corrobora a isso, associagado entre o uso de proteases, incluindo o indinavir, e



99

prolongacao do intervalo QT (ANSON et al., 2005).

Adicionalmente a isto, em outros estudos correlacionaram aumento da
onda P ao uso de inibidores de protease. Deste modo, salienta-se que o
aumento da onda P esta correlacionado com o desenvolvimento da hipertrofia
atrial, que por conseguinte est4 associada ao desenvolvimento de hipertensao
pulmonar. Esta sindrome €& frequentemente encontrada em pacientes
infectados pelo HIV sob tratamento com inibidores de proteases (BARBARO,
2005).

A insuficiéncia renal aguda e crbnica, ou declinio da funcédo renal
também tem sido reportado em pacientes sob tratamento com inibidores de
protease (ROLING et al., 2006; SCHWARTZ et al.,2005). No caso especifico
do indinavir os efeitos adversos vao desde cristaluria, nefrolitiase aguda dose
dependente, doenca renal cronica, insuficiéncia renal cronica, precipitacéo
intratubular, obstrucéo renal, nefropatia tubulo intersticial, fibrose intersticial, e
hialinose (GAGNON et al., 2006; 2007; SAID et al., 2007; COLLIN et al., 2007;
MOCROFT et al., 2007; CHEUNG et al., 2007; ESCUDERO et al., 2007).

De forma semelhante, no presente modelo, observou-se alteragcdes
histopatolégicas como hipercelularidade e fibrose glomerular com consequente
diminuicdo do Ilimen da capsula de Bowman, e hialinose apenas nos tratados
com 30 mg/dia independente da dieta, 0 que ocorreu em aproximadamente
70% dos animais. No entanto, néo identificou cristais de indinavir, 0 que seria
de certa forma esperado ja que o indinavir é insoluvel no pH de 6,0 o que
condiz com o pH 8 da urina destes animais. Entretanto, até o presente
momento ndo se tem publicacdes a respeito dos metabdlitos derivados do
indinavir.

Apesar dos indicios de insuficiéncia renal encontrada nos cortes
histologicos reforcados pelos frequentes relatos de aumento das
concentracdes creatinina e uréia plasmatica em pacientes infectados com HIV
sob tratamento com indinavir, no presente estudo ndo se observou alteracéo

dos niveis plasmaticos de creatinina e uréia nos animais sob tratamento.
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Curiosamente, o aumento de uréia pode apenas ser observado nos animais
submetidos a dieta hiperlipidica que pode ser devido ao fato de animais
submetidos a dietas hiperlipidicas apresentarem aumento a oferta de acidos
graxos, 0 que ocasiona em uma adaptacdo no metabolismo de aminoé&cidos
resultante de menor catabolismo de proteinas, e consequentemente menor
formacao de uréia (SERRA et al., 1991; TANG et al., 2001).

No tocante a avaliacdo das enzimas hepéaticas, apesar de se observar
diferencas significantes em alguns momentos entre os distintos grupos, nédo se
pode predizer a presenca de lesdes hepaticas, pois as altera¢gdes discretas ou
isoladas apresentam baixa sensibilidade e baixo valor preditivo. Embora a
utilizacdo da expressao “avaliacdo da funcédo hepéatica”, nenhuma das enzimas
utlizadas como ferramenta para tal € especifica para doencas hepaticas,
podendo ainda estar alteradas em outras condi¢des. Além disso, alteracfes
destas enzimas ndo tém sido uma constante em pacientes infectados pelo HIV
sob tratamento (MERAVIGLIA et al., 2002).

Os resultados do presente estudo demonstraram a viabilidade da
utilizacdo do Mesocricetus auratus como ferramenta para a avaliagdo dos
efeitos adversos advindos do tratamento com inibidores de proteases, no caso
o indinavir. Fato que merece especial atencdo dado a liberagcdo precoce das
drogas recém desenvolvidas que foram liberadas ainda na segunda fase do
ensaio clinico e aos recentes relatos de efeitos adversos advindos do uso
destas drogas devido ao aumento da sobrevida dos pacientes infectados com
o HIV. Assim, este estudo abre campo para novos estudos onde poderao ser

estabelecidos mecanismos que levam ao desenvolvimento de tais sindromes.
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6 Conclusdes

Pode-se concluir que:

* Na concentracdo 20uM de CuSO, sédo gerados produtos antigénicos que
podem ser reconhecidos por auto-anticorpos, e que a producdo destes
aumentam em relagéo ao tempo

* Animais que ndo receberam tratamento apresentam uma maior concentracao
de auto-anticorpos ox-LDL quando comparado com os animais tratados com
Inibidores de protease.

* As concentracdes do inibidor de protease indinavir afeta o0 metabolismo de
glicose e triglicérides.

* As concentracfes de glicose e triglicérides estdo aumentados em animais
tratados com droga e dieta hiperlipidica quando comparado com o0s animais
submetidos a dieta normal.

 Animais submetidos apenas a dieta hiperlipidica sem droga também
apresentaram aumento nos niveis de glicose e triglicérides.

* Niveis de protease causam aumento nos niveis de colesterol nos animais
tratados com dieta hiperlipidica e droga.

* Nao foi possivel acompanhar diminui¢cdo da funcéo renal nos grupos dosando
apenas 0s niveis de creatinina e uréia, mesmo observando fibrose renal na
histologia.

» Houve aumento drastico da mortalidade apés o 100° dia de tratamento nos
animais tratados com IP independente da dieta

* Os animais submetidos a droga e a dieta hiperlipidica assim como os animais
apenas tratados com a droga apresentaram diferencas no segmento QRS e
supradesnivelamento ST apos analise dos eletrocardiogramas.

e Os animais submetidos a dieta normal e tratados com droga e nos animais
submetidos a dieta hiperlipidica e tratados com droga apresentaram

alteracdes de fibrose.
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Presenca de hipercelularidade e fibrose no rim de animais tratado com IPs
em comparacao com animais submetidos a dieta normal.

O modelo Hamster apresentou como um modelo viavel que nos permite
explorar os efeitos cardiotoxicos do IPs, no caso o0 indoinavir (e
potencialmente outras drogas) e 0s mecanismos patogénicos causadores de

alteracdes cardiovasculares que levam ao AMI.
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