SIMONE DE BARROS TENORE

Efeitos imunolégicos do uso de Lactobacillus casei Shirota em
pessoas que vivem com o HIV em tratamento antirretroviral
supressivo e com baixa recuperagao de células T CD4+

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias.

Programa de Doencas Infecciosas e Parasitarias

Orientador: Prof. Dr. Esper Georges Kallas

SAO PAULO
2019



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicagéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reproducao autorizada pelo autor

Tenore, Simone de Barros

Efeitos imunolégicos do uso de Lactobacillus
casei Shirota em pessoas que vivem com o HIV em
tratamento antirretroviral supressivo e com baixa
recuperacdo de células T CD4+ / Simone de Barros
Tenore. -- S3o Paulo, 2019.

Tese (doutorado) --Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo.

Programa de Doencas Infecciosas e Parasitarias.

Orientador: Esper Georges Kallas.

Descritores: 1.HIV 2.Linfécito T CD4-positivo
3.Probidticos 4.Discordantes imunoldgicos
5.Lactobacillus 6.Lactobacillus casei Shirota

USP/FM/DBD-032/19

Responsavel: Erinalva da Conceigao Batista, CRB-8 6755




Agradecimentos




Agradecimentos

Ao meu orientador Professor Dr. Esper Georges Kallas pela oportunidade,
confianga e ensinamentos, que mesmo antes de eu ser sua orientanda, sempre

acreditou no meu trabalho. Minha gratidao e admiragao.

A Vivian lda Avelino-Silva pela analise estatistica mas especialmente por todo
0 apoio e atengdo a mim dedicados. Sua paciéncia e tranquilidade foram

fundamentais para o meu aprendizado.

A toda a equipe de pesquisa do estudo: Zelinda Nakagawa , Lilian Ferrari ,
Natalia Cerqueira, Karine Milani, Denise Sales, Leandro Concolato Miranda,
Charlene Rocha e Arlene Augusta dos Santos, pela grande ajuda e
companheirismo durante o periodo de atendimento aos pacientes. Conduziram

todos os processos com exceléncia e competéncia.

Aos funcionarios da Unidade de Pesquisa Clinica da FM USP por me

acolherem com tanta atengao e pelo excelente trabalho realizado.

A Priscilla Ramos Costa, Lucas M. Franco, e Prof. Dra Ester Cerdeira Sabino

pelas analises laboratoriais do estudo.

Ao Prof. Dr David Salomao Lewi pelos anos de aprendizado na disciplina de
infectologia da Unifesp, pelo apoio a minha ida para fazer este doutorado na

USP e principalmente por ser exemplo de profissional, carater e competéncia.

Aos Professores e colegas da disciplina de Infectologia da Unifesp que fazem

parte da minha jornada profissional.

Agradecimento especial aos pacientes do estudo, meu carinho e motivo de

minha escolha profissional.



Agradecimentos Especiais




Agradecimentos Especiais

Ao meu marido Paulo Roberto Abrao Ferreira pelo constante estimulo a minha
carreira e pelo apoio incondicional. Exemplo de pessoa, carater, profissional,

pai e amigo. A vocé todo o meu amor e admiracgao!

Aos meus filhos Lara, Julia e Bruno, com vocés aprendi o verdadeiro sentido
da palavra AMOR. Vocés sdo minha maior alegria ao acordar e ao me deitar

todos os dias!

As minhas irmas Rosana e Monica, anjos colocados em minha vida para que
ela fosse mais facil, mais alegre e mais divertida. O apoio de vocés duas ao
longo de toda a minha vida foram fundamentais para o meu crescimento

profissional e pessoal.

A minha mae Ignez (in memorian) pela vida, por todo o amor e por me ensinar

a ser uma pessoa melhor. Saudades eternas!

Aos meus avoés Luiz e Alcinira (in memorian) exemplos maiores de amor,

humildade e dedicagao a familia!

As minhas tias Ivette e lvany que foram companheiras, incentivadoras e tanto

nos ajudaram em todos estes anos.

A toda a minha familia, por sempre acreditarem em mim, e pelo amor

dedicado.



Normatizacao adotada




Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento de
sua publicagao:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals
Editors (Vancouver).

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e
Documentagdo. Guia de apresentagdo de dissertacoes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A.L.Freddi, Maria
F.Crestana, Marinalva de Souza Aragdo, Suely Campos Cardoso, Valéria
Vilhena. 32 ed. Sdo Paulo: Divisdo de Biblioteca e Documentagao; 2011.

Abreviatura dos titulos e periddicos de acordo com List of Journals Indexed in
Index Medicus.




Sumario




Sumario

1.2

1.3

1.4

1.5

2.1
2.2

3.1
3.1.1

3.1.2
3.1.3
3.1.4

3.1.5

3.1.6
3.1.7
3.1.8

3.1.10

3.1.11
3.1.12

3.2
3.3
3.4
3.4.1

3.4.2
3.5

3.6
3.6.1

Lista de tabelas
Lista de figuras

Resumo
Abstract
INTRODUGAO.........coeeeuerreereenesaesesessesssessessesssssssessessssssssssssssssssens 01
Imunidade inata e adaptativa na infeccao pelo

02
HIV e e e e e e e e
A infeccao pelo HIV e o] sistema
gastrointestinal............cooooiiiiii 08
Ativacao imune e individuos nao respondedores
1 418 aTo] oo | oo 1= TSP 12
Microbioma e infeccdo pelo HIV ..., 16

Uso de probidticos em pacientes vivendo com o 20

OBUJETIVOS.......coo it sssssrs s ssnn s mn e 22
ODbjetivo geral........couviiiii i 23
Objetivos eSpeCifiCOS.......ccuuiiiiiiiii e 23
METODOS........coiueirrerereerssessssesssse e sseseesssessssesssesssssssssssensesensssens 24
Procedimentos do eStudO.........ccoovviiiiiiiiiiii e, 27
RaNdOMIZAGAO0.........uuiiii i e 27
Triagem € INCIUSEO.........cooeviiiiiiii e 27
Avaliagao de efiCacia...........couviiiiiiiiii e 29
Calendario da avaliagao de eficacia.........cccccciiiiiieiiiiiiiiiccee e, 30
Avaliagao de SEQUIANGA.........ccuuuuiiieieeee e e e e et e e e eeeeens 32
Vigilancia e relato de eventos adversos........cccccccevvieiiiieiiiiiceee e, 35
Periodo de avaliagdo de seguranca........cccccceceeeeeeeeieeeiiiiicineeeeeeeeenns 36
Questionario de Doenca Inflamatdria do Intestino

(=] 5 TP 36
Critérios para a retirada do produto do estudo de um

PArtiCIPANTE. ... 36

Critério para descontinuacdo de um participante do 37
=T (1o [ TP

Critério para suspensao ou término do estudo................cceeevvnnnnnn. 37
Visita de seguimento 12 semanas apos a retirada do produto do

=T (1o [ J PP 38
Fluxograma do EStUdO...........coovriiiiiiiii e 39
Produto do eStudo........ccooiiii 40
CoNSIAErages EtiCaS. ........coviuiieeeeee e 41
Descricdo de potenciais riscos fisicos, sociais, psicolégicos e

mMeétodos para MiNIMIZA-10S...........ccooveiiiiiiiii e, 41
Consentimento informado e aspectos regulatorios............cccu........ 42
Financiamento............oo oo 42
Estatistica e manejo de dados........ccccoooeiiiiiiiiiiii 42

Plano de anadlise de dados, incluindo metodologia estatistica,



Sumario

© N o o M~

tabelas planejadas € figuras............cccevviiiiiiii e, 42
RESULTADOS.......ccc o cimrrreriisssnnrr e s s sssmnrs s s s s s s smnnn s e s s ssssssnnnns 44
DISCUSSAOD.......cceieeeeeerreeresessesesssessesssssssessessssessessssssssssssssnens 73
Lod0 ] Lo I U7 o J O R 81
ANEXOS......coirrr s 83

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coeeoeeeeeeeeeeeeseeeesereseeesenene 86



Listas




Lista de tabelas

Tabela 1 Guia para avaliagao de severidade dos eventos adversos
selecionados. ..o 25
Tabela 2 Fluxograma do estudo.........cccccooviiiiiiiiiiii i, 40
Tabela 3 Caracteristicas demograficas e clinicas basais de acordo
com grupo de randomizZaca0.........ccccevvvvviiiiiieeeee e 41
Tabela 4 Eventos adversos apés randomizagdo de acordo com o
grupo de randomizZacgao...........ccuuuvuiiieeeeeeeeeieee e 49
Tabela 5 Questionario de Doenca Inflamatdria Intestinal
(=] 5 TP 51
Tabela 6 Efeito da intervencdo do estudo nos niveis de LTCD4+ e
relagado CD4/CDS8..........coiiiieiieeecei e, 53
Tabela 7 Efeito da intervencdo do estudo na ativagao celular em
células T CD4 + e compartimentos de memoria.................... 57
Tabela 8 Efeito da intervencdo do estudo na ativagao celular em
células T CD8 + e compartimentos de memoria.................... 60
Tabela 9 Niveis plasmaticos de CD14 soluvel (sCD14) em ambos os
Lo L UT oo L= SR 62
Tabela 10 Efeito da intervencdo do estudo na diferenciagdo dos
subconjuntos e na atividade das células NK........................ 63
Tabela 11 Bactérias incluidas na analise para analise exploratéria do

efeito da intervengao no microbioma intestinal...................... 72



Lista de figuras

Figura 1 Imunidade inata e adaptativa........ccccccccoooiiiiiiiiii 03
Figura 2 Tipos de resposta immune adaptativa.............cccceeeeeeiiinnnnnn. 06
Figura 3 Dano do HIV @0 TGl....cooiiiiiiiiecci e, 11
Figura 4 Ativacao crénica do sistema imunologico............c.ceeeeeeeeennne. 16
Figura 5 Triagem, inclusdes e exclusdes do estudo................cccceeee. 45
Figura 6 Box plots comparando os grupos ativo e placebo quanto as
contagens de LT-CD4 + (A) e relacdo CD4 / CDS8
(= PSRRI 55
Figura 7 Efeito da intervengcdo na contagem de LT CD4+ apéds o
basal (V6, V12, V24) (3A) e relagdo CD4 / CD8 (V6, V12,
V24) (BB).eiieeeeeeeiieeiie et 56
Figura 8 Composi¢gao do microbioma em nivel de Filos, entre os
grupos composto ativo e placebo...........ccccieiiiiiiiiiiiiiinnn, 69
Figura 9 Alfa-diversidade nos grupos composto ativo e placebo no

DASAI € V12 70



Resumo




Resumo

Tenore SB. Efeitos imunologicos do uso de Lactobacillus casei Shirota em
pessoas que vivem com o HIV em tratamento antirretroviral supressivo e com
baixa recuperacao de células T CD4+ [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

Introdugdo: O tecido linfoide gastrointestinal € o principal reservatério de
células T humanas e a deplecao de células T CD4 + intestinais apos a infecgao
pelo HIV leva a uma persistente disfuncdo da barreira mucosa, aumento da
permeabilidade intestinal e translocagdo microbiana mesmo entre pacientes
infectados pelo HIV em tratamento antirretroviral supressivo. Alguns estudos
sugerem que os probidticos podem ajudar a restaurar a fungao intestinal.
Métodos: Estudo randomizado duplo-cego, controlado por placebo, em
pacientes adultos vivendo com HIV em terapia supressora e com baixa
recuperacao de LTCD4 +, para abordar o efeito do uso diario de 12 semanas
de Lactobacillus casei Shirota oral na contagem de células T CD4 +, relacéo
CD4 / CD8, ativagao imune e avaliacdo do microbioma em 6 e 12 semanas de
uso do composto ativo, e 12 semanas apoés a interrupg¢ao. Resultados: De jan /
2015 a jul / 2016, 48 pacientes foram randomizados para intervencéao ativa (n =
24) ou placebo (n = 24). Os grupos tinham caracteristicas demograficas e
clinicas comparaveis; apenas o nadir de células T CD4 + foi estatisticamente
diferente entre os grupos. Usando modelos mistos n&o ajustados, a
intervengao foi associada com aumento médio de 58,8 células / mL em células
TCD4 + nas visitas 6, 12 e 24 (IC 95% -11 a 129, p = 0,099) e aumento de
0,18 na relacdo CD4 / CD8 (IC 95% 0,03 a 0,33, p = 0,020). No entanto, essa
diferenca foi perdida apds o ajuste para o nadir de células T CD4 +. Na visita
12, ndao foram encontradas diferengas significativas nos marcadores de
ativagcdo imune nas subpopulacbes CD4 + e CD8 +, niveis de sCD14 ou
células NK entre os grupos. A avaliagdo do microbioma demonstrou um
aumento estatisticamente significativo na familia Bacteroidaceae na semana 12
(média 12,52% 1C95% 5,89-19,06) em comparagdo com o valor basal (média
6,99%, IC 1,84-12,13; p=0,0422) restrito ao grupo que recebeu o composto
ativo. Conclusao: N&o encontramos nenhum efeito estatisticamente

significativo do uso de Lactobacillus casei Shirota na contagem de células



Resumo

TCD4 + ou ativagdo imune entre pacientes vivendo com o HIV em terapia

supressiva com baixa recuperacao de LT CD4 +.

Descritores: HIV; linfocito T CD4-positivo; probidticos; discordantes

imunologicos; Lactobacillus; Lactobacillus casei Shirota.
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Abstract

Tenore SP. Immunological effects of oral Lactobacillus casei Shirota among
HIV-infected patients on suppressive antiretroviral treatment with poor CD4+ T
cell recovery [tesis]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2019

Background: Gastrointestinal lymphoid tissue is the main human T-cell
reservoir and depletion of intestinal CD4" T cells following HIV infection leads to
persisting mucosal barrier disfunction, increased gut permeability and microbial
translocation even among HIV-infected patients on suppressive antiretroviral
treatment. Some suggest probiotics may help restore intestinal function.
Methods: In this double-blind, placebo-controlled trial, we enrolled adult HIV-
infected patients on suppressive ART with poor CD4" recovery to address the
effect of a 12-week daily use of oral Lactobacillus casei Shirota on CD4+ T cell
count, CD4/CD8 ratio, immune activation and microbiome analysis at 6 and 12
weeks on study product, and 12 weeks after interruption.

Results: From Jan/2015 to Jul/2016, 48 patients were randomized to active
intervention (n=24) or placebo (n=24). Groups had comparable demographic
and clinical characteristics; only CD4" T cell nadir was statistically different
between groups. All participants were virologically-suppressed under
antiretroviral treatment. Using unadjusted mixed models, the intervention was
associated with mean increase of 58.8 cells/mL in post-baseline CD4+ cells at
visits 6, 12 and 24 (95%CI -11 to 129, p=0.099) and 0.18 increase in CD4/CD8
ratio (95%CI 0.03 to 0.33, p=0.020). However, this difference was lost following
adjustment for CD4" T cell nadir. At visit 12, no significant differences in
immune activation markers on CD4" and CD8" subpopulations, sCD14 levels or
NK cells were found between groups. Microbiome analysis showed a
statistically significant increase in the Bacteroidaceae family at week 12 (mean
12.52% CI 95% 5.89-19.06) compared to baseline (mean 6.99%, Cl 1.84-12 ,
13; p = 0.0422) restricted to the group that received the active compound
Conclusions: We found no statistically significant effect of Lactobacillus casei
Shirota probiotic on CD4" T cell counts or immune activation among HIV-

infected patients on suppressive ART with poor CD4" recovery.

Descriptors: HIV; CD4-positive T Lymphocytes, probiotics; immune

discordant; Lactobacillus; Lactobacillus casei Shirota.
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Na infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
caracteristicas da resposta imune influenciam a evolugdo da doenca e a
persisténcia de anormalidades mesmo apos a introdugdo de terapia
antirretroviral com supressao viral. Com efeito, em detrimento de importantes
avangos no tratamento, pessoas que vivem com o virus apresentam ainda

maior morbidade e mortalidade quando comparadas a pessoas soronegativas.

1.1 Imunidade inata e adaptativa na infecgao pelo HIV

O sistema imunolégico inato representa a primeira linha de defesa
contra organismos infecciosos, reagindo muito rapidamente a presenga de
patdogenos. Por constitutir a primeira reagdo imunolégica a entrada de
microrganismos, € o mais importante na prevencdo da infeccao pelo HIV
(LEVY, 2010). A resposta imune inata fornece tempo, se necessario, para o
subsequente desenvolvimento de respostas imunes adaptativas. Células
dendriticas, macrofagos e algumas células T desempenham importante papel
em ambos os sistemas imunitarios e contribuem tanto para a resposta rapida

(inata) como para a resposta adaptativa (figura 1).
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FONTE (ABUL K ABBAS; ANDREW H LICHTMAN; SHIV PILLAI, 2015), capitulo 1

Figura 1- Imunidade inata e adaptativa

Os componentes do sistema imune inato sado divididos em
componentes celulares (células dendriticas, macréfagos, neutrdfilos,
eosindfilos, células natural killer (NK), células T gama delta (yd), células
produtoras de interferon, linfocitos T (LT) CD8+ com atividade antiviral nao
citotoxica e células B1, e componentes soluveis (citocinas, quimiocinas e
complemento), todos com capacidade de resposta rapida contra patégenos.

Pertencem ao sistema imune adaptativo as células dendriticas,
macrofagos, LT CD4+, LT CD8+ (com atividade citotdxica) e linfécitos B
(SERRANO-VILLAR et al., 2018)(LEVY; SCOTT; MACKEWICZ, 2003).

Uma das principais fungdes do sistema imunoldgico inato é a sinalizagao
intracelular ativada por receptores de reconhecimento de padrao de superficie

presentes em uma variedade de células, sendo a maioria destas células
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apresentadoras de antigenos (por exemplo, células dendriticas e macréfagos).
Apos interagdes com ligantes especificos, esses receptores (em inglés toll-like
receptors -TLR) iniciam uma cascata de processos intracelulares que levam a
ativacdo do NF-xB, (em inglés nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells), e estimulo a producdo de citocinas (LEVY; SCOTT;
MACKEWICZ, 2003). Essas citocinas induzem tanto resposta celular inata
quanto adaptativa a infecgcao pelo HIV.

Componentes soluveis do sistema inato ligam-se ao HIV e estimulam a
fagocitose viral por macréfagos ou lisam o virus diretamente. Também
provocam inativagao viral por opsonizacéo.

Quimiocinas recrutam células NK, LT e macrofagos para o sitio da
infeccao pelo HIV e aumentam a fungao citotdxicas destas células. A producao
de quimiocinas e, particularmente, a presenga ou auséncia de seus receptores
podem influenciar a habilidade do HIV de infectar as células (LEVY, 2001).

Componentes celulares do sistema inato possuem atividade fagocitica
(neutrdfilos e macrofagos) e liberam proteinas e citocinas inflamatorias que
ajudam a controlar a infeccdo. As células dendriticas respondem a patégenos
mediante producdo de interferons tipo I, que interferem na replicagao viral,
aumentam a atividade antiviral das células NK, induzem respostas adaptativas
das células T e B, aumentam a atividade das proprias células dendriticas como
células apresentadoras de antigenos e aumentam a producao de interferon
gama pelos L T CD4+. Entretanto, macréfagos, além de serem alvos da
infeccao pelo HIV, também tornam-se disfuncionais durante a infeccdo, com
menor capacidade fagocitica de produtos bacterianos (LEVY, 2001).

Células NK tém a funcao de eliminar células infectadas por virus e
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células tumorais, produzir citocinas que colaboram para a atividade citotdxica
das células T CD8+, e estimular a ativacdo de outras células efetoras do
sistema imune. A infeccdo pelo HIV leva a uma diminuicdo em numero e
funcdo das células NK, com menor produgdo de citocinas e aumento da
citotoxicidade (KLATT; FUNDERBURG; BRENCHLEY, 2013; LEVY, 2010).

O complemento também desempenha importante papel na resposta
antiviral. Sua acao ocorre pela lise de virions mediada por anticorpos ou
destruicdo do virus em células infectadas, por meio de ligacao e ativagao da via
classica ou alternativa. O complemento pode interagir com seus receptores nas
células NK, causando lise direta das células infectadas e nao infectadas. Essa
proteina também pode aumentar o efeito antiviral dos anticorpos neutralizantes.

O sistema imune adaptativo utiliza duas principais estratégias para
eliminacao de patdgenos: producio de anticorpos (imunidade humoral) e morte

celular por linfocitos T citotéxicos (imunidade celular). (Figura 2)
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FONTE (ABUL K ABBAS; ANDREW H LICHTMAN; SHIV PILLAI, 2015), capitulo 1

Figura2- Tipos de resposta immune adaptativa

Na infeccao pelo HIV os anticorpos surgem uma a duas semanas apos
a infeccdo aguda. A producao de anticorpos neutralizantes contra gp 120 e gp
41 faz parte do processo.

As células revestidas por complexos antigeno-anticorpo sao
reconhecidas pelas células NK, mondcitos ou macroéfagos e sdo destruidas
através de um mecanismo citolitico (LEVY, 2010).

A infeccdo pelo HIV causa uma resposta defectiva das células B,
incluindo sua hiperativagao e desregulagcao, levando a alteragédo na produgao
de anticorpos.

Os LT citotdéxicos sdo capazes de reconhecer e eliminar células

infectadas por virus. Estas células sao cruciais para o controle da replicagao do
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HIV, além de ter uma influéncia substancial na progressao da doenga quando a
infeccao é estabelecida.

Os LT CD4+ e CD8+ podem ser agrupadas em subconjuntos, definidos
por seu fendétipo, com base nas moléculas da superficie celular, nos indices de
rotatividade, no repertorio e produgao de citocinas em resposta a antigenos. Os
subconjuntos dividem-se em células T virgens, células T de memoria central
(latentes), células T de memdria efetoras e células T efetoras terminais. As
células de memoria latentes passam a células de memoria ativadas e em
seguida, células efetoras. Quando ativadas, expressam CD38 e se tornam
células efetoras, apresentando atividade citotéxica (LEVY, 2010)

Células T de memodria central interagem com células dendriticas na
circulagao e no tecido linféide e produzem interleucina-2 (IL-2). Células T de
memoria efetora interagem com mondcitos, células NK, células B, mastdcitos e
eosindfilos, produzindo IL-2 e interferon gama (IF-y) importantes na imunidade
celular, e interleucinas (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13), que estimulam a
producao de anticorpos. (APPAY; ROWLAND-JONES, 2004; SALLUSTO;
GEGINAT; LANZAVECCHIA, 2004)

A infecgao pelo HIV induz a uma importante diminuicdo do numero de
LT CD4+, menor proliferagcdo em resposta a antigenos de memodria, menor
reacao antigeno-especifica, menor producado de IL-2 e outras citocinas, além
de disturbio no numero e funcao de células de meméaria.

Grande destruicao de LT CD4+ ocorre no intestino, onde se encontra a
maior parte do tecido linféide do organismo (gut-associated lymphoid tissue-
GALT) (BRENCHLEY; DOUEK, 2008). A repercussao destas alteracbes sera

tratada nas sessdes seguintes.
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1.2 A infeccgao pelo HIV e o sistema gastrointestinal

O GALT é o principal reservatorio de LT no corpo humano. Certas
caracteristicas do compartimento da mucosa o tornam extremamente
permissivo a infeccdo pelo HIV-1, favorecendo a sua replicagcdo. Em
comparagao com os linfécitos circulantes, uma maior percentagem dos
LTCD4+ presentes no GALT expressam o coreceptor de quimiocina CCRS.
Além disso, devido a sua proximidade com o ambiente externo e exposigao
constante a uma variedade de antigenos alimentares e microbianos, um
namero elevado de LT CD4 + da mucosa do trato gastrointestinal (TGI) é
ativado, mantendo esta mucosa em um estado de inflamacgao fisioldgica,
caracterizada por altos niveis de citocinas proé-inflamatérias (IL-6, IL-10 e IFN-
Y), (MEHANDRU et al., 2004).A0 nivel sistémico, altos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias podem também diminuir a capacidade do sistema imunolégico em
manter niveis saudaveis de linfécitos que normalmente produzem citocinas
efetoras homeostaticas, como IL-17 e IL-22. Essa redugao de IL-17 e IL-22
possivelmente contribui para a ativacdo imunologica, em particular nos tecidos
mucosos, uma vez que IL-17 e IL-22 sdo fundamentais para manter a
integridade da barreira epitelial (KLATT; FUNDERBURG; BRENCHLEY, 2013).
Por sua vez, o grau de inflamacao no TGI correlaciona-se com maior infec¢ao e
replicacao viral, ja que o HIV prefere infectar LT CD4+ ativados, presentes em
maiores niveis como consequéncia do aumento da inflamacado local,
proporcionando novos alvos para a infecgdo pelo HIV e aumentando sua
replicagao.

Estudos com imuno-histoquimica em individuos cronicamente
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infectados pelo HIV evidenciaram que ha deplecdo de LT CD4+ tanto no
intestino delgado quanto intestino grosso (KOTLER; REKA; CLAYTON, 1993;
ULLRICH; ZEITZ; RIECKEN, 1992). A infeccdo pelo HIV provoca uma
diminuicao significativa das células T CD4+, e a uma quebra no equilibrio entre
a flora intestinal e o sistema imunoldgico. Histologicamente, ha um infiltrado
inflamatério e dano a barreira epitelial, incluindo atrofia de vilosidades,
hiperplasia das criptas, apoptose de enterécitos, reducdo de defensinas
luminais, translocagdo bacteriana e aumento da permeabilidade mucosa
(BRENCHLEY; DOUEK, 2008)

Como consequéncia, a translocagdo microbiana pode ocorrer,
perpetuando uma ativagdo imune crénica e um recrutamento persistente das
células T CD4+ (MARCHETTI et al., 2011; MASSANELLA et al., 2010).

Estudos demostraram uma associagao inversa entre os marcadores da
translocagcao microbiana, ou seja, os niveis de lipopolissacarideo (LPS)
plasmatico e de CD14 soluvel, e progndstico e recuperagdo numérica das
células T CD4+ em pacientes vivendo com o HIV (MARCHETTI et al., 2011).

A translocagao microbiana foi considerada um dos principais fatores de
morbidade e mortalidade na infeccdo pelo HIV, provavelmente devido a
inflamacdo persistente (ZEVIN et al., 2016). E importante ressaltar que
associagcbes entre translocagdo bacteriana e progressdo da doenca sao
independentes do tratamento antirretroviral altamente eficaz (TARV) e
supressao da carga viral (CV).

Os LPS sao produtos comumente identificados na translocacao
bacteriana, originados da superficie de bactérias Gram-negativas. Varios

estudos demonstraram correlagdes diretas entre os niveis plasmaticos de LPS



Introdugdo 10

em individuos vivendo com o HIV e viremia residual, ativagao celular (incluindo
CD38+ HLA-DR e LT CD8+), ativagao de mondcitos, citocinas pré-inflamatérias
(interferon alfa (IFN- ), IL-6) e factor de necrose tumoral alfa (TNF- o)
(ANCUTA et al.,, 2008; BRENCHLEY et al.,, 2006; KLATT; FUNDERBURG;
BRENCHLEY, 2013).

Outra anormalidade imunoldgica observada durante a infecgao pelo
HIV é a redugao nos niveis de imunoglobulina A (IgA) de mucosa. IgA sao
essenciais para a protegcao contra a translocagdo microbiana, pois ligam-se
diretamente as bactérias e evitam que estas se liguem ao epitélio, neutralizam
a bioatividade dos produtos bacterianos, e transportam bactérias da lamina
prépria de volta ao lumen intestinal (MACPHERSON; GEUKING; MCCOQY,
2012). A figura 3 ilustra as alteragbes encontradas no TGl de pessoas que

vivem com HIV.
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(a) TGl saudavel com vilosidades, criptas, macrofagos, células dendriticas, manutencédo da
barreira epitelial, células T, células B e peptideos de defensina luminal. (b) TGI cronicamente
infectado pelo HIV com (1) vilosidades embotadas, (2) hiperplasia da cripta, (3) dano a barreira
epitelial com apoptose de enterdcitos, (4) diminuicdo da defensina luminal, (5) deplecéo
massivas de células T CD4+, (6) grande numero de células T CD4 infectadas com liberagéo de
virions, (7) translocacdo microbiana, e (8) permeabilidade aumentada. (adaptado de
(BRENCHLEY; DOUEK, 2008)

Figura 3- Dano do HIV ao TGI
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O dano epitelial, disfuncao e ativacdo imune, translocagao microbiana e
replicagcao continua do HIV levam a progressdo da doencga, com redugcao dos
niveis de LT CD4+ e consequente desenvolvimento de infecgdes oportunistas,
além de persisténcia de estado inflamatorio por ativagdo imune, e maior risco
de desenvolvimento de comorbidades ndo associadas a aids, como eventos

cardiovasculares, doencas renal e hepatica e doenca neuroldgica.

1.3 Ativagao imune e individuos nao respondedores imunolégicos

A introdu¢cdo do TARV levou a uma redugdo na morbidade e
mortalidade em pessoas vivendo com HIV/aids (PALELLA et al., 1998).
Contudo, a despeito da supressao viral a recuperagao imunolégica é altamente
variavel, até 30% dos pacientes ndo atingem niveis de LT CD4+ superiores a
500 cels/mm?® a despeito de anos de supressao viral (KAUFMANN et al., 2005).
Individuos que falham em atingir recuperacao de niveis de LT CD4+ a despeito
do tratamento antiviral eficaz sdo denominados nao respondedores
imunoldgicos.

Nao ha um consenso na definicdo de ndo respondedor imunoldgico.
Alguns autores descrevem a condigdo como manutencao de LT CD4+ abaixo
de um limiar entre 350-500 cels/mm3, apos 4-7 anos de tratamento
antirretroviral supressivo (BAKER et al., 2008; REEKIE et al., 2010). Outros
autores consideram um periodo de tempo de tratamento menor, usualmente 6
a 12 meses, definindo como nao respondedores imunoldgicos aqueles
pacientes com aumento inferior a 30% de LT CD4+, ou niveis abaixo de 200

céls/mm? (GAZZOLA et al., 2009).
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Em alguns estudos foi demonstrado que os niveis de LT CD4+ atingem
um plateau apoés dois a trés anos de TARV (TARWATER et al., 2001; VALDEZ
et al.,, 2002), enquanto em outra investigacao foi observado um incremento
modesto mesmo apos trés a quatro anos de terapia supressiva (HUNT et al.,
2003b).

Os motivos de baixa recuperagdo imunoldégica ndo sao ainda muito
bem entendidos, e numerosos fatores foram associados a esta condigao, tais
como: idade mais avancada (AVELINO-SILVA et al., 2011; VIARD et al., 2001),
alta carga viral pré-tratamento (KAUFMANN et al., 2005; MOORE; KERULY,
2007), niveis basais baixos de LT CD4+ (FALSTER et al., 2009; MOORE;
KERULY, 2007; SMITH et al., 2004), disfuncdo da medula 6ssea e do timo
(TEIXEIRA et al., 2001), ativacdo imune persistente, aumento nos niveis de
lipopolisacaridios circulantes (BRENCHLEY et al., 2006; HUNT et al., 2003a;
JIANG et al., 2009) e coinfecgdes virais (GREUB et al., 2000).

A patogénese da nao resposta imunoldgica pode estar relacionada ao
déficit na produgcao (medula éssea, timo) e/ou destruicdo excessiva de LT
CD4+. Alguns estudos demonstraram que, mesmo apos o inicio da TARV
efetiva, a recuperacdo medular pode ser deficiente, pois as células estromais
infectadas pelo HIV ndo conseguem fornecer a quantidade ideal de citocinas,
proteinas de matriz extracelular e moléculas de adesao necessarias para o
crescimento de coldnias hematopoiéticas. Além disso, células da medula 6ssea
infectadas secretam grandes quantidades de citocinas pro-inflamatdrias, como
o TNF-a, que inibe a hematopoiese pela inducdo de apoptose (AIUTI;
MEZZAROMA, 2006; ISGRO et al., 2008). Timopoiese também esta reduzida e

pode estar associada a menor resposta ao estimulo da interleucina-7 (IL-7).
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Apesar de haver recuperacdo nos niveis de IL-7 apds o tratamento
antirretroviral, parece ocorrer redugao na expressao do receptor de IL-7 em
subpopulagdes de LT, limitando o efeito compensatério de seus niveis mais
elevados apds o controle da viremia (RAJASURIAR et al., 2010).

A destruicdo excessiva de LT CD4+ parece estar associada a trés
fatores: hiperativacdo dos LT CD4+, replicagdo viral residual (que por si
representa um gatilho para ativagcdo imune) e estimulo antigénico persistente
(GAZZOLA et al., 2009).

A ativacdo imune é considerada fator determinante na inibicdo da
recuperacao de LT CD4+. Niveis elevados de CD38, um marcador de ativagao
de células T, foi observado nos primeiros relatos de pacientes com
imunodeficiéncia e pneumocistose, mesmo antes da descoberta do HIV
(GOTTLIEB et al., 1981). O CD38 é uma ectoenzima multifuncional envolvida
na regulagdo de calcio intracelular, e sua dimuni¢cdo estaria relacionada a
respostas inflamatdérias deficientes e disturbios metabdlicos. O aumento de sua
expressao na superficie celular é descrito como um marcador de ativacao
celular, ndo apenas relacionado ao HIV, mas também neoplasias de células B,
tumores solidos e diabetes mellitus tipo 2 (CHOU et al., 2013). A ativacao
cronica nao especifica inclui uma hiper-regulagdo de marcadores de ativacao,

como o CD38 e o HLA-DR, em linfécitos T CD8™, aumentando a produgéo de

citocinas pro-inflamatodrias e as alteragdes histoldégicas nos nédulos linféides.
Essa ativacao persistente ira prejudicar de forma progressiva a organizagao
funcional do sistema imune, reduzindo sua capacidade regenerativa e
favorecendo a evolucdo viral (BARTOVSKA et al., 2011). O aumento da

expressao das moleculas CD38 e HLA-DR em linfécitos T CD4+ e T CD8+ foi
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associado a maior risco de progresso para aids (BARTOVSKA et al., 2011;
KARIM et al., 2013).

O sistema imunolégico do paciente vivendo com o HIV tem que lidar
com apoptose massiva de células T, que parece estar associada a estimulo
inflamatério continuo de citocinas pro-inflamatérias e antigenos virais.
Brenchley e colaboradores (BRENCHLEY et al., 2006) demonstraram que altos
niveis plasmaticos de LPS em individuos com infeccdo pelo HIV-1
correlacionam-se com hiperativagdo imune. A translocacdo bacteriana
perpetua a ativacdo dos LT CD4+ e dificulta a sua recuperacéo.

A deplecao de LT CD4+ no tecido linféide intestinal leva a ruptura da
barreira mucosa, aumentando assim a translocac¢ao de produtos microbianos,
com persisténcia de estimulo antigénico (BRENCHLEY; DOUEK, 2008; JIANG
et al., 2009).

Viremia residual ainda é alvo de controvérsias na literatura como
determinante de ativacdo imune e falha na recuperacédo de LT CD4+. Embora
um estudo tenha sugerido uma correlagao positiva (MAVIGNER et al., 2009),
estudos de intensificacdo de tratamento ndo encontraram associagao (CHUN
et al., 2011; GANDHI et al., 2010; HATANO et al., 2011). Estas observagdes
sugerem que é improvavel que a viremia residual seja um fator determinante
na ativacao de células T e recuperacédo imunoldgica.

A figura 4 resume os fatores relacionados a ativagao imunoldgica e

baixa recuperacao de LT CD4+
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Imunodeficiéncia

Baixa reposigao de células pelo
timo/fibrose linfoide/deficiéncia de
célulasBe T

Morbidade e mortalidade

Ativagao celular resultando em dano direto aos tecidos linféides, que por sua vez contribui para
a falha na regeneracédo das células T e disfuncdo do sistema imune inato e adaptativo. A
imunodeficiéncia resultante acarreta baixo controle de patégenos como resultado, ainda mais
ativacao imune. CMV: citomegalovirus; HSV: herpes virus; LT: linfocito T

Adaptado de(KLATT et al., 2013)

Figura 4- Ativacédo crbnica do sistema imunoldgico

1.4 Microbioma e infecgao pelo HIV

Os microrganismos presentes no lumen e mucosa gastrointestinal nao
sdo apenas bactérias, mas também incluem Archaea, fungos, outros eucariotos
tais como helmintos e virus, muitos dos quais sao bacteriéfagos. Quatro filos
bacterianos principais compdem a microbiota humana: Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacterias e Proteobacterias. Fatores socio-econdmicos,

idade, dieta, regido geografica, pratica de exercicios e atividade sexual anal
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podem levar a relativa abundancia de um filo em detrimento a outro (RIBEIRO;
HEIMESAAT; BERESWILL, 2017; YU et al., 2014). Tornou-se extremamente
claro que os microrganismos gastrointestinais residentes e seus metabdlitos
sdo necessarios para adequado funcionamento do sistema imunolégico
(THAISS et al., 2014). Perturbagdes destas comunidades microbianas podem
ter repercussdes sobre a saude do individuo. Estudos recentes demonstraram
que alteracdo na composicao e na fungdo do microbioma gastrointestinal estao
associados a muitas doengas, incluindo a infec¢ao pelo HIV (LOZUPONE et al.,
2013, 2014).

Disbiose é o termo utilizado para descrever a alteragao no microbioma,
que pode estar associada a varios processos patoldgicos, como ja descrito na
doenca inflamatédria intestinal, obesidade, diabetes mellitus tipo |, doencas
reumatoldgicas e aterosclerose. Numerosos estudos sugerem que a infecgao
pelo HIV estda associada a mudancas na microbiota intestinal levando a
disbiose. Por outro lado, esta disbiose desempenha um importante papel na
alteracdo da homeostase intestinal, contribuindo ainda mais para a ativagao
imune associada ao HIV (DILLON; FRANK; WILSON, 2016). Alteracbes
induzidas pelo HIV na microbiota intestinal sdo mais comumente caracterizadas
por reducdo na diversidade (alfa diversidade), com diminuicao de bactérias do
género Bacteroides e aumento de bactérias do género Prevotella. Estes dois
géneros sao conhecidos como importantes condutores da ecologia e da fungéo
intestinal. Assim, alteragbes na quantidade dessas bactérias podem ter
consequéncias para o microbioma intestinal e para o hospedeiro (ZEVIN et al.,
2016). Estudos também demonstraram um aumento das Proteobacterias em

individuos vivendo com o HIV, dentre elas Shigella, Salmonella, Helicobacter,
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Pseudomonas. Estes agentes estdo associados a varios processos
patogénicos, como redugao da producdo de muco, recrutamento de neutréfilos
com dano tissular inflamatério e produgao de toxinas (GOOTENBERG et al.,
2017).

A familia Bacteroidaceae (mais representada pelo género Bacteroides)
€ considerada por desempenhar papel anti-inflamatério, com a espécie
Bacteroides fragilis responsavel pela regulagao da diferenciagao de células T e
producao de IL-10 (GOOTENBERG et al., 2017).

Em primatas agudamente infectados pelo virus da imunodeficiéncia
simia (SIV), a disbiose inicial causa um menor reconhecimento de receptores
de expressao celular, aumento da expressdo da via da indoleamina 2,3
diidroxigenase (IDO), resultando em aumento da relagao kyneurina/tryptofano
(K/T), com perda de linfocitos Th 17 no intestino, importantes para preservacao
da imunidade mucosa (WILLIAMS; LANDAY; PRESTI, 2016). A alteracdo na
imunidade mucosa resulta em diminuicdo da fungcdo da barreira epitelial,
aumento da permeabilidade intestinal e translocagdo de produtos bacterianos
para a circulagdo sanguinea. Esses produtos podem desencadear um estado
persistente de ativagdo imune, levando a exaustdo clonal e diminuigao
progressiva de células T, que, em ultima estancia, pode levar a progressao da
doenga (GOOTENBERG et al., 2017).

Outros géneros bacterianos que estao reduzidos na infec¢ao pelo HIV
sdo Lactobacillus, Bifidobacterium, Coprococcus, Eubacterium, Blautia e
Ruminococcus.

Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. sdo geralmente consideradas

benéficas, especialmente no contexto da imunidade mucosa (DILLON; FRANK;
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WILSON, 2016; VAZQUEZ-CASTELLANOS et al., 2015). Um estudo em
pacientes com infecgao recente pelo HIV demonstrou que maiores proporgcdes
de Lactobacillales no intestino distal foram associadas a menores niveis de
marcadores de translocacdo microbiana, maior porcentagem de LTCD4+ e
menores valores de carga viral antes do inicio do TARV. Da mesma forma,
durante o TARV, maiores propor¢cdes de Lactobacillales foram associadas a
maior percentual de LTCD4+, menor translocagao bacteriana, menor ativagao
imune sistémica, menor proliferacdo de LT no intestino e maior percentagem
de LTCD4+ no intestino (PEREZ-SANTIAGO et al., 2013).

O uso de probiodticos, prebioticos e simbidticos pode ajudar a modular a
composi¢cao do microbioma intestinal. Enquanto probidticos sao constituidos de
microorganismos vivos, que quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do individuo

(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006), prebioticos sao
ingredientes nutricionais nao digeriveis que afetam beneficamente o
hospedeiro estimulando seletivamente o crescimento e atividade de uma ou
mais bactérias benéficas do coélon (GIBSON; ROBERFROID, 1995);
simbidticos, por sua vez, sao constituidos da associagdo entre um probidtico e
um prebidtico. Estudos ja realizados demonstraram resultados conflitantes em
relacdo a potencial beneficio na reducao de inflamagao, ativagcado celular e

recuperacao imunolégica (BANDERA et al., 2018).
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1.5 Uso de probidticos em pacientes vivendo com o HIV

Alimentos funcionais, sejam prebidticos ou probidticos, podem ajudar a
restabelecer uma relagado natural de hospedeiro-microrganimo no TGl através
da inibicdo de bactérias potencialmente prejudiciais, particularmente as
espécies Gram-negativas. Este efeito benéfico tem sido observado em outras
patologias, como sepsis e bacteremia pds-operatdria, com probiodticos
contendo Lactobacilli. Além disso, os efeitos adversos dos alimentos funcionais
sao raros e autolimitados (BOYLE; ROBINS-BROWNE; TANG, 2006). Assim,
alimentos funcionais vém ganhando destaque como um método seguro para
modelar a resposta imunolégica em pacientes vivendo com o HIV. Varios
estudos ja foram realizados com o uso de probidticos, prebidticos ou
associacao de ambos para diversas finalidades, incluindo o tratamento de
diarreia (IRVINE; HUMMELEN; HEKMAT, 2011), recuperacédo de LT CD4+ e
reducdo de biomarcadores de atividade inflamatéria e de translocacao
microbiana (CARTER et al., 2016; IRVINE et al., 2010; SERRANO-VILLAR et
al., 2018; VILLAR-GARCIA et al., 2015).

Em relagcdo a recuperacdo de LT CD4+, dentre quatro estudos
incluindo pacientes virgens de tratamento com antirretrovirais (ARV), apenas
dois (ANUKAM et al., 2008; GONZALEZ-HERNANDEZ et al., 2012)
demonstraram beneficio, enquanto os demais ndo demonstraram (GORI et al.,
2011; HUMMELEN et al., 2011a). Entre 7 estudos em pacientes com infecgéo
pelo HIV em uso de ARV, em 4 foi observado beneficio desta estratégia. Dois
estudos com populacdes mistas (com e sem ARV), sendo um em populagéo

pediatrica, mostraram um aumento modesto em LT CD4+ (GAUTAM et al.,
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2014; IRVINE et al., 2010). A maioria desses estudos incluiu um numero
relativamente pequeno de pacientes, com uso de diferentes tipos e
quantidades de probidticos ou prebidticos.

Estudos que avaliaram translocacdo bacteriana e marcadores de
atividade inflamatdria também apresentam resultados conflitantes, sendo que
os simbidticos parecem ter um impacto melhor nestes marcadores, quando
comparados com estudos que utilizaram probidticos apenas (D’ETTORRE et
al., 2015; FALASCA et al., 2015; GONZALEZ-HERNANDEZ et al., 2012; GORI
et al.,, 2011; HUMMELEN et al., 2011b; SCHUNTER et al., 2012; VILLAR-
GARCIA et al., 2015).

Intervengdes outras que medicamentos ARV, para regular o estado
imunologico do TGI de pacientes vivendo com o HIV, parecem promissoras,
especialmente levando-se em consideracdo a importdncia do GALT na
patogenia da doenga. Este estudo avaliou prospectivamente o efeito de uma
formulacao probidtica sobre parametros do sistema imunoldgico de individuos
com infecgao pelo HIV nao respondedores imunoldgicos. A identificagdo de
probidticos benéficos para esta populacdo poderia constituir um tratamento

nutricional auxiliar, seguro e de baixo custo.
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21  Objetivo geral

Avaliar se o uso continuado de Lactobacillus casei Shirota por 12
semanas pode afetar os pardmetros imunolégicos em pacientes vivendo com o
HIV, em tratamento antirretroviral supressivo com baixa recuperagido do

numero de células T CD4+.

2.2 Objetivos especificos

a) Comparar os seguintes parametros antes e depois da ingestao diaria de
Lactobacillus casei Shirota e do placebo, durante 12 semanas:

- numeros de células T CD4+
- valores de carga viral do HIV-1
- atividade citotoxica de células NK contra as células K562
- magnitude de ativagcédo celular, mensurado pelos marcadores
Ki67 e CD38+/HLA-DR+ nas subpopulacbes das células T CD8+
e T CD4+ e pelo CD14 soluvel plasmatico

b) Avaliar a taxa de eventos adversos em relacdo causal razoavel com o

produto
c) Explorar alteracbes na microbiota intestinal relacionadas ao uso do

produto
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Desenho do estudo: trata-se de um ensaio clinico randomizado, duplo
cego, controlado com placebo. Foi estabelecida uma amostra de conveniéncia
de 48 pacientes.

Populagdo do estudo: pacientes vivendo com HIV em tratamento
antirretroviral supressivo e com baixa recuperagcdo de LT CD4+. Os
participantes foram selecionados entre os pacientes que recebem cuidados
médicos no Servico de Extensdo ao Atendimento a pacientes com HIV/aids
(SEAP) e de outros servicos de atendimento especializado através de
encaminhamento dos seus médicos. Definigdes:

. Pacientes vivendo com o HIV-1: uma pessoa com diagndstico de

infeccao pelo HIV-1 confirmado, de acordo com as Diretrizes Nacionais do
Brasil de HIV para o diagndstico de HIV.

J Pacientes em tratamento antirretroviral supressivo: um paciente

vivendo com o HIV-1, em uso continuado de tratamento antirretroviral, com
carga viral de HIV-1 indetectavel em dois ou mais testes nos ultimos seis
meses. Carga viral indetectavel foi definida como inferior a 40 cépias/ml. Dois
dos testes deveriam ter um intervalo de tempo de doze semanas ou mais.

J Pacientes com baixa recuperacdo do numero de células T CD4+:

um paciente infectado pelo HIV-1 em tratamento antirretroviral supressivo, com
numero das células T CD4+ abaixo de 500 células/mm3, e sem aumento de 50
células CD4+ ou mais, em dois ou mais testes, nos ultimos seis meses. Dois

dos testes deveriam ter um intervalo de tempo de 12 semanas ou mais.
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Critérios de Inclusao

J Homens ou mulheres vivendo com o HIV-1, com idades
compreendidas entre os 18 e 60 anos.

. Pacientes em tratamento antirretroviral supressivo com baixa
recuperacao do numero das células T CD4+.

. Pacientes sem alteragdo na terapia antirretroviral nos ultimos seis
meses ou sem intengao de alteragdo nas proximas 12 semanas.

. Disponibilidade para os procedimentos do estudo durante o seu
periodo de acompanhamento.

. O participante do estudo deve ter assinado o termo de

consentimento livre e esclarecido, antes de qualquer procedimento.

Critérios de Exclusao

. Diagndstico de qualquer infecgao concomitante ou de doenga que
possa afetar a imunidade, ou histéria natural da infecgao pelo HIV-1 incluindo,
infeccao ativa, hepatite B, hepatite C, diabetes mellitus, neoplasias e doencas
autoimunes.

. Uso de tratamentos que pudessem afetar a imunidade nas quatro
semanas anteriores a triagem, incluindo imunomoduladores, corticosteroides
(apenas se o uso fosse sistematico por duas semanas ou mais), ou agentes
antineoplasicos.

. Historico de intolerancia ou alergia a leite de vaca ou outro
qualquer componente do produto do estudo, incluindo intolerancia a lactose e

alergia a caseina.
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. Gravidez, aleitamento ou intengcdo de engravidar durante o
periodo do estudo (apenas participantes do sexo feminino).

. Impossibilidade de armazenar em casa, com seguranga, produto
do estudo de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

. Qualquer outra condigdo que pudesse interferir com os

procedimentos do estudo, de acordo com os investigadores.

3.1 Procedimentos do estudo

3.1.1 Randomizagao

Os participantes foram alocados aleatoriamente, por blocos, em dois
grupos (placebo ou composto ativo) na proporcédo de 1:1. A lista de
randomizacgao foi gerada por uma pessoa independente dos centros do estudo
e enviada para a area de manufatura, no sentido de garantir a rotulagem
correta do produto do estudo.

Os produtos foram codificados sequencialmente e atribuidos na ordem

rigorosa de inclusao.

3.1.2 Triagem e Inclusao

Na visita de triagem foi verificado o histérico médico e os registros
hospitalares para avaliar os critérios de inclusdo. Todos o0s potenciais
participantes, ndo excluidos por outras razoées, fizeram uma nova analise da
carga viral do HIV e quantificacdo das células T CD4+, independentemente da
data do ultimo teste realizado. Na presenca de qualquer doenga temporaria
que pudesse interferir com estes testes, ou seja, sindrome gripal, diarreia leve,

entre outras, os participantes em potencial foram solicitados a comparecer a
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uma nova visita de triagem ao término do quadro agudo, dentro de quatro
semanas, apos a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
Foram também realizados testes para deteccdo da infeccdo por virus da
hepatite B e hepatite C. Coletado amostra de urina para verificar a glicosuria,
no sentido de detectar casos de diabetes mellitus ndo diagnosticados, e testes
de gravidez para os voluntarios do sexo feminino. Foi permitido apenas um re-
teste caso fosse detectado alguma inelegibilidade por testes laboratoriais.

A inclusdo ocorreu em qualquer momento, dentro dos 28 dias
seguintes ao dia de coleta das amostras da visita de triagem. Qualquer
paciente com falha na inclusao neste periodo de 28 dias deveria recomecgar o
processo de triagem, com assinatura de novo termo de consentimento livre e
esclarecido. Um voluntario poderia ser triado apenas duas vezes para este
estudo.

Apos a randomizagao, cada participante recebeu uma embalagem com
20 frascos, cada uma contendo 80g do produto ativo (40 bilhdes de
Lactobacillus casei Shitora) ou placebo. Os participantes foram instruidos a
tomar 1 frasco ao dia por 12 semanas. Uma nova caixa foi fornecida ao
participante aproximadamente a cada duas semanas em sua residéncia ou na
visita de estudo.

A adeséao ao produto do estudo foi avaliada em cada visita, com base
no uso relatado e através da contagem de garrafas vazias. Visitas de
acompanhamento com avaliacdo clinica e laboratorial ocorreram em 6 e 12
semanas apos a inclusao, e uma visita final do estudo foi realizada 12 semanas

apos a interrupgao do produto do estudo.
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Os voluntarios foram intensivamente orientados, em todas as visitas, a
nao usar qualquer outro probidtico.

Os participantes do estudo receberam um folheto com instrugdes de
uso, armazenamento, descarte em recipiente préprio para retorno ao centro
para contabilidade, além de telefones de contato da equipe caso apresentasse
algum evento adverso ou duvida em relagédo aos procedimentos do estudo.

Caso o paciente apresentasse algum evento adverso, uma visita de
avaliagao seria realizada.

Os procedimentos de triagem, inclusao, randomizagao e visitas do
estudo foram realizados no Centro de Pesquisas Clinicas do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

3.1.3 Avaliagao de eficacia:

O principal parametro de eficacia foi o incremento do numero de
células T CD4+ apés 6 semanas e 12 semanas de uso continuado do
composto ativo, comparado com placebo.

Os parametros secundarios foram as modificagdes nos niveis de
ativacao celular e de atividade citotoxica de células NK contra as células K562
apods 6 e 12 semanas de uso continuado do produto comparado com placebo.

As principais avaliagcdes de eficacia para este estudo, foram baseadas

na analise por intengéo de tratamento.
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3.1.4 Calendario da avaliagao de eficacia

As avaliagbes imunolégicas foram conduzidas a inclusdo, apds 6
semanas e apos 12 semanas de uso continuado do produto contendo
Lactobacillus casei Shirota ou placebo,e 12 semanas apds suspensado do
produto.

A contagem de células T CD4+ poderia ser adiada em caso de doencga
temporaria que pudesse interferir com este teste, por exemplo, sindrome gripal,
diarreia aguda, ou outra doenca infecciosa aguda. Este adiamento nao poderia
ser prolongado por mais de uma semana da visita planejada.

A quantificagao de linfocitos, ativagao celular, fenotipagem das células
NK foram realizadas utilizando o Tru eCount e o Tri Test Kit em um citémetro
de fluxo FACSCanto, de acordo com as instrugdes do fabricante.

A ativacao celular foi avaliada por ensaios em um citdmetro de fluxo
FACSCanto, usando os seguintes anticorpos monoclonais: CD3, CD4, CD8,
CD38, CCR5, CD69, anti-HLA-DR.

A fenotipagem das células NK e suas fungbes foram avaliadas de
acordo com Long et. Al. (LONG et al., 2010), onde subpopulagbes de células
NK foram analisadas pela expressdo de CD56, moléculas CD16 nas
populagdes das células mononucleares CD3-CD14-CD20. A producéo de IFNY
e proteinas CD103a foi avaliada por citometria de fluxo em células
mononucleares estimuladas K562.

Os niveis de CD14 foram medidos utilizando kits disponiveis

comercialmente.
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Os exames para deteccao quantitativa do RNA do HIV-1 (carga viral
HIV-1) foram processados pela metodologia de PCR em Tempo Real (limite
minimo de detecgao do teste de 40 copias/mL (1,60 log copias/mL) e limite

maximo de quantificacao de 10.000.000 cépias/mL (7,0 log copias/mL).

Analise do microbioma:

Avaliacdo da microbiota foi realizada em 28 participantes do estudo,
que tinham amostras pareadas do basal e semana 12.

Os dados de sequenciamento do microbioma foram gerados no
sequenciador lllumina Miseq. Os arquivos foram demultiplexados (separados
por amostra), e para cada amostra dois arquivos foram gerados no sistema
operacional Linux. As amostras foram transformadas de par final para final
unico e foram filtradas para a remogao de leituras de baixa qualidade.
Posteriormente, as amostras, identificadas por nome, foram agrupadas em um
unico arquivo. Apos a geracao das unidades taxondmicas operacionais (OTU),
esses dados foram comparados nos greengenes, um banco de dados de
identificacdo de bactérias. Arvores filogenéticas foram montadas e os arquivos
finais foram normalizados com base na amostra com o menor numero de
leituras. Com as amostras normalizadas, os histogramas da populagao
bacteriana de cada amostra foram gerados. A quantificacdo bacteriana foi

normalizada e categorizada em unidades taxonémica.
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3.1.5 Avaliagao de segurancga

Parametros de seguranca

O parametro principal de seguranca foi a taxa e a gravidade de cada
evento adverso com possivel relagcdo causal com o produto do estudo. Todos
0s sujeitos que receberam pelo menos uma dose do produto do estudo foram

considerados para analise de seguranca.

Calendario e metodologia para avaliagao dos parametros de segurancga

A abordagem inicial para avaliar os eventos adversos foi através dos
relatos espontaneos do voluntario, em cada uma das avaliagbes de segurancga
a cada quatro semanas, durante o periodo do estudo. Apds o relato
espontaneo, um membro da equipe conduziu uma entrevista estruturada para
avaliar a presengca ou auséncia dos seguintes eventos adversos durante o

periodo do estudo:

* Dor de estbmago

e Flatuléncia

e Diarreia
e Nausea
e VVObmitos

* Obstipagcao

Além disso, a descontinuacdo dos produtos de investigagao (ativo ou
placebo) devido a intolerancia foi avaliada continuamente durante todo o

periodo do estudo.
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Todos os eventos adversos foram registrados com data de inicio e fim,
gravidade, e tratamento concomitante. A relagao causal do evento foi avaliada
pelo médico do estudo, no sentido de determinar qualquer associagao possivel
com o produto do estudo. A classificagdo da gravidade desses eventos seguiu

a seguinte tabela:
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Tabela1- Guia para avaliagdo de severidade dos eventos a dversos
selecionados
Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Parametro Leve Moderado Severo Perigo de
vida
Dor Dor leve Dor moderada; | Dor severa; Nao se aplica
abdominal limitacao de limitacao de
atividades atividades diarias
diarias de autocuidado
Obstipacdo | Nao se aplica Obstipacao Obstipacédo com Consequéncia
persistente que | indicacao para perigo de vida
requer o uso de | evacuagao manual (por exemplo,
modificagao obstrucao)
dietética,
laxante ou
enemas
Diarreia Episddios Episddios Diarreia com Consequéncia
transitérios ou persistentes de | sangue ou aumento | perigo de vida
intermitentes de fezes nao de = 7 evacuacgdes (por exemplo,
fezes nao formadas para num periodo de 24h | choque
formadas ou liquidas ou ou reposicao de hipotensivo)
aumentode <3 aumentos de 4 | fluidos por via
evacuagoes do — 6 evacuagdes | intravenosa
obtido na visita do obtido na
da triagem, num visita da
periodo de 24 triagem, num
horas periodo de 24
horas
Flatuléncia Sintomas leves; Moderado; Nao se aplica Nao se aplica
intervencgao nao persistente;
indicada sequelas
psicossociais
Nausea Transitoria (< 24 | Nausea Nausea persistente | Consequéncia
horas) ou nausea | persistente resultando em perigo de vida
intermitente sem | resultando ingestao oral (por exemplo,
ou com minima numa minima por > 48 choque
interferéncia da diminuicao de horas ou indicagdo | hipotensivo)
ingestao oral ingestao oral para reidratacao
por 24 — 48 agressiva (por
horas exemplo, reposi¢ao
de fluidos por via
intravenosa)
Vémitos Vémitos Episddios Vémitos Consequéncia

transitorios ou
intermitentes com
nenhuma ou
minima
interferéncia da
ingestao oral

frequentes de
vOémitos com ou
moderada
desidratagao

persistentes
resultando em
hipotenséao
ortostatica ou
reidratagao
agressiva (por
exemplo, reposi¢ao
de fluidos por via
intravenosa)

perigo de vida
(por exemplo,
choque
hipotensivo

Baseada na Tabela de Classificagdo de Gravidade dos Eventos Adversos em Adultos e Pediatricos
Verséo 1.0 - dezembro 2004 - Emenda datada de agosto 2009 - Divisdo de AIDS do National Institute of
Allergies and Infectious Diseases and the Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE)
Versao 4.03 — 14 junho 2010- do National Cancer Institute of the U.S. National Institutes of Health.
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No sentido de relatar a gravidade de outros eventos adversos nao descritos na
tabela acima, a Tabela Classificacao de Severidade dos Eventos Adversos em
Adultos e Pediatricos Versdo 1.0 - dezembro 2004 (Esclarecimento datado
agosto 2009) da Divisdo de AIDS do National Institute of Allergies and
Infectious Diseases and the Common Terminology Criteria for Adverse Events
(CTCAE) Versao 4.03 — 14 junho 2010- do National Cancer Institute of the U.S.

National Institutes of Health, foi também utilizada como guia

3.1.6 Vigilancia e relato de eventos adversos

Os eventos adversos foram registrados no prontuario dos participantes
desde a ingestdo da primeira dose do produto do estudo. Todos os
participantes foram encorajados a contatar a equipe do estudo em caso de
eventos adversos. A cada quatro semanas, os participantes foram contatados
para uma vigilancia ativa dos eventos adversos, através de uma entrevista
estruturada, conduzida por telefone ou pessoalmente.

Apenas as repostas da entrevista de seguranga estruturada e os
eventos adversos com possivel associagao causal ao produto do estudo foram
reportados rotineiramente ao patrocinador através dos formularios de registro
de casos. Os eventos notificados foram acompanhados até a sua resolugéo
(cura, estabilizagcao, sequela, ou morte).

Eventos adversos graves foram definidos como qualquer ocorréncia
médica inesperada em qualquer dose que: a) conduziu a morte; b) ocasionou

perigo de vida; c¢) necessitou hospitalizacdo ou prolongamento de
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hospitalizagao existente; d) resultou em invalidez/incapacidade persistente ou

significativa; ou e) anomalia congénita/defeito de nascenca.

3.1.7 Periodo de avaliagao de seguranga

O periodo para a avaliagdo de segurancga neste estudo comegou logo
apods a ingestado da primeira dose e terminou na visita de seguimento de 12
semanas apos a interrupgéo de uso do produto do estudo. Acontecimentos em
curso até o fim do periodo de avaliagcdo de seguranca foram acompanhados,
no sentido de determinar uma relagdo causal e a recuperagéo.

Qualquer participante do sexo feminino que ficasse gravida durante o
periodo do estudo seria acompanhada até o término da gravidez, a fim de
verificar uma potencial anomalia congénita ou defeito de nascenca com

possivel relagdo causal do produto do estudo.

3.1.8 Questionario de Doenca Inflamatéria do Intestino (em inglés:

Inflammatory Bowel Disease Questionaire - IBDQ)

O questionario de Doenca Inflamatéria do Intestino (IBDQ) em
Portugués do Brasil, validado por Pontes (PONTES et al., 2004), foi utilizado
para avaliar a percepc¢ao subjetiva de como os sintomas intestinais durante o

periodo do estudo poderiam afetar a qualidade de vida dos participantes.

3.1.9 Critérios para a retirada do produto do estudo de um participante

O produto do estudo poderia ser retirado de um participante do estudo

se ele ou ela:

. Necessitasse usar medicacao proibida (quimioterapicos,
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imunossupressores, corticosteroides);

. Engravidasse (participantes do sexo feminino);

. Nao cumprisse o uso continuado do produto, ou seja, tiver tomado
3 dias ou menos em uma semana, durante duas semanas ou
mais;

. Pedisse a retirada do produto do estudo ou retirasse o termo de

consentimento livre e esclarecido.

O médico do estudo também poderia retirar o produto do participante
no caso de eventos adversos moderados, graves ou perigo de vida com
possivel relagdo causal , ou no caso de qualquer ocorréncia ndo resolvida que
pudesse interferir com os procedimentos do estudo.

No caso de retirada do produto, foi solicitado ao participante para
devolver todos os frascos (vazios ou cheios).

Adicionalmente, foi realizada uma visita de descontinuacdo. Nessa
visita, o participante foi avaliado pelo médico de forma a obter um histérico
médico, exame fisico e avaliagdo de seguranca. Também realizado a coleta de
amostras biolégicas para numero das células T CD4+, carga viral de HIV e um
teste de gravidez. A avaliacdo do periodo de seguranca foi respeitada

conforme descrito anteriormente.

3.1.10 Critério para descontinuagcao de um participante do estudo

Todos os sujeitos em que o produto do estudo foi suspenso, também
foram descontinuados do estudo, assim que o periodo de avaliagdo de

seguranca terminou.
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3.1.11 Critério para suspensao ou término do estudo

O estudo poderia ser suspenso caso, pelo menos, ocorresse 5 eventos
adversos moderados ou dois eventos adversos graves/perigo de vida com
possivel relagdo causal ao produto do estudo. Neste caso, um comité ad-hoc,
independente da equipe poderia ser chamado para orientar quanto ao término
ou manutencao do protocolo.

O estudo também poderia ser suspenso ou terminado a pedido das
autoridades regulatorias ou éticas, ou se o patrocinador decidisse fazé-lo, com

base em nova informacgao cientifica.

3.1.12 Visita de seguimento 12 semanas apods a retirada do produto do

estudo

Os voluntarios deveriam retornar para uma visita 12 semanas apés a
retirada do produto do estudo para a avaliagdo da histdéria meédica, exame
fisico, coleta de sangue para hemograma, bioquimica, numero de LT CD4+,
armazenamento de amostra e avaliagcdo da resolugdo, estabilizacdo ou

desenvolvimento de qualquer evento adverso.
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3.2 Fluxograma do Estudo

Tabela 2-

Fluxograma do estudo

Triagem

Incluséo

Dia 0"

Sem. 2

14+3d

Sem. 4

28+3d

Sem. 6

42+3d

Sem. 8

56+3d

Sem.10

70+3d

Sem.

84+7d

Retirada

Seguimento
12 semanas
apos desc.

Procedimento Termo
de consentimento
livre e esclarecido

Historico Médico

Exame Fisico

Avaliagao de
Seguranga

X§

X§

XXX

XXX

Fornecimento do
produto do estudo

X*

X*

X*

X*

Retirada do produto
do estudo

X*

X*

X*

X*

Hemograma

TGO/TGP

Contagem células T
CD4+

Carga viral HIV

x| X|X|X| X

x| X|X|X

Sorologia HBV

Sorologia HCV

Testes de ativagéo
celular/fenotipagem
células NK/niveis de
CD14 soluvel

XIX[X|X| XXX

Teste glicosuria
(glicose na urina)

x

Teste de gravidez
(participante sexo
feminino)

IBQD

X

Amostras de fezes

X

T Dentro de 28 dias da avaliacdode células T CD4+ de base

¥ Poderia ser realizada entrevista por telefone

Poderia ser concretizado no centro de pesquisa ou na casa dos

participante
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3.3 Produto do estudo

O produto do estudo foi aprovado para venda no Brasil e em outros
paises como Yakult 40®. As caracteristicas do produto estdo detalhadas

abaixo.

Porcao: 80 g (1 unidade)

Quantidade por porgao % Valores Diarios*
Valor energético 59 kcal 3
Carboidratos 13 g 4
Proteinas 1649 2
Calcio 69 mg 7
Sadio 30 mg 1

* Nao contém quantidades significativas de Gorduras
Totais, Gorduras Saturadas, Gorduras Trans. e Fibra
Alimentar

Ingredientes: Leite desnatado e/ou leite desnatado reconstituido,
agucar, Glicose, Fermento Lacteo (Lactobacillus casei Shirota) 40

bilhées em 80g.

O placebo foi um produto analogo sem o Fermento Lacteo (Lactobacillus casei

Shirota) apresentado no mesmo frasco e com aroma semelhante.

Ambos, composto ativo e placebo deveriam ser armazenados sob refrigeracao

entre 1° e 10°C.
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3.4 Consideragées Eticas

3.41 Descricao de potenciais riscos fisicos, sociais, psicoldogicos e
métodos para minimiza-los

Os produtos do estudo, que contém Lactobacillus casei Shirota e o
placebo, sdo produtos diarios muito semelhantes entre si no mercado regular
de alimentagao. Neste sentido, os riscos associados a produtos diarios podem
também ser associados ao uso no estudo, ou seja, a intolerancia a lactose,
alergias as proteinas do leite, danos causados por condigcdes de
armazenamento inadequadas. Potenciais participantes com diagnostico de
intolerdncia ou alergia aos componentes dos produtos do estudo foram
excluidos, e sintomas gastrointestinais associados a essas condigdes foram
avaliados durante todo o periodo. Os participantes foram instruidos a manter
as condigdes apropriadas para armazenamento dos produtos e poderiam pedir
produtos adicionais a qualquer momento, caso tivessem ocorrido problemas
com as condi¢gdes de armazenamento na sua casa.

Os materiais do estudo poderiam acidentalmente divulgar a condigcao
de infeccdo pelo HIV para uma pessoa que lesse essa documentagao. Os
participantes foram aconselhados a manter os documentos seguros com o
titulo do estudo completo, ou seja, o termo de consentimento livre e
esclarecido. O rétulo do produto do estudo ndo continha o titulo completo, mas
um titulo curto e um codigo do estudo sem mencionar as palavras “HIV” ou
“antirretroviral”. A equipe que forneceu o produto do estudo ou contatou o
participante nao poderia revelar a condicdo de infeccdo pelo HIV do

participante sem a sua autorizagao.
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3.4.2. Consentimento informado e aspectos regulatérios

Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido antes de qualquer procedimento do estudo.

O Estudo foi aprovado pela Comissdao de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa da Faculdade de Medicina da USP, sob o numero

492.507.

3.5 Financiamento

O estudo foi financiado de forma irrestrita pela Yakult Honsha co. Ltda

com analise dos dados realizada de forma independente ao patrocinio.

3.6 Estatistica e manejo de dados

3.6.1 Plano de analise de dados, incluindo metodologia estatistica,

tabelas planejadas e figuras

Participantes alocados para receber o produto contendo Lactobacillus
casei Shirota ou placebo foram comparados em relagdo a contagem de células
T CD4+ e outros parametros imunoldgicos apés 6 e 12 semanas de uso
continuado (em relacdo aos valores a inclusdo), e apds 12 semanas da
interrupgcéo do uso do produto, usando o teste Qui-Quadrado,Wilcoxon-Mann-
Whitney ou teste T de Student, de acordo com a natureza das variaveis. Além
disso, utilizamos modelos mistos para avaliar simultaneamente a associagao
entre o produto utilizado e o incremento na contagem de LT CD4+ ou relagéo

CD4/CD8 nas multiplas visitas de avaliagao imune do estudo, realizadas 6 e 12
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semanas apos inicio do estudo e apdés 12 semanas da interrup¢ao do uso do
produto. O modelo foi analisado sem ajuste estatistico e também com ajuste
para variaveis potencialmente confundidoras com diferenca estatisticamente
significante entre os grupos a incluséao.

Para os parametros de eficacia, a principal analise foi por intencao de
tratamento incluindo todos os voluntarios de acordo com a alocagao
randémica.

A taxa dos eventos adversos com possivel relagdo causal com o
produto do estudo foi descrita e comparada entre ambos os grupos, ativo e
placebo, usando o teste Qui-Quadrado ou exato deFisher.

Para todos os testes estatisticos, o valor de p menor que 0.05 foi
considerado como significativo, com poder de 80%. O pacote estatistico Stata
versao 15.1 foi utilizado em todas as analises (StataCorp. College Station, TX:

StataCorp LP).



4. Resultados
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De janeiro de 2015 a julho de 2016, 88 pacientes foram selecionados
para triagem para o estudo e 48 incluidos para receber o composto ativo ou
placebo.

As razdes para nao inclusao de 40 pacientes foram:contagem de LT
CD4+ acima de 500 células/mm?, HIV RNA detectavel, hepatite B crénica,
hepatite C crbnica, diabetes mellitus, cirurgia TGI prévia, recusa em participar
do estudo apds o rastreamento, por questdes pessoais e um paciente nao

incluido por ja termos completado o numero proposto de inclusdes (figura 5).

88 triados

Nao incluidos, n=40
LT CD4+>500/mm3 (n=25)
HIV-RNA detectavel (n=3)
Hepatite B cronica (n=1)
Hepatite ¢ cronica (n=1)
Diabetes mellitus (n=3)
Cirurgia TGI prévia (n=1)
48 randomizados Razdes pessoais(n=7)

Inclusdo completa (n=1)

_ composto ativo,
placebo, n=24 n=24
Figura 5- Triagem, inclusdes e exclusdes do estudo

Entre os 48 participantes incluidos, 24 foram randomizados para
receber o composto ativo e 24 receberam placebo. Apds a randomizagao,
houve trés perdas de seguimento: dois voluntarios pararam de usar o produto

do estudo por motivo de viagens e um retirou-se por motivos pessoais,
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resultando em wuma taxa de retencdo de 93,3% no periodo de
acompanhamento.

As caracteristicas demograficas e clinicas basais dos participantes do
estudo estdo descritas na Tabela 3. Os grupos foram comparaveis quanto ao
género, idade, cor da pele, escolaridade, presenca de comorbidades, tempo
decorrido desde o diagndstico e seguimento do HIV, niveis de células T CD4 +
e CD8 + (numero e porcentagem), relacdo CD4 / CD8 e sintomas intestinais
avaliados pelo questionario inflamatério de doenca intestinal (IBDQ) a incluséo.
Valores de nadir de LT CD4+ foram mais baixos no grupo placebo quando
comparados ao grupo que recebeu o composto ativo (mediana 70 vs.141

células/mm?, p=0,019).
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Tabela 3- Caracteristicas demograficas e clinicas basais de acordo com
grupo de randomizagao
Composto ativo Placebo
N=24 N=24 &

Idade 42,5 (29,5-47,0) 46,5 (35,5-51,5) 0,154
Sexo masculino (%) 22 (92) 21 (88) 1,000
Cor da pele
Brancos 15 (63) 17 (71)
Negros 1(4) 0 (0) 0,522
Pardos 6 (25) 7 (29)
Amarelos 2 (8) 0 (0)
Escolaridade
Ensino fundamental 3(13) 6 (25) 0,824
Ensino médio 5(21) 7 (29)
Universitarios 16 (67) 11 (46)
Comorbidades (n=40) 18 (100) 18 (83) 0,114
Coinfecgdo HBV/HCV 1(4) 0 (0) 1,000
Tempo desde o diagnostico em 4,5 (2,0-10,2) 4,7 (2,1-11,8) 0,766
anos (n=47)
Tempo de seguimento em anos 4,4 (1,6-10,2) 3,3(2,1-6,6) 1,000
(n=43)
Tempo de tratamento em anos 4,2 (1,6-7,2) 4.1 (2,1-7,8) 0,775
CD4+ nadir (cels/mL) (n=41) 141 (85-204) 70 (26-139) 0,019
Tempo em anos desde o nadir 2,2 (0,9-5,5) 2,9(1,7-4,7) 0,474
(n=39)
Nivel de LT CD4+(cels/mL) 358 (249-429) 297 (264-395) 0,427
Porcentagem de LT CD4+ 23 (21-28) 20 (16-24) 0,094
Nivel de LT CD8+(cels/mL) 673 (452-838) 786 (522-1041) 0,333
Porcentagem de LT CD8+ 41 (36-50) 48 (43-54) 0,058
Relagédo CD4+/CD8+ 0,6 (0,4-0,7) 0,4 (0,3-0,6) 0,073
PCR HIV indetectavel 24 (100) 24 (100) -
Escore IBDQ total 204 (195-216) 211 (202-215) 0,353

Variaveis continuas sdo apresentadas como medianas e intervalos interquartis. Comparagdes
realizadas usando um teste de soma de postos de Wilcoxon-Mann Whitney para variaveis
continuas e qui-quadrado ou teste exato de Fisher conforme apropriado para variaveis
categoricas
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Os eventos adversos (EA) apés a randomizacdo também foram
semelhantes entre os grupos placebo e intervengdo (composto ativo). Nao
foram observados EA de grau 3 e 4, EA sérios ou eventos que levaram a
descontinuagao da intervengao durante o acompanhamento. Entre os EA que
foram considerados de especial interesse no estudo (dor epigastrica,
flatuléncia, diarréia, nausea, vémito e obstipacdo), ndo houve diferenca
significativa entre o placebo e o composto ativo. Diarréia e flatuléncia foram os
eventos mais freqlientes em ambos os grupos conforme demonstrado na

tabela 4
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Tabela 4- Eventos adversos apds randomizagao de acordo com o grupo de
randomizagao

Composto ativo Placebo
N=24 N=24 =
Reportado pelo menos um EA 11 (45) 4 (17) 0,060
(%)
Reportado 22 EA (%) 6 (25) 4 (17) 0,724
Qualquer EA relacionado com 4 (17) 2 (8) 0,666
produto do estudo (%)
Qualquer EA graus =23 ouEA 0 (0) 0 (0) -
grave (%)
Interrupgao do produto do 0 (0) 0 (0) -
estudo por EA (%)
EA de interesse especial
Dor epigastrica (%)
V1-V12 0 (0) 0(0) -
Flatuléncia (%)
V1 - V4 0 (0) 0(0) -
V6 1(9) 1(4) 1,000
V8 0 1(5) 0,487
V10 0 0 (0) -
V12 1(5) 0 (0) 1,000
Diarreia (%)
V1 0 (0) 1(4) 1,000
V4 1(4) 0 (0) 1,000
V6 1(4) 2(9) 1,000
V8 0 (0) 0 (0) -
V10 1(4) 1(4) 1,000
V12 2(9) 0 (0) 0,488
Nausea (%)
V1-V10 0 (0) 0 (0) -
V12 1(5) 0 (0) 1,000
Voémito (%)
V1-V12 0 (0) 0 (0) -
Constipacao (%)
V1 1(4) 0 (0) 1,000
V4 —-V12 0 (0) 0 (0) -

Variaveis continuas sdo apresentadas como medianas e intervalos interquartis. Comparagdes
realizadas usando um teste de soma de postos de Wilcoxon para variaveis continuas e qui-
quadrado ou teste exato de Fisher, conforme apropriado para variaveis categéricas
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Legenda: V (visita); EA (evento adverso)

Nenhuma diferenga foi notada nos resultados obtidos no Questionario
de Doencga Inflamatédria Intestinal (IBDQ)(PONTES et al., 2004). Como
mostrado na Tabela 5, embora tenham sido observadas diferencas
estatisticamente significativas para sintomas intestinais (visitas 0 e 12),
sintomas sistémicos (visita 12) e escore total do IBDQ (visita 12), as diferencas
foram pequenas demais para serem consideradas clinicamente significativas.
Além disso, a alteragao pos-intervencao na pontuacao dos sintomas intestinais
(Visita 12 menos a linha de base e Visita 24 menos os valores basais) nao

foram significativamente diferentes entre os grupos.
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Tabela 5-  Questionario de Doenga Inflamatdria Intestinal (IBDQ)
Composto ativo Placebo (N=24)
(N=24) =
Sintomas intestinais
VO 69 (65-70) 70 (70-70) 0,009
V12 (N=43) 68 (67-70) 70 (69-70) 0,011
V24 (N=34) 70 (67-70) 70 (69-70) 0,401
Mudanca em sintomas
intestinais
V12-V0 (N=43) 0(-2t02) 0 (0to0) 0,949
V24-V0 (N=34) 0(-2to 1) 0(-1to0) 0,2425
Sintomas sistémicos
VO 31 (28-34) 32 (28-33) 0,934
V12 31 (29-33) 34 (33-34) 0,0003
V24 33 (30-34) 33 (32-34) 0,255
Aspectos sociais
VO 35 (35-35) 35 (35-35) 0,494
V12 35 (35-35) 35 (35-35) 0,374
V24 35 (35-35) 35 (35-35) 0,296
Aspectos emocionais
VO 72 (67-77) 75 (70-77) 0,301
V12 72 (68-76) 76 (68-78) 0,113
V24 74 (69-75) 77 (72-78) 0,131
Escore IBDQ total
VO 204 (195-216) 211 (202-215) 0,353
V12 205 (199-212) 215 (203-217) 0,0067
V24 208 (203-213) 213 (210-216) 0,2141

Escore categorizado para
qualidade de vida VO (N=46)

Pobre 0 (0) 0 (0)
Boa 7 (30) 3(13) 0,284
Excelente 16 (70) 20 (87)

Escore categorizado para
qualidade de vida V12

(N=42)

Pobre 0 (0) 0 (0)

Boa 8 (35) 2 (11) 0,083
Excelente 15 (65) 17 (89)

Escore categorizado para
qualidade de vida V24

(N=34)
Pobre 0(0) 0(0)
Boa 4 (19) 2 (15) 0,487

Excelente 17 (81) 11 (85)
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Doze semanas apos o inicio do tratamento, os niveis medianos de células T
CD4 + aumentou de 358 para 380 no grupo que recebeu o composto ativo,
enquanto no grupo placebo aumentou de 297 para 322 células / mL (p =
0,495). A relagao CD4/CD8 foi significativamente maior no grupo que utilizou o
composto ativo nas semanas 12 (p = 0,027) e 24 (p = 0,002) em comparagéao
com o placebo. Aumento mediano na relagdo CD4 / CD8 foi maior no grupo de
intervengdo em comparagao com o0s usuarios de placebo (respectivamente
0,07 e 0,01), mas essa diferengca nao alcangou significancia estatistica (p =
0,171). Doze semanas apoOs a interrupcdo do tratamento, um aumento na
relacdo CD4 / CD8 em comparacdo com os valores basais ainda estava
presente, embora nao atingindo significancia estatistica (0,06 no grupo de
intervencao e 0,02 no grupo placebo, p = 0,056). Usando modelos mistos nao
ajustados, o uso do composto ativo foi associado com um aumento médio de
58,8 células / mL na contagem de células CD4 + pds-baseline nas visitas 6, 12
e 24 (IC 95% -11 a 129, p = 0,099) e aumento de 0,18 na relagdo CD4 / CD8
(IC 95% 0.03 a 0.33, p = 0.020), como mostrado na Tabela 6 e figuras 6 e 7.
Entretanto, essa diferenca foi perdida quando o modelo foi ajustado para os

valores de nadir de LT CD4+.
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Tabela 6-
CD4/CD8

Efeito da intervencao do estudo nos niveis de LTCD4+ e relagao

Composto ativo

Placebo (N=24)

p

(N=24)

Nivel de CD4, cels/mL

VO 358 (249-429) 297 (264-395) 0,427

V6 (N=46) 388 (256-463) 306 (212-393) 0,141

V12 (N=45) 380 (278-445) 322 (256-376) 0,158

V24 (N=33) 443 (332-498) 328 (211-405) 0,071
Mudanga no CD4, cels/mL

V6-V0 (N=43) 17 (-33 - 74) 4 (-43 a 51) 0,291

V12-V0 (N=34) 8 (-30 - 70) 10 (-50 a 33) 0,495

V24-V0 (N=33) 58 (-20 - 116) 49 (5a101) 0,74
Nivel de CD8, cels/mL

VO 673 (452-838) 784 (522-1040) 0,333

V6 (N=46) 644 (498-932) 769 (556-1051) 0,391

V12 (N=45) 652 (412-944) 845 (681-992) 0,065

V24 (N=33) 673 (370-941) 978 (767-1075) 0,051
Mudanga no CD8, cels/mL

V6-V0 (N=46) 30 (-78 - 106) 24 (-132-179) 0,767

V12-V0 (N=45) -4,5 (-120 - 81) 25 (-37 - 95) 0,495

V24-V0 (N=33) -19 (-83 - 103) 134 (-27 - 247) 0,105
Relagdo CD4/CD8

VO 0,57 (0,38-0,68) 0,43 (0,28-0,63) 0,121

V6 (N=45) 0,50 (0,36-0,80) 0,33 (0,28-0,61) 0,078

V12 (N=43) 0,57 (0,37-0,88) 0,37 (0,31-0,57) 0,027

V24 (N=33) 0,67 (0,52-0,93) 0,35 (0,28-0,49) 0,002
Mudancga na relagao CD4/CD8

V6-V0 (N=43) 0 (-0,04 - 0,05) -o,os,gg),oe - 0,671

V12-V0 (N=34) 0,07 (-0,02 - 0,11) 0,01 (-0,04 - 0,04) 0,171

V24-V0 0,06 (0,01-0,12) 0,02 (-0,06 - 0,05) 0,056

Continuacao
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Tabela 6-  Efeito da interveng¢ao do estudo nos niveis de LTCD4+ e relagao
CD4/CD8 (Continua)

Composto ativo

(N=24) Placebo (N=24) P
Modelos Mistos
Efeito da intervengao no CD4 pods-
basal (V6, V12)
Nao ajustado 55,7 (-14 - 126) 0,12
Ajustado pelo nadir de CD4 50,7 (-34 - 135) 0,238
Efeito da intervengao no CD4 pods-
basal (V6, V12, V24)
Nao ajustado 58,8 (-11 - 129) 0,099
Ajustado pelo nadir de CD4 55,2 (-29 - 139) 0,196
Efeito da intervengao no CD8 pos-
basal (V6, V12)
Nao ajustado -127,2 (-320 - 65) 0,195
Ajustado pelo nadir de CD4 -94.6 (-327 - 138) 0,425
Efeito da intervengao no CD8 pods-
basal (V6, V12, V24)
Nao ajustado -159,4 (-353 - 35) 0,107
Ajustado pelo nadir de CD4 -112,0 (-344 - 120) 0,344
Efeito da intervengao na relagéo
CD4/CD8 pos-basal (V6, V12)
Nao ajustado 0,16 (0,01 - 0,31) 0,033
Ajustado pelo nadir de CD4 0,09 (-0,08 - 0,26) 0,298
Efeito da intervengao na relagéo
CD4/CD8 pos-basal (V6, V12, V24)
Nao ajustado 0,18 (0,03 - 0,33) 0,02

Ajustado pelo nadir de CD4 0,09 (-0,08 - 0,27) 0,29
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Figura 7-  Efeito da intervengédo na contagem de LT CD4+ apds o basal (V6,
V12, V24) (3A) e relagédo CD4 / CD8 (V6, V12, V24) (3B)

A ativagao das células T foi medida pela presenga de CD38 + / HLA-

DR + nas subpopulacdes de células T CD4 + (Tabela 7) e CD8 + (Tabela 8) e
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pelos niveis de CD14 soluveis no plasma (Tabela 9). Os grupos foram
comparaveis em relagcdo aos marcadores de ativagao celular no inicio do
estudo para a maioria dos marcadores (diferengas encontradas no inicio nao
sdo consistentes em todas as subpopulagdes) e no final de 12 semanas nao
foram encontradas diferengas significativas nestes niveis, com o uso do
produto contendo Lactobacillus casei Shirota, como mostrado nas Tabelas 7 e
8.

Tabela7- Efeito da intervencao do estudo na ativagao celular em células T
CD4 + e compartimentos de memoria

Composto ativo Placebo
N=24 N=24 P

% CD4+ total (VO)

CD38+HLA-DR+ 1,9 (1,2 - 4,6) 1,8 (1,3-2,2) 0,558

CD38+CCR5+ 26,0 (18,1-29,4,0) 21,9 (14,2-27,1) 0,137

CD38+CCR5+HLA-DR+ 1,2 (0,8 - 3,0) 1,1 (0,9 - 1,6) 0,592
Mudanga no CD4 total (V12-V0)

CD38+HLA-DR+ 0,0 (-0,5-0,6) 0,2 (0,0-0,4) 0,578

CD38+CCR5+ -0,7 (-3,0 - 3,1) 0,9(-0,2-52) 0,297

CD38+CCR5+HLA-DR+1 0,0 (-0,3-0,4) 0,1(-0,3-0,3) 0,694
% CD4 naive (VO)

CD38+HLA-DR+ 0,9(0,4-1,1) 0,9 (0,7-1,2) 0,342

CD38+CCR5+ 43,9 (36,1-56,2) 47,9 (37,5-59,5) 0,661

CD38+CCR5+HLA-DR+1 0,7 (0,3-1,0) 0,8 (0,6 - 0,9) 0,435
Mudanga no CD4 naive (V12-V0)

CD38+HLA-DR+ 0,0 (-0,2-0,2) 0,2(-0,1-0,4) 0,284

CD38+CCR5+ -1,9 (-5,8 - 5,6) -0,1(-2,9-2,4) 0,597

CD38+CCR5+HLA-DR+1 0,0 (-0,2-0,2) 0,1(-0,1-0,3) 0,222

(Continuacao)



Resultados 58

Tabela 7- Efeito da intervencgao do estudo na ativagao celular em células T
CD4 + e compartimentos de memdéria (Continua)

Composto ativo Placebo
N=24 N=24 i
% CD4 memodria central (VO)
CD38+HLA-DR+ 1,1 (0,8 -2,2) 1,0 (0,9 -1,5) 0,855
CD38+CCR5+ 229(17,5-28,6) 18,2(13,1-21,7) 0,032
CD38+CCR5+HLA-DR+1 0,9 (0,6 - 1,4) 0,7(0,6 - 1,1) 0,714
Mudanga no CD4 memodria central
(V12-VO0)
CD38+HLA-DR+ 0,0 (-0,4 - 0,0) -0,1(-0,2-0,3) 0,416
CD38+CCR5+ 0,1(-2,7-1,7) 0,6 (-0,7 - 2,2) 0,542
CD38+CCR5+HLA-DR+1 -0,1 (-0,5-0,1) -0,1(-0,2-0,2) 0,506
% CD4 memodria transitéria (VO)
CD38+HLA-DR+ 4,2 (2,9 -5,6) 3,1(2,0-4,3) 0,095
CD38+CCR5+ 55(3,9-7,3) 4,5(2,9-5,5) 0,11
CD38+CCR5+HLA-DR+1 2,6 (1,7 -3,3) 1,8 (1,1-2,5) 0,125
Mudanga no CD4 memodria
transitéria (V12-V0)
CD38+HLA-DR+ 0,3 (-1,6-1,0) 1,0 (-0,1-1,1) 0,188
CD38+CCR5+ 0,4 (-2,2-2,5) 0,0 (-0,4 - 0,5) 0,776
CD38+CCR5+HLA-DR+1 0,1(-1,2-1,1) 0,4 (0,2-1,0) 0,481
% CD4 memoria intermediaria (VO)
CD38+HLA-DR+ 14,7 (7,7-25,4) 20,0 (15,5-26,6) 0,06
CD38+CCR5+ 16,9 (8,7-20,5) 17,4(13,5-23,8) 0,312
CD38+CCR5+HLA-DR+1 10,4 (4,2 - 14,8) 16,5 (9,8 -20,3) 0,033
Mudanga no CD4 memodria
intermediaria (V12-V0)
CD38+HLA-DR+ 43(-2,9-16,4) 1,5 (-2,6 - 9,2) 0,329
CD38+CCR5+ 3,1(-2,6 -12,8) 5,0(-3,2-7,8) 0,796
CD38+CCR5+HLA-DR+1 2,6 (-1,5-13,0) 1,4 (-3,7 - 8,4) 0,322

(Continuacao)
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Tabela 7-

CD4 + e compartimentos de memdéria (Continua)

Efeito da intervencao do estudo na ativagao celular em células T

Composto ativo Placebo
N=24 N=24 P

% CD4 memoria efetora (VO)

CD38+HLA-DR+ 4,1 (2,6 - 8,2) 2,8 (1,6 -3,6) 0,02

CD38+CCR5+ 4,9 3,2-7,4) 34(21-4,7) 0,04

CD38+CCR5+HLA-DR+1 2,2(1,3-3,6) 2,0(1,0-24) 0,154
Mudanga no CD4 memodria efetora
(V12-V0)

CD38+HLA-DR+ 0,1(-1,9-2,1) 04(06-22) 0,408

CD38+CCR5+ 1,1(-2,2 - 3,0) 0,7(-0,8-1,6) 0,734

CD38+CCR5+HLA-DR+1 0,1(15-1,1) 0,2(-0,5-1,1) 0,56

% CD4 efetor terminal (VO)

CD38+HLA-DR+
CD38+CCR5+

11,5 (4,1 - 17,1)
10,7 (4,8 - 15,9)

11,5 (6,4 - 15,7) 0,609
9,1 (7,0-12,3) 0,826

CD38+CCR5+HLA-DR+1 59 (2,8 -11,6) 80(4,2-11,6) 0,472
Mudanga no CD4 efetor teminal
(V12-V0)
CD38+HLA-DR+ -1,1(-2,9-9,7) 3,7(-0,9-8,3) 0472
CD38+CCR5+ 1,1 (-2,9-10,0) 3,7(0,7-7,1) 0,967
CD38+CCR5+HLA-DR+1 -0,5 (-3,7 - 6,5) 4,1 (0,8 -5,6) 0,261
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Tabela 8- Efeito da intervencao do estudo na ativagao celular em células T

CD8 + e compartimentos de meméria

Composto ativo Placebo P
N=24 N=24

% CD8 total (VO0)
CD38+HLA-DR+ 12,0 (7,7 - 16,7) 8,3(4,5-9,2) 0,004
CD38+CCR5+ 31,1 (23,6 -43,7) 24,2 (17,8 - 28,0) 0,007
CD38+CCR5+HLA-DR+ 9,6 (6,5-13,4) 16,0 (3,5-7,5) 0,003
Mudanga no CD8 total (V12-
V0)
CD38+HLA'DR+ 0’8 (-3’1 - 278) 0’7 (-1 ’1 - 374) 01560
CD38+CCR5+ _1 !0 (-7’8 = 7’6) 1’2 (-4’7 = 772) 01408
CD38+CCR5+HLA'DR+ O’O (-3’0 = 270) 0’6 (012 - 2’8) 01464
% CD8 naive (V0)
CD38+HLA-DR+ 24(1,0-3,2) 1,0 (0,7-1,7) 0,019
CD38+CCR5+ 48,8 (36,5 - 61,8) 41,4 (32,5 -47,8) 0,045
CD38+CCR5+HLA-DR+ 2,1(0,9-3,2) 0,9 (0,6 -1,2) 0,025
Mudanga CD8 naive (V12-V0)
CD38+HLA-DR+ 0,0 (-0,7 -0,8) -0,1(-0,2-0,2) 0,635
CD38+CCR5+ -1,7 (-8,6 - 1,3) -1,3(-6,2-1,5) 0,456
CD38+CCR5+HLA-DR+ -0,1(-0,8-1,0) -0,1(-0,1-0,2) 0,989
% CD8 memodria central (VO)
CD38+HLA-DR+ 11,8 (7,4 -15,1) 6,8 (5,1-10,3) 0,013
CD38+CCR5+ 36,9 (26,9 - 40,5) 28,6 (18,3 -31,7) 0,004
CD38+CCR5+HLA-DR+1 11,0 (6,2 - 12,3) 6,0 (4,4-8,8) 0,007
Mudanga no CD8 memodria
central
(V12-V0) -0,3(-2,9-2,3) -0,4 (-1,6 - 0,6) 0,860
CD38+HLA-DR+

-3,3(-8,0-2,4) -0,8 (-5,1-0,7) 0,472
CD38+CCRS* 0.8 (-1,8-1,7 02(-1,5-1,2 0,755
CD38+CCR5+HLA-DR+1 -0.8(-1.8-1.7) 2(-1.5-1.2) :
% CD8 memboria transitoria
(VO)
CD38+HLA-DR+ 11,3 (7,0 - 15,5) 7,6 (5,7-10,4) 0,013
CD38+CCRb5+ 20,9 (15,9 - 26,7) 12,9 (8,8 - 16,2) 0,000
CD38+CCR5+HLA-DR+1 9,7 (6,1-14,1) 6,1(3,3-8,4) 0,010

(Continuacao)



Resultados 61

Tabela 8- Efeito da intervencao do estudo na ativagao celular em células T
CD8 + e compartimentos de memdéria (Continua)

Composto ativo Placebo P
N=24 N=24

% CD8 memoria intermediaria (VO)
CD38+HLA-DR+ 13,8 (10,6 - 22,7)  8,8(6,4-13,3) 0,002
CD38+CCR5+ 26,1 (16,3 -34,0) 14,6 (10,2-20,9) 0,003
CD38+CCRS5+HLA-DR+1 11,4 (8,8 - 17,0) 6,5(50-9,1) 0,001
Mudanga no CD8 memodria
intermediaria (V12-V0)
CD38+HLA-DR+ 1,1(-2,8 -5,4) 2,5(-1,3-6,2) 0,542
CD38+CCR5+ 2,2 (-7,6 -9,5) 3,7(-1,5-7,4) 0,378
CD38+CCR5+HLA-DR+1 0,2 (-3,2-3,9) 2,4 (-0,8 - 3,6) 0,350
% CD8 memodria efetora (V0)
CD38+HLA-DR+ 74 (56-13,1) 58((4,5-74) 0,023
CD38+CCR5+ 15,1 (11,7-24,5) 10,6 (6,9-13,3) 0,001
CD38+CCR5+HLA-DR+1 6,0 (4,1-10,3) 4,8 (3,7-5,7) 0,100
Mudanga no CD8 memodria efetora
(V12-V0)
CD38+HLA-DR+ 0,7 (-1,9-4,1) 0,4 (-1,5-2,7) 0,796
CD38+CCR5+ 3,7 (-3,5-9,9) 4,8 (-0,7-7,0) 0,796
CD38+CCR5+HLA-DR+1 1,2 (-1,7 - 3,8) 0,2 (-0,9-2,4) 0,674
% CD8 efetor terminal (VO)
CD38+HLA-DR+ 12,5 (10,3 - 20,2) 95(54-144) 0,014
CD38+CCR5+ 28,7 (16,6 -42,4) 16,2 (10,1-23,6) 0,003
CD38+CCR5+HLA-DR+1 10,0 (6,4 - 16,5) 6,6 (4,6 - 93) 0,013
Mudanga no CD8 efetor terminal
(V12-V0)
CD38+HLA-DR+ -0,5(-3,6 - 4,8) 1,1(-1,3-4,4) 0,489
CD38+CCR5+ 3,2 (-6,9-10,2) 2,0(0,1-9,5) 0,860
CD38+CCR5+HLA-DR+1 0,5(-2,9-4,0) 0,7 (-1,1-3,0) 0,616
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Tabela9- Niveis plasmaticos de CD14 soluvel (sCD14) em ambos os
grupos
Composto ativo Placebo
N=24 N=24 P
sCD14 linear,
pg/ml
VO (N=43) 2472800 2541700 0,874
(2042800-3030200) (2030000-2743800)
V6 (N=43) 2369200 2244300 0,480
(2215200-2651600) (2065800-2611000)
V12 (N=43) 2374200 2393800 0,827
(2104200-2633200) (2052000-2533500)
sCD14 nao-
linear, pg/ml
VO (N=43) 1441904 1448911 0,253
(1258215-1927948)) (1142250-1601556)
V6 (N=43) 1441479 1363840 0,158
(1213915-1730648) (1126552-1502304)
V12 (N=43) 1373820 1378672 0,644
(1169413-1753723) (1156892-1535341)
Células NK

Avaliamos células NK, caracterizadas por CD3-, CD16 + e CD56 + ou

CD56- no inicio, 6 e 12 semanas ap0s a inclusao. Diferengas estatisticamente

significativas na porcentagem de células NK entre os grupos no inicio, V6 ou

V12 foram observadas em uma frequéncia menor que a esperada pelo acaso,

considerando comparagdes multiplas, e nao foram confirmadas na comparacgéao

das células NK alteradas na semana 6 (V6 - basal) ou semana12 (V12 — basal)

entre os grupos. Da mesma forma, na condicdo de estimulo in vitro usando

células K562, diferengas na porcentagem de células NK entre os grupos no

inicio, V6 ou V12 foram observadas em uma frequéncia menor que a esperada

pelo acaso, considerando comparagdes multiplas entre os grupos ativos. Os

grupos de intervencéao e placebo para células NK mudam em V6 ou V12, como

mostrado na Tabela 10.
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Tabela 10- Efeito da intervencdo do estudo na diferenciacdo dos
subconjuntos e na atividade das células NK
Composto ativo Placebo
N=24 N=24 P
Condic¢ao Nao estimulada
Vo
%Células NK(CD56++ CD16-) 2,7(1,6-4.2) 1,3(0,8-4.3) 0,580
%Células NK(CD56+ CD16+) 43,8 (26,3 - 54,6) 42,9 (29,4 -53,7) 0,832
%Ceélulas NK (CD56+ CD16-) 23 9 (19,9 - 33,6) 20,2 (12,3-26,7) 0,074
% Células NK(CD56- CD16+) 8 (4,0 - 16,2) 10,3 (7,0-17,6) 0,080
%Ceélulas NK(CD56- CD16-) 16 2(11,5-21,6) 14,3 (10,4 -20,0) 0,733
%Células NK (total) 82,8(76,7-87,9) 853(79,6-89,6) 0,437
% CD107a+IFNY+(total) 1,1(0,5-1,8) 0,9 (0,3 - 1,4) 0,525
% CD107a+(total) 7.8 (4,7-97) 8,1(5,5-9,2) 0,850
% IFNY+(total) 1,8 (1,1 -3,3) 1,4 (0,6 - 2,3) 0,431
% Células NK na pop. linfocitaria 7.6 (4.6 - 16,8) 9.7 (4.7 -17.7) 0503
(total) H H H H ) ) H
V6
%Células NK(CD56++ CD16-) 2,6 (1,0-4,9) 1,5(0,9-3,3) 0,346
%Células NK(CD56+ CD16+) 44,5 (28,2-50,6)  38,9(29,2-58.8) 0,875
%Ceélulas NK(CD56+ CD16-) 28 8 (20 8-354) 22,9 (12,1-33,6) 0,116
%Células NK(CD56- CD16+) 6 (3,1-12,4) 9,6 (6,5-16,2) 0,110
%Células NK(CD56- CD16-) 15 0 (10 7-16,9) 16,3 (9,5-21,0) 0,937
%Células NK(total) 84,6 (82,9-88,8) 83,3(77,4-90,5) 0,968
%CD107a+IFNY+(total) 1,9 (0,9 - 3,5) 1,2 (0,5 - 3,1) 0,367
%CD107a+(total) 10,6 (7,3 - 12,3) 9,0(6,2-12,7) 0,513
%I|FNY+(total) 2,9(1,6-5,0) 1,8(1,2 - 5,4) 0,583
%Ceélulas NK na pop. Linfocitaria 9.6 (7.4 2 19,1) 11,3 (432 17,9) 0814
(total) H H H ) H H H
V12
%Células NK(CD56++ CD16-) 2,8(1,5-5,6) 1,9(0,7-3,7) 0,118
%Células NK(CD56+ CD16+) 39,7 (30,6 - 45,4) 42,7 (28,6 - 57,2) 0,391
%Ceélulas NK(CD56+ CD16-) 31 5 (25,6 - 34,9) 20,2 (15,5-29,0) 0,013
%Células NK(CD56- CD16+) 4(3,5-12,5) 9,1(55-16,2) 0,130
%Ceélulas NK(CD56- CD16-) 17 8 (13,9-22,9) 15,1 (10,9 -21,6) 0,677
%Células NK(total) 81,9 (77,1 - 86,1) 83,3(78,4-89,3) 0,632
% CD107a+IFNY+(total) 1,9 (0,9 - 3,3) 1,2(0,5-4,00 0,969
% CD107a+(total) 8,9 (7,7 - 14,5) 9,0(58-12,1) 0,488
% IFNY+(total) 3,1(1,5-5,1) 2,0(1,1-6,00 0,743
%Celulas NK na pop. linfocitaria 83 (5.2 -161) 9.7 (4.3 - 12,4) 0929

(total)

Continuacao
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Tabela 10- Efeito da intervengao do estudo na diferenciagcao dos
subconjuntos e na atividade das células NK (Continua)

Composto ativo Placebo
N=24 N=24 P
V6-V0
%Células NK (CD56++ CD16-) 0,1(-1,1-12) -02(-13-03) 0314
% Células NK(CD56+ CD16+) -1,5(-10,0 - 2,8) -1,4(-6,5-7,3) 0,446
% Células NK(CD56+ CD16-) 4,7 (-3,8-12,0) 2,9(-4,0-85) 0,653
% Células NK(CD56- CD16+) -0,6 (-2,5-0,4) 1,1(2,1-12) 0,958
% Células NK(CD56- CD16-) 0,1(-1,8-1,7) -0,8(-2,9-2,0) 0,504
%Células NK(total) 0,1(-1,3-4,3) 0,3(-3,4-42) 0,546
% CD107a+IFNY+(total) 0,7 (0,3-1,1) 0,3(-0,2-1,3) 0,417
% CD107a+(total) 2,8(-0,2-4,7) 1,7(-0,3-5,4) 0,547
% IFNY+(total) 0,9 (0,4 - 2,4) 0,7(-0,2-2,1) 0,610
% Células NKna pop. linfocitaria 12(02-2.8) 17 (:04-2,7) 0530
(total) e s SRS ’
V12-V0
% Células NK(CD56++ CD16-) 0,4 (-0,7-1,7) -0,1(-1,0-04) 0,151
% Células NK(CD56+ CD16+) -5,1(-14,4 - 2,6) 1,6(-54-82) 0,094
% Células NK(CD56+ CD16-) 8,5 (-3,2 - 14,4) 16(-1,9-6,00 0,096
% Células NK(CD56- CD16+) -0,9 (-2,2-0,5) -1,5(-3,3-0,6) 0,301
% Células NK(CD56- CD16-) 0,7 (-1,7 - 6,0) 0,6(-15-3,1) 0675
% Células NK(total) -0,2(-1,5-3,8) -1,8(-4,0-0,2) 0,118
% CD107a+IFNY+(total) 0,7 (-0,1-1,7) 0,4(0,0-2,1) 0,959
% CD107a+(total) 2,6 (0,4 -6,5) 1,7(0,5-4,0) 0,596
% IFNY+(total) 1,1 (0,3 -2,8) 0,8(0,1-3,1) 0,687
%Ceélulas NKna pop. linfocitaria
(total) 0,5(-0,2-1,7) -0,1(-2,8-1,3) 0,413
Condicao estimulada com
linhagem de células K562
Vo
% Células NK(CD56++ CD16-) 33(1,7-6,1) 2,0(0,8-56) 0,254
% Células NK(CD56+ CD16+) 36,4 (23,1 -45,3) 355(21,2-53,7) 0,655
% Células NK(CD56+ CD16-) 29 4 (24 5-34,9) 19,4 (17,4 -27,9) 0,003
% Células NK(CD56- CD16+) 1(3,4-14,4) 84 (75-16,8) 0,107
% Células NK(CD56- CD16-) 20 1 (14 2-24,0) 19,2 (17,6 - 26,0) 0,990
% Células NK(total) 79,1 (76,4 - 86,0) 80,5 (74,0 - 82,8) 0,990
% CD107a+IFNY+(total) 3,7(2,3-7,8) 2,7(1,8-56) 0,129
% CD107a+(total) 13,3 (10,8 - 20,9) 11,5 (8,3-14,9) 0,076
% IFNY+(total) 6,3 (3,9-12,7) 43(2,7-9,0) 0,142
%Celulas NK na pop. linfocitaria 8.1 (5.8 - 15.,6) 9,3 (5,0 - 17,3) 0715

(total)

Continuacao
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Tabela 10- Efeito da intervencdo do estudo na diferenciagdo dos
subconjuntos e na atividade das células NK (Continua)
Composto ativo Placebo
N=24 N=24 =
V6
% Células NK(CD56++ CD16-) 3,1(1,1-7,3) 1,5(0,7-47) 0,374
% Células NK(CD56+ CD16+) 32,3 (23,1-44,7) 32,1(23,4-51,0) 0,793
% Células NK(CD56+ CD16-) 35 9 (24 6 - 40,9) 24,6 (15,8 -34,6) 0,033
% Células NK(CD56- CD16+) 7 (3,1-11,0) 9,6 (6,5-15,8) 0,022
% Células NK(CD56- CD16-) 19 1 (13 8 -25,2) 23,2 (15,1-26,9) 0,733
% Células NK(total) 80,7 (74,2 - 86,4) 76,5 (73,2 - 84,4) 0,714
CD107a+IFNY+(total) 6,4 (4,9 - 9,6) 52(27-7,9) 0,186
CD107a+(total) 16,0 (12,6 - 23,1) 12,2 (9,5-20,0) 0,122
IFNY+(total) 9,5 (5,5 - 13,1) 7,6 (4,1-13,9) 0,272
o) 2 e
% Células NK na pop. linfocitaria 9.1 (7.3 - 18.,6) 113 (43-155) 0916
(total)
V12
% Células NK(CD56++ CD16-) 4,5(1.9-5,7) 2,3(09-43) 0,091
% Células NK(CD56+ CD16+) 28,4 (22,8 - 36,6) 37,9 (25,2-48,7) 0,173
% Células NK(CD56+ CD16-) 37 0 (29,3 - 39,2) 245(17,5-31,1) 0,004
% Células NK(CD56- CD16+) 7 (2,6 - 10,5) 10,0 (5,6 - 14,5) 0,027
% Células NK(CD56- CD16-) 21 7(17.1 - 25,8) 23,0 (15,6 - 27,1) 0,990
% Células NK(total) 78 6 (74 3-83,4) 77,2 (72,6 - 84,6) 0,990
% CD107a+IFNY+(total) 5(3,9 - 10,5) 47(5-7,9 0,104
% CD107a+(total) 18 6 (14.1 - 25,2) 15,1 (11,0 - 18,6) 0,023
% IFNY+(total) (6 6-13,7) 6,8(3,5-12,1) 0,091
o) 2 e
% Células NK na pop. linfocitaria 4(55-16,5) 9.5 (4.4 - 14 4) 0,979
(total)
V6-VO0
% Células NK(CD56++ CD16-) -0,1(-1,0-0,3) -03(-06-04) 0,574
% Células NK(CD56+ CD16+) -1,5(-8,7-4,1) -5,0(-10,2-6,8) 0,849
% Células NK(CD56+ CD16-) 1,8 (-3,0 - 7,5) 3,3(-3,2-92) 0,704
% Células NK(CD56- CD16-) 0,6 (-1,9 - 3,3) -0,7(-46-3,8) 0,656
% Células NK(total) 0,1(-2,8 - 2,5) -0,1(-4,7-50) 0,735
% CD107a+IFNY+(total) 2,6 (0,1 -4,2) 1,5(-0,3-3,9) 0,556
% CD107a+(total) 4,0 (-1,8-7,6) 0(-0,7-5,8) 0,875
% IFNY+(total) 2,8 (-0,1-5,0) 5(-0,6-3,9) 0,656
o 2 e
%Células NK na pop. linfocitaria 10 (-0.3 - 2,4) 8(-0,7 - 3.2) 0,694

(total)

Continuagao
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Tabela 10- Efeito da intervencdo do estudo na diferenciacdo dos
subconjuntos e na atividade das células NK (Continua)
Composto ativo Placebo .
N=24 N=24
V12-VO
% Células NK(CD56++ CD16-) -0,1(-1,0-1,0) -0,2(-0,9-0,6) 0,650
% Células NK(CD56+ CD16+) -5,0 (-11,6 - 1,6) 1,6(-9.6-8,6) 0,229
% Células NK(CD56+ CD16-) 1,6 (-3,5-11,2) 3,5(-1,7-5,0) 0,881
% Células NK(CD56- CD16+) -0,8(-1,9-1,1) -1,4 (-4,0-1,0) 0,840
% Células NK(CD56- CD16-) 2,2 (-3,3-5,2) 12(-39-3,4) 0,488
% Células NK(total) -3,3(-5,3-2,8) 04 (-2,8-3,5) 0,547
% CD107a+IFNY+(total) 1,9 (-0,1 - 5,8) 1,1(-0,1-2,9) 0,545
% CD107a+(total) 4,8 (-2,6 - 9,4) 1,8(-0,1-6,1) 0,632
% IFNY+(total) 3,5(0,8-6,1) 1,3(-0,3-3,7) 0,217
% Ceélulas NK na pop. linfocitaria
(total) 0,3 (-0,5 - 2,3) -0,2(-2,0-1,3) 0,378
Diferenca entre condicao
estimulada (linhagem celular
K562) e condicao nao
estimulada
Vo
% Células NK(CD56++ CD16-) 0,5(0,0-1,2) 0,1(-0,1-0,7) 0,445
% Células NK (CD56+ CD16+) -5,2(-10,1--3,2) -5,3(-6,0--1,5) 0,258
% Células NK (CD56+ CD16-) 2,4 (-0,8 - 8,0) 0,1(-1,1-3,3) 0,317
% Células NK (CD56- CD16+) 0,9 (-1,6-0,1) -1,1(-2,9-0,1) 0,533
% Células NK (CD56- CD16-) 5,0 (2,4 - 7,0) 49(2,4-7,3) 0,962
% Células NK (total) -3,1 (-6,7 - -2,0) -45(-8,3--1,5) 0,543
% CD107a+IFNY+(total) 2,2 (1,3-4,6) 1,5(0,9-3,5) 0,129
% CD107a+(total) 4,9 (3,0 - 13,3) 44(16-6,9) 0,254
% IFNY+(total) 4,3(2,2-7,6) 29(1,6-7,3) 0,244
o 2 e
(f)o?aell)ulas NK na pop. linfocitaria 0.2 (-1,0-0.4) 0.3 (-0,6-0.1) 0,805
V6
% Células NK(CD56++ CD16-) 0,2(0,0-1,6) 0,1(-0,1-22) 0,763
% Células NK (CD56+ CD16+) -5,4(-10,8 --2,4) 5,9 (-14,9--12) 0,811
% Células NK (CD56+ CD16-) 1,9 (-0,1 - 5,0) 0,9(-0,1-56) 0,885
% Células NK (CD56- CD16+) -0,5 (-1,8 - -0,1) -0,4(-2,6-0,3) 0,694
%Células NK(CD56- CD16-) 4,9 (2,3-6,6) 53(2,7-83) 0,724
% Células NK(total) -4.5 (-8,8 --1,8) -45(-8,4--0,6) 0,897
% CD107a+IFNY+(total) 4,7 (2,4 - 6,5) 23(1,1-6,2) 0,260
% CD107a+(total) 7,7 (5,3 -9,3) 44(15-8,9) 0,099
% IFNY+(total) 5,9 (3,2 -8,1) 46(2,1-8,8) 0,480
o) 2 e
% Células NK na pop. linfocitaria 20,5 (1,0 - 0,1) 20,3 (-0.8 - 0,0) 0,666

(total)

Continuagao
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Tabela 10- Efeito da intervencdo do estudo na diferenciacdo dos
subconjuntos e na atividade das células NK (Continua)
Composto ativo Placebo
N=24 N=24 =
V12
%Células NK (CD56++ CD16-) 0,5(0,2-0.9) 0,3(-0,1-0,9) 0,371
% Células NK (CD56+ CD16+) -6,7 (-11,1--3,4) -42(-91--19) 0,212
% Células NK (CD56+ CD16-) 3,6 (-0,6 - 6,3) 15(-1,7-4,5) 0,384
% Células NK (CD56- CD16+) -1,0 (-2,0 - -0,5) -0,6 (-2,3-0,2) 0,378
% Células NK (CD56- CD16-) 4,3 (2,8-6,0) 34(1,8-6,7) 0,830
% Células NK (total) -4,0 (-6,0 - -2,5) 2,3(-6,2--1,3) 0,723
% CD107a+IFNY+(total) 9,5 (6,5 - 13,5) 48(3,5-7,7) 0,016
% CD107a+(total) 6,6 (5,7 - 8,7) 3,5(21-6,8) 0,007
% IFNY+(total) -0,1(-0,6 - 0,4) -0,1(-0,5-0,1) 0,889
%Celulas NK na pop. linfocitaria -0,3 (-0.8 - 0,3) 0,0 (0,1 - 0,6) 0105
(total) ) ) H ) ) H )
V6-VO0
%Células NK (CD56++ CD16-) -0,1(-0,6 - 0,6) 02(-03-04) 0,105
Diferenca entre condicao
estimulada (linhagem celular
K562) e condicao nao
estimulada Composto ativo Placebo
N=24 N=24 p
% Células NK (CD56+ CD16-) 2,0 (-4,2-2,3) -0,1(-1,8-2,3) 0,214
% Células NK (CD56- CD16+) 0,4 (-0,6 - 0,9) 0,8(-04-16) 0,326
% Células NK (CD56- CD16-) 0,7 (-1,2-5,1) 0,7(-1,3-2,7) 0,542
% Células NK (total) 0,5 (-5,0 - 0,8) 0,1(-2,0-4,0) 0,641
% CD107a+IFNY+(total) 1,3 (-0,2 - 2,6) 0,6 (-0,2-4,2) 0,834
% CD107a+(total) 0,8 (-4,5 - 3,1) 0,3(-1,4-3,8) 0,601
% IFNY+(total) 0,8 (-0,8 - 2,2) 0,9(-0,6-3,4) 0,753
% Células NK na pop. linfocitaria 20,2 (-0.8 - 0,6) 0,0 (0,5 - 0,4) 0656
(total) ) ) H ) ) H )
V12-V0
% Células NK(CD56++ CD16-) -0,1(-0,6 - 0,6) 0,2(-0,3-04) 0570
% Células NK (CD56+ CD16+) -0,8(-3,3-1.,5) -1,0(-5,0-2,5) 0,866
% Células NK (CD56+ CD16-) -0,8(-3,9-4,2) 0,9(-2,7-3,7) 0217
% Células NK (CD56- CD16+) -0,2(-1,3-0,8) 0,5(-0,3-2,2) 0,054
% Células NK (CD56- CD16-) -1,1(-2,6-2,1) -0,3(-3,2-0,9) 0,979
% Células NK (total) 0,9 (-4,3-1,2) 0,1(-0,7-0,9) 0,985
% CD107a+IFNY+(total) 2,0 (0,1 -4,8) 0,7(-0,1-2,9) 0,420
% CD107a+(total) 2,2 (-2,6 - 5,4) 0,6 (-04-35) 0,705
% IFNY+(total) 2,5(0,5-4,1) 0,7(-0,6-2,9) 0,332
Células NK na pop. linfocitaria
0,0 (-0,3-0,8) 0,1(-0,3-0,5) 0,810

(total)
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Analise do microbioma em amostra de fezes

As amostras de fezes foram obtidas a partir de 11 participantes do
grupo placebo e 17 do grupo composto ativo. Coletado amostras no basal e na
visita 12 para a analise do proteoma microbiano.

A figura 8 mostra a composi¢cdo do microbioma em nivel de Filo, entre

0s grupos composto ativo e placebo.
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B Unassigned;Other
Bk_ Archaea;p__Euryarchaeota
Wk__Bacteria;p__Actinobacteria
k__Bacteria;p__Bacteroidetes
Wk__ Bacteria;p__Cyanobacteria
mk_ Bacteria;p__Elusimicrobia
Bk Bacteria;p__Firmicutes
Bk Bacteria;p__Fusobacteria
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Wk_ Bacteria;p__Proteobacteria
Wk__Bacteria;p__Spirochaetes
Wk__Bacteria;p__Synergistetes
Bk__Bacteria;p__TM7
Wk_ Bacteria;p__Tenericutes
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia

A primeira barra representa amostra da tragem (T) e a segunda amostra da semana 12

Figura 8- Composigao do microbioma em nivel de Filos, entre os grupos composto
ativo e placebo
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Nao encontramos diferenca significativa na alfa-diversidade (numero de
diferentes espécies bacterianas) comparando os grupos no inicio do estudo e

na V12, como demonstrado na Figura 9.
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Figura 9-  Alfa-diversidade nos grupos composto ativo e placebo no basal e
V12
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Comparamos grupos de intervencao ativa e placebo, bem como grupo
de intervengao ativa no inicio do estudo versus V12 para a composi¢cdo do
microbioma entérico com foco em taxons que foram previamente descritos
como aumentados ou depletados em pacientes infectados pelo HIV (Tabela
11)(DILLON; FRANK; WILSON, 2016; GOOTENBERG et al, 2017).
Observamos um aumento estatisticamente significativo apenas na familia
Bacteroidaceae na V12 (média 12,52%, IC 95% 5,98-19,06) em comparagao
com o valor basal (média de 6,99%, IC 95% 1,84 a 12,13; p = 0,0422) restrito

ao grupo de intervencgao ativa.
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Tabela 11- Bactérias incluidas na analise para analise exploratéria do efeito
da interveng&o no microbioma intestinal
Filo Classe Ordem Familia Efeito Efeito
HIV intervengao
Firmicutes ! NS
Fusobacteria 1 NS
Proteobacteria 1 NS
Firmicutes Clostridia ! NS
Firmicutes Bacilli Lactobacillales ! NS
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae ! 1
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonada-
ceae l NS
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae ! NS
Firmicutes Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae ! NS
Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae ! NS
Firmicutes Erysipelotrichi | Erysipelotrichales | Erysipelotrichaceae 0 NS
Proteobacteria | Gammaproteo | Enterobacteriales | Enterobacteriaceae 1 NS
-bacteria

NS=n&o estatisticamente significante
ND=n&o descrito
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Neste estudo ndo demonstramos beneficio do uso de Lactobacillus
casei Shirota na recuperagao imunolégica, bem como na redugao nos niveis de
marcadores de ativagao celular, em pessoas vivendo com HIV.

No entanto, observamos que a relagdo CD4/CD8 foi significativamente
maior naqueles que receberam o composto ativo nas semanas 12 e 24 em
comparagao com o placebo (p = 0,027 e p = 0,002); o aumento médio da taxa
de CD4 / CD8 foi maior no grupo de intervengao em comparagao com usuarios
de placebo (respectivamente 0,07 e 0,01), mas essa diferenca nao atingiu
significancia estatistica (p = 0,171). Em individuos sem infecgao pelo HIV uma
relacdo CD4/CD8 inferior a 1 esta relacionado a imunosenescéncia e maior
morbimortalidade (MULLER et al., 2015). Serrano-Villar demonstrou que a
relacdo CD4 / CD8 é inversamente correlacionada com LT CD4 + ativados
(HLADR + CD38 +) e células T CD8 + ( HLADR + ) em pacientes com infec¢ao
pelo HIV (SERRANO-VILLAR et al.,, 2014). Estes autores estudaram 132
individuos infectados pelo HIV com supressao viral em longo prazo e LTCD4+
superior 350 células, e demonstraram que baixa relagdo CD4 / CD8 foi
encontrada em pacientes com marcadores de doenga associada a idade (maior
espessura da camada intima-meédia, rigidez arterial mais elevada, e menor taxa
estimada de filtragao glomerular).

Uma reducgao na relacdo CD4 / CD8 também foi associada a menor
persisténcia de anticorpos contra a febre amarela entre os individuos
vacinados com HIV (AVELINO-SILVA et al., 2016). Intervencdes para reduzir a
ativagao imune residual, representada pela relagcdo CD4 / CD8, provavelmente
melhorardao os desfechos clinicos em individuos infectados pelo HIV em

tratamento antirretroviral.
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Estudos recentes demostraram uma associacdo entre os marcadores
da translocacdo bacteriana, ou seja, os niveis de lipopolissacarideo (LPS)
plasmatico e de sCD14, com progndstico e recuperacao dos niveis de células T
CD4+ em pacientes infectados pelo HIV (MARCHETTI et al., 2011).

Villar-Garcia (VILLAR-GARCIA et al., 2015) demonstrou em 44
pacientes com infec¢ao pelo HIV, randomizados para receberem probioticos
contendo Saccharomyces boulardii ou placebo, uma redugdo nos niveis de
proteina ligadora de lipopolissarides (LPB) e de interleucina 6, evidenciando
reducao na translocacao bacteriana e inflamagao respectivamente. Um outro
estudo randomizado, porém em pacientes virémicos, evidenciou redugao nos
niveis de sCD14 e aumento nos niveis de células NK (GORI et al., 2011).

Alguns estudos randomizados que incluiram aumento de LTCD4+
como desfecho principal evidenciaram beneficio desta forma terapéutica.
Anukam et al. avaliaram mulheres na Nigéria, com CD4 inferior a 200 células e
virgens de ARV. Foram randomizadas para receberem yogurte ou yogurte com
adicao de probidticos (L. Rhamnosus e L. Reuteri) por 30 dias (n=24). O grupo
de que recebeu somente yogurte apresentou um decréscimo de 2,2 cels T
CD4+ e o grupo que recebeu yogurte mais probiéticos apresentou um aumento
de 6,7 cels T CD4+ (p=0,02) (ANUKAM et al., 2008). Outro estudo também em
pacientes virgens de tratamento ARV evidenciou beneficio em relagdo a
aumento de CD4 com uso de uma formula nutricional imunomodulatéria, com
incremento de 28 células /mm?® no grupo intervengdo comparado com reducéo
de 68 células/mm® no grupo placebo (p=0,03). Importante ressaltar que neste
estudo pacientes tinham niveis de CD4 mais elevados (média 425/mm?)(CAHN

et al., 2013).
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Alguns estudos observacionais também demonstraram beneficio desta
estratégia. Um estudo foi conduzido em criancgas brasileiras (2-12 anos) com
uma formula que contém Bifidobacterium bifidum e Streptococcus
thermophilus. Foi demonstrado um aumento significativo da contagem das
células T CD4+ apds dois meses de consumo da férmula, comparando com
uma férmula padrdo. No entanto, os resultados deste estudo s&o limitados
devido a elevada heterogeneidade da populagédo com pacientes em tratamento
antirretroviral supressivo e nao supressivo (TROIS; CARDOSO; MIURA, 2008).
Outro estudo decorreu na Tanzania com o consumo do iogurte Lactobacillus
rhamnosus GR-1. Este estudo foi observacional e retrospectivo, com incluséo
de pacientes com e sem tratamento antirretroviral, com ingestao do iogurte em
curto prazo (70 dias). Quando comparado, os consumidores do iogurte tiveram
um aumento significativo da contagem das células T CD4+, comparando com
aqueles nao consumidores (IRVINE et al., 2010).

Alguns autores também n&o encontraram diferencas significativas em
relagdo a recuperagao imunoldgica, translocacao bacteriana ou ativacao celular
com o uso de diferentes probidticos (FALASCA et al., 2015; HEISER et al.,
2004; HEMSWORTH; HEKMAT; REID, 2012; HUMMELEN et al., 2011a).
Diferentes concentragdes e cepas de probidticos podem nao desencadear o
mesmo efeito imunoestimulatério (GONZALEZ-HERNANDEZ et al., 2012)

Apesar da randomizagao, nosso estudo apresenta limitagdes pois os
grupos foram desequilibrados em relagao aos niveis de nadirde L T CD4 +. O
grupo placebo apresentou menor nadir mediano de LTCD4+ do que o grupo de
intervencdo (70 células / mm? versus 141 células / mm?, respectivamente, p =

0,019). Nao detectamos falhas no processo de randomizagado do estudo que
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poderiam justificar essa diferenga nas distribuicbes de nadir de LTCD4+ entre
os grupos. Portanto, assumimos que essa diferenca ocorreu por acaso, como €
frequentemente observado em estudos com tamanho de amostra limitado.
Destaca-se que tinhamos 7 individuos sem dados de nadir de LTCD4 +, 3 no
grupo de intervengéo ativa e 4 no grupo placebo.

Avaliamos que é possivel que a populagdo de pacientes selecionada
tenha comprometimento das respostas imunes para se beneficiar do uso do
produto. Por outro lado consideramos também que uma populagdo com niveis
menores de LT CD4+ (i.e individuos com CD4 inferior a 200 cels/mm?®) poderia
ter algum efeito benéfico do uso da estratégia. Neste estudo a média de CD4
no basal foi de 358 cels/mm?®. Outro fator a ser considerado é o pequeno
tamanho da amostra que pode néo ter sido suficiente para detectar qualquer
efeito benéfico do uso de probidtico contendo Lactobacillus casei Shirota nesta
populagao especifica.

A avaliagao de adesao ao uso do probiotico ou placebo foi veriifcada
com a contagem de frascos retornados bem como descricdo diaria de ingesta
pelos participantes. E possivel que a ingestdo de produtos possa nao ter sido
reportada adequadamente, porém acreditamos que o0 uso indevido de
probidtico para explicar os resultados é improvavel, considerando o desenho
do estudo duplo-cego e os métodos para detectar a ingestao de produtos.

Em relagdo a analise do microbioma de uma parte dos individuos do
estudo, pudemos observar um aumento estatisticamente significativo na
abundancia de Bacteroidaceae em 12 semanas apos o0 uso do composto ativo.
Esta familia € geralmente considerada por ter um papel antiinflamatério, e

como demonstrado por Gootemberg e colaboradores (2017), esta diminuida
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nos pacientes com infecgao pelo HIV-1 (GOOTENBERG et al., 2017).

Estudos recentes demonstraram que alteracdo na composicdo e na
funcdo do microbioma gastrointestinal estdo associadas a muitas doencgas
incluindo a infecgao pelo HIV (LOZUPONE et al., 2013).

Alteragdes induzidas pelo HIV na microbiota intestinal sdo mais
comumente caracterizadas por redugcdo na diversidade, com redugado de
bactérias do género Bacteroides e aumento de bactérias do genero Prevotella.
Estes dois géneros sao conhecidos como importantes condutores da ecologia
intestinal e da fungdo. Assim, alteracbes na quantidade dessas bactérias
podem ter consequéncias para o microbioma intestinal e para o hospedeiro
(ZEVIN et al., 2016).

Outros géneros bacterianos que estao reduzidos na infecgao pelo HIV
sdo Lactobacillus, Bifidobacterium, Coprococcus, Eubacterium, Blautia e
Ruminococcus. Por outro lado ha um aumento de microorganismos
patogénicos como Pseudomonas, Acinetobacter, Campylobacter,
Escherichia e Desulfovibrio. Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. sao
geralmente consideradas benéficas, especialmente no contexto da imunidade
mucosa (DILLON; FRANK; WILSON, 2016; VAZQUEZ-CASTELLANOS et al.,
2015, 2018).

Mutlu e colaboradores (2014) mostrou que niveis plasmaticos de IL-6
estavam inversamente relacionados com abundancia de Bacteroides, o que
seria consistente com uma propriedade antiinflamatoéria de algumas espécies
deste género (MUTLU et al., 2014). Outros autores também evidenciaram
aumento de marcadores de translocacdao bacteriana (LPS e sCD14),

correlacionados com incremento de Lachnospira e Roseburia em pacientes
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vivendo com HIV (DILLON; FRANK; WILSON, 2016; WILLIAMS; LANDAY;
PRESTI, 2016).

Villar-Garcia (2017) demonstrou uma alteragcdo na composi¢cao do
microbioma intestinal apds tratamento com probidtico (S. boulardii) por 12
semanas em 44 pcientes com infeccao pelo HIV-1, com uma diminuicdo em
algumas espécies que estdo diretamente correlacionadas com niveis
sistémicos de translocacdo microbiana e inflamagdo (VILLAR-GARCIA et al.,
2017).

Nao foi demonstrado ainda associacdao entre a composicao da
microbiota e niveis de L TCD4+ (LOZUPONE et al., 2014).

As consequéncias imunologicas de longo prazo de um baixo nadir de
LTCD4 + poderiam ofuscar o sucesso das intervengdes imunomoduladoras, ou
os efeitos da TARV na restauragao imunoldgica sao tao grandes que ofuscam
quaisquer efeitos menores que possam ser observados com a imunonutricao
(SERRANO-VILLAR et al., 2018).

Podemos observar na literatura que ndo ha concordéancia, ainda, se o
uso de alimentos funcionais pode realmente melhorar a inflamacao e
recuperacao imunoldgica nesta populagao. Diferentes estudos, com formulagao
de diferentes espécies de probidticos e tempo de uso também bastante
diverso, assim como populacao estudada (virgens de tratamento, virémicos e
avirémicos) ainda nado permitem uma conclusédo clara sobre o assunto. Os
dados gerais publicados sobre este topico ainda sao limitados e mais
pesquisas sao necessarias para melhor elucidar os possiveis mecanismos de

acao dos probidticos, bem como seu papel na regulagdo da reconstituicao
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imunoldgica e outros beneficios a saude da populagao vivendo com HIV com

supressao virologica.



6. Conclusao
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Neste estudo ndo encontramos nenhum efeito significativo com o uso
de probidtico contendo Lactobacillus casei Shirota no numero de LT CD4 + ou
na ativacdo imune entre pacientes vivendo com HIV, em TARV supressiva,
com baixa recuperacao de LTCD4+.

Um aumento estatisticamente significativo na abundancia de
Bacteroidaceae em foi observado para os participantes alocados no grupo

intervengao.
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7. Anexo
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