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As crianças infectadas pelo HIV-1 despertam preocupações especiais em relação à nutrição 

e ao estado de saúde, pois os efeitos imunossupressores da infecção as colocam em situação 

de grande risco para complicações infecciosas e déficits no estado nutricional. O 

desenvolvimento de estratégias que visem a recuperação do estado nutricional e o estímulo 

da resposta imunológica é de grande interesse para indivíduos que se encontram 

imunodeprimidos. A suplementação alimentar com as proteínas do soro de leite bovino é 

reconhecida como efetiva em estimular o sistema imunológico, pelo aumento da síntese de 

glutationa. Esse antioxidante se encontra reduzido nos indivíduos infectados pelo HIV-1 e 

correlaciona-se com a progressão da AIDS. 

Com o objetivo de conhecer a influência da suplementação alimentar oral com suplementos 

contendo proteínas de soro de leite bovino, nativas, hidrolisadas ou enriquecidas com  

pré-bióticos, sobre o estado nutricional, composição corporal e sistema imune inato e 

adaptativo em crianças infectadas pelo HIV-1, foi realizado ensaio clínico, prospectivo, 

duplo-cego, com crianças, entre 2 a 16 anos de idade que receberam suplemento nutricional 

oral contendo proteínas do soro de leite bovino hidrolisadas, nativas ou enriquecidas com 

pré-bioticos ao longo de três meses. O estado nutricional foi determinado pelo ganho de 

peso, crescimento e ingestão alimentar; a composição corporal, através do perímetro 

braquial e pregas cutâneas. A avaliação do sistema imune compreendeu a caracterização da 

imunidade celular, avaliada pela fenotipagem dos linfócitos T (CD4+, CD8+ e gama-delta), 

proliferação linfocitária específica para o BCG e, produção de citocinas (TNF-α, IFN-γ,  

IL-10 e IL-4) em sobrenadantes de cultura além da determinação de glutationa nos 

eritrócitos. O grupo de comparação, para a avaliação imunológica, foi composto por 

crianças expostas mas não infectadas pelo HIV-1 com idade entre 2 a 10 anos. Não foi 

observada influência da suplementação alimentar sobre o estado nutricional ou sobre a 

composição corporal. Em relação a imunidade celular, observou-se aumento da proliferação 

específica para o BCG no grupo que recebeu o suplemento enriquecido com pré-bióticos e, 

aumento da proliferação linfocitária e produção de IFN-γ específicos para o BCG no grupo 

que recebeu o suplemento com proteínas nativas. Sendo assim, pode-se concluir que a 

suplementação alimentar com proteínas do soro de leite bovino ou pré-bióticos podem ter 

ação moduladora do sistema imune. 
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Special concerns have arisen in regard to HIV-1 infected children about their nutritional 

and health status due to the immunosuppressive effects. The development of strategies for 

improvement in the nutritional status and immune response is of great interest for 

immunocompromised patients. Nutritional supplementation with whey proteins is 

recognized as stimulating the immune system to increase glutathione synthesis. The levels 

of this antioxidant are reduced in HIV-1 infected individuals and are correlated with disease 

progression. 

With the objective of investigating the influence of oral supplementation with bovine whey 

proteins (native, hydrolyzed or enriched with prebiotics) on nutritional status, body 

composition, and innate and adaptative immune system in a group of HIV-1 infected 

children, between 2 and 16 years old, a prospective, double-blind clinical trial was 

conducted. During the experiment, children received oral whey proteins supplement for 3 

months. The nutritional status was assessed by weight gain, growth and food intake while 

midarm circumference and skinfold thickness were used to determine body composition. 

The immune system was evaluated by the percentual of CD4+, CD8+ and gamma-delta T 

lymphocytes, BCG-specific lymphoproliferation and cytokine (TNF-α, IFN-γ, IL-10 e  

IL-4) production on supernatant cultures and glutathione levels. Data were submitted to 

statistical analysis. The control group was composed of HIV-exposed but non-infected 

children. Oral supplementation did not influence nutritional status or body composition, but 

BCG-specific lymphoproliferation was enhanced in the group that received prebiotic 

enriched supplement. An increase of BCG-specific lymphoproliferation and IFN-γ 

production was observed in the native whey protein supplemented group. These data 

suggest that nutritional supplementation with native or prebiotic enriched bovine whey 

proteins increase the BCG memory response in HIV-infected children. 
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1.1- Imunonutrição 

A pesquisa e prática em Nutrição, nos últimos 20 anos, têm dirigido seu foco de 

maneira significativa para aspectos de manutenção da saúde. Atualmente, a nutrição visa 

melhorar as funções fisiológicas, bem como as psicológicas, de cada indivíduo, de maneira 

a assegurar seu bem estar e saúde e, ao mesmo tempo, minimizar os riscos de desenvolver 

doenças ao longo da vida. Nesse contexto, a ingestão de alimentos funcionais tem sido 

proposta (Roberfroid, 2002).  

Um alimento pode ser considerado funcional se demonstrar, de maneira 

satisfatória, que interfere beneficamente em, pelo menos, uma função fisiológica, 

contribuindo para o bem estar, saúde ou redução de risco de uma doença  

(Roberfroid, 2002). 

A modulação do sistema imune através da ingestão de alimentos funcionais é 

uma estratégia atrativa e não invasiva de otimizar a imunidade e melhorar a saúde. Tem 

sido mostrado que vários tipos de dietas e suplementos são capazes de modular as funções 

do sistema imune, e seus componentes bioativos têm sido propostos para constituir a base 

de produtos alimentares funcionais imunomoduladores. 

Os estudos têm se focado no papel de componentes específicos da dieta que 

podem modular o sistema imune. Os nutrientes mais utilizados para as pesquisas em 

imunonutrição são os ácidos graxos ômega-3, aminoácidos (arginia, taurina, glutamina e 

cisteína), micronutrientes (selênio, zinco), pré-bióticos e probióticos (López-Varela et al., 

2002; Singh et al., 2002). A seguir, serão abordados dois alimentos com propriedades 

funcionais, os pré-bióticos e as proteínas do soro de leite bovino. 

 

1.2- Pré-bióticos 

A microbiota intestinal é um ecossistema complexo que abriga uma estimativa 

de 1014 micróbios que representam entre 400 a 500 diferentes espécies. O cólon contém a 

maior densidade e diversidade de microorganismos. Existe ao redor de 1010 a 1011 

microorganismos por grama de conteúdo colônico. Os principais gêneros encontrados no 
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cólon são Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, Eubacterium, Bacillus, 

Peptostreptococcus, Fusobacterium e Ruminococcus (Fanaro et al., 2003). 

Um pré-biótico é um ingrediente seletivamente fermentado que permite 

alterações específicas, tanto na composição e/ou na atividade da microbiota intestinal que 

confere benefícios para a saúde e bem estar do hospedeiro (Roberfoid, 2007). 

Os critérios necessários para classificar um ingrediente como pré-biótico são: 

(1) resistência à acidez gástrica, à hidrólise por enzimas de mamíferos e à absorção 

intestinal; (2) fermentação pela microbiota intestinal e, (3) estímulo seletivo do crescimento 

e/ou atividade das bactérias que contribuem para a saúde e bem estar (Roberfroid, 2007). 

Na maioria dos casos, os pré-bióticos estimulam o crescimento e a atividade de 

bifidobactérias e lactobacilos. Fruto-oligossacarídeos (FOS), galacto-oligossacarídeos, 

gluco-oligossacarídeos, isomalto-oligossacarídeos, xilo-oligossacarídeos, inulina e lactulose 

são exemplos de pré-bióticos (López-Varela et al., 2002; Ouwehand et al., 2002;  

Duggan et al., 2003; Morais e Jacob, 2006).  

Os FOS podem ser naturalmente encontrados na alcachofra, aspargos, cebola, 

escarola e banana e, estimulam o crescimento de bifidobactérias em indivíduos saudáveis 

(Lindsay et al., 2006). 

Estudos experimentais e clínicos demonstram que as ações fisiológicas dos pré-

bióticos incluem efeitos sobre a microbiota intestinal, efeitos laxativos, aumento da 

absorção de sais minerais (cálcio e magnésio), imunomodulação, efeitos sobre o 

metabolismo lipídico e ação anticarcinogênica (Gibson, 1999; Scholz-Ahrens et al., 2001; 

Guigoz et al., 2002;. Nyman, 2002; Roberfroid, 2002; Roller et al., 2003;  

Boehm et al., 2004; Langlands et al., 2004; Bruzzese et al., 2006). 

As propriedades nutricionais dos pré-bióticos estão relacionadas às alterações 

fisiológicas que ocorrem no hospedeiro através de interações micróbio-micróbio, 

hospedeiro-micróbio ou hospedeiro-metabólitos bacterianos. Acredita-se que os 

metabólitos bacterianos, os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), propiônico, acético e 

butírico sejam os principais efetores dos efeitos benéficos observados (Van Loo, 2004). 
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O ácido butírico é o principal substrato energético para a mucosa do cólon e 

parece ter ação protetora em doenças do cólon tais como colite ulcerativa e câncer. A 

proporção de ácidos propiônico e acético parece interferir beneficamente no metabolismo 

de lipídios e carboidratos. O aumento da formação dos AGCC também pode levar à 

diminuição do pH que, por sua vez, pode estimular a absorção intestinal de minerais no 

cólon e aumentar o fluxo sangüíneo. Além disso, é capaz de suprimir in vitro a atividade do 

fator de transcrição nuclear kappa B (NFκB), mecanismo chave para as respostas 

inflamatórias (Nyman, 2002; Okada et al., 2006). 

A microbiota intestinal norma associada ao sistema imune associado à mucosa 

intestinal (GALT, gut-associated lymphoid tissue) representam a primeira linha de defesa 

contra vários patógenos potenciais. A microbiota ativa a imunidade inespecífica e a 

resposta imune humoral, além de modular as reações de hipersensibilidade. No GALT 

ocorrem o reconhecimento e apresentação do antígeno para a construção de uma resposta 

imune, seja para desenvolver proteção, tolerância ou doença (Gibson, 1999;  

Fanaro et al., 2003). 

O sistema imune associado à mucosa pode ser considerado o maior órgão 

imunológico. Por um período variável após o nascimento, o GALT encontra-se 

funcionalmente imaturo e a permeabilidade intestinal transitoriamente aumentada. Com 

isso, há um aumento da carga antigênica que pode causar uma transferência aberrante de 

antígenos o que levará à sensibilização. A microbiota intestinal desempenha efeito benéfico 

sobre a permeabilidade intestinal através da provisão de estímulos potentes para a 

construção e ampliação da barreira mucosa e da manutenção de um estado normal de 

inflamação latente ao longo da vida.  

A evidência de que o GALT evolui através da colonização bacteriana suporta o 

conceito de que a microbiota intestinal é um componente essencial na defesa imune de 

mucosa. O impacto da microflora se estende através do intestino. Há a hipótese que um 

ecossistema intestinal saudável direciona o desenvolvimento do sistema imune de mucosa 

humoral e celular durante a infância (Miniello et al., 2003). 
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As principais funções do GALT são a exclusão de antígenos e prover tolerância 

aos antígenos, uma vez que todos os componentes alimentares e a microflora intestinal são 

em princípio, antígenos. Essa tolerância é decorrente da supressão de células de um padrão 

do tipo “T-helper 1 (Th1)” pela interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10) e fator de 

transformação de crescimento beta (TGF-β) quando expostos a baixas concentrações de 

antígenos. Altas doses causam anergia clonal, as células T encontram-se em estado celular 

de não responsividade o qual as torna incapazes de secretar interleucina 2 (IL-2) ou de 

proliferar (Ouwehand et al. 2002). 

As bifidobactérias fazem parte da defesa do intestino grosso contra a invasão de 

organismos patogênicos pela sua capacidade de secretar peptídeos que inibem o 

crescimento de patógenos. Além disso, são capazes de induzirem, in vitro, respostas imuno 

regulatórias de células dendríticas de mucosa (Gibson, 1999; Lindsay et al., 2006).  

Na criança, a microbiota intestinal tem papel relevante no desenvolvimento do 

sistema imune. Os oligossacarídeos presentes no leite humano atuam como receptores 

análogos inibindo a adesão de patógenos na superfície epitelial e interagem diretamente 

com as células do GALT, prevenindo doenças alérgicas e infecciosas (Ouwehand et al., 

2002; Boehm et al., 2004; Corkins, 2005). 

A adição de galacto-oligossacarídeos e fruto-oligossacarídeos (FOS) às 

fórmulas infantis resulta em uma flora intestinal semelhante à observada em crianças sob 

aleitamento materno (Boehm et al., 2004). 

A maioria das informações a respeito dos efeitos dos pré-bióticos sobre o 

sistema imune é proveniente de ensaios experimentais. As observações gerais são que o 

consumo de inulina aumenta a capacidade fagocítica dos macrófagos e a produção de IgA 

secretória (Van Loo, 2004).  

Guigoz et al. (2002) ao estudarem os efeitos da suplementação com pré-bióticos 

em adultos e idosos, confirmaram a influência positiva da suplementação com fruto-

oligossacarídeos sobre a população de bifidobactérias, e observaram diminuição da 

expressão e secreção de IL-6 por células mononucleares de sangue periférico.  
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A suplementação com 15 g de FOS, por dia, em pacientes com doença de 

Crohn ativa reduziu a atividade da doença além de, resultar em uma alteração imuno 

regulatória na atividade das células dendríticas, com um aumento na proporção de células 

dendríticas positivas para interleucina 10 (IL-10) e aumento da expressão de receptores tipo 

toll (TLR, toll-like receptors) 4 (TLR-4) e 2 (TLR-2) (Lindsay et al., 2006). Os autores 

desta pesquisa, hipotetizam que o efeito observado seja dependente do efeito bifidogênico 

dos FOS atuando via TLR ou outros receptores de reconhecimento de padrão molecular 

(Lindsay et al., 2006). A interação entre as bifidobactérias e os receptores de 

reconhecimento de padrão molecular pode ocorrer com a própria célula dendrítica ou em 

outro local com um efeito indireto sobre a célula dendrítica. Além disso, o ácido butírico 

pode influenciar a maturação e produção de citocinas, in vitro, das células dendríticas, 

alterando o balanço da produção entre interleucina 12 (IL-12) e IL-10, em favor desta 

(Millard et al., 2002). A sinalização via TLR é geralmente associada ao início da resposta 

inflamatória e há evidências que os TLRs desempenhem um papel protetor no intestino, 

uma vez que a ativação dos TLRs pela microbiota comensal parece ser essencial para a 

homeostasia intestinal e proteção contra lesão. Entretanto, os mecanismos pelos quais os 

pré-bióticos regulam a expressão dos TLR pelas células dendríticas ainda devem ser 

esclarecidos (Rakoff-Nahoum et al., 2004). 

Em ratos foram observadas modificações na carcinogênese e no estímulo 

GALT (Guigoz et al., 2002). Roller et al. (2003) conduziram ensaio experimental em ratos 

com suplementação diária de inulina enriquecida com oligofrutose e demonstraram 

aumento da concentração de imunoglobulina A secretória (IgA-s) e da produção de 

interleucina 10 (IL-10) e interferon gama (IFN-γ) pelas placas de Peyer sugerindo que os 

pré-bióticos e seus metabólitos tenham efeito estimulatório do GALT. 

Apesar de ainda esparsos, estudos clínicos têm avaliado a potencial aplicação 

de pré-bióticos como agentes imunomoduladores ou anti-infecciosos. Em ensaio clínico 

duplo-cego, controlado por placebo conduzido com crianças sadias, entre 7 e 9 meses de 

idade, com o objetivo de avaliar o eleito do consumo de cereal enriquecido com 

oligofrutose e inulina sobre a resposta à vacinação de sarampo observou-se que, após a 
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vacinação houve aumento significativo de imunoglobulina G (IgG) anti sarampo 

(Firmansyah et al 2000).  

Duggan et al., (2003) conduziram em Lima, Peru, dois ensaio clínicos 

consecutivos, randomizados, cegos e controlados, nos quais ofereceram cereais 

enriquecidos com pré-bióticos a crianças com diarréia aguda. No primeiro ensaio foram 

avaliados os efeitos da suplementação com oligofrutose visando a prevenção da diarréia 

aguda. No segundo ensaio, adicionou-se zinco ao pré-biótico. Participaram do primeiro 

ensaio 282 crianças e do segundo, 369 crianças. O número médio de dias com diarréia 

(aproximadamente 10) observado foi o mesmo para as crianças foram alimentadas com  

pré-biótico, pré-biótico com zinco ou com cereais não suplementados. 

Em estudo multicêntrico com pré-escolares observou-se que o consumo de 

inulina resultou na redução da incidência de febre por diarréia e de ausências à escola 

(Saavedra e Tschemia, 2002). 

 

1.3- Leite bovino: componentes e propriedades funcionais fisiológicas 

O leite bovino é uma secreção polifásica da glândula mamária que contém, 

aproximadamente, 5% de lactose, 3,2% de proteína, 4% de lipídios e 0,7% de sais minerais. 

Representa rica fonte de nutrientes essenciais e moléculas biologicamente ativas. A fração 

do soro, em particular, contém vários componentes protéicos com atividade 

imunomoduladora (Séverin e Wenshui, 2005). 

Os concentrados de proteínas do soro são subprodutos do processamento 

comercial do leite, como na obtenção da caseína e na manufatura do queijo. As proteínas do 

soro de leite não são coaguladas por ácido e são resistentes à ação da quimosina. 

Compreendem aproximadamente 20% do total das proteínas lácteas e possuem o potencial 

de serem transformadas em ingredientes imunomoduladores para alimentos funcionais 

(Séverin e Wenshui, 2005). 
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As proteínas do soro de leite são altamente digeríveis e rapidamente absorvidas 

pelo organismo. São consideradas como proteínas de metabolização rápida pela sua 

capacidade de estímulo à síntese de proteínas sanguíneas e teciduais, o que as torna de 

grande utilidade para situações de estresse metabólico (Boire et al., 1997;   

Dangin et al., 2001).  

As principais proteínas presentes no soro de leite bovino são a β-lactoglobulina, 

α-lactalbumina, imunoglobulinas, lactoferrina, albumina bovina sérica e lisozima, as quais 

serão brevemente descritas a seguir. As principais proteínas presentes no soro, suas 

características e principais funções fisiológicas encontram-se na Tabela 1.  

Tabela 1- Proteínas do soro de leite bovino e principais funções fisiológicas descritas.  

Concentração (g/L) 
Proteína 

Massa molecular 

(kDa) 
Leite Bovino Leite Humano 

Função fisiológica 

Proteínas totais  6,3 67,3  

β-Lactoglobulina 18,3 3,2  
Carreador de retinol, 

conjuga ácidos graxos, 
ação antioxidante 

α-Lactalbumina 14,1 1,2 1,9 

Síntese de lactose, 
carreador de cálcio, 
imunomodulação, 
anticarcinogênico 

Imunoglobulinas 

(IgA, IgM e IgG) 
160 a 900 0,7 1,3 Proteção imunológica 

BSA 66,2 0,4   

Lactoferrina 86,1 0,1 1,5 

Ação antimicrobiana e 
antiviral, antioxidante, 

imunomodulação, 
absorção de ferro, 
anticarcinogênico 

Lactoperoxidase 77 0,03  Ação antimicrobiana 

GMP  1,2  
Ação antimicrobiana e 
antiviral, bifidogênica 

Lisozima 15 0,0004 0,1 

Ação antimicrobiana, 
efeito sinérgico com 
imunoglobulinas e 

lactoferrina 

Fonte: Adaptado de Shah (2000); Pang et al., (2006), Korhonen e Pihlanto, (2006). BSA: albumina bovina 

sérica, GMP: glicomacropeptídeo. 
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O soro de leite contém vários peptídeos que se encontram naturalmente 

presentes ou que são parte da seqüência primária das proteínas. Essas seqüências peptídicas 

podem ser liberadas no intestino durante a digestão ou podem também ser obtidas in vitro 

(Gauthier et al., 2006).  

Os métodos mais utilizados para a obtenção dos peptídeos provenientes das 

proteínas do soro de leite são: hidrólise enzimática por enzimas digestivas, fermentação do 

leite a partir de culturas proteolíticas, proteólise por enzimas derivadas de microorganismos 

ou plantas, ou ainda, combinações entre esses métodos (Korhonen e Pihlanto , 2006). 

A hidrólise enzimática das moléculas de proteína é o método mais comum de 

obtenção dos peptídeos. Enzimas digestivas, como a pepsina e tripsina, entre outras, e 

combinações enzimáticas de diferentes proteinases, como alcalase, quimotripsina, 

pancreatina, pepsina e termolisina, além de enzimas provenientes de bactérias e fungos, são 

amplamente utilizadas (Korhonen e Pihlanto , 2006). Na Tabela 2 encontram-se descritos 

alguns peptídeos provenientes de proteínas do soro de leite bovino. 

Tabela 2- Peptídeos derivados de proteínas do soro de leite bovino e suas funções 

fisiológicas descritas. 

Proteína Fragmento Seqüência peptídica Nome 
Função 

fisiológica 

α-Lactalbumina 50 – 53 Tyr-Gly-Leu-Phe α-Lactorfina 
Agonista 

opióide, inibidor 
da ECA 

β-Lactoglobulina 102 – 105 Tyr-Leu-Leu-Phe β-Lactorfina 
Estimulação ileal 

não opióide 

 142 – 148 
Ala-Leu-Pro-Met-His-Ile-

Arg 
- Inibidor da ECA 

 146 – 149 His-Ile-Arg-Leu β-Lactotensina Contração ileal 

BSA 399 – 404 Tyr-Gly-Phe-Gln-Asp-Ala Serorfina Opióide 

 208 – 216 
Ala-Leu-Lys-Ala-Trp-Ser-

Val-Ala-Arg 
Albutensina A 

Contração ileal, 
inibidor da ECA 

Lactoferrina 17 – 42 

Lys-Cys-Arg-Arg-Trp-Glu-
Trp-Arg-Met-Lys-Lys-Leu-

Gly-Ala-Pro-Ser-Ile-Pro-Ser-
Ile-Thr-Cys-Val-Arg-Arg-

Ala-Phe 

Lactoferricina Antimicrobiana 

  Tyr-Leu-Gly-Ser-Gly-Tyr Lactoferroxina-A Opióide 

Fonte: Adaptado de Korhonen e Pihlanto, (2006), Shah (2000);. BSA: albumina bovina sérica. ECA: enzima 

conversora de angiotensina. 
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Ensaios experimentais realizados com o intuito de comprovar a atividade 

biológica das proteínas do soro verificaram que alguns concentrados de soro de leite são 

capazes de melhorar a função imune celular, impulsionar a produção de anticorpos e 

regredir o desenvolvimento tumoral (Séverin e Wenshui, 2005). A seguir serão abordadas 

algumas das propriedades imunomoduladoras de algumas proteínas e peptídeos do soro de 

leite bovino. 

 

1.3.1-  Efeitos Funcionais Fisiológicos das Proteínas e Peptídeos do Soro de Leite 

Bovino 

Muitos estudos com a finalidade de conhecer o efeito in vitro e in vivo das 

proteínas isoladas (β-lactoglobulina, α-lactalbumina, lactoferrina e lactoperoxidase ) ou de 

misturas protéicas (concentrados e isolados protéicos de soro de leite) sobre a modulação 

da proliferação linfocitária têm sido realizados. Porém, poucos estudos avaliam os efeitos 

dos peptídeos, naturalmente presentes ou obtidos por hidrólise enzimática. A seguir serão 

abordados alguns estudos sobre os efeitos imunomoduladores das proteínas do soro de leite 

bovino, bem como, dos concentrados protéicos. 

β-Lactoglobulina 

A β-lactoglobulina é uma proteína globular de massa molecular de 18,3 kDa, 

que corresponde a, aproximadamente, 50% do conteúdo protéico do soro. Apesar de se 

conhecer muito sobre a estrutura e a funcionalidade da β-lactoglobulina, pouco se conhece 

sobre seu papel fisiológico. Sugere-se que seja responsável pelo transporte da vitamina A 

ao longo do trato digestivo em recém nascidos Também foi descrito efeito protetor na 

destruição térmica do ácido ascórbico em solução aquosa, que pode ser decorrente de efeito 

antioxidante proveniente de grupo tiol na proteína (Simpson e Nicholas, 2002; Marshal, 

2004; Sgarbieri, 2005). 

A adição de uma mistura comercial da β-lactoglobulina purificada, contendo as 

variantes A e B, às culturas de linfócitos de baço de ratos estimulou a proliferação celular. 
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A digestão da β-lactoglobulina com pepsina, tripsina, quimotripsina ou pancreatina, por 

longo período, estimulou a atividade mitogênica da β-lactoglobulina, suportando a hipótese 

que os peptídeos possam ser responsáveis por essa atividade (Wong et al., 1998).  

A proliferação de esplenócitos também parece ser estimulada por peptídeos 

obtidos por focalização isoelétrica de fração da β-lactoglobulina hidrolisada por tripsina e 

quimotripsina. Entretanto, a hidrólise por Lactobacillus paracasei, suprime esse estímulo 

(Prioult et al., 2004). 

Em relação a produção de anticorpos, a adição de β-lactoglobulina a culturas de 

esplenócitos de ratos aumentou a produção de IgM, porém esse efeito foi abolido quando 

hidrolisada por tripsina (Wong et al., 1998). 

Prioult et al., (2004) demonstraram que peptídeos ácidos, obtidos por 

focalização isoelétrica de fração da β-lactoglobulina hidrolisada por tripsina e 

quimotripsina, estimularam a produção de IFN-γ in vitro. Adicionalmente, a hidrólise dessa 

fração peptídica, com Lactobacillus paracasei aumenta a produção IL-10 e diminui a 

secreção de IFN-γ e IL-4. 

 

α-Lactalbumina 

A α-lactalbumina é uma metaloproteína de 14,1 kDa, que representa entre 20 a 

25% das proteínas do soro. É rica em lisina, leucina, treonina, triptofano e cistina. Sua 

principal atividade biológica é a de modular a síntese de lactose na glândula mamária 

(Marshal, 2004; Sgarbieri, 2005). 

Albumina bovina sérica 

A albumina bovina sérica (BSA) é uma proteína globular de 66,2 kDa, que 

representa aproximadamente 10 a 15% das proteínas do soro. Apresenta composição e 

propriedades físicas semelhantes às da albumina do soro de sangue bovino. Sabe-se que é 
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fonte de aminoácidos essenciais, porém pouco se sabe sobre suas potenciais funções 

fisiológicas (Marshal, 2004; Sgarbieri, 2005). 

Lactoferrina 

A lactoferrina é uma glicoproteína ligadora de ferro com 86,1 kDa. 

Corresponde entre 1 a 2% das proteínas do soro. É um antioxidante não enzimático 

encontrado tanto no soro do leite quanto no colostro. A lactoferrina bovina é homóloga à 

lactoferrina humana (Séverin e Wenshui, 2005; Marshal, 2004; Sgarbieri, 2005). 

Foi demonstrado que a lactoferrina desempenha importante papel na modulação 

da resposta imune pela sua habilidade em interagir com moléculas alvo e células. Os efeitos 

anti-inflamatórios da lactoferrina têm sido demonstrados através pela inibição da produção 

de citocinas pró-inflamatórias e pela regulação das citocinas anti-inflamatórias. Além disso, 

lactoferrina pode estimular, direta ou indiretamente, a resposta imune (in vivo ou in vitro) 

pela regulação da proliferação, diferenciação e ativação tanto das células B quanto das T 

(Hartog et al., 2007).  

Ao estudar o papel terapêutico da lactoferrina e, seus efeitos sobre os níveis de 

citocinas pró e anti-inflamatórias, em modelo de colite induzida experimentalmente, 

observou-se que a administração oral de lactoferrina atenuou a colite induzida por  

dextran-sulfato de sódio de maneira dose-dependente, refletida pela melhora do índice 

clínico de atividade da doença, contagem de leucócitos e concentração de hemoglobina e 

atividade da mioleperoxidase. A redução da inflamação em resposta a lactoferrina foi 

correlacionada a indução significativa de citocinas anti-inflamatórias, como IL-4 e IL-10, e 

da redução significativa na produção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e 

interleucina 1β e IL-6, logo, os autores concluíram que a administração oral de lactoferrina 

exerce atividade protetora contra o desenvolvimento de colite em ratos via modulação do 

sistema imune e correção do desbalanço de citocinas, apresentando um potencial como 

agente terapêutico para doenças inflamatórias intestinais (Togawa et al., 2002).  

O acréscimo de lactoferrina a culturas celulares estimula a produção de 

interleucina 8 (IL-8) pelos leucócitos polimorfonucleares humanos e suprime a secreção de 

IL-6 em linhagem de monócitos (THP-1) estimulada por LPS (Shinoda et al., 1996; 

Mattsby-Baltzer et al., 1996). 
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Também foi demonstrado que a lactoferrima apresenta efeito inibidor da 

proliferação de linfócitos de baço de ratos (Miyauchi et al., 1997; Mercier et al., 2004). A 

digestão enzimática da lactoferrina, por mistura de tripsina e quimotripsina, suprime o 

efeito inibidor (Mercier et al., 2004). A digestão por pepsina promove a proliferação de 

linfócitos B e das células da placa de Peyer, porém reduz a proliferação induzida por 

mitógeno, sugerindo ação estimulatória e supressora dos peptídeos obtidos por ação da 

pepsina (Miyauchi  et al., 1997).  

A hidrólise da lactoferrina por pepsina aumenta a produção de IgM, IgG e IgA 

em culturas de esplenócitos de ratos e a produção de IgA pelas células da placa de Peyer 

(Miyauchi et al., 1997) e, sua administração oral aumenta os níveis de IgA anti-toxina 

colérica no intestino e bile de camundongos (Miyauchi et al., 1997). 

A lactoferrina apresenta atividade antiviral sobre citomegalovírus, herpes 

simples tipo 1 e 2, influenza, vírus da imunodeficiência humana (HIV-1), hepatite B, C e G, 

papiloma vírus humano (HPV), alfavírus, rotavírus, enterovírus, poliovírus, adenovírus, 

hantavírus, echovírus e calicivírus felino. Um dos mecanismos propostos para as 

propriedades antivirais da lactoferrina baseia-se na sua interação com os receptores na 

superfície celular, tais como glicosaminoglicanas que são os sítios de ligação para vários 

vírus. Outro mecanismo baseia-se na sua capacidade de se ligar diretamente às partículas 

virais inibindo a sua adsorção às células alvo (Kilara e Panyam, 2003; Séverin e  

Wenshui, 2005; Pan et al., 2006, Ammendolia et al., 2007). 

Em relação ao HIV-1, tanto a lactoferrina bovina quanto a humana são potentes 

inibidores da infecção in vitro e a bovina é considerada um agente inibidor mais potente. A 

ação da lactoferrina contra o HIV-1 ocorre na fase inicial da infecção, provavelmente 

durante a adsorção do vírus à célula-alvo, sendo que interações eletrostáticas parecem 

desenvolver importante papel no contato entre as partículas virais do HIV-1 e as células do 

hospedeiro (Pan et al., 2006). 

Outra atividade que a lactoferrina, bem como o peptídeo derivado da ação da 

pepsina, a lactoferricina, desempenham é a atividade bacteriostática e bactericida contra 

vários microorganismos. Seu espectro antimicrobiano inclui bactérias Gram-positivas, 
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Gram-negativas e fungos. É capaz de inibir o crescimento de Escherichia coli, Salmonella 

typhimurium, Shigella dysenteriae, Listeria monocytogenes, Bacillus stearothermophilus e 

Bacillus subtilis sendo que seu efeito antimicrobiano se dá, principalmente, pela sua 

capacidade de quelar ferro, privando os microorganismos que o requerem, da sua fonte de 

nutrientes (Séverin e Wenshui, 2005). 

A lactoferrina também possui capacidade de promover a atividade fagocítica de 

neutrófilos humanos e esse efeito parece não ser abolido pela hidrólise com pepsina 

(Miyauchi et al., 1998). 

Imunoglobulinas  

As imunoglobulinas constituem uma família de proteínas de elevado peso 

molecular que apresentam propriedades físicas, químicas e imunológicas diversas. 

Aparecem em elevada concentração no colostro e transmitem imunidade passiva aos 

recém-nascidos. As imunoglobulinas encontradas no soro de leite são a IgG 

(aproximadamente 160 kDa), IgA (aproximadamente 400 kDa) e IgM (aproximadamente 

900 kDa).  

Glicomacropeptídeo 

O glicomacropeptídeo (GMP) é derivado da precipitação enzimática, por ação 

da quimosina, da kappa-caseína (κ-caseína), representa entre 10 a 15% das proteínas do 

soro. Esta fração protéica é rica em aminoácidos de cadeia ramificada e com baixas 

concentrações de aminoácidos de cadeia aromática, fenilalanina, triptofano e tirosina 

(Causey e Thomson, 2003; Marshall, 2005). 

O GMP inibe a resposta proliferativa em resposta a mitógenos de esplenócitos 

de ratos, células da placa de Peyer de coelhos e, aumenta a reposta proliferativa em 

linhagem celular U937 (Otani et al., 1992; 1995; Otani e Monnai, 1993; Li e Mine, 2004). 

A digestão do GMP com proteases acarretam em variações do efeito supressor. 

Li e Mine (2004) observaram que a digestão por pepsina melhora significativamente a 

proliferação celular em linhagem celular U937. A suplementação dietética com GMP em 
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camundongos resultou em aumento da resposta proliferativa de esplenócitos em resposta ao 

estímulo com concanavalina A (ConA) (Otani e Monnai, 1993; Otani et al., 1995;  

Monnai et al., 1998). 

A produção de anticorpos anti-eritrócitos de carneiro parece ser suprimida pelo 

acréscimo de GMP às culturas de esplenócitos de ratos e sua administração oral a 

camundongos suprime os níveis séricos de anticorpos IgG específicos para ovoalbumina 

(OVA) (Otani et al., 1995; Monnai et al., 1998). 

A adição de concentrado protéico de soro de leite, rico em GMP, às culturas de 

esplenócitos de camundongos estimuladas com Con-A suprimiu a produção de interleucina 

4 (IL-4) e IFN-γ e, após a digestão enzimática com pepsina e pancreatina, esse efeito foi 

parcialmente abolido (Cross e Gill, 1999). Isoladamente, o GMP induz produção de 

interleucina 1 (IL-1) em macrófagos de camundongos e em linhagem de macrófagos 

(P388D1) (Monnai e Otani, 1997; Otani e Monnai, 1995). 

A proliferação e atividade fagocítica de linhagem de células semelhantes a 

macrófagos humanos (U937) são significativamente estimuladas na presença do GMP. Essa 

função imunomoduladora pode ser alterada por tratamentos enzimáticos. A digestão com 

pepsina melhora significativamente a atividade fagocítica, enquanto que a digestão por 

tripsina não a influencia (Li e Mine, 2004). 

Interessantemente, GMP também atua como pré-bióticos, oferecendo substratos 

que promovem o crescimento de bifidobactérias e a lactoferrina, que promove o 

crescimento de bifidobactérias e lactobacilos (Shah, 2000; Causey e Thomson, 2003). 

Outras proteínas 

A lisozima é uma enzima anti-microbiana, de 15 kDa, encontrada no colostro e 

leite humano e bovino. Sua concentração no colostro e no leite é ao redor de 0,14 a 0,7 e 

0,07 a 0,6 mg/mL respectivamente. O perfil de aminoácidos da lisozima bovina difere da 

encontrada no leite humano e na clara de ovo (Shah, 2000; Vannini et al., 2004).  
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A lactoperoxidase, hemoproteína com massa molecular de 77 kDa, representa 

de 0,5 a 1,0% das proteínas do soro de leite. Na presença de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

catalisa a oxidação do tiocianato (SCN2) gerando um produto intermediário com 

propriedades antimicrobianas, principalmente contra Salmonella e Streptococcus 

patogênicos. A sua concentração no colostro e leite é, respectivamente, ao redor de  

11 ± 45 mg/mL e 13 ± 30 mg/mL (Shah, 2000; Sgarbieri, 2005; Marshal, 2004). 

Concentrados de Proteínas do soro de leite bovino 

Isolado protéico de soro de leite microfiltrado possui capacidade de estimular a 

proliferação induzida por mitógeno de linfócitos de baço de ratos e a digestão enzimática 

com mistura de tripsina e quimotripsina reduz a estimulação (Mercier et al., 2004).  

Outros estudos mostram que a adição de concentrados protéicos do soro às 

culturas de linfócitos de ratos suprime a proliferação linfocitária estimulada por mitógenos 

ou aloantígeno (Torre e Oliver, 1989; Barta et al., 1991; Cross e Gill, 1999). 

Entretanto, o fracionamento protéico através de focalização isoelétrica gera 

frações peptídicas que estimulam em maior grau a proliferação linfocitária quando 

comparadas a hidrolisados não fracionados. Este estudo in vitro sustenta a hipótese que 

alguns peptídeos de baixa massa molecular, com número aumentados de grupamentos 

ionizáveis, com grupamentos hidrofóbicos expostos e peptídeos neutros/básicos do soro de 

leite, são efetivos na estimulação da proliferação linfocitária (Mercier et al., 2004). 

Em camundongos, a suplementação com concentrado protéico de soro de leite 

por 8 semanas, aumentou a resposta proliferativa de esplenócitos à ConA  

(Rutherfurd-Markwick et al., 2005). 

A administração oral de proteínas do soro hidrolisadas por pancreatina não 

resultou em alterações da proliferação linfocitária, estimulada por ConA, fitohemaglutinina 

(PHA) ou lipopolissacáride (LPS) em camundongos (Bounous e Kongshavn, 1982). 

Entretanto, após imunização com o Bacilo de Calmette Guerin (BCG) uma semana antes do 

sacrifício, foi observado aumento da proliferação induzida por mitógeno (Bounous e 

Kongshavn, 1982).  
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A administração oral de proteínas do soro de leite nativas aumenta a produção 

de anticorpos anti-eritrócitos de carneiro (Bounous et al., 1988; 1989; Bounous e  

Gold, 1991, Wong e Watson, 1995), anti-ovoalbumina e da IgA secretória biliar 

(Constantino et al., 1989). A digestão dessas proteínas por pancreatina parece não interferir 

na produção de anticorpos anti-eritrócitos de carneiro (Bounous e Kongshavn, 1982). 

Não apenas a lactoferrina apresenta atividade antiviral, mas também o 

concentrado de proteínas do soro de leite. Em ensaio com camundongos alimentados 

previamente com concentrado de proteínas do soro de leite e, posteriormente infectados 

com rotavírus murino, observou-se que, embora a dieta prévia não tenha reduzido a carga 

viral, a proporção de animais com níveis elevados de vírus nas fezes era menor no grupo 

que recebeu o concentrado protéico (Wolber et al., 2005). 

A capacidade de estimular a fagocitose de macrófagos do peritônio foi 

aumentada em todas as frações protéicas derivadas da ação da tripsina, α-quimotripsina, 

pepsina ou pancreatina sobre proteínas do soro, como α-lactalbumina, β-lactoglobulina e 

BSA (Biziulevicius et al., 2006). 

Em culturas de células, a adição de proteínas do soro de leite bovino nativas 

aumentou os níveis de glutationa (GSH) em linhagens celulares de feocromocitoma (PC12), 

após exposição aguda a etanol, e em cultura de células mononucleares de sangue periférico 

(Dallas et al., 2000;  Tseng et al., 2006). 

Há poucos estudos clínicos que demonstram a ação das proteínas do soro de 

leite sobre o sistema imune. A ingestão de um concentrado de proteínas do soro de leite 

nativas (20g/dia) durante 3 meses, por adultos jovens com fibrose cística, resultou em 

aumento de 46,6% da GSH linfocitária (Grey et al., 2003). Aumento significativo dos 

níveis de GSH após ingestão de concentrado protéico de soro de leite também foi descrito 

por Lothian et al. (2000) em relato de caso de paciente com doença obstrutiva aérea.  

Em adultos infectados pelo HIV-1 a ingestão de concentrado de proteínas de 

soro do leite nativas (45 g/dia) aumentou significativamente a GSH plasmática em 15 dias e 

esse efeito se manteve após 6 meses de ingestão (Micke et al., 2001, 2002). 
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Adicionalmente, a ingestão de 39 g/dia, por 3 meses, resultou em aumento da GSH 

linfocitária (Bounous et al., 1993). 

Em crianças com AIDS, a ingestão de concentrado protéico de soro de leite 

nativo aumentou a GSH nos linfócitos, após 6 meses, e nos eritrócitos, após 4 meses, além 

de diminuir a morbidade relacionada à doença (Baruchel et al. 1998, Moreno et al., 2006). 

Quando hidrolisadas, as proteínas do soro de leite, inibem a produção de 

peróxido de lipídios de maneira diferente; quanto maior a massa molecular das frações 

protéicas, maior sua atividade antioxidante (Tang et al., 2000 apud Pihlanto 2006). O 

mesmo ocorre para a inibição das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS, da 

sigla em inglês, thiobarbituric acid reactive substance) onde frações com massa molecular 

superior a 45 kDa apresentam maior inibição (Peña-Ramos et al., 2001). A capacidade 

antioxidante dessas frações protéicas está relacionada à prevalência de histidina e 

aminoácidos hidrofóbicos (Pihlanto, 2006). 

Entretanto, genericamente, não são observadas relações entre o grau de 

hidrólise e a atividade antioxidante para diferentes concentrados de proteína de soro de leite 

hidrolisadas (Pihlanto, 2006). 

 

1.3.2- Mecanismos de modulação 

Muitas das alegações de propriedades funcionais fisiológicas dos componentes 

bioativos do soro de leite foram observados em estudos in vitro, com modelos animais ou 

em estudos com humanos; entretanto ainda devem ser caracterizados os mecanismos pelos 

quais essas substâncias bioativas direcionam a regulação da imunidade. 

Os possíveis mecanismos estimulatórios das proteínas do soro de leite bovino 

sobre o sistema imune parecem estar relacionados com sua estrutura primária rica em 

aminoácidos sulfurados, cisteína e grupamentos glutamil-cisteína, precursores da síntese de 

GSH. Esse poder imunoestimulante parece se estender à síntese de IgA secretória no trato 
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gastrointestinal e às inter-relações imunológicas entre a microbiota intestinal e o hospedeiro 

(Bounous et al., 1988; 1989; 1993; Constantino et al., 1989; McIntosh et al., 1995). 

A GSH é um tripeptídeo (γ-glutamil-cistinil-glicina) hidrossolúvel de vital 

importância na proteção celular contra estresse oxidativo, uma vez que é o principal 

antioxidante intracelular e co-fator de várias enzimas antioxidantes. Possui ação direta 

como antioxidante na remoção dos peróxidos produzidos durante o metabolismo de toxinas 

exógenas e do estresse oxidativo. Além disso, mantém outros antioxidantes celulares nas 

suas formas reduzidas e algumas enzimas antioxidantes nos seus estados reduzidos e ativos 

(Chantry et al., 1999, McDermid et al., 2002). 

É encontrada praticamente em todas as células e sua síntese depende da 

disponibilidade de seus precursores cisteína e glutamilcisteína. A provisão dietética de 

cisteína livre, entretanto, parece ter efeito limitado na elevação dos níveis teciduais de GSH 

e, em altas concentrações, pode se tornar tóxica. Um modo mais efetivo de suplementar 

esses aminoácidos se dá via fonte protéica rica em cisteína, como a encontrada no soro de 

leite bovino (Bounous et al., 1988; McIntosh et al., 1995; Stella e Postaire, 1995). 

Há indícios que a GSH e enzimas associadas desempenhem um papel na 

imunidade celular. Níveis de GSH em células apresentadoras de antígeno desempenham um 

papel na direção da resposta para um padrão do tipo “T-helper 1 (Th1)” ou “T-helper 2 

(Th2)“ (Townsend  et al., 2003). 

 

1.4- AIDS 

A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) é decorrente da infecção 

pelo HIV. O HIV possui a capacidade de subverter a resposta imunológica normal e induzir 

à disfunção imunológica crônica e progressiva, tornando o indivíduo vulnerável às 

infecções e doenças consumptivas que podem levá-lo à morte (Davison e Nicoll, 1997). 

A maioria das crianças infectadas pelo HIV adquirem a infecção das suas mães 

através de transmissão perinatal (Wara et al., 1993). A aquisição do HIV durante o 

nascimento, momento no qual o sistema imunológico ainda não está maduro, resulta em 
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uma interação vírus-hospedeiro diferente da que ocorre nos adultos  

(Mc Closkey et al., 2004). 

Na infecção perinatal, a progressão rápida é mais freqüente do que nos adultos e 

acomete entre 10 e 25% das crianças infectadas. Nestas crianças, as manifestações clínicas 

graves surgem nos primeiros dois anos de vida em conseqüência do intenso 

comprometimento do timo, depleção de linfócitos T CD4+ além de hipo ou 

agamaglobulinemia (Blanche, 1989, Rubini, 1999, Feeney et al., 2003).  

A progressão intermediária e a lenta ocorrem em 75 a 90% das crianças que 

permanecem sem depleção significativa da população de linfócitos TCD4+ e sem 

manifestações clínicas da AIDS por 8 ou mais anos após a infecção (Blanche, 1989,  

Rubini, 1999).  

Na criança, a progressão da infecção pelo HIV está associada ao aumento da 

carga viral e anormalidades quantitativas e qualitativas da imunidade celular, que se 

caracterizam pela redução da função do timo, do número e função dos linfócitos T CD4+, 

da resposta linfoproliferativa e desregulação da produção de citocinas, todos mais 

pronunciados nos estágios mais avançados da doença (Wilson et al., 2000;  

Resino et al., 2001; 2004; Blazevic et al., 2001; Trabattoni et al., 2002; Feeney et al., 2003; 

Rutstein et al., 2005). 

A viremia, em crianças, se mantém elevada por um longo período. Após os  

3 a 5 anos de idade ocorre redução da carga viral para os níveis observados nos adultos 

(Dickover et al., 1994; De Rossi et al., 1996; Feeney et al., 2003; Rutstein et al., 2005).  

Muitas das crianças infectadas pelo HIV-1 têm sobrevivido à infância, 

tornando-se adolescentes e adultos jovens devido ao tratamento com a terapia  

anti-retroviral altamente ativa (HAART - highly active antiretroviral therapy), cuja meta 

tem sido estabilizar e reconstituir a função imune e suprimir ao máximo a replicação viral 

(Mc Closkey et al., 2004; Rutstein et al., 2005). 

Inicialmente, a terapia anti-retroviral baseava-se em monoterapia com 

zidovudina (AZT), entretanto sua eficácia tinha curto prazo, sendo necessária associação de 
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drogas. Após o surgimento de novos inibidores da transcriptase reversa análogos de 

nucleotídeos (ITRN), a terapia dupla, constituída pela associação de dois ITRN, foi 

recomendada. (Englund et al., 1997; McKinney et al., 1998; Paediatric European Network 

for Treatment of AIDS 1998). Os inibidores da protease (IP), disponibilizados para crianças 

em 1997, conferiram novas perspectivas para o tratamento da AIDS, pois seu uso no 

esquema terapêutico demonstrou maior duração da resposta terapêutica, com maior 

recuperação do número de linfócitos T CD4+ e maior redução da carga viral  

(Englund et al., 1997; Essajee et al., 1999; Gibb 2000). Após a introdução dos inibidores da 

transcriptase reversa não análogos de nucleosídeos (ITRNN), surgiu a terapia tríplice, 

formada por dois ITRN e um IP ou dois ITRN e um ITRNN, que modificou a evolução da 

AIDS, aumentando a expectativa de vida de adultos e crianças (Englund et al., 1997;  

Gibb  2000; Gibb et al., 2000; Martino et al., 2000). 

Uma terapia anti-retroviral bem sucedida tem como benefícios controle da 

viremia, aumento da contagem de linfócitos T CD4+ no sangue periférico e outras 

evidências de reconstituição imunológica, que pode se traduzir em diminuição da 

morbidade e mortalidade. Entretanto, pode ocorrer uma restauração incompleta do sistema 

imune, tornando crítica a questão se essa nova população de células T é totalmente 

funcional ou não (Knox et al., 2006;  Ching et al., 2007; Mc Closkey et al., 2004).  

Sendo assim, vários estudos têm sido conduzidos com a finalidade de avaliar a 

capacidade funcional e características, a longo prazo, da recuperação imune na infecção 

pelo HIV-1 que ocorrem no sistema imune de crianças infectadas pelo HIV-1 após o início 

da HAART. 

 

1.4.1- Resposta à Vacinação 

Sabe-se que crianças infectadas pelo HIV-1 que receberam vacinas de rotina 

apresentam menor magnitude da resposta de anticorpos em relação às crianças saudáveis, 

além disso, apresentam um declínio nos títulos de anticorpos mais rápido, mesmo após o 
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uso de HAART (Watanaveeradej et al., 2002;  Melvin e Mohan 2003;  Ching et al., 2007;  

Montoya et al., 2007). 

Zacarelli-Filho et al. (2007) ao avaliarem a produção de anticorpos  

antígeno-específico para tétano, difteria, sarampo, rubéola e hepatite B em crianças 

infectadas pelo HIV-1 previamente vacinadas, observaram respostas relativamente fracas, 

provavelmente em decorrência de um baixo percentual de células T de memória. 

 

1.4.2- Resposta Imune Celular 

No estudo de Resino et al. (2004), após 1 ano de HAART, foi observado 

aumento de células T CD4+ o qual se correlacionava positivamente com aumento dos 

valores de linfócitos T recém-emigrados do timo (TREC) e valores de T CD8+ naïve 

similares ao observado no grupo controle. 

Ao contrário do observado na população adulta, os pacientes pediátricos 

tendem a apresentar uma expansão preferencial de células T naïve após o início de uma 

HAART bem sucedida. Além disso, nas crianças o restabelecimento da contagem de 

linfócitos T CD4+ é mais rápido do que nos adultos (Van Rossum et al., 2001;  

Zacarelli-Filho et al., 2007). 

Em adultos infectados pelo HIV, as alterações da contagem de células T CD4+ 

(a partir dos valores iniciais) após o início da HAART têm valor prognóstico significativo 

mesmo em pacientes com supressão incompleta da replicação viral (carga viral acima de 

500 cópias/ml) (Moore et al., 2006). 

Acredita-se que a reconstituição das células T ocorra tanto pela melhora da 

timopoiese, provavelmente mais operante em crianças mais novas, quanto pela expansão 

periférica do pool de células T existentes, o que provavelmente ocorre em crianças mais 

velhas. Sendo assim, a reconstituição das células T através da timopoiese está associada ao 

aumento de células T CD45RA+, enquanto que a expansão periférica está associada às 

células T CD45RO+ (Van Rossum et al., 2001; Resino et al., 2004). 
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As células T γδ residem no epitélio ou mucosa mas também circulam no sangue 

periférico onde representam entre 0,5 a 15% dos linfócitos T circulantes. Na mucosa 

gastrointestinal, provêm grande contribuição ao sistema imune associado à mucosa 

desempenhando importante papel na primeira linha de defesa contra vírus, bactérias e 

fungos (Imlach et al., 2003; Poles et al., 2003; Alfano e Poli, 2005). 

Os primeiros estudos sugerindo uma ligação entre as células T TCRγδ e 

micobactéria foram publicados em 1989 quando Janis et al. (1989) descreveram aumento 

nas células T TCRγδ em linfonodos de camundongo B10 imunizados com adjuvante 

completo de Freund. Simultaneamente, foi demonstrado aumento nas células T CD4-,  

CD8- nos pulmões de camundongos Balb/c após a exposição para antígeno derivado 

protéico purificado (PPD) aerolisado da Micobacterium tuberculosis  

(Augustin et al., 1989). Naquele mesmo ano O’Brien et al., (1989) determinaram um 

grande painel de hibridomas de células T TCRγδ que reagiam com o PPD e, a maioria 

carreava TCR Vγ1/Vδ6. A reatividade destes hibridomas γδ e as células T TCRγδ ativadas 

com adjuvante completo de Freund não foi bloqueada por anticorpos anti MHC classe I e 

classe II. 

Paralelo aos estudos em camundongos, foi estabelecida associação entre 

micobactéria e resposta das células T TCRγδ humana. Evidência direta da capacidade da 

Micobacterium tuberculosis em ativar as células T TCRγδ foi demonstrada por estudos de 

Kabelitz et al. (1990) os quais determinaram que a maioria das células T TCRγδ do sangue 

periférico proliferavam em resposta à preparação de bacilo morto da Micobacterium 

tuberculosis. A subpopulação de T TCRγδ predominante carreava TCR Vγ9/Vδ2 originado 

de uma subpopulação T TCRγδ encontrada no sangue periférico de adultos  

(Kabelitz et al., 1990). 

Por citometria de fluxo, a análise do lavado broncoalveolar e no sangue, o 

número de células TCR γδ Vγ9/Vδ2 de pacientes com tuberculose pulmonar estava 

substancialmente diminuído em comparação a pessoas sadias e pacientes com doenças 

granulomatosas pulmonares não relacionadas. As células TCR γδ Vγ9/Vδ2 em pacientes 

com tuberculose foram refratárias à estimulação in vitro pelos antígenos da Micobacterium 
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tuberculosis. Estes resultados demonstram forte correlação entre a ausência ou perda de 

células TCRγδ Vγ9/Vδ2 e manifestações da doença, consistente com a hipótese de que as 

células TCR γδ Vγ9/Vδ2 desempenham um papel na imunidade protetora para o 

Micobacterium tuberculosis. Os mesmo investigadores demonstraram a resposta refratária 

das células TCR γδ nos pacientes com tuberculose em decorrência ao aumento da morte 

celular induzida pelo antígeno através da via Fas-Fas Ligante (Li et al., 1998). 

Essas células, que parecem ligar a resposta imune inata à adquirida, influenciam 

a diferenciação e proliferação das células do epitélio gastrointestinal e o desenvolvimento 

das células B produtoras de IgA, desempenham papel na liberação de citocinas, 

principalmente Th1, apresentam efeitos citolíticos, particularmente contra células 

infectadas com patógenos intracelulares, e exercem papel na tolerância oral  

(Poles et al., 2003; Imlach et al., 2003; Girardi, 2006). 

Diferentes patógenos induzem a expansão das subpopulações específicas das 

células T γδ. A expansão das células Vδ2 ocorre durante infecção por micobactérias, 

Toxoplasma gondii, Listeria monocytogenes, Epstein-Barr vírus (EBV), Plasmodium, 

Leishmania e Salmonella, enquanto que a expansão da células Vδ1 tem sido descrita 

durante a infecção por Borrelia burgdorferi, citomegalovírus (CMV) e HIV-1  

(Poles et al., 2003). 

A infecção pelo HIV inibe a atividade citolítica das células T γδ, bem como sua 

capacidade de proliferar e produzir citocinas Th1 em resposta ao estímulo com 

Mycobacterium tuberculosis (Alfano e Poli, 2005). O diminuição da produção de IFN-γ 

pelas células T γδ correlaciona-se à diminuição do número das células T CD4+ mas não 

com os níveis de viremia plasmática e foi associado negativamente às células produtoras de 

IL-4 e IL-10 (Alfano e Poli, 2005).  

Poles et al. (2003) ao estudarem o impacto da infecção pelo HIV-1 sobre as 

populações dos T γδ na periferia e mucosa, demonstraram que a infecção está associada à 

expansão da população Vγ1 e contração da Vγ2 na mucosa e periferia. Essas alterações são 
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observadas na infecção aguda e persistem através da fase crônica com aparente reversão 

durante a HAART. 

Em relação à proliferação linfocitária, sabe-se que a infecção pelo HIV 

prejudica a linfoproliferação a mitógenos, antígenos e aloantígenos antes que a depleção de 

células T CD4+ ocorra (Peruzzi et al., 2002; Resino et al., 2003). Resino et al. (2004) 

observaram que, após um ano de HAART os valores de linfoproliferação de crianças 

infectadas ao mitógeno pokeweed (PWN) foi comparável ao do grupo controle. Sendo 

assim, acredita-se que a replicação viral seja a principal causa da disfunção imune  

(Peruzzi et al., 2002; Resino et al., 2004). A melhora da função linfoproliferativa em 

crianças após o início da HAART também foi observada frente a outros estímulos com  

anti-CD3 associado ao anti-CD28 e enterotoxina estafilocócica B (Van Rossum et al., 2001; 

Mc Closkey et al., 2004). 

 

1.4.3- Produção de Citocinas 

As citocinas desempenham papel essencial na determinação da magnitude e 

natureza das respostas imunes direcionadas pelos antígenos e, na patogênese da infecção 

pelo HIV. Possuem efeito sobre a replicação do HIV e inversamente, nos indivíduos 

infectados, o HIV interfere na produção de citocinas. Tem sido relatado aumento da 

produção de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α, TGF-β, interleucina-12 (IL-12) e 

interleucina 15 (IL-15). A produção ótima dessas citocinas são essenciais não apenas para a 

defesa inata aos patógenos mas também, para a indução, amplificação e manutenção da 

imunidade específica (Hober et al., 1999; Ahmad et al., 2002; Ramalingam et al., 2005). 

Muitos estudos sugerem que a infecção pelo HIV-1 pode se tornar progressiva 

quando a produção de citocinas são direcionadas de uma predominância Th1 para uma 

predominância Th2/Th0 a qual se caracteriza pelo declínio da produção de interleucina 2 

(IL-2), interleucina 12 (IL-12) e IFN-γ e, pelo aumento da produção de IL-4, IL-6 e IL-10 o 

que permite a replicação viral. Esse direcionamento é menos acentuado nos estágios 

assintomáticos e, se torna mais grave com o desenvolvimento dos sinais clínicos e sintomas 
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da infecção pelo HIV (Hober et al., 1999; Wilson et al., 2000; Ahmad et al., 2002; 

Ramalingam et al., 2005). 

A produção de citocinas Th1 e Th2 tem sido investigada em estudos com 

crianças infectadas pelo HIV-1, na maioria com finalidade de considerar associações com a 

progressão da doença. Similarmente ao observado em adultos infectados, na população 

pediátrica, a infecção pelo HIV tende a estar associada a declínios nas citocinas Th1 e 

elevação nas citocinas Th2, embora esses perfis não sejam consistentemente observados, 

uma vez que dependem dos métodos utilizados para a mensuração da produção das 

citocinas (Kuhn et al., 2001). 

Algumas citocinas, tais como, a IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-γ desempenham um 

papel bimodal na infecção pelo HIV (Alfano e Poli, 2005). 

A IL-4 desempenha importante papel no desenvolvimento da natureza da 

resposta imune. As células T naïve liberam IL-4 que atua como principal fator de 

crescimento autócrino para a expansão e ativação das células Th2 que secretam IL-4, IL-5 e 

IL-6. As citocinas Th2 inibem o desenvolvimento das células Th1 e, conseqüentemente, as 

respostas imunes mediadas por células. Em relação à infecção pelo HIV, a IL-4 pode 

diferentemente regular a expressão dos co-receptores para a entrada viral CXCR4 

(estímulo) e CCR5 (inibição) (Alfano e Poli, 2005). 

A IL-10 é uma citocina secretada, principalmente, pelas células dendríticas e 

células Th2. Inibe a produção das citocinas proinflamatórias, quimiocinas e a expressão de 

moléculas co-estimulatórias de células dentríticas e, por isso, inibe a ativação das células T 

(Alfano e Poli, 2005). 

Os efeitos da IL-10 sobre o HIV são dependentes da sua concentração. In vitro, 

têm sido descritos efeitos inibitórios e indutores da replicação viral. A inibição da 

replicação viral foi correlacionada à prevenção da síntese e liberação de TNF-α e IL-6 

endógenas. Entretanto, baixas concentrações de IL-10 resultam na estimulação da 

replicação viral em monócitos esse efeito, tem sido correlacionado à cooperação com a 

liberação de TNF-α e IL-6 (Alfano e Poli, 2005). 
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A interleucina-7 (IL-7) é importante para o desenvolvimento e manutenção da 

homeostasia dos linfócitos T. No timo, é produzida principalmente pelas células epiteliais 

locais. Evidências indicam que o contato entre os timócitos e essas células são cruciais 

tanto para a indução da replicação viral quanto para a proteção dos timócitos da apoptose 

decorrente da indução da expressão de Bcl-2. (Alfano e Poli, 2005).  

In vivo, tem sido observada elevação da IL-7 tanto em indivíduos infectados 

quanto em crianças expostas ao HIV mas não infectadas. O que sugere que a exposição ao 

HIV ou a passagem das proteínas virais pela placenta pode perturbar a timopoiese. Há 

correlação entre os níveis circulantes de IL-7, a perda de células T CD4+ e viremia 

plasmática em adultos (Alfano e Poli, 2005; Resino et al., 2005). 

A redução da viremia pela HAART é capaz de reverter a supressão de IL-2 e 

IFN-γ e, ao mesmo tempo, reduzir a produção de IL-4 e IL-10 (Meira et al., 2004). 

Em crianças, após o início da HAART, observa-se que a produção diminuída de 

TNF-α e e IFN-γ em resposta ao estímulo com PHA alcança níveis semelhantes ao 

observado no grupo controle (Resino et al., 2004). 

 

1.4.4- Sistema Imune de Mucosa  

Muitas das infecções oportunistas que acometem os indivíduos infectadados 

pelo HIV envolvem agentes infecciosos que normalmente são checados pelas barreiras 

mucosas. Entretanto, enquanto muitas das doenças que definem a AIDS podem ser 

atribuidas à perda da imunidade de mucosa e se manifestam apenas anos após a aquisição 

do HIV. Muitas das alterações patológicas, tanto estruturais quanto imunológicas, ocorrem 

na superfície de mucosa desde o ínicio da infecção pelo HIV. Além disso, citocinas  

pró-inflamatórias tais como TNF-α, IFN-γ, Il-12 e IL-8 têm sido implicadas na patologia de 

doenças inflamatórias intestinais. Em relação à enteropatia causada pelo HIV, ativação 

imunológica local parece desempenhar um papel direcionador, uma vez que altos níveis de 

mediadores pro-inflamatórios tais como β-quimiocinas IL-6, IL-10 e INF-γ são encontrados 

na lâmina própria do cólon de indivíduos infectados pelo HIV. Além disso, o grau de 
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inflamação no trato gastrointestinal correlaciona-se à replicação viral (Brenchley e  

Douek, 2007). 

Análise fenotípica das células T CD4+ do trato gastrointestinal de indivíduos 

saudáveis mostram que a maioria das células T do tecido mucoso expressam CCR5 e são 

bastante permissivas a infecções in vitro. Os esquemas antiretrovirais disponíveis reduzem 

a carga viral plasmática a níveis indetectáveis, resultando em aumento de células T CD4+ 

no sangue periférico. Expecula-se que a replicação viral possa ser diminuída através do 

organismo e que a reconstituição das células T CD4+ observadas no sangue podem espelhar 

as que se encontram em outros sítios anatômicos. Alguns estudos sobre a enteropatia 

decorrente da infecção pelo HIV mostram que o vírus desempenha papel central na 

patologia do trato gastrointestinal e que a HAART pode melhorar a enteropatia (Brenchley 

e Douek, 2007).  

O achado de que 60% das células T CD4+ do trato gastrointestinal são 

infectadas pelo HIV in vivo sugere que seja um reservatório de grande magnitude 

(Brenchley e Douek, 2007). 

 

1.4.5- Glutationa  

Indivíduos infectados pelo HIV-1, tanto adultos quanto crianças, apresentam 

níveis de tióis ácido-solúveis, em particular, a cisteína e a GSH no plasma, leucócitos, 

eritrócitos e tecido epitelial pulmonar, diminuídos e essa diminuição está relacionada ao 

estágio da infecção (Quay et al., 1992; Baruchel et al., 1994; Herzenberg et al., 1997; 

Rodriguez et al., 1998; Jahoor et al., 1999, McDermid et al., 2002).  

Pacientes infectados pelo HIV-1 apresentam níveis elevados de glutamato 

plasmático, o qual inibe competitivamente o sistema de captação de cistina (forma na qual 

se encontra 90% da cisteína extracelular) pelas células, resultando na limitação de 

substratos para a síntese de GSH (Sen, 1997). Além disso, os produtos decorrentes da 

peroxidação lipídica, que aumentam com a progressão da doença, diminuem o conteúdo de 
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aminoácidos sulfurados, cisteína e metionina, no organismo, uma vez que estes são os mais 

suscetíveis à oxidação (Staal, 1997). 

A produção excessiva de intermediários reativas de oxigênio (ROI), tais como 

ânion superóxido, radical hidroxila e peróxido de hidrogênio, pode estar relacionada ao 

aumento da ativação de leucócitos polimorfonucleares durante infecções ou influenciada 

pelos efeitos pro-oxidantes do TNF-α produzido pelos macrófagos ativados durante o curso 

da infecção pelo HIV. As ROI podem destruir as pontes dissulfeto dos ácidos graxos 

poliinsaturados, levando à peroxidação lipídica resultando em maior dano celular  

(Allard et al., 1998). 

Pacientes infectados pelo HIV apresentam níveis de superóxido dismutase e 

atividade da glutationa peroxidase aumentada em relação aos indivíduos não infectados 

(Allard et al., 1998).  

A deficiência de antioxidantes nos indivíduos infectados pelo HIV é, 

provavelmente, decorrente de um aumento da utilização dos micronutrientes antixiodantes 

devido ao aumento do estresse oxidativo mais do que pela ingestão alimentar inadequada 

ou má-absorção (Allard et al., 1998). 

Estudos in vitro mostram que a redução dos níveis intracelulares de GSH 

diminui a sobrevivência e altera as funções das células T, além de aumentar a replicação do 

HIV-1, sugerindo uma associação entre a deficiência de GSH e progressão da doença 

(Herzenberg et al., 1997; Sandstrom et al., 1998; Jahoor et al., 1999). 

A depleção da GSH aumenta a produção in vitro de TNF-α e a diminuição 

entre 10 a 30% nos níveis intracelulares de GSH é capaz de suprimir completamente a 

resposta proliferativa dos linfócitos T (Aukrust  e Miller, 1999; Aukrust et al., 2003) 

Foi demonstrado que níveis diminuídos de GSH ativam o NFκB levando a uma 

cascata de eventos de transdução de sinais que permitem a replicação viral. Ainda, sabe-se 

que níveis diminuídos de GSH podem contribuir para a indução da apoptose nos linfócitos 

T CD4+ e,são acompanhados por um aumento da fragmentação do DNA nos linfócitos, 

indicativo de apoptose. (Townsend  et al., 2003) 
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Esses fatores combinados sugerem que a manutenção e restauração dos níveis 

de GSH têm efeito terapêutico potencial para os indivíduos infectados pelo HIV-1 

(Townsend  et al., 2003). In vitro, foi demonstrado que a N-acetil-cisteína (NAC), agente 

doador de cisteína, inibiu a replicação do HIV estimulada pelo TNF-α ou pelo forbol 

miristil acetato (PMA) em cultura de células infectadas pelo HIV. Em estudos realizados 

por Herzenberg et al. (1997), a restauração dos níveis de tiol das células T pela 

suplementação com NAC, esteve associada a maior sobrevida dos pacientes  

(Roederer et al., 1990). 

 

1.4.6- Estado Nutricional na AIDS 

Além do acometimento do sistema imunológico, a infecção pelo HIV-1 

interfere no estado nutricional. A maioria das crianças infectadas por transmissão vertical 

apresenta deficiência do crescimento logo após o nascimento (Agostoni et al., 1998; 

Leandro-Merhi et al., 2001). 

Saavedra et al. (1995), observaram que crianças infectadas pelo HIV-1 

apresentavam crescimento e ganho de peso constantemente abaixo da mediana dos padrões 

de referência propostos pelo National Center for Health Statistics (NCHS, 1977), porém 

essa deficiência não alterou o perímetro cefálico. 

No Estudo Colaborativo Europeu (European Collaborative Study) observou-se 

que a altura e o peso não se associam significativamente os principais efeitos da infecção 

pelo HIV-1 no nascimento; entretanto, as diferenças entre crianças infectadas e não 

infectadas aumentam com a idade. As crianças infectadas era mais baixas e leves do que as 

não infectadas (European Collaborative Study, 2003). 

O padrão de crescimento observado nas crianças infectadas assintomáticas foi 

similar ao observado nas crianças com sintomas leves ou moderados. Entretanto, as 

crianças com sintomas graves apresentam comprometimento do crescimento em todas as 

idades (European Collaborative Study, 2003). A HAART tem influência positiva sobre o 

crescimento de crianças infectadas pelo HIV-1 (Verweel et al., 2002). 
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A carga viral elevada e sintomas relacionados à infecção pelo HIV-1 são as 

principais causas que levam ao déficit do crescimento. Outros possíveis mecanismos são a 

ingestão inadequada, a diminuição na absorção dos nutrientes (má-absorção de 

carboidratos), a desregulação metabólica, como a diminuição do hormônio do crescimento 

(gH), (Saavedra et al., 1995;  Mannick et al., 1996;  Johann-Liang et al., 2000; Arpadi et al., 

2000; European Collaborative Study 2003).  

Os primeiros estudos sobre a composição corporal de pacientes infectados pelo 

HIV-1 sugeriam que a perda de peso associada à infecção se caracterizaria pela diminuição 

do tecido muscular e economia do tecido adiposo. Estudos recentes têm encontrado 

resultados consistentes mostrando que a perda de peso é dependente da composição 

corporal padrão (Mulligan e Bloch, 1998; Canals e Soler, 1999). 

Em relação à influência da terapia anti-retroviral sobre a composição corporal, a 

maioria dos pacientes apresenta ganho de peso. As principais alterações observadas são na 

distribuição da gordura, manifestada clinicamente pelo aumento da circunferência 

abdominal ou afinamento dos braços, pernas e face. Segundo Kotler et al. (1999), essas 

alterações não são decorrentes apenas da terapia anti-retroviral, mas também da sobrecarga 

viral, podendo ser uma manifestação de hipercortisolismo crônico.  

Segundo Canals e Soler (1999), a ingestão calórica encontra-se diminuída ao 

redor de 36% em pacientes infectados pelo HIV-1. A inadequação na ingestão de nutrientes 

também foi observada por Castetbon et al. (1997), em estudo realizado em Abidjan, África, 

onde foram utilizadas como parâmetro, as recomendações propostas pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS, 1995). 

Atualmente o principal foco de atenção aos indivíduos infectados pelo HIV-1 é 

dar sustentabilidade à prevenção primária e controlar o impacto da AIDS sobre a saúde. A 

nutrição constitui um imenso potencial para prevenir a gravidade da infecção pelo HIV, 

através de práticas de educação de saúde pública e também de intervenção. Recentemente 

foi mostrado que a suplementação com um concentrado de proteínas do soro de leite, rico 

em aminoácidos sulfurados como fonte para gerar GSH poderia ser uma estratégia para 

modificar o curso da infecção pelo HIV na criança (Moreno et al, 2006). 
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2.1- Objetivo Geral 

Caracterizar o estado nutricional e a resposta celular para a vacina Bacilo de 

Calmette Guérin (BCG) em crianças infectadas pelo HIV-1, sob HAART, antes e 3 meses 

após a introdução de suplemento alimentar contendo proteínas do soro de leite bovino 

nativas, hidrolisadas ou enriquecidas com pré-bióticos. 

 

2.2- Objetivos Específicos 

1. Caracterizar a memória imunológica para a vacina BCG de crianças 

infectadas pelo HIV-1. 

2. Avaliar a influência da suplementação alimentar com proteínas do soro de 

leite bovino, nativas, hidrolisadas ou enriquecidas com pré-bióticos sobre: 

• a adequação da ingestão energética; 

• o restabelecimento do estado nutricional; 

• o sistema antioxidante da glutationa; 

• a proliferação de linfócitos T e a sua produção de citocinas em resposta à 

BCG; 

• a evolução virológica e imunológica da AIDS, avaliada pela carga viral e 

contagem de TCD4+. 
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As hipóteses de estudo, enunciadas na forma de hipótese alternativa, são: 

1. A suplementação alimentar contendo proteínas do soro de leite bovino 

nativas possui ação sobre o sistema imune de crianças infectadas pelo  

HIV-1. 

2. A suplementação alimentar contendo proteínas do soro de leite bovino 

hidrolisadas possui ação sobre o sistema imune de crianças infectadas pelo 

HIV-1. 

3. A suplementação alimentar contendo proteínas do soro de leite bovino 

enriquecidas com pré-bióticos possui ação sobre o sistema imune de crianças 

infectadas pelo HIV-1. 

4. A suplementação alimentar oral é capaz de melhorar o estado nutricional de 

crianças com AIDS. 

5. A suplementação alimentar oral é capaz de melhorar a evolução virológica e 

imunológica de crianças infectadas pelo HIV-1. 
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4.1- Delineamento do Estudo 

Ensaio clínico prospectivo, duplo-cego, com duração de 3 meses, conduzido 

entre julho de 2006 a junho de 2007. 

Foram realizadas duas avaliações nutricionais e imunológicas, no início da 

intervenção (Tempo 1) e no final da intervenção (Tempo 2). 

 

4.2- População 

Inicialmente foram selecionadas 52 crianças infectadas pelo HIV-1 sob 

seguimento clínico no Serviço de Imunodeficiência Pediátrica do Hospital de Clínicas da 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), localizada na cidade de Campinas, no 

estado de São Paulo, Brasil. 

Os critérios de inclusão dos pacientes foram: 

• idade entre 2 e 18 anos,  

• ambos os gêneros, 

• infecção por transmissão vertical, 

• pertencentes às categorias clínicas A, B ou C e categorias imunológicas 2 ou 

3 (CDC, 1994), 

• com boa aderência à terapia HAART há pelo menos 6 meses, 

• vacinado com a BCG e três doses de hepatite B, 

• não estar sob terapia com gamaglobulina endovenosa, 

• sem manifestações clínicas de alergia às proteínas do leite bovino, 

intolerância à lactose ou de doença inflamatória intestinal crônica. 
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Posteriormente, essas crianças foram convidadas para participar do ensaio 

clínico de suplementação alimentar e destas, 40 iniciaram o estudo.  

O grupo de comparação, para a avaliação imunológica, foi composto por 11 

crianças expostas verticalmente ao HIV-1 e não infectadas, cujos critérios de inclusão 

foram: 

• idade entre 2 e 10 anos,  

• ambos os gêneros, 

• vacinado com a BCG e três doses de hepatite B. 

 

4.3- Suplementos Alimentares 

Foram ofertados três suplementos alimentares calóricos e protéicos. Os 

suplementos diferiram quanto à estrutura das proteínas (nativas ou hidrolisadas) e ao 

acréscimo de fruto-oligossacarídes e inulina a um dos suplementos. A composição 

centesimal dos suplementos alimentares encontra-se na Tabela 3.  

O conteúdo protéico do suplemento Hidrolisado (Peptamen® Júnior, Nestlé 

Suisse S.A. Konolfingen, Suíça) é composto apenas por proteínas do soro de leite bovino 

hidrolisadas por tripsina. Quanto ao conteúdo de carboidratos, 77% é proveniente de 

polissacárides e 23% de sacarose. Triglicerídeos de cadeia média (TCM) correspondem a 

60% das fontes de gordura, as outras fontes são: 24% de óleo de soja, 7% de óleo de 

girassol, 6% de lecitina de soja e, 3% de gordura láctea. 

Os ingredientes que compõem o suplemento hidrolisado são: proteínas de soro 

do leite hidrolisadas, maltodextrina, sacarose, amido, TCM, óleo de soja, óleo de girassol, 

lecitina de soja, fosfato de cálcio, fosfato de potássio, fosfato de sódio , vitaminas  

(vitamina C, taurina, vitamina E, vitamina PP, ácido pantotênico, betacaroteno, vitamina 

B6, vitamina B1, vitamina B2, vitamina A, ácido fólico, biotina, vitamina D e vitamina K), 

cloreto de potássio, cloreto de sódio, minerais (zinco, ferro, manganês, cobre, cromo, 

selênio, molibdênio e iodo), bitartarato de colina, cloreto de magnésio, L-Carnitina e 

aromatizante. 
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O conteúdo protéico do suplemento Nativo (Nutren® Júnior, Nestlé Suisse 

S.A. Konolfingen, Suíça) é composto por 50% de caseinato de potássio e 50% de proteínas 

do soro de leite. A fontes de carboidratos presentes neste suplemento são: maltodextrina 

(66%) e sacarose (34%). Em relação às fontes de gordura, o suplemento Nativo é composto 

por óleo de girassol (41%), óleo de canola (25%), TCM (20%), óleo de milho (7%), lecitina 

de soja (5%) e, gordura láctea (2%).  

Os ingredientes que compõem o suplemento Nativo são: proteínas do soro do 

leite, caseinato de potássio, sacarose, maltodextrina, xarope de milho, óleo de girassol, óleo 

de canola,TCM, óleo de milho, lecitina de soja, fosfato de potássio, citrato de cálcio, 

carbonato de cálcio, fosfato de sódio, cloreto de cálcio, vitaminas (vitamina A, 

betacaroteno, vitamina D, vitamina E, vitamina K, vitamina C, vitamina B1, vitamina B2, 

niacina, vitamina B6, ácido fólico, ácido pantotênico, biotina e taurina), bitartarato de 

colina, cloreto de magnésio, minerais (zinco, ferro, cobre, cromo, molibdênio e iodo),  

L-Carnitina e aromatizante. 

O conteúdo protéico do suplemento Pré-biótico (Nutren® Fibras, Nestlé Suisse 

S.A. Konolfingen, Suíça) é composto por 50% de caseinato de potássio e 50% de proteínas 

do soro de leite. As fontes de carboidratos presentes neste suplemento são: polissacarídeos 

(82%) e sacarose (18%). Em relação às fontes de gordura, o suplemento Pré-biótico é 

composto por óleo de canola (50%), TCM (25%), óleo de milho (16%) e, lecitina de soja 

(6%).Como fonte de pré-bióticos, o suplemento é composto por fibras da parte interna e 

externa de ervilha e frutooligossacarídeos. 

Os ingredientes que compõem o suplemento Pré-biótico são: caseinato de 

potássio, proteína do soro hidrolisada, maltodextrina, xarope de milho, sacarose, óleo de 

canola, fibra de ervilha, frutooligossacarídeos, TCM, óleo de milho, lecitina de soja, fosfato 

de sódio, fosfato de potássio, vitaminas (vitamina C, vitamina PP, vitamina E, ácido 

pantotênico, vitamina B6, vitamina A, vitamina B1, ácido fólico, biotina, vitamina D, 

vitamina K, vitamina B12), cloreto de magnésio, carbonato de cálcio, bitartarato de colina, 

cloreto de cálcio, minerais (ferro, cobre, zinco, cromo e molibdênio), L-Carnitina, 

acidulante ácido cítrico e aromatizante. 
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Tabela 3- Composição centesimal e distribuição energética dos suplementos alimentares 

fornecidos às crianças infectadas pelo HIV-1. 

 Suplemento Alimentar 
Nutrientes Hidrolisado 1 Nativo 2 Pré-biótico 3 
Energia (kcal) 460 / 253 4 470 / 258,5 430 / 249,4 
Carboidratos (g) 63 / 34,65 62 / 34,1 54 / 31,32 
Proteínas (g) 14 / 7,7 14 / 7,7 17 / 9,86 
Gorduras totais (g) 17 / 9,35 18 / 9,9 16 / 9,28 
Gorduras saturadas (g) 11 / 6,05 5 / 2,75 5 / 2,9 
Colesterol (mg) 20 / 11 15 / 8,25 0 / 0 
Fibra alimentar (g) 0 / 0 0 / 0 7 / 4,06 
Cálcio (mg) 417 / 229,35 417 / 229,35 290 / 168,2 
Ferro (mg) 4,6 / 2,53 4,7 / 2,585 5,2 / 3,016 
Sódio (mg) 300 / 165 220 / 121 380 / 220,4 
Potássio (mg) 615 / 338,25 500 / 275 540 / 313,2 
Cloreto (mg) 370 / 203,5 370 / 203,5 515 / 298,7 
Fósforo (mg) 278 / 152,9 278 / 152,9 290 / 168,2 
Magnésio (mg) 53 / 29,15 53 / 29,15 115 / 66,7 
Iodo (μg) 41 / 22,55 37 / 20,35 43 / 24,94 
Cobre (mg) 0,37 / 0,20 0,37 / 0,20 0,6 / 0,348 
Zinco (mg) 4,60 / 2,53 4,7 / 2,58 6 / 3,48 
Manganês (mg) 0,55 / 0,30 0,23 / 0,12 1,16 / 0,67 
Selênio (μg) 14 / 7,7 12 / 6,6 17 / 9,86 
Molibdênio (μg) 30 / 16,5 16 / 8,8 52 / 30,16 
Cromo (μg) 11 / 6,05 12 / 6,6 17 / 9,86 
Vitamina A (μg RE) 210 / 115,5 350 / 192,5 520 / 301,6 
Vitamina D (μg) 4,60 / 2,53 4,7 / 2,58 3 / 1,74 
Vitamina E (mg α TE) 4,60 / 2,53 4,6 / 2,53 8 / 4,64 
Vitamina K (μg) 18 / 9,9 19 / 10,45 21 / 12,18 
Vitamina C (mg) 37 / 20,35 37 / 20,35 60 / 34,8 
Tiamina (B1) (mg) 0,46 / 0,25 0,28 / 0,15 0,86 / 0,49 
Riboflavina (B2) (mg) 0,46 / 0,25 0,37 / 0,20 1 / 0,58 
Niacina (PP) (mg) 2,7 / 1,48 2,8 / 1,54 12 / 6,96 
Vitamina B6 0,37 / 0,20 0,37 / 0,20 1,7 / 0,98 
Ácido Fólico (μg) 91 / 50,05 93 / 51,15 230 / 133,4 
Ácido Pantotênico (mg) 1,40 / 0,77 1,4 / 0,77 6 / 3,48 
Vitamina B12 (μg) 0,7 / 0,38 0,7 / 0,385 3,4 / 1,97 
Biotina (μg) 16 / 8,8 7 / 3,85 170 / 98,6 
Colina (mg) 110 / 60,5 120 / 66 190 / 110,2 
Taurina (mg) 37 / 20,35 37 / 20,35 34 / 19,72 
L-Carnitina (mg) 18 / 9,9 19 / 10,45 34 / 19,72 
Distribuição Energética    

Proteína (%) 12 12 16 
Carboidrato (%) 54 53 50 
Gordura (%) 34 35 34 

Fonte: Manual produtos Nestlé, http://www.nestle.com.br/healthcarenutrition/htm/manual/manual.pdf. 1 
nome comercial Peptamen® Júnior (Nestlé Suisse S.A. Konolfingen, Suíça), 2 nome comercial Nutren® 
Júnior (Nestlé Suisse S.A. Konolfingen, Suíça), 3 nome comercial Nutren® Fibras (Nestlé Suisse S.A. 
Konolfingen, Suíça), 4 Valores referentes à dose ofertada para cada paciente. 
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Em relação à apresentação dos suplementos, todos os produtos foram 

fornecidos em latas contendo 400 g dos produtos em pó.  

As latas dos suplementos foram devidamente embaladas com laminados de 

policloreto de vinila (PVC) auto-adesivo, coloridos e opacos (Vulcan Material Plástico 

Ltda, Rio de janeiro, Brasil), por indivíduos que não participaram da seleção e distribuição 

dos suplementos às crianças. 

 

4.4- Suplementação Alimentar 

Após a seleção, a população foi dividida aleatoriamente em três grupos 

distintos. Ao primeiro grupo foi oferecida suplementação alimentar oral com o suplemento 

Hidrolisado, ao segundo grupo, foi oferecido o suplemento alimentar contendo Nativo e, ao 

terceiro grupo foi oferecido o suplemento alimentar Pré-biótico. 

Os suplementos alimentares foram administrados ao longo de 3 meses, uma ou 

duas vezes ao dia, conforme a tolerância da criança, em horários que não coincidissem com 

a terapia anti-retroviral. Os responsáveis foram cuidadosamente orientados quanto à 

diluição (7 medidas, fornecidas pelo fabricante que correspondiam a 58g do suplemento 

Pré-Biótico e a 55g para o Hidrolisado e o Nativo). A ingestão foi reavaliada mensalmente. 

A oferta dos suplementos baseou-se no seu conteúdo calórico, uma vez que 

resultados anteriores mostraram que a população estudada apresentava um déficit mediano 

de 200 calorias diárias, segundo recomendações propostas pelo Recomended Dietary 

Allowances (RDA, 1989). Sendo assim, por questões referentes à padronização do 

fornecimento dos produtos a quantidade de suplemento oferecida correspondeu à 250 mL 

de produto preparado que equivalia em média a 250 kcal. Em relação a suplementação com 

pré-biótico, foi ofertada 3,75 g por dia.  

A suplementação foi imediatamente interrompida nos casos nos quais as 

crianças apresentaram manifestações de intolerância gastrointestinal. 

A avaliação nutricional e a imunológica foram realizadas no início da 

suplementação alimentar e, ao final das 12 semanas, conforme descrição a seguir. 
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4.5- Avaliação Nutricional 

4.5.1- Antropometria e Composição Corporal 

Determinadas pela obtenção do peso, altura, perímetro braquial, pregas 

cutâneas do tríceps e subescapular, conforme brevemente descrito a seguir. 

A medida do peso foi realizada em balança digital vertical (Personal Line®, 

Filizola, São Paulo, SP, Brasil), com aproximação de 0,1 kg. As crianças estavam vestindo 

roupas leves e sem sapatos. A altura foi obtida em estadiômetro de madeira, o qual possuía 

régua graduada em centímetros (aproximação de 0,1 cm). A técnica adotada para a coleta 

das medidas baseou-se nas recomendações propostas pelo Anthropometric Standardization 

Reference Manual (Lohman et al., 1988). 

Com os dados do peso e altura foi calculado o índice de massa corporal (IMC) 

que é a relação entre o peso e o quadrado da altura (kg/m2). 

Os escores Z dos índices antropométricos peso/idade, altura/idade e do IMC 

foram calculados utilizando os dados de referência propostos pelo National Center for 

Health Statistics (NCHS, 2000), conforme a seguinte relação: 

)(NCHSreferênciadepopulaçãodapadrãodesvio

referênciadepadrãodomédiadavalormedidoindividualvalor
Zescore

−
=  

Os escores Z foram calculados com o programa Siscres (Siscres - Sistema para 

Análise de Dados Antropométricos desenvolvido por Morcillo, Lemos-Marini e Guimarey, 

2003, Campinas, SP, Brasil). 

Para verificar a presença ou não da desnutrição energético-protéica, bem como 

sua gravidade, foi adotada a seguinte classificação para os índices antropométricos: normal 

(escore Z entre 1 a -1), leve (escore Z entre -1,1 a -2), moderada (escore Z entre -2,1 a 3) e, 

grave (escore Z inferior a -3) (Organização Mundial da Saúde – OMS, 1995).  

A composição corporal foi determinada pela obtenção do perímetro braquial e 

das pregas cutâneas.  
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O perímetro braquial foi obtido com fita métrica não extensível, milimetrada de 

acordo com o procedimento descrito em Lohman et al. (1988).  

As pregas cutâneas do tríceps e subescapular foram medidas com um compasso 

de dobras cutâneas Lange (Lange Skinfold Caliper, PAT NO. 3,008,239; Beta Techonology 

Incorporated Cambridge, Maryland, USA) (Kotler et al. 1999) conforme procedimento 

descrito em Lohman et al. (1988). A tomada das pregas foi efetuada sob forma de rodízio 

com três repetições visando diminuir o erro de medição. O valor adotado foi o da média 

aritmética entre as medidas tomadas (Vasconcelos, 1995). 

Com os valores obtidos da prega cutânea do tríceps e o perímetro braquial 

foram calculadas a área muscular do braço (AMB) e a área adiposa do braço (AAB) 

segundo fórmulas propostas por Frisancho (1989). 

O somatório das pregas cutâneas foi determinado utilizando-se os valores das 

pregas cutâneas do tríceps, bíceps, subscapular e suprailíaca (Frisancho, 1993). 

Os escores Z do perímetro braquial, das pregas cutâneas do tríceps e 

subescapular, do somatório de pregas cutâneas, da área muscular braquial e área gordurosa 

braquial foram calculados utilizando como valores de referência descritos por Frisancho 

(1993) com o mesmo programa utilizado para calcular os escores Z dos índices 

antropométricos. 

O estado nutricional e a composição corporal foram avaliados antes da 

intervenção e no encerramento do ensaio clínico.  

 

4.5.2- Ingestão Alimentar 

A ingestão energética e a protéica foram estimadas através do inquérito 

alimentar Recordatório 24 horas. 

Foi solicitado aos responsáveis pelos participantes o registro do consumo 

alimentar. No registro, deveriam ser descritos todos os alimentos ingeridos durante três dias 

semanais típicos, sendo um dia pertencente ao final de semana e dois durante a semana 

(Pichard et al. 1998; Johann-Liang et al. 2000). 

Métodos 

95



Os cálculos nutricionais foram realizados a partir do Programa de Apoio à 

Nutrição® (v. 1.5, 2002, Departamento de Informática em Saúde, DIS, UNIFESP/EPM, 

Universidade Federal de São Paulo, UNIFESP) e a sua adequação foi avaliada pela RDA 

(1989) ajustadas para gênero e idade. 

 

4.6- Avaliação Imunológica 

4.6.1- Coleta das Amostras Biológicas 

Foram coletados 20 mL de sangue venoso periférico por técnicas padrão em 

tubos adequados para cada procedimento realizado, no período da manhã, 

preferencialmente em jejum, sendo tomados cuidados a fim de evitar a hemólise das 

amostras. 

As coletas foram realizadas na Seção de Coleta da Patologia Clínica do 

Hospital das Clínicas, UNICAMP. 

 

4.6.2- Hemograma 

Foi realizado a partir de 0,5mL de sangue periférico coletado em tubo com 

EDTA (Vacuette®, Greiner, Americana, SP, Brasil), na Seção de Hematologia do 

Laboratório de Patologia Clínica do Hospital de Clínicas, UNICAMP. 

A contagem de células global e diferencial realizada no aparelho Cobas-Argos 

5 Diff, Roche Diagnostics. A confirmação e a caracterização das anormalidades celulares 

foram realizadas em esfregaços de sangue corados com May-Grünewald, e a contagem, em 

microscópios Zeiss. 

 

4.6.3- Contagem Absoluta dos Linfócitos T 

A contagem de células da subpopulação de linfócitos T CD4+ e CD8+ foi 

realizada por citometria de fluxo, no laboratório de AIDS do Hospital de Clínicas da 

Unicamp (FACS Count® Becton Dickson & CO, Rutherford, NJ). 
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4.6.4- Fenotipagem dos Linfócitos T 

Foi realizada a partir de 500 μL de sangue periférico total coletado em frasco 

com EDTA (Vacuette, Brasil). 

Primeiramente, 100μL de sangue total foram incubados com anticorpos 

monoclonais de camundongo anti-CD3-PC5, anti-CD4-FITC, anti-CD8-FITC ou  

anti-CD45RO-PE e anti-TCR pan γδ-PE (Beckman-Coulter, EUA) por 20 minutos a 4°C, 

protegidos da luz. A seguir, as hemáceas foram lisadas com uma solução de cloreto de 

amônio (NH4Cl 0,15M, KHCO3 10mM e EDTA 4Na 37mg/L). Após lavagem com tampão 

de lavagem (PBS acrescido de 1% de soro bovino fetal inativado pelo calor e 0,1% de azida 

sódica), as células foram ressuspendidas no mesmo tampão e a leitura foi realizada em 

citômetro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, EUA). Foram adquiridos 20.000 

eventos para posterior análise no programa computacional EXPO 1.0 (Beckman-Coulter, 

Flórida, EUA) conforme descrito na Figura 1.  
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Figura 1- Figura representativa da análise, por citometria de fluxo, da fenotipagem dos 

linfócitos T de sangue periférico de crianças expostas e infectadas pelo HIV-1. 

Após a seleção das células CD3+ (A), os eventos foram analisados por tamanho 

e complexidade (FS e SS) (B) e, as subpopulações de linfócitos T CD4+ (C), 

CD4+CD45RO+ (D), CD8+ (E), CD8+CD45RO+ (F), e TCRδγ+ (G) foram 

avaliadas. 
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4.6.5- Proliferação Linfocitária 

O ensaio de proliferação foi realizado a partir de 18 mL de sangue total 

periférico coletado em tubo heparinizado (Vacuette, Brasil), modificado do protocolo de 

Gaines et al. (1996).  

A fitohemaglutinina (PHA), na concentração de 7,5 μg/mL (Sigma, EUA), foi 

utilizada como controle positivo; o meio de cultura completo (meio RPMI 1640 (Sigma, 

EUA), acrescido de 1% de glutamina (Sigma, EUA), 0,1% de gentamicina e 10% de soro 

AB humano (Sigma, EUA) inativado como controle negativo. A vacina de BCG Moreau 

Rio de Janeiro liofilizada (Instituto Butantan, SP, Brasil), após reconstituída com meio 

RPMI 1640, foi usada na concentração ótima de 5 x 105 UFC/mL. 

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram isoladas através 

da centrifugação com um gradiente de densidade, Ficoll-Hypaque 17-1440-02 (Amersham 

Biosciences, EUA), por 20 minutos a 1800 rpm, com posterior lavagem e ressuspensão em 

meio de cultura completo RPMI. 

As células foram cultivadas na concentração de 1 x 106 células/mL em placas 

de poliestireno de 96 poços com fundo arredondado (Nuclon, NUNCTM, Dinamarca) em 

incubadora (CH-33M, Hitachi, Japão) a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2 durante seis 

dias. 

A suspensão de células recuperada, aproximadamente 1 mL, foi incubada com 

50µl de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 20mM por 15 minutos, para desfazer 

possíveis agregados celulares (Sigma, EUA) e lavada com solução de lavagem  

(solução salina tamponada com fosfato, com 2% de soro bovino fetal (SBF) inativado pelo 

calor (Nutricell, SP, Brasil) e 0,1% de azida sódica) a 2200 rpm à temperatura ambiente. 

Após o descarte do sobrenadante, a suspensão foi incubada com 20 µL de imunoglobulina 

G humana (Bläusiegel, Alemanha), para bloquear os sítios Fc e, em seguida, incubada com 

anticorpos anti-CD3 (conjugado ao fluorocromo cooperativo ficoeritrina -PC5), anti-CD4 

(conjugado a ficoeritrina - RD1), anti-CD8 (conjugado a isotiocianato de  

fluoresceína - FITC) (Beckman Coulter, EUA) e anti-CD3-PC5 (Beckman Coulter, EUA) e 
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anti-TCR pan γδ (conjugado a ficoeritrina - PE) (Immunotech, Beckman Coulter, France), 

por 20 minutos, em ambiente escuro a 4oC. Após centrifugação com tampão de lavagem a 

2200rpm, foi efetuada a leitura no citômetro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, 

EUA). 

A leitura das amostras foi realizada com aquisição de 25.000 a 50.000 eventos. 

Os resultados obtidos foram armazenados em arquivos FCS II e posteriormente analisados 

com o auxílio do programa computacional EXPO 1.0 (Beckman-Coulter, Flórida, EUA). 

Após estabelecer a região (gate) de células CD3+, os linfócitos pequenos 

(resting lymphocytes) e blásticos foram identificados por observação em forward (tamanho 

celular) e side light (complexidade interna) scatters. As regiões foram inicialmente 

otimizadas e após utilizadas para todas as análises (Figura 2).  
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Figura 2- Figura representativa da análise, por citometria de fluxo, da proliferação 

linfocitária de células mononucleares de sangue periférico não estimuladas 

(controle) e estimuladas por BCG e PHA de crianças expostas e infectadas pelo 

HIV-1. Após a seleção das células CD3+ (A), os eventos foram analisados por 

tamanho e complexidade (FS e SS) e, os linfócitos pequenos (resting) e 

linfoblastos foram separados (B). As subpopulações de linfócitos T (CD4+, 

CD8+ e TCRδγ+) foram avaliadas nos linfoblastos (C, D). 
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A proliferação linfocitária (percentual de linfoblastos específicos) foi medida 

pelo percentual de células blásticas CD3+ conforme descrito a seguir. O percentual de 

blastos específicos para o BCG e a PHA foram calculados através da subtração entre os 

valores dos percentuais de linfoblastos observados nas culturas estimuladas e os valores dos 

percentuais de linfoblastos observados nas culturas não estimuladas. 

 
células no gate de blastos 

células no gate de blastos + células no gate de linfócitos 
x 100% 

 
Proliferação Linfocitária = 

 

4.6.6- Dosagem de Citocinas em Cultura de Células Mononucleares do Sangue 

Periférico 

A partir da cultura de CMSP, conforme protocolo acima descrito, a análise da 

produção de citocinas no sobrenadante foi realizada da seguinte maneira. 

As células, na concentração de 2 x 106 células/mL, foram cultivadas em placas 

de poliestireno de 96 poços com fundo arredondado (Nuclon, NUNCTM, Dinamarca) em 

incubadora (CH-33M, Hitachi, Japão ) a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2 por 48 horas. 

Os antígenos foram utilizados nas mesmas concentrações descritas no ensaio de 

proliferação linfocitária. O sobrenadante de cultura foi armazenado a –80°C até a realização 

do ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). 

Para as dosagens de Interferon gama (IFN-γ), Fator de Necrose Tumoral alfa 

(TNF-α), Interleucina 10 (IL-10) e Interleucina 4 (IL-4) foram utilizados Kits comerciais 

(DuoSet, RD Systems, EUA). Os ensaios foram realizados em placas MultiSorp  

(Nunc, Dinamarca) conforme os protocolos do fabricante. Brevemente, as placas foram 

incubadas com anticorpos de captura e, após bloqueio, submetidas à incubação com 

amostras e diluições do padrão recombinante do Kit. Em seguida, incubadas com anticorpos 

de detecção, conjugados à biotina. A incubação seguinte ocorre com uma solução de 

streptoavidina conjugada à peroxidase. A revelação da reação foi feita com peróxido de 
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hidrogênio e 3,3’,5,5’-tetrametil-benzidina  (TMB) e a interrupção ocorreu com a adição de 

H2SO4 2N. A leitura foi realizada em 450 nm. O limite de detecção de IFN-γ, TNF-α e  

IL-4 foi de 15,6 pg/mL e o de IL-10 foi de 46,9pg/mL. 

Em todos os ensaios foi estabelecida uma curva padrão com gráfico de 

dispersão no qual a variável X foi a densidade óptica obtida nas leituras e Y, a concentração 

das citocinas. A equação da figura do gráfico foi gerada através de uma linha de tendência 

polinomial, e aceitas apenas quando o r2 fosse maior que 0,98. Para este cálculo foi 

utilizado o programa Microsoft Excel versão 2002 (Microsoft Corporation, EUA). As 

amostras e pontos da curva padrão foram realizados em duplicata. Os resultados foram 

expressos em pg/mL. 

 

4.6.7- Dosagem de Anticorpos Anti-HBs  

As amostras foram coletadas em tubo seco (Vacuette, Brasil), centrifugadas, 

aliquotadas, identificadas e armazenadas em freezer a –80ºC até o processamento dos testes 

imunoenzimáticos (MEIA, metodologia de enzimaimunoensaio de micropartículas) 

utilizando o reagente comercial padronizado (AUSAB, Abbott Laboratories, Alemanha).  

A dosagem de anticorpos anti-HBs foram realizadas na Seção de Imunologia do 

Laboratório de Patologia Clínica do Hospital de Clínicas, UNICAMP. 

Os títulos geométricos de anti-HBs foram expressos em micro unidades 

internacionais por mililitro (mUI/mL). A soroproteção foi definida de acordo com a 

literatura como títulos iguais ou acima de 10 mUI/mL (André, 1990).  

 

4.6.8- Glutationa Eritrocitária 

A concentração de GSH reduzida nos eritrócitos foi determinada por 

espectrofotometria através do método de Beutler et al. (1986) modificado por Penna (1995). 

Os eritrócitos de sangue periférico, coletados em tudos com EDTA  

(Vacuette, Brasil), foram lisados com água destilada e, em seguida, as proteínas presentes 

foram desnaturadas com solução de ácido metafosfórico glacial (1,67g/100mL). Após 
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incubação por 5 minutos, a solução foi filtrada em papel filtro Whatman n.1. Foi 

acrescentado a 1 mL do filtrado, 4 mL de fosfato de sódio 0,3M. Após leitura em 

espectrofotômetro a 412 nm (DO1), foi adicionado 100 μL de solução de 5,5’-dithiobis  

(2-ácido nitrobenzóico) (DTNB) e, obtida uma segunda densidade ótica (DO2).  

As densidades óticas foram obtidas, em duplicata, no espectrofotômetro 

(Beckman-Coulter DU–70, Fullerton, EUA). 

A concentração percentual da GSH nos eritrócitos foi calculada através da 

seguinte fórmula: 

ohematócrit

DODO
dLmgGSH

3104012
)/(

×−
=  

Onde: o valor 31040 é o coeficiente de extinção molar do DTNB reduzido pela GSH 

(13600) multiplicado pelas diluições. 

 

4.6.9- Quantificação da Carga Viral 

As amostras para a quantificação do HIV-RNA (carga viral) no sanque 

periférico foram coletadas em tubo com EDTA (Vacuette, Brasil) e, a determinação da 

carga viral foi realizada no Laboratório de AIDS, Hospital de Clínicas, UNICAMP. 

A metodologia para a quantificação da carga viral foi o ensaio de amplificação 

baseado na seqüência de ácido nucléico (nucleic acid sequence based assay – NASBA, 

NUCLISENS™ HIV-1 QT), produzido pela Organon Teknika. 

 

4.7- Avaliação Clínica 

4.7.1- Ocorrência de Infecções Associadas 

Foi avaliada no acompanhamento dos retornos clínicos, através do diagnóstico 

realizado pelos profissionais do Serviço de Imunodeficiência Pediátrica do Hospital de 

Clínicas da, UNICAMP, Campinas, SP. 
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4.8- Aspectos Éticos 

O ensaio clínico apresentava operações independentes que possuíam relevância 

do ponto de vista ético. Sendo elas, solicitação de ingestão diária, por um período de 3 

meses, de um suplemento alimentar; solicitação da avaliação do estado nutricional através 

de exames físicos e antropométricos e inquéritos alimentares; e coleta de amostras de 

sangue, com intervalo de 3 meses visando a caracterização da resposta imune e a avaliação 

do estado nutricional. Essas práticas têm sido amplamente mencionadas na literatura 

corrente. 

Os pais ou representantes legais das crianças foram informados sobre os 

objetivos e os métodos que seriam empregados através de uma carta de informação 

(Anexo). Uma vez cientes da natureza dos procedimentos e desconfortos aos quais as 

crianças seriam submetidas, com capacidade de livre arbítrio e sem qualquer coação, foi 

solicitado que os responsáveis assinassem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.  

O protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp, Campinas, SP (292/2000) e 

obedeceu às recomendações para pesquisas biomédicas envolvendo seres humanos 

propostas pela Resolução no 196 de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de 

Saúde. 

 

4.9- Análise Estatística 

Os dados foram organizados e analisados com o programa SPSS® for Windows, 

version 7.5.1. ( SPSS Inc., 1989 – 1996,  EUA). 

As análises descritivas das variáveis foram apresentadas como mediana  

(valores mínimo e máximo). 

A comparação da avaliação imunológica entre as crianças expostas ao HIV 

infectadas e as não infectadas foi realizada através do teste não paramétrico de  

Mann-Whitney. 
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Em relação à suplementanção alimentar, as possíveis diferenças entre os tempos 

nos grupos foram calculadas pelo teste não paramétrico de Wilcoxon e as diferenças entre 

os tempos (Tempo 2 e Tempo 1) foram calculadas com o teste de Kruskall-Wallis e  

Mann-Whitney. 

Foram considerados estatisticamente significativos os valores de p < 0,05. 

As figuras foram feitas no Software GraphPad Prism, version 4.0 (GraphPad 

Software, EUA).  
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Figura 12- Proliferação linfocitária espontânea, estimulada por BCG ou  fitohemaglutinina (PHA), após seis dias de cultura de 
células mononucleares de sangue periférico, de crianças infectadas pelo HIV-1 no início (T1) e final (T2) da 
suplementação alimentar com suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado) ( ), nativas 
(Nativo) ( ) ou, enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico) ( ). (‡ Diferença significativa entre Tempo 1 e 2, p < 0,05, 
Teste de Wilcoxon). 



5.1- Caracterização da População 

De julho de 2006 a junho de 2007, quarenta crianças infectadas pelo HIV-1, por 

transmissão vertical, com idade mediana de 8,52 (2,50 a 16,07) anos iniciaram o ensaio 

clínico de intervenção nutricional. As crianças foram aleatoriamente distribuídas nos 

grupos de suplementos alimentares.  

Quanto à categoria clínica e imunológica, segundo classificação proposta pelo 

CDC (1994), a maioria das crianças apresentava sintomas moderados ou graves e supressão 

imunológica moderada ou grave (76,92%). A maioria das crianças (77,5%) apresentava 

bom controle virológico (carga viral abaixo de 10.000 cópias/mL) (Ching et al. 2007). As 

características clínicas, imunológicas e virológicas, bem como, os esquemas anti-retrovirais 

dos grupos no início do ensaio clínico encontram-se na Tabela 4. 

O grupo Hidrolisado foi inicialmente composto por 12 crianças, das quais 

apenas 6 finalizaram o estudo. Todos os casos de desistência foram pelo mesmo motivo, a 

palatabilidade do suplemento.  

Das 15 crianças que iniciaram o ensaio clínico no grupo Pré-biótico,  

9 concluíram. Em cinco casos, o motivo da desistência foi o sabor. Uma criança abandonou 

o seguimento porque a sua mãe faleceu.  

Em relação ao grupo Nativo, 12 crianças iniciaram o estudo, destas,  

8 concluíram. Neste grupo uma criança desistiu pelo sabor do produto, outra apresentou 

vômitos, e duas abandonaram o seguimento clínico e não conseguimos localizá-las.  

Foram oferecidas alternativas para a administração do suplemento (sucos de 

fruta, achocolatado, gelatina ou outros alimentos da preferência da criança) a fim de 

garantir a ingestão.  

Não houve mudança na terapia anti-retroviral durante o estudo. 

As medianas do logaritmo da carga viral, no início do ensaio clínico, foram 

2,78 (1,7 a 4,69) no grupo Hidrolisado, 3,52 (1,7 a 4,21) no grupo Pré-biótico e 3,07  

(1,7 a 5,13) no grupo Nativo, sem direfença entre os grupos (p = 0,631).  
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Nenhuma criança apresentou infecção associada à AIDS no período do ensaio 

clínico.  

Tabela 4- Características das crianças infectadas pelo HIV-1 antes da suplementação 

alimentar. 

  Grupo 

 Caracteristicas 
Hidrolisado 

(n=12) 
Pré-biótico 

(n=15) 
Nativo  
(n=12) 

Idade (anos) 8,01  
(3,03  -  10,34)1 

8,61  
(2,49  -  11,52) 

9,21  
(5,96  -  16,07) 

Genero (masc./fem.) (4 / 8) (9 / 6) (6 / 6) 
 

Início dos Sintomas (meses) 7 (1  -  36) 6 (1  -  84) 6 (1  -  48) 
A2 0 1 1 
A3 0 1 0 
B1 1 1 3 
B2 5 5 5 
B3 3 3 0 
C1 0 1 0 
C2 1 0 1 

Categoria 
Clínica 

Imunológica2 

C3 2 3 2 
2 ITRN + 1 IP 9 11 8 
2 ITRN + 1 IP+ 1 ITRNN 1 1 2 

Terapia Anti-
retroviral3 

2 ITRN + 1 ITRNN 2 3 2 
Indetectável 3 3 5 
50 < cv < 104 (cópias/ml) 5 10 4 
104 < cv < 105 (cópias/ml) 3 2 2 

Carga Viral 

105 < cv (cópias/ml) 1 0 1 

CD4+ 784 
(250  -  1403) 

682 
(310  -  3480) 

1054,5 
(351  -  1736) 

CD8+ 818,5 
(647  -  2221) 

1745 
(879  -  2933) 

1198,5 
(509  -  2323) 

Linfócitos T 

CD4+/CD8+ 0,81 
(0,21  -  1,75) 

0,45 
(0,11  -  1,19) 

0,645 
(0,15  -  2,04) 

1 mediana (mínimo e máximo).  2 Categoria Imunológica - 1: ausência de supressão, 2: supressão moderada 

(15%<CD4+<25%) e 3: supressão grave (CD4+<15%). Categoria Clínica - A sintomas leves, B: sintomas 

moderados e C: sintomas graves (CDC, 1994).  3 IP: Inibidores da Protease, ITRN: Inibidores da 

Transcriptase Reversa Análogos de Nucleosídeo, ITRNN: Inibidores da Transcriptase Reversa Não-Análogos 

de Nucleosídeo. n: número de crianças 
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Após três meses de suplementação alimentar, as medianas das diferenças entre 

os tempos da carga viral, em logarítmo, foram -0,22 (-1,1 a 0) no grupo Hidrolisado,  

0,2 (-0,1 a 0,5) no grupo Pré-biótico e 0,09 (0 a 0,9) no grupo Nativo, sem diferença 

significativa.  

 

5.2- Avaliação Nutricional 

5.2.1- Antropometria e Composição Corporal 

No início do estudo não foi observada diferença nos escores Z dos índices 

antropométricos peso/idade, altura/idade e do IMC entre os grupos. As medianas dos 

escores Z dos parâmetros antropométricos encontram-se na Figura 3. 

De acordo com a classificação do estado nutricional proposta pela OMS (1995), 

12 crianças estavam com desnutrição leve (4 no grupo Hidrolisado, 3 no Pré-biótico e 5 no 

Nativo) e 6 com desnutrição moderada (3 no grupo Hidrolisado, 2 no Pré-biótico e 1 no 

Nativo) e 1 com desnutrição grave (grupo Nativo). Em relação à altura, 14 crianças 

apresentavam déficit estatural (4 no grupo Hidrolisado, 4 no Pré-biótico e 5 no Nativo), 3 

baixa estatura moderada (1 em cada grupo) e 1 baixa estatura grave (grupo Hidrolisado). 

Quanto ao IMC, 15 crianças apresentaram o escore Z entre –1DP e –2DP (5 do 

grupo Hidrolisado, 2 do Pré-biótico e 3 no Nativo) e 7 crianças apresentaram escore Z 

menor do que –2DP (3 do grupo Pré-biótico e 2 do Nativo).  
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Figura 3- Escores Z dos índices antropométricos peso/idade, altura/idade e IMC de 

crianças infectadas pelo HIV-1 no início da suplementação alimentar contendo 

proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado) ( ), nativas (Nativo) ( ) 

ou enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico) ( ). 

 

No início do estudo, foram observadas diferenças em alguns parâmetros da 

composição corporal. O escore Z mediano da prega cutânea do tríceps estava 

significativamente maior no grupo Pré-biótico, cuja mediana observada foi -0,10  

(-2,03 a 0,67) em comparação ao grupo Hidrolisado, mediana de -1,22 (-2,24 a 0) e, 

mediana de -0,55 (-2,37 a 0,27) no grupo Nativo. A mediana da área adiposa do braço 

estava significativamente reduzida no grupo Hidrolisado (p = 0,040), mediana de  

-1,48 (-2,3 a -0,61). A mediana da área adiposa do braço observada no grupo Pré-biotico foi 

-0,79 (-2,11 a 0,29) e no grupo Nativo foi -0,53 (-,53 a 0,25) (Figura 4). Os demais 

parâmetros eram comparáveis entre os grupos. 

A análise dos parâmetros que estimam a gordura corporal mostra que a maioria 

das crianças (62,5%) apresentava déficit do perímetro braquial (abaixo de –1DP). Em 

relação ao parâmetro que estima a massa muscular, a maioria das crianças (65%) 

apresentava déficit na área muscular do braço (abaixo de –1DP) e 30% apresentavam esse 

parâmetro significativamente diminuído (abaixo de –2DP).  
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Figura 4- Escores Z do perímetro braquial (PB), prega cutânea do tríceps (PCT), prega 

 

A suplementação alimentar por três meses não influenciou os escores Z dos 

índices antr

 

cutânea subescapular (PCSE), área muscular do braço (AMB), área adiposa do 

braço (AAB) e somatório de pregas cutâneas (ΣPC) de crianças infectadas pelo 

HIV-1 no início da suplementação alimentar contendo proteínas do soro de leite 

hidrolisadas (Hidrolisado) ( ), nativas (Nativo) ( ) ou enriquecidas com  

pré-biótico (Pré-biótico) ( ) (‡ p < 0,05 Teste de Mann-Whitney). 

opométricos altura/idade e peso/idade e, consequentemente o escore Z do IMC 

(Figura 5).  

‡ ‡



T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
-5.0

-2.5

0.0

2.5

Altura Peso IMC

Hidrolisado

Pré-biótico

Nativo

E
s
c
o

re
 Z

 

Figura 5- Escores Z dos índices antropométricos peso/idade, altura/idade e IMC de 

crianças infectadas pelo HIV-1 no início (T1) e final (T2) da suplementação 

alimentar com suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas 

(Hidrolisado) ( ), nativas (Nativo) ( ) ou enriquecidas com pré-biótico  

(Pré-biótico) ( ). 

 

Em relação à composição corporal, houve melhora significativa do escore Z do 

perímetro braquial entre os tempos no grupo Hidrolisado (p = 0,046) (Figura 6A). Houve 

significância nas diferenças entre os grupos (p < 0,001), sendo maior no grupo Hidrolisado. 
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Figura 6- Escores Z do perímetro braquial (PB), prega cutânea do tríceps (PCT), prega 

cutânea subescapular (PCSE) (A), área muscular do braço (AMB), área adiposa 

do braço (AAB) e somatório de pregas cutâneas (ΣPC) (B) de crianças 

infectadas pelo HIV-1 no início (T1) e final (T2) da suplementação alimentar 

com suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado) 

( ), nativas (Nativo) ( ) ou enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico) ( ). 

(‡ Diferença significativa entre Tempo 1 e 2, p < 0,05, Teste de Wilcoxon). 

 

Em relação aos outros parâmetros que estimam a gordura corporal, foi 

observado aumento significativo no escore Z do somatório de pregas cutâneas no grupo 

Nativo (p = 0,035). Entretanto, não foram observadas diferenças entres os tempos nos 

grupos (Figura 6B). 
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Embora os escores Z da prega cutânea subescapular não se modificaram 

significativamente entre os tempos nos grupos, foi observada significância entre as 

diferenças (p = 0,013), sendo menor no grupo Pré-biótico (Figura 6A). 

O escore Z da área adiposa do braço aumentou significativamente no grupo 

Hidrolisado (p = 0,043). Entretanto, não foram observadas diferenças entre os tempos nos 

grupos (Figura 6B). Os escores Z da prega cutânea do tríceps e da área muscular do braço, 

não se alteraram ao longo do tempo (Figura 6A e 6B). 

 

5.2.2- Ingestão Alimentar 

A ingestão energética, dos macronutrientes, bem como de cálcio e ferro, 

encontram-se descritas na Tabela 5. No início do ensaio clínico, não foi observada 

diferença na ingestão alimentar entre os grupos.  

Apenas no grupo Nativo foi observado aumento significativo da ingestão 

energética (p = 0,036). Embora não significativo, houve aumento mediano da ingestão de 

energia no grupo Pré-Biótico.  

Na avaliação da distribuição percentual dos macronutrientes, segundo proposto 

pela DRI (2003) onde a ingestão de carboidrato deve fornecer entre 45 a 65% das calorias 

ingeridas, a de proteínas, entre 10 a 35% e a de gordura entre 20 a 35%, as medianas da 

distribuição percentual do macronutrientes estavam adequadas com exceção da mediana da 

contribuição percentual de gorduras no Tempo 2 do grupo Hidrolisado. A suplementação 

alimentar não alterou a distribuição percentual dos macronutrientes nos grupos Hidrolisado 

e Nativo. No grupo Pré-biótico houve aumento significativo no percentual de gordura  

(p =0,043) (Tabela 5). Entretanto, como os suplementos alimentares fornecem a mesma 

quantidade de gorduras, esse aumento provavelmente não é decorrente da ingestão 

alimentar. 

Quanto aos micronutrientes avaliados, o grupo Nativo apresentou aumento 

significativo na ingestão de cálcio. A ingestão de ferro não foi influenciada pela 

suplementação alimentar (Tabela 5).  
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Tabela 5- Ingestão alimentar de energia, proteína, cálcio e ferro e distribuição percentual 

dos macronutrientes em crianças infectadas pelo HIV-1 no início e final de 

ensaio de suplementação alimentar com suplemento contendo proteínas do soro 

de leite hidrolisadas (Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com  

pré-biótico (Pré-biótico). 

Ingestão Alimentar Grupo Tempo 1 Tempo 2 P2 

Hidrolisado 82,62 
(42,65  -  136,30)1

60,83 
(58,09  -  85,43) 

0,273 

Pré-biótico 83,14 
(52,78  -  121,83)

94,8 
(70,07  -  194,36) 

0,500 Energia (kcal/kg) 

Nativo 82,66 
(47,37  -  121,50)

88,31 
(46,06  -  113,22) 

0,036 

Hidrolisado 2,62 
(1,47  -  7,08)

3,34 
(2,66  -  3,48) 

0,465 

Pré-biótico 3,31 
(2,43  -  6,95)

5,43 
(2,05  -  8,04) 

0,345 Proteína (g/kg) 

Nativo 3,19 
(2,38  -  5,16)

3,28 
(2,72  -  5,51) 

0,208 

Hidrolisado 688,05 
(112,96  - 1381,37)

548,89 
(425,94  -  831,63) 

0,273 

Pré-biótico 787,9 
(407,07  -  1625,22)

885,64 
(439,12  -  1651,88) 

0,345 Cálcio (mg) 

Nativo 892,4 
(471,90  -  1476,02)

1155,9 
(811,27  -  1561,86) 

0,012 

Hidrolisado 11,4 
(5,86  -  35,65)

10,05 
(9,68  -  14,74) 

0,465 

Pré-biótico 18,3 
(5,68  -  35,36)

20,03 
(12,21  -  49,32) 

0,500 Ferro (mg) 

Nativo 17,5 
(11,26  -  34,86)

16,96 
(13,90  -  29,56) 

0,263 

Distribuição % 
Macronutrientes 

 
 

Hidrolisado 14,93 
(12,01  -  21,35)

19,62 
(16,32  -  23,24) 

0,465 

Pré-biótico 18,04 
(12,90  -  22,82)

19,33 
(11,71  -  24,57) 

0,686 Proteína 

Nativo 16,21 
(14,62  -  22,12)

17,77 
(12,66  -  23,67) 

0,779 

Hidrolisado 50,98 
(36,20  -  66,58)

55,12 
(49,97  -  57,00) 

0,715 

Pré-biótico 56,38 
(42,83  -  62,87)

50,56 
(36,94  -  62,58) 

0,080 Carboidratos 

Nativo 52,38 
(48,47  -  63,07)

46,7 
(37,45  -  63,62) 

0,401 

Hidrolisado 28,17 
(18,96  -  43,21)

42,90  
(34,42  -  46,75) 

0,068 

Pré-biótico 27,36 
(15,33  -  37,28)

31,48 
(21,61  -  38,75) 

0,043 Gordura 

Nativo 28,95 
(22,90  -  38,25)

34,53 
(22,24  -  38,94) 

0,263 
     1Mediana (mínimo e máximo), 2 Valor de p Teste de Wilcoxon. 
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Em relação às recomendações de ingestão alimentar propostas pela RDA 

(1989), a qual não leva em consideração a infecção, no início do estudo, 64,86% das 

crianças apresentavam ingestão energética entre 75 a 125% da adequação pela RDA 

(1989). Analisando a adequação da ingestão energética pelos grupos, 30% das crianças do 

grupo Hidrolisado, 80% do Pré-biótico e 75% do Nativo apresentavam ingestão de energia 

adequada.  

Considerando insuficiente uma ingestão energética inferior a 75% do 

recomendado pela RDA (1989), 24,32% das crianças apresentavam ingestão de energia 

inadequada. No grupo Hidrolisado, 50% das crianças apresentavam ingestão energética 

inadequada. No grupo Pré-biótico, 13,3% das crianças apresentavam ingestão energética 

insuficiente e, no grupo Nativo, 16,66%. As medianas das adequações da ingestão de 

energia, proteína, cálcio e ferro encontram-se na Tabela 6. 

Tabela 6- Adequação da Ingestão Alimentar segundo recomendações propostas pela RDA 

(1989) em crianças infectadas pelo HIV-1 no início (Tempo 1) e final  

(Tempo 2) de ensaio de suplementação alimentar com suplemento contendo 

proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado), nativas (Nativo) ou 

enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico). 

% de Adequação Percentual Grupo Tempo 1 Tempo 2 P2

Hidrolisado 71,83  
(41,59  -  173,78)1

68,94  
(59,56  -  85,69) 

0,273 

Pré-biótico 93,37  
(67,36  -  125,42)

110,01  
(78,68  -  195,91) 

0,345 Energia 

Nativo 98,79  
(61,79  -  157,95)

115,22  
(85,89  -  143,52) 

0,025 

Hidrolisado 195,35  
(102,69  -  645,02)

252,02  
(190,55  -  326,40) 

0,273 

Pré-biótico 240  
(116,93  -  391,76)

349,03  
(230,18  -  450,28) 

0,500 Proteína 

Nativo 244,96  
(166,32  -  480,04)

287,89  
(217,31  -  453,01) 

0,208 

Hidrolisado 75,13  
(14,12  -  172,67)

68,61  
(53,24  -  103,95) 

0,273 

Pré-biótico 89,44  
(31,31  -  203,15)

82,15  
(54,89  -  151,12) 

0,345 Cálcio 

Nativo 91,04  
(49,86  -  147,40)

112,39  
(91,28  -  140,63) 

0,012 

Hidrolisado 92,29  
(58,63  -  356,53)

100,50  
(96,80  -  147,40) 

0,465 

Pré-biótico 143,75  
(56,86  -  294,70)

200,35  
(122,13  -  411,03) 

0,686 Ferro 

Nativo 149,72  
(95,94  -  348,61)

161,02  
(117,96  -  246,33) 

0,263 
1Mediana (mínimo e máximo), 2 Valor de p Teste de Wilcoxon.  
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Em relação à elevada ingestão protéica observada, mediana de 195,35% no 

grupo Hidrolisado, 240% no grupo Pré-biótico e 244,96% no grupo Nativo, os resultados 

observados são similares aos resultados observados previamente em um grupo de crianças 

sob seguimento clínico no mesmo Ambulatório (Moreno, 2002). A suplementação 

alimentar não influenciou a ingestão protéica em nenhum grupo. 

No início do estudo, 43,24% das crianças apresentavam consumo insuficiente 

de cálcio (40% das crianças do grupo Hidrolisado e do grupo Pré-biótico e 50% do grupo 

Nativo). Após a suplementação alimentar esse percentual reduziu para 29,41%. 

 

5.3- Avaliação Imunológica 

5.3.1- Parâmetros Hematológicos 

O valor mediano de hemoglobina observado nas crianças infectadas não diferiu 

do das crianças não infectadas (Tabela 7).  

No início do ensaio clínico, o valor mediano de hemoglobina foi 12,35  

(11,4 a 13,1) g/dL no grupo Hidrolisado, 12,4 (11,2 a 15,6) g/dL no grupo Pré-biótico e 

13,4 (11,1 a 14,8) g/dL no grupo Nativo. Nenhuma criança apresentou valores de 

hemoglobina abaixo de 9,0 g/dL (Englund et al. 1996). A suplementação nutricional não 

influenciou as medianas de hemoglobina (Tabela 7).  

Tabela 7- Parâmetros hematológicos em crianças expostas ao HIV-1 infectadas e não 

infectadas. 

Parâmetro Infectadas 
(n=51) 

Não infectadas 
(n=11) 

P2 

Hemoglobina (g/dL) 
12,5 

(10,2  -  15,6) 1 
13,3 

(11,9  -  14) 
0,077 

Hematócrito (%) 37,55 
(31,6  -  45,9) 

38 
(30,1  -  41,6) 

0,363 

Leucócitos (células x 109/L) 6,54 
(3,92  -  7,93) 

7,9 
(4,95  -  9,46) 

0,069 

Linfócitos (células x 109/L) 2,93 
(1,13  -  8,26) 

2,64 
(1,95  -  4,89) 

0,743 

Linfócitos (%) 46,3 
(10,9  -  68,1) 

35,2 
(28,8  -  58,5) 

0,036 

Plaquetas (células x 109/L) 287 
(85  -  430) 

288 
(243  -  499) 

0,168 

     1Mediana (mínimo e máximo), 2 Valor de p Teste de Mann-Whitney (comparação entre os grupos). 
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Em relação às plaquetas, não foram observadas diferenças entre as crianças 

infectadas e não infectadas (Tabela 8).  

No início do ensaio clínico os valores medianos das plaquetas encontravam-se 

normais, acima de 150.000 células/mm3, (Williams et al., 1995) nos três grupos. Não foram 

observadas diferenças entres os tempos nos grupos (Tabela 8). 

O número de leucócitos não foi influenciado pela suplementação alimentar, 

inicialmente seus valores medianos eram 5,63 (4,25 a 11,06) células x 109/L no grupo 

Hidrolisado, 7,37 (4,94 a 7,93) células x 109/L no grupo Pré-Biótico e 6,36 (3,92 a 10,8) 

células x 109/L no grupo Nativo.  

Em relação ao número de linfócitos, foi observado aumento significativo no 

grupo Hidrolisado (p = 0,046) (Tabela 8). 
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Tabela 8- Parâmetros hematológicos em crianças infectadas pelo HIV-1 no início  

(Tempo 1) e final (Tempo 2) de ensaio de suplementação alimentar com 

suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado), 

nativas (Nativo) ou enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico). 

Parâmetro Grupo Tempo 1 Tempo 2 P2 Diferença P3 

Hidrolisado 12,35 
(11,4  -  13,1)1 

12,25 
(11,2  -  14,1) 

0,753 -0,1 
(-1,2  -  1) 

Pré-biótico 12,4 
(11,2  -  15,6) 

11,7 
(10,8  -  14,3) 

0,858 -0,1 
(-1,5  -  2,5) 

Hemoglobina 
(g/dL) 

Nativo 13,4 
(11,1  -  14,8) 

13,3 
(11  -  15) 

0,308 0,2 
(-1,4  -  1,4) 

0,560

Hidrolisado 36,5 
(32,6  -  39,1) 

36,05 
(31,8  -  41) 

0,833 0 
(-2,1  -  4,5) 

Pré-biótico 37,6 
(33,9  -  45,9) 

34,8 
(32,6  -  40,6) 

0,514 -0,6 
(-5,5  -  6,1) 

Hematócrito (%) 

Nativo 38,05 
(33,2  -  43,8) 

38,9 
(34  -  43,9) 

0,327 0,75 
(-5  -  4,2) 

0,442

Hidrolisado 308,5 
(192  -  378) 

224 
(114  -  409) 

0,225 -21 
(-147  -  79) 

Pré-biótico 278,5 
(175  -  430) 

285 
(173  -  340) 

0,678 12 
(-105  -  95) 

Plaquetas (células 
x 109/L) 

Nativo 271,5 
(149  -  369) 

235 
(169  -  288) 

0,674 -7 
(-142  -  76) 

0,576

Hidrolisado 5,63 
(4,25  -  11,06) 

5,76 
(4,31  -  12,2) 

0,600 0,19 
(-2,52  -  7,52) 

Pré-biótico 7,375 
(4,94  -  7,93) 

5,58 
(3,9  -  11,08) 

0,953 -0,05 
(-2,93  -  4,12) 

Leucócitos 
(células x 109/L) 

Nativo 6,365 
(3,92  -  10,8) 

6,625 
(4,5  -  9,27) 

0,208 0,7 
(-2,21  -  2,46) 

0,790

Hidrolisado 2,89 
(2,07  -  3,45) 

3,22 
(2,43  -  7,19) 

0,046 0,345 
(-0,03  -  4,12) 

Pré-biótico 3,22 
(1,13  -  8,26) 

2,58 
(1,54  -  4,46) 

0,594 0,03 
(-1,27  -  0,98) 

Linfócitos 
(células x 109/L ) 

Nativo 2,89 
(1,72  -  4,71) 

2,85 
(1,92  -  3,62) 

0,484 -0,1 
(-0,63  -  0,34) 

0,062

Hidrolisado 46,55 
(25,5  -  65,6) 

57,8 
(39,5  -  65,6) 

0,345 4,8 
(-6,6  -  17,9) 

Pré-biótico 44,65 
(10,9  -  60) 

46,2 
(33,7  -  60) 

0,813 4,1 
(-23  -  23) 

Linfócitos  
(%) 

Nativo 48,35 
(34,1  -  68,1) 

42,05 
(28,1  -  59,4) 

0,208 -7,95 
(-24,1  -  11,7) 

0,222

1Mediana (mínimo e máximo), 2 Valor de p Teste de Wilcoxon (comparação entre Tempo 1 e Tempo 2),  
3 Valor de p Teste de Kruskal-Wallis (comparação entre os grupos da diferença entre Tempo 2 e Tempo 1).  
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5.3.2- Contagem Absoluta de Linfócitos T 

A contagem absoluta de linfócitos foi realizada apenas nas crianças infectadas 

pelo HIV-1, destas 21,62% apresentavam supressão moderada de linfócitos T CD4+. 

Nenhuma criança apresentava supressão grave de T CD4+, ajustada para a faixa etária, 

segundo classificação proposta pelo CDC (1994).  

No início do ensaio clínico, os valores medianos dos linfócitos T CD4+ foram 

784 (250 a 1403) célulasx106/mm3 no grupo Hidrolisado, 682 (310 a 3480) 

célulasx106/mm3 no grupo Pré-biótico e 1054,5 (351 a 1736) célulasx106/mm3 no grupo 

Nativo. A suplementação alimentar não influenciou a contagem de T CD4+ (Figura 7).  

Em relação à contagem dos linfócitos T CD8+, os valores medianos observados 

foram 818,5 (647 a 2221) célulasx106/mm3 no grupo Hidrolisado, 1745,5 (937 a 2933) 

célulasx106/mm3 no grupo Pré-biótico e 1198,5 (509 a 2323) célulasx106/mm3 no grupo 

Nativo. Foi observado aumento significativo na contagem de T CD8+ no grupo Hidrolisado 

(p=0,028) (Figura 7). As diferenças entre os tempos foram significativas entre os grupos  

(p = 0,004), sendo maior no grupo Hidrolisado. 

No início do ensaio clínico 78,37% das crianças apresentaram relação T 

CD4+/CD8+ abaixo de 1, o que indica predomínio de T CD8+. Os valores medianos 

observados para a relação CD4+/CD8+ foram 0,81 (0,21 a 1,75) no grupo Hidrolisado, 0,45 

(0,11 a 1,19) no grupo Pré-biótico e 0,64 (0,15 a 2,04). No grupo Pré-biótico foi observado 

aumento significativo da relação CD4+/CD8+ (p = 0,039) (Figura 7).  
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Figura 7- Contagem absoluta de linfócitos T CD4+ e CD8+ (células/mm3)em crianças 

infectadas pelo HIV-1 no início (T1) e final (T2) da suplementação alimentar 

com suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado) 

( ), nativas (Nativo) ( ) ou, enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico) ( )  

(‡ Diferença significativa entre Tempo 1 e 2, p < 0,05, Teste de Wilcoxon).  

 

5.3.3- Fenotipagem dos Linfócitos T 

O valor mediano dos linfócitos T CD4+ observado foi 34,2 (10,4 a 77,2)% nas 

crianças infectadas e 53,7 (27,4 a 68,1)% nas não infectadas (p < 0,001). A mediana dos 

linfócitos T CD4+CD45RO+ encontrado nas crianças infectadas foi 12,65 (4,7 a 26,4)% e 

nas crianças não infectadas foi 21,0 (7,1 a 37,9)% (p < 0,001) (Figura 8).  

O valor mediano dos linfócitos T CD8+ observado foi 57,3 (19,1 a 79,4)% nas 

crianças infectadas e 34,9 (21,1 a 57,2)% nas não infectadas (p < 0,001). A mediana dos 

linfócitos T CD8+CD45RO+ encontrado nas crianças infectadas foi 20,9 (5,0 a 68,8)% e, 

nas crianças não infectadas foi 8,7 (2,2 a 37,1)% (p = 0,003 (Figura 8).  

Assim como observado na contagem absoluta de linfóctitos T, a relação entre 

os linfócitos T CD4+ e CD8+ encontrava-se diminuída nas crianças. A mediana da relação 

CD4+/CD8+ nas crianças infectadas foi 0,60 (0,13 a 4,04) e nas não infectadas 1,55 (0,47 a 

3,22) (p = 0,001).  

‡

‡



Em relação aos linfócitos TCR γδ, nas crianças infectadas valor mediano 

observado foi 4,5 (1,3 a 13,7)% e nas crianças não infectadas foi 6,9 (3,1 a 19,1)%  

(p = 0,014) (Figura 8). 
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Figura 8- Percentual de linfócitos T CD4+ ( ), CD4+CD45RO+ ( ), CD8+ ( ), 

CD8+CD45RO+ ( ) e TCR γδ ( ), no sangue periférico de crianças expostas 

ao HIV-1 infectadas ou não (‡ p<0,05, Teste de Mann-Whitney). 

 

No início do ensaio clínico os valores encontrados para os percentuais das 

subpopulações de linfócitos T no sangue periférico não diferiram entre os gruposde 

suplementação alimentar.  

Os percentuais das subpopulações de linfócitos T no sangue periférico não 

foram influenciados pela suplementação alimentar (Figura 9). Entretanto, ao comparar os 

valores observados ao final da suplementação alimentar (Tempo 2) com os valores 

observados nas crianças expostas e não infectadas, verificou-se que alguns parâmetros não 

mais diferiram dos valores dos valores das crianças não infectadas no grupo Hidrolisado 

sendo eles, o percentual de linfócitos T CD4+ (p = 0,062), CD4+CD45RO+ (p = 0,062), 

TCR γδ (p = 0,031) e relação CD4+/CD8+ (p = 0,122). No grupo Nativo, após a 

suplementação alimentar, o percentual de linfócitos T CD8+ e CD4+CD45RO+ não 

diferiram dos valores observados nas crianças não infectadas (respectivamente, p = 0,05 e  

p = 0,062). 

Resultados 

124



T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
0

5

10

CD4+ CD8+ TCR γδ

Hidrolisado

Pré-biótico

Nativo

20

30

40

50

60

70

80

90

L
in

fó
c
it
o

s
 T

 (
%

)

 

Figura 9- Percentual de linfócitos T CD4+, CD8+ e TCR γδ no sangue periférico de 

crianças infectadas pelo HIV-1 no início (T1) e final (T2) da suplementação 

alimentar com suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas 

(Hidrolisado) ( ), nativas (Nativo) ( ) ou, enriquecidas com pré-biótico  

(Pré-biótico) ( ). 

 

5.3.4- Proliferação linfocitária 

Em relação à proliferação das culturas não estimuladas, o percentual de 

linfócitos pequenos encontrava-se significativamente menor nas culturas das crianças 

infectadas pelo HIV-1 (p = 0,019) e, o percentual de células não viáveis estava 

significativamente maior em comparação às culturas das crianças não infectadas  

(p < 0,001) (Figura 10). 
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Figura 10- Proliferação linfocitária espontânea, estimulada por BCG ou por 

fitohemaglutinina (PHA), após seis dias de cultura de células mononucleares 

de sangue periférico, de crianças expostas ao HIV-1 infectadas ou não. 

(‡p<0,05, Teste de Mann-Whitney). 
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Nas culturas estimuladas pelo BCG as medianas dos linfoblastos BCG 

específicos foram de 1,93 (-1,99 a 34,27)% nas culturas das crianças infectadas e de 37,54 

(7,61 a 55,13)% nas culturas das não infectadas (p < 0,001). Assim como nas culturas não 

estimuladas, o percentual de células não viáveis foi significativamente maior (p < 0,001) 

nas culturas das crianças infectadas (Figura 10).  

Nas culturas estimuladas pela PHA o percentual de blastos específicos estava 

significativamente reduzido nas crianças infectadas (p = 0,037). Assim como observado na 

proliferação espontânea e estimulada por BCG , o percentual de células não viáveis foi 

significativamente maior (p = 0,008) nas culturas das crianças infectadas (Figura 10). 

O percentual de linfoblastos CD4+ nas culturas não estimuladas estava 

significativamente reduzido nas culturas das crianças infectadas (p = 0,005). 

Diferentemente do observado nas culturas das crianças não infectadas, não houve 

predomínio de CD4+ (Figura 11). 

Em relação às subpopulações de linfoblastos específicos para o BCG, foi 

observado predomínio da expansão de TCR γδ. A mediana do percentual de TCR γδ foi 

26,3 (4,4 a 84,1) nas culturas das crianças infectadas e 90,3 (62,7 a 97,8) nas culturas das 

não infectadas. O percentual de CD8+ específico para BCG estava significativamente maior 

nas culturas das crianças infectadas (Figura 11). 

Nas culturas estimuladas por PHA houve predomínio de CD4+ tanto nas 

culturas das crianças infectadas quanto na das não infectadas. O percentual de linfoblastos 

CD4+ e CD8+ estavam significativamente reduzidos (respectivamente, p = 0,005 e 0,004) 

(Figura 11). 
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Figura 11- Percentual de linfoblastos CD4+ ( ), CD8+ ( ) e TCR γδ ( ) após seis dias de 

cultura de células mononucleares de sangue periférico espontânea, estimulada 

por BCG ou  fitohemaglutinina (PHA) de crianças expostas ao HIV-1 

infectadas ou não infectadas (‡p < 0,05, Teste de Mann-Whitney). 

‡ 

‡

‡‡



Resultados 

129

No início do ensaio clínico, o percentual de proliferação linfocitária, bem como 

o percentual de subpopulações de linfoblastos nas culturas não estimuladas, estimuladas por 

BCG ou PHA não diferiram entre os grupos de suplementação alimentar.  

Após três meses de suplementação alimentar, foi observado aumento na 

mediana de linfoblastos nas culturas não estimuladas nos grupos Pré-biótico (p = 0,038) e 

Nativo (p = 0,017). Foi observada redução não significativa do percentual mediano de 

células não viáveis em todos os grupos. Não foi observada significância nas diferenças 

entre os tempos entre os grupos (Figura 12).  

Nas células estimuladas por BCG, foi observado aumento significativo do 

percentual de linfoblastos específicos para o BCG nos grupos Pré-biótico (p = 0,008) e 

Nativo (p = 0,018) (Figura 12 e 13). Assim como observado nas culturas não estimuladas, 

houve uma redução não significativa nas medianas das células não viáveis (Figura 12). Não 

foi observada significância nas diferenças entre os tempos entre os grupos. 

Em relação à proliferação das células estimuladas por PHA, não foi observada 

influência da suplementação alimentar (Figura 12). 

As subpopulações de linfoblastos nas células não estimuladas e estimuladas por 

BCG não se modificaram após três meses de suplementação alimentar (Figura 14).  

Nas culturas celulares estimuladas por PHA a única diferença observada foi a 

redução do percentual de linfoblastos CD4+ grupo Hidrolisado (p = 0,043) (Figura 14). 
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Figura 13- Percentual de linfoblastos específicos para BCG após seis dias de cultura de 

células mononucleares de sangue periférico, de crianças infectadas pelo HIV-1 

no início (T1) e final (T2) da suplementação alimentar com suplemento 

contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado) ( ), nativas 

(Nativo) ( ) ou, enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico) ( ) (‡ Diferença 

significativa entre Tempo 1 e 2, p < 0,05, Teste de Wilcoxon). 

‡ ‡ 
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Figura 14- Percentual de linfoblastos CD4+, CD8+ e TCR γδ após seis dias de cultura de 

células mononucleares de sangue periférico espontânea, estimulada por BCG 

ou fitohemaglutinina (PHA) de crianças infectadas pelo HIV-1 no início (T1) e 

final (T2) da suplementação alimentar com suplemento contendo proteínas do 

soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado) ( ), nativas (Nativo) ( ) ou, 

enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico) ( ) (‡ Diferença significativa entre 

Tempo 1 e 2, p < 0,05, Teste de Wilcoxon).  
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5.3.5- Produção de Citocinas em Cultura de Células Mononucleares do Sangue 

Periférico 

A concentração mediana da produção espontânea de TNF-α nos sobrenadantes 

de cultura das crianças infectadas pelo HIV-1 foi 101,43 (indetectável a 2802,08) pg/mL e 

das não infectadas foi 29,91 (indetectável a 188,80) pg/mL, significativamente elevada nas 

crianças infectadas (p = 0,002). Em contrapartida, nas células estimuladas por BCG, a 

concentração de TNF-α encontrada nos sobrenadantes das culturas das crianças infectadas, 

mediana de 2517,25 (199,72 a 22109,54) pg/mL, era menor quando comparadas as 

concentrações observadas nas culturas das crianças não infectadas, mediana de 6039,67 

(2940,45 a 10807,80) (p = 0,001). Nas culturas estimuladas por PHA, não foram 

observadas diferenças entres as crianças infectadas e não infectadas (Figura 15).  
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Figura 15- Concentração de TNF-α nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares 

de sangue periférico não estimuladas ( ), estimuladas por BCG ( ) ou 

fitohemaglutinina (PHA) ( ), por 48 horas, de crianças expostas ao HIV-1 

infectadas ou não. (‡ p<0,05, Teste de Mann-Whitney). 
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Em relação ao IFN-γ, a produção espontânea e a estimulada por BCG estavam 

significativamente reduzidas nos sobrenadantes das culturas das crianças infectadas pelo 

HIV (respectivamente, p = 0,034 e 0,002). Nas culturas estimuladas com PHA, não foi 

observada diferença na produção de IFN-γ entre as crianças infectadas pelo HIV ou não 

(Figura 16).  
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Figura 16- Concentração de IFN-γ nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares 

de sangue periférico não estimuladas ( ), estimuladas por BCG ( ) ou 

fitohemaglutinina (PHA) ( ), de crianças, por 48 horas, expostas ao HIV-1 

infectadas ou não (‡ p<0,05, Teste de Mann-Whitney). 
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A concentração mediana da produção de IL-10, espontânea ou estimulada por 

BCG, nos sobrenadantes de cultura não diferiram entre as culturas das crianças infectadas 

ou não infectadas. Nas células estimuladas por PHA, a concentração mediana de IL-10 nos 

sobrenadantes das culturas das crianças infectadas foi significativamente menor em relação 

às culturas das não infectadas (p = 0,001) (Figura 17). 
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Figura 17- Concentração de IL-10 nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares 

de sangue periférico não estimuladas ( ), estimuladas por BCG ( ) ou 

fitohemaglutinina (PHA) ( ), por 48 horas,  de crianças expostas ao HIV-1 

infectadas ou não. (‡p < 0,05, Teste de Mann-Whitney). 

 

A concentração mediana da produção de IL-4, espontânea, estimulada por BCG 

ou PHA, nos sobrenadantes de cultura não diferiu entre as cultura das crianças infectadas 

ou não (Figura 18). 
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Figura 18- Concentração de IL-4 após 48 horas nos sobrenadantes de cultura de células 

mononucleares de sangue periférico não estimuladas ( ), estimuladas por 

BCG ( ) ou fitohemaglutinina (PHA) ( ), por 48 horas, de crianças expostas 

ao HIV-1 infectadas ou não. 

 

No início da suplementação alimentar não foram observadas diferenças entre os 

grupos nas concentrações de TNF-α, IFN-γ, IL-10 e IL-4 nos sobrenadantes de culturas das 

células não estimuladas, estimuladas por BCG ou PHA. 

A produção de TNF-α nos sobrenadantes de cultura não foi modificada nas 

células não estimuladas, estimuladas por BCG ou PHA após a suplementação alimentar o 

alimentar com suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas, nativas ou 

enriquecidas com pré-biótico (Figura 19). 

Entretanto, ao comparar as concentrações de TNF-α nos sobrenadantes de 

cultura das crianças infectadas ao final da suplementação alimentar com os valores 

observados nos sobrenadantes das culturas das crianças não infectadas observa-se que a 

produção espontânea de TNF-α, antes aumentada, se equiparou aos valores das crianças 

não infectadas (p = 0,355).  

Ao comparar os valores observados ao final da suplementação por grupo, 

verificou-se que as concentrações de TNF-α nos sobrenadantes das culturas celulares 

estimuladas com BCG nos grupos Pre-Biótico e Nativo alcançaram valores similares aos 

observados nas crianças não infectadas (respectivamente, p = 0,412 e p = 0,085). 
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Figura 19- Concentração de TNF-α nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares 

de sangue periférico não estimuladas, estimuladas por BCG ou 

fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de crianças infectadas pelo HIV-1 no 

início (T1) e final (T2) da suplementação alimentar com suplemento contendo 

proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado) ( ), nativas (Nativo) ( ) 

ou, enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico) ( ).  

 

Em relação ao IFN-γ, foi observado aumento significativo da sua produção nos 

sobrenadantes das culturas celulares estimuladas por BCG no grupo Nativo (p = 0,042). 

Nas culturas não estimuladas ou estimuladas por PHA não foram observadas diferenças 

entre os tempos ou entre os grupos (Figura 20).  

Ao comparar as concentrações de IFN-γ nos sobrenadantes de cultura  

observou-se que a produção de IFN-γ nas culturas estimuladas com BCG das crianças do 

grupo Pré-biótico (p = 0,105) e Nativo (p = 0,360) alcançaram valores similares aos 

observados nos sobrenadantes das culturas das crianças não infectadas.  
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Figura 20- Concentração de IFN-γ nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares 

de sangue periférico não estimuladas, estimuladas por BCG ou 

fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de crianças infectadas pelo HIV-1 no 

início (T1) e final (T2) da suplementação alimentar com suplemento contendo 

proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado) ( ), nativas (Nativo) ( ) 

ou, enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico) ( ). (‡ Diferença significativa 

entre Tempo 1 e 2, p < 0,05, Teste de Wilcoxon). 

 

A produção de IL-10 nos sobrenadantes das culturas não estimuladas, 

estimuladas com BCG ou PHA não foram modificadas após a suplementação alimentar 

(Figura 21).  
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Figura 21- Concentração de IL-10 (pg/mL) em sobrenadante de cultura de células 

mononucleares de sangue periférico não estimuladas, estimuladas por BCG 

ou fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de crianças infectadas pelo HIV-1 

no início (T1) e final (T2) da suplementação alimentar com suplemento 

contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado)( ), nativas 

(Nativo)( ) ou enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico)( ). 

 

Em relação à produção de IL-4, foi observado aumento significativo na 

concentração nos sobrenadantes de cultura nas células não estimuladas e estimuladas por 

BCG no grupo Nativo (p = 0,043 para ambas) (Figura 22). 
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Figura 22- Concentração de IL-4 (pg/mL) nos sobrenadantes de cultura de células 

mononucleares de sangue periférico não estimuladas, estimuladas por BCG ou 

fitohemaglutinina (PHA), por 48 horas, de crianças infectadas pelo HIV-1 no 

início (T1) e final (T2) da suplementação alimentar com suplemento contendo 

proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado) ( ), nativas (Nativo) ( ) 

ou, enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico) ( ) (‡ Diferença significativa 

entre Tempo 1 e 2, p < 0,05, Teste de Wilcoxon). 

 

5.3.6-  Título de anticorpos Anti-HBs 

Os títulos de anticorpos anti-HBs foram dosados em 26 crianças expostas e 

infectadas pelo HIV e em 6 crianças expostas e não infectadas. 

Nas crianças infectadas, não foi observada resposta a HBsAg em 21/26 

(80,76%), (título de anti-HBs inferior à 10 UI/mL), enquanto que nas não infectadas 5/6 

(83,33%) responderam ao HBsAg. Na Tabela 9 encontram-se descritos os títulos de 

anticorpos anti-HBs observados.  
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Tabela 9- Distribuição de títulos de anticorpos anti-HBs de crianças expostas ao HIV-1 

infectadas e não infectadas, após 3 doses da vacina de hepatite B. 

Títulos de anti-HBs mUI/ml 
Exposição ao HIV 

< 10 10 |-- 50 50 |-- 100 100 |-- 1000 > 1000 

Infectadas (n = 26) 21 1 1 1 1 2 

Não infectadas (n = 6) 1 1 1 2 1 
    1 número de crianças 

 

5.3.7- Glutationa Eritrocitária 

A concentração mediana da GSH nos eritrócitos das crianças infectadas pelo 

HIV-1 não diferiu dos valores observados nas crianças soro-reversoras. A mediana da 

concentração de GSH foi de 68,75 (21,21 a 112,01) mg/dL nas crianças infectadas e de 

73,55 mg/dL nas soro-reversoras (Figura 23). 
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Figura 23- Concentração de GSH em eritrócitos (mg/dL) em crianças infectadas pelo  

HIV-1 e em crianças expostas, mas não infectadas pelo HIV. 
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Embora a suplementação alimentar tenha elevado a mediana da concentração da 

GSH ao longo do tempo nos três grupos, não houve significância (Figura 24).  

T1 T2 T1 T2 T1 T2
0

50

100

150

Hidrolisado

Pré-Biótico

Nativo

G
lu

ta
ti

o
n

a
 e

ri
tr

o
c

it
ár

ia
 (

m
g

/d
L

)

.  

Figura 24- Concentração de GSH reduzida em eritrócitos (mg/dL) de crianças infectadas 

pelo HIV-1 no início (T1) e final (T2) da suplementação alimentar com 

suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado) ( ), 

nativas (Nativo) ( ) ou, enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico) ( )  

(‡ Diferença significativa entre Tempo 1 e 2, p < 0,05, Teste de Wilcoxon). 
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Os resultados aqui apresentados trabalham, principalmente, com os efeitos em 

curto prazo de três produtos comerciais contendo proteínas do soro de leite bovino, nativas, 

hidrolisadas ou enriquecidas com pré-bióticos, sobre o estado nutricional, resposta imune 

celular específica para o BCG e glutationa, em crianças infectadas pelo HIV-1 recebendo 

terapia anti-retroviral de altamente ativa (HAART). 

A falha do crescimento é um aspecto comum das crianças com AIDS  

(Laue et al., 1990; McKinney e Robertson, 1993; Miller et al., 1993; Nair et al., 1993; 

Matarazzo et al., 1994; Saavedra et al., 1995; Lepage et al., 1996; Agostoni et al., 1998). 

Em estudo prévio, foi observado que as alterações do crescimento já se apresentavam nas 

crianças de 3 meses de idade e que o peso era mais precocemente comprometido do que o 

comprimento, embora as diferenças não fossem, ainda, significativas. Durante o primeiro 

ano de vida, as crianças eram proporcionalmente menores em peso e comprimento. O 

crescimento das crianças infectadas estava gravemente afetado comparado às crianças  

soro-reversoras expostas às mesmas condições sociais (Leandro-Merhi et al., 2001). 

Observa-se que a gravidade das manifestações da AIDS está associada com o estado 

nutricional e com a idade do início dos sintomas. Porém, as mudanças de categorias clínicas 

do paciente com AIDS sob terapia anti-retroviral não estão associadas com a piora do 

estado nutricional. Os pacientes que mudaram sua categoria clínica durante o seguimento 

poderiam ser capazes de manter os mesmos índices nutricionais, peso para idade, altura 

para idade e peso para altura (Centeville et al., 2005). 

No presente estudo, não foi observada influência da intervenção nutricional 

com suplemento alimentar contendo proteínas do soro do leite bovino sobre os escores Z 

dos índices antropométricos. Embora isto possa ser interpretado como falta de influência da 

suplementação sobre o estado nutricional, é mais provável que seja resultante da terapia 

anti-retroviral prévia, na qual os pacientes pré-tratados já fizeram seu catch-up do distúrbio 

do retardo do crescimento. Outros autores sugerem que a ocorrência da desnutrição nestes 

pacientes está associada à idade do início dos sintomas, à gravidade da categoria clínica ao 

diagnóstico, ao aumento das necessidades de ingestão de energia, bem como redução da 

ingestão, má absorção intestinal e em decorrência de problemas econômicos  

(Miller et al., 1993; Winter, 1996). A função anormal da glândula tireóide, do eixo da 
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somatomedina, do metabolismo lipídico e do gasto energético em repouso também podem 

contribuir para a redução do crescimento (Grunfeld et al., 1992; Grinspoon et al., 1994). 

Nesta direção, é relevante observar que as crianças deste estudo apresentavam 

elevada ingestão protéica, mas baixa ingestão calórica considerando o aumento do aporte 

calórico sugerido por Miller (2003). Este desbalanceamento tem a sua repercussão 

documentada nos baixos valores dos escores Z de peso e altura no momento inicial da 

nossa avaliação nutricional. No entanto, a falha de crescimento nas crianças com AIDS não 

é causada apenas pela ingestão calórica inadequada, uma vez que o aumento do aporte 

calórico parece não aumentar a massa corporal magra ou acelerar a taxa de crescimento 

linear, mas apenas aumentar o peso e a massa de gordura. Neste estudo foi observado que a 

suplementação por três meses com suplemento contendo proteínas de soro de leite 

hidrolisadas ou nativas foi capaz de aumentar as reservas de tecido adiposo.  Esta influência 

é revelada pelo aumento do perímetro braquial e área adiposa do braço no grupo que 

recebeu o suplemento Hidrolisado e pelo aumento do somatório das pregas cutâneas no 

grupo que recebeu o suplemento Nativo. 

Deve ser ressaltado que todas as crianças estavam sob HAART e, a literatura 

mostra que as crianças tratadas com inibidor da transcriptase reversa análogo ao 

nucleosídeo apresentam aumento temporário do ganho de peso e da taxa de crescimento 

linear (Pollack et al., 1996). 

Nossos dados de antropometria ainda necessitam de uma análise para verificar a 

associação entre o crescimento e o ganho de peso observados e, o estágio da infecção pelo 

HIV-1 e a reposta à HAART. A correlação entre o crescimento e a carga viral está bem 

estabelecida na literatura (Pollack et al., 1996). 

O crescimento parece ser um dos indicadores mais sensíveis da progressão da 

doença nas crianças com AIDS. Com exceção de três crianças (uma em cada grupo de 

suplementação alimentar), as demais apresentaram sintomas antes dos dois anos de idade, 

caracterizando infecção pelo HIV-1 com progressão rápida (De Rossi et al., 1996). A 

ausência do crescimento pode indicar um pobre prognóstico, mesmo em crianças tratadas 

com antiretrovirais (Pizzo, 1990; Tovo et al., 1992; McKinney e Wilfert, 1994;  
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Berhane et al., 1997; Carey et al., 1998; Lindsey et al. 2000). A deficiência do crescimento 

geralmente precede o declínio na contagem de células TCD4+ e o desenvolvimento 

subseqüente de infecções oportunistas (Scott et al., 1989; Brettler et al., 1990). Vários 

estudos mostraram que o ganho de peso pode ser um importante indicador da eficácia 

terapêutica da terapia anti-retroviral (Ogino et al., 1993; Mofenson et al., 1993). 

Há evidências de que a HAART tem efeito favorável sobre a altura e o peso das 

crianças infectadas pelo HIV-1, especialmente naquelas em que a terapia leva a uma 

redução da carga viral de, pelo menos, 1,5 log ou reduz para valores inferiores à  

500 cópias/mL e, a um aumento no escore Z das células TCD4+ (Verweel et al., 2002). 

Ao contrário dos adultos, não se observou aumento do IMC em todas as 

crianças efetivamente tratadas com a HAART. O IMC aumentou mais nas crianças com 

estágio avançado de infecção e com o estado nutricional gravemente comprometido ao 

diagnóstico (Verweel et al., 2002). Estudo recente com crianças infectadas pelo HIV-1 

mostrou que o uso do inibidor de protease (IP) leva ao aumento do peso em relação à altura, 

melhora a massa magra e, no seguimento em longo prazo, tende a aumentar a massa de 

gordura (Miller et al., 2001). As diferenças do efeito da HAART sobre a composição 

corporal entre crianças e adultos podem ser atribuídas ao fato de que as crianças ainda estão 

crescendo e seu metabolismo é diferente, entretanto, são necessárias pesquisas adicionais. 

O peso das crianças em uso de HAART, após um ano de terapia, aumenta 

significativamente; entretanto, esse efeito não é observado na altura. Esta é uma reação 

normal para correção do catch-up do distúrbio do retardo do crescimento, que afeta 

primeiramente o peso seguido da altura (Prader et al., 1963). Três outros estudos sobre os 

efeitos da HAART sobre o crescimento em crianças mostraram resultados similares 

(Melvin et al., 1997; Nadal et al., 1998; Miller et al., 2001). 

A maioria dos estudos sobre o crescimento de crianças infectadas pelo HIV-1 

inclui crianças com idade inferior a cinco anos de idade. Após os cinco anos, é pouco claro 

o que acontece no crescimento. As crianças do presente estudo estão nesta faixa etária, 

portanto não sabemos se o déficit do crescimento é um sintoma independente do HIV-1 ou 

é decorrente de outros sintomas clínicos ainda não esclarecidos. O Estudo Europeu 
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Multicêntrico (2003) sobre o crescimento de crianças infectadas pelo HIV-1 mostrou que o 

seu crescimento é consideravelmente mais lento e que as diferenças entre as crianças 

infectadas e as expostas, mas não infectadas pelo HIV-1 aumenta com a idade. Os padrões 

de crescimento das crianças infectadas assintomáticas foram similares aos das crianças com 

sintomas leves e moderados. Contudo, as crianças gravemente enfermas apresentavam 

maior comprometimento do crescimento em todas as idades. Este trabalho mostra também 

que a HAART pode melhorar o peso e, em menor extensão, a altura das crianças 

gravemente doentes (The European Collaborative Study, 2003). 

A falha no crescimento pode afetar a qualidade vida da criança especialmente 

quando ela alcança a adolescência. Isto deve ser tomado em consideração ao se tomar a 

decisão do início do tratamento, na mudança dos anti-retrovirais e na intervenção 

nutricional (The European Collaborative Study, 2003). 

Pesquisas adicionais ajudarão a esclarecer o impacto da HAART e da 

suplementação nutricional sobre o crescimento, principalmente quando considerados os 

diferentes regimes de tratamento além do momento do início visando otimizar o 

crescimento das crianças infectadas pelo HIV-1. 

Na criança com AIDS, o gasto energético pode estar aumentado e a ingestão 

calórica diminuída e a presença de diarréia, associada a essas condições, resultará na 

redução da absorção de nutrientes. Estudos mostram que as deficiências de micronutrientes 

estão associadas ao curso da infecção pelo HIV e a disfunção imune (Baum et al., 2000; 

Shor-Posner etal., 2002;). 

A infecção pelo HIV-1 causa imunodeficiência progressiva crônica e 

desregulação imune. Os resultados observados mostram que as crianças infectadas quando 

comparadas às crianças expostas, mas não infectadas pelo HIV-1 apresentavam os 

percentuais das células T CD4+ e TCR γδ significativamente reduzidos e o percentual das 

células T CD8+ aumentado. 

Embora a simples depleção do principal alvo do HIV, a célula T CD4+, possa 

explicar muito da imunossupressão vista nestes pacientes, existem muitos outros fatores 

que contribuem para a desregulação imune. A depleção das células T CD4+ induz a uma 
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série de mecanismos homeostáticos que contribuem para a ativação imune e turnover 

celular. Como consequência, haverá maior replicação viral, morte celular e defeitos 

funcionais em vários órgãos linfóides. Estas mudanças são progressivas e comprometem o 

processo de homeostasia (McCune, 2001). 

Os resultados deste estudo mostram que esta infecção, como qualquer outra 

infecção viral, provoca uma resposta imune ativa consistindo de resposta CD4+ e CD8+. 

Ambas aparecem comprometidas e desenvolvem células de memória aberrantes devido a 

cronicidade da apresentação do antígeno e da variação do genoma viral  

(Resino et al., 2004). Em nosso estudo, observou-se que as células T CD4+ de memória 

(CD4+CD45RO+) estavam reduzidas nas crianças infectadas enquanto que as células T 

CD8+ de memória (CD8+CD45RO+) encontravam-se significativamente aumentadas. 

Estes defeitos combinados com a capacidade do vírus de escapar de qualquer 

resposta imune bem sucedida levam a uma resposta imune atenuada, que pode tornar-se 

exaurida, caracterizada por déficit progressivo do repertório de células T. Além disso, os 

mecanismos regulatórios negativos que normalmente controlam a resposta imune podem 

ser ativados diretamente pelo vírus (Resino et al., 2004; Munier e Kelleher, 2007). Os 

nossos dados mostram que o percentual de linfoblastos estimulados por PHA e os 

específicos para o BCG encontram-se diminuídos em relação ao observado nas crianças 

expostas e não infectadas. 

Em relação à suplementação alimentar, observou-se que os grupos que 

receberam os suplementos Nativo e Pré-biótico apresentaram uma recuperação significativa 

das células de memória para o BCG, avaliada pelo aumento da capacidade proliferativa 

destas células. 

A infecção crônica associada à redução das células T CD4+ e consequente 

desregulação do sistema imune, observadas na infecção pelo HIV-1, são decorrentes 

decorrente do tropismo da proteína do envelope viral para a molécula CD4+ e receptores de 

quimiocinas CCR5 e CXCR4. Estas moléculas agem como receptores e co-receptores, 

respectivamente, para a entrada do HIV (Munier e Kelleher, 2007). 
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A desregulação do sistema imune vista neste trabalho é resultado da 

cronicidade da infecção e da queda progressiva de células T CD4+. Contudo há dados da 

literatura que desafiam este paradigma, mostrando que certos defeitos do sistema imune 

ocorrem na fase aguda da infecção, ou seja, no momento da resposta imune primária para o 

HIV-1. Dados referentes à infecção aguda em adultos sugerem que, embora exista uma 

tentativa de responder à infecção, os defeitos na geração de respostas antivirais efetivas, 

especialmente a geração de células T CD4+ de memória ocorrem dentro de semanas 

(McCune, 2001). 

Quando o número de células T CD4+ diminui, ocorrem mudanças na proporção 

entre as células de memória (CD45RO+) e as células T naïve (CD45RA+). Com a 

progressão da doença há perda relativa de células T naïve (De Martini et al., 1988; 

Zaunders et al., 1995; Ullum et al., 1997; McCune, 2001, Resino et al., 2004). A causa 

disto ainda não é clara, pois na infecção in vitro são as populações de células de memória 

quem se mantém e o co-receptor utilizado pelo vírus até a fase tardia da doença é o CCR5, 

que não é expresso nas células T CD4+ naïve (Schnittman et al., 1990; Dragic et al., 1996; 

Deng et al., 1996; Bjorndal et al., 1997; Bleul et al., 1997). 

É possível que a ativação crônica, apresentação do antígeno e reativação da 

infecção crônica resultem em turnover de T CD4+ de memória e de sua subseqüente morte 

levando ao recrutamento de células naïves para o pool de memória com a finalidade de 

repor estes déficits. Há evidências de progressiva ruptura do repertório do receptor de 

célula T (TCR) decorrente da infecção progressiva que, por sua vez, reflete falhas do 

repertório imune por provável depleção ou exaustão clonal (Murray et al., 1998;  

Connors et al., 1997; Zinkernagel et al. 1994; Pantaleo et al. 1997). 

A intervenção com antiretrovirais e interleucina 12 (IL-12) parece não reparar 

este déficit (Kovacs et al., 1996, 1997). O aumento inicial no número de células T CD4+, 

após o início da terapia anti-retroviral pode ser derivado inteiramente da população de 

células de memória existente no momento da introdução da terapia. O aumento do número 

de células naïve ocorrerá após vários meses de terapia e então o aumento será modesto com 

evidência limitada do reparo do repertório, exceto nas crianças nas quais a função tímica 

ainda é relativamente preservada (Kelleher et al., 1996; Autran et al., 1997; 1999; 2001; 
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Gea-Banacloche et al., 2000; Kostense et al., 2001; Cohen et al., 2002; Pahwa et al., 2003; 

Kou et al., 2003; Cossarizza et al., 2004, Resino et al. 2004).  

As crianças do nosso estudo, por serem fundamentalmente progressoras 

rápidas, devem apresentar comprometimento da função tímica uma vez que o HIV-1 

interfere em todos os órgãos linfóides.  

Mesmo sob prolongada terapia anti-retroviral o número de T CD4+ na maioria 

dos indivíduos não retornou a normalização. Embora mecanismos homeostáticos pareçam 

ser mobilizados, eles não compensam estes déficits, uma vez que há evidências do 

comprometimento de vários dos mecanismos homeostáticos. A extensão deste mecanismo 

regenerativo extra-tímico, nos indivíduos com baixo volume tímico, correlaciona-se com os 

níveis plasmáticos de IL-7 (Kimmig et al., 2002; Kalayjian et al., 2007). 

Esta expressão desregulada, a qual é parcialmente resolvida pela HAART, tem 

implicações para a geração efetiva de células T específicas para o HIV. Outra possível 

causa para a falta de recuperação das células T, após a HAART, pode ser a ruptura da 

arquitetura do linfonodo. Na infecção crônica, há ruptura progressiva da arquitetura do 

linfonodo resultante da ativação imune e inflamação que leva à deposição de colágeno no 

tecido linfático e, a fibrose no recido linfático correlaciona-se à redução da população de 

células T CD4+ (Biberfeld et al., 1987; Pallesen et al., 1987; Schacker et al., 2002). 

Dados recentes sugerem que a redução de células T CD4+ é mais substantiva 

dentro da população naïve e está em proporção à extensão da deposição de colágeno dentro 

do tecido linfático (Schacker et al., 2006). Isto sugere que a capacidade de regenerar as 

células naïve na periferia, através de mecanismos como o da IL-7 encontra-se 

comprometido pela ruptura da microarquitetura na qual esta regeneração poderia ocorrer 

normalmente. 

A regeneração da célula T ocorre pelo balanço entre a expansão e a apoptose. A 

taxa de turnover encontra-se aumentada na infecção pelo HIV-1. Vários estudos 

mostraram, de forma consistente, que existe uma proliferação celular de TCD4+ e CD8+ 

aumentada na infecção pelo HIV-1. A proporção de células T CD4+ que se divide está 
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aumentada entre 3 a 5 vezes em relação a observada em indivíduos sadios. Em relação as 

células T CD8+, a proporção encontra-se aumentada entre 5 a 8 vezes (Sachsenberg et al., 

1998; Zhang et al., 1998; Hellerstein et al., 1999; Lempicki et al., 2000). 

A despeito desta elevada taxa de proliferação, o número de células T CD4+ não 

aumenta e a taxa de produção de novas células T CD4+ não é significativamente maior do 

que a observada nos controles sadios, cerca de 10 células/mL/dia, indicando que uma 

proporção significativa das células em proliferação não completam a divisão ou morrem 

precocemente (Fleury  et al., 2000). 

O mesmo argumento pode ser realizado para as células T CD8+. A despeito do 

seu aumento substancial observado na proliferação, o número de T CD8+ apenas dobra e 

seu número total declina progressivamente , em paralelo com a diminuição das células 

TCD4+, na infecção crônica (Fleury et al., 2000). 

Em relação à apoptose, encontra-se aumentada nas células T CD8+ ativadas, 

sendo mais elevada do que nas células T CD4+ (Groux et al., 1992; Meyaard  et al., 1992; 

Gougeon et al., 1997; Badley et al., 2000). 

A morte celular e o aumento do tráfego dos linfócitos para os tecidos nos quais 

sofrem apoptose pode justificar a falta de acúmulo das subpopulações de células T células 

na periferia e o seu elevado turnover (Boirivant et al., 1996; De Maria et al., 1996). 

A ativação e a proliferação das células T não diminuem com a redução da carga 

viral. A ativação pode ser decorrente do controle natural, como o observado nos pacientes 

não progressores, ou induzida pela terapia anti-retroviral. O retorno aos níveis normais de 

ativação e turnover ocorre apenas após prolongada intervenção terapêutica efetiva 

(Zaunders et al., 1999; Fleury et al., 2000). 

Enquanto o turnover viral desempenha papel significativo na ativação crônica, 

nem todas as células ativadas são específicas para o HIV-1. Provavelmente, muitas células 

encontram-se ativadas e proliferando em resposta tanto aos processos de homeostasia, 

quanto à reativação induzida por outros patógenos quando há falha do controle imune 

(Murali-Krishna et al., 1998; Scales et al., 2001; Doisne et al., 2004;). 
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Em relação à função das células T CD4+, vários defeitos foram observados no 

curso da infecção pelo HIV-1. Um dos defeitos mais precoces descritos é o da perda da 

capacidade proliferativa in vitro a antígenos e mitógenos. Esta perda é progressiva e ocorre 

em conjunção à depleção do número de T CD4+, bem como, da sua capacidade em 

sintetizar interleucina 2 (IL-2) em resposta a estímulos (Lane et al., 1985;  

Wahren et al., 1987; Gurley  et al., 1989; Clerici et al., 1989). Foi observado que os 

indivíduos infectados que mantêm resposta proliferativa in vitro para antígenos do HIV 

apresentam baixos níveis de carga viral (Dyer et al., 1996; 1997; Rosenberg et al., 1997; 

Wilson et al., 2000). A resposta proliferativa específica para o HIV-1 está presente no 

início da infecção na maioria dos pacientes, mas logo é perdida (Oxenius et al., 2000;  

Rosenberg et al., 2000). 

O déficit da capacidade proliferativa não é resultante da morte das células 

proliferativas pelo vírus. Embora a adição de antiretrovirais às culturas celulares não 

restaure esta atividade linfoproliferativa, a terapia anti-retroviral, no início da infecção, 

pode resultar na preservação desta atividade (Fidler et al., 2002). 

Inicialmente, a perda da resposta proliferativa específica para o HIV era 

atribuída à perda completa do repertório das células T CD4+ específicas. Contudo, novas 

maneiras de identificar as células T CD4+ específicas para o HIV-1, as quais não envolvem 

proliferação in vitro, sugerem que, mesmo nos pacientes não tratados, um número 

substancial de células T CD4+ específicas persiste no processo da doença  

(Pitcher et al., 1999; McNeil et al., 2001; Iyasere et al., 2003). Contudo, nos indivíduos 

com carga viral elevada (106cópias/mL) estas células raramente são detectadas  

(Boritz et al., 2004; Palmer et al., 2004). 

As células específicas para o HIV-1 parecem ter um fenótipo efetor quando 

julgadas pela produção de citocinas (IL-2, IFN-γ) (Palmer et al., 2004; Scriba et al., 2005). 

Além disso, parece que a estimulação crônica viral relaciona-se ao aparecimento de células 

efetoras de vida curta, produtoras de IFN-γ mais do que o turnover de células T CD4+ de 

memória. Acredita-se que a produção de IL-2 seja importante para o desenvolvimento de 

células T CD8+ de memória e que estas células sofram rápida expansão em resposta à  

re-estimulação antigênica (Sallusto et al., 1999). 
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A perda das células T CD4+ de memória é o principal déficit irreversível na 

infecção pelo HIV-1 crônica, ocorrendo mesmo com a restauração da contagem de T CD4+ 

e diminuição da carga viral decorrentes da terapia anti-retroviral. Contudo, sob certas 

circunstâncias, a introdução precoce da terapia anti-retroviral é capaz de alterar o fenótipo e 

a função das células T CD4+ específicas para o HIV (Scriba et al., 2005). A suplementação 

contendo proteínas do soro de leite para as crianças deste estudo foi capaz de aumentar a 

capacidade proliferativa de T CD3+, com predominância de células TCR γδ. Esta 

modulação foi visível com o produto que continha proteínas nativas e com enriquecido com 

pré-bióticos. 

Uma terapia anti-retroviral bem estruturada é capaz de reduzir a carga viral e 

levar células T CD4+ efetoras à adquirem características consistentes às células de memória 

central (aumento da expressão de CCR7, da produção de IL-2 e da proliferação in vitro) 

(Alexander et al., 2003; Elrefaei et al., 2004). Entretanto, a retirada da terapia anti-retroviral 

aumenta a carga viral e o fenótipo das células específicas para o HIV-1 revertem para um 

fenótipo efetor (Scriba et al., 2005). 

O repertório do TCR das células específicas para o HIV-1 parece não variar, 

sugerindo que, a curto prazo, estas células surgem de células efetoras de memória 

existentes e não da diferenciação de células naïve (Malhotra et al., 2003). 

No presente estudo foi observada diminuição no percentual de células TCR γδ 

no sangue periférico das crianças infectadas pelo HIV-1. Na infecção pelo HIV há um 

declínio numérico das subpopulações de linfócitos T γδ expressando receptores Vγ9/Vδ2 e 

aumento no número de linfócitos T TCR γδ no epitélio gastrointestinal está associado ao 

aumento da gravidade da doença. Entretanto, informações sobre o efeito da infecção pelo 

HIV sobre a função das células TCR γδ e a sua contribuição para a imunodeficiência 

observada na AIDS ainda são limitadas (Sciammas e Bluestone, 1999; Poccia et al., 1999; 

Imlach, 2003).  

A infecção pelo HIV inibe a atividade citolítica das células T γδ, bem como sua 

capacidade de proliferar e produzir citocinas Th1 em resposta ao estímulo com 

Mycobacterium tuberculosis (Alfano e Poli, 2005). No presente estudo, observou-se 
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diminuição do percentual de células TCR γδ nas culturas de células mononucleares 

estimuladas com BCG das crianças infectadas pelo HIV -1 em relação às expostas não 

infectadas. 

Embora a suplementação alimentar com os suplementos Nativo e Pré-biótico, 

por três meses, tenha aumentado a proliferação linfocitária específica para o BCG e que 

nessa condição a expansão de TCR γδ seja predominante, o aumento dessa subpopulação 

de linfócitos T não foi observada. 

Como existe uma depleção geral das células T CD4+ no GALT, o aumento 

relativo no número das células T regulatórias pode ser substancial e comprometer a geração 

de uma resposta imune efetiva (Mehandru et al., 2004; Guadalupe et al., 2003; 2006; 

Nilsson et al., 2006). As respostas T citotóxicas estão presentes durante a infecção primária 

sendo que o início de suas atividades correlaciona-se com o pico da carga viral na infecção 

primária e sua atividade é o principal determinante da duração do período assintomático da 

infecção (Borrow et al., 1994; Koup et al., 1994; McMichael e Rowland-Jones, 2001). 

Observamos que a suplementação com proteínas do soro de leite bovino 

enriquecidas com pré-biótico aumentou a relação das células T CD4+/CD8+. Embora não 

tenha sido observada mudança significativa na relação CD4+/CD8+ no grupo Hidrolisado 

após a suplementação alimentar os valores observados não diferiram dos encontrados nas 

crianças expostas e não infectadas. 

A resposta das células T CD8+ parece ter papel importante no controle viral, 

uma vez que, na progressão da doença, são observados altos níveis de células T CD8+ 

ativadas e a extensão desta expansão prediz a evolução da doença independentemente da 

contagem das células T CD4+ e da carga viral (Liu  et al., 1997; Papagno et al., 2004). 

Na infecção crônica pelo HIV-1, as células T CD4+ têm expressão aumentada 

do receptor inibitório programmed death 1 (PD-1) (regulador negativo de células T 

ativadas). A expressão do PD-1 nas células T CD4+ e CD8+ correlaciona-se positivamente 

com a carga  viral e negativamente com a contagem de células T CD4+, mostrando 
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evidência de uma correlação entre a resposta adaptativa das células T e parâmetros de 

progressão da AIDS. (Day et al., 2006; Trautmann et al., 2006). 

O bloqueio desta via de sinalização melhora a resposta proliferativa das células 

T CD4+ e CD8+ específicas para o HIV, além de melhorar a sobrevivência e produção de 

citocinas das células T CD8+ (Day et al., 2006; Trautmann et al., 2006). 

A depleção das células T CD8+ em macacos infectados pelo vírus da 

imunodeficiência símia (SIV) resulta no aumento da carga viral e progressão rápida da 

doença (Matano et al., 1998; Jin et al., 1999). Assim como nas células T CD4+, há 

evidência para o desenvolvimento disfuncional das células T CD8+ específicas para o  

HIV-1, com distorção do fenótipo de maturação mais voltado para o de célula efetora do 

que para o de célula de memória (Sallusto et al., 1999; Appay et al., 2000;  

Champagne et al., 2001; Chen et al., 2001; Ellefsen et al., 2002; Migueles et al., 2002; 

Lichterfeld et al., 2004; Fuller et al., 2005; Betts et al., 2006). Estes achados sugerem que o 

desenvolvimento das células T CD8+ na presença crônica de uma carga antigênica resulta 

na exaustão e falha de uma resposta imune efetiva. 

No presente estudo foi observado, nas culturas não estimuladas e nas 

estimuladas por BGC e PHA, percentual aumentado de células não viáveis.  

Outros indicadores da desregulação imune incluem os componentes 

inflamatórios para a progressão da infecção pelo HIV-1. Altos níveis de TNF-α e IL-6 são 

observados durante a infecção progressiva pelo HIV-1 (Lau et al., 1990;  

Dezube et al., 1992; Navikas et al., 1995). Em nosso trabalho, foi observado que as crianças 

infectadas apresentavam produção espontânea de TNF-α aumentada, enquando que quando 

as células eram estimuladas com BCG e PHA a produção dessa citocina encontrava-se 

reduzida. Em crianças, após o início da HAART, observa-se que a produção diminuída de 

TNF-α e e IFN-γ em resposta ao estímulo com PHA alcança níveis semelhantes ao 

observado no grupo controle (Resino et al., 2004). 

Interessantemente, após três meses de suplementação alimentar, a produção 

espontânea de TNF-α nos sobrenadantes de cultura atingiram valores semelhantes aos 

observados nos sobrenadantes de cultura das crianças expostas e não infectadas. Esse 
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achado foi observado em todos os grupos suplementados. Resultados semelhantes foram 

observados nos sobrenadantes das culturas estimuladas. nos grupos suplementados com as 

proteínas nativas ou enriquecidas com pré-bióticos. A produção de TNF-α estimulada por 

BCG ou por PHA, que se encontravam reduzidas, atingiram valores semelhantes aos das 

crianças não infectadas.  

A concentração de IFN-γ nas células estimuladas por BCG estava reduzida nas 

crianças infectadas. Lee et al. (1996) testaram a hipótese de que a troca do padrão de 

citocinas correlaciona-se com a progressão da doença, através da determinação de citocinas 

em sobrenadantes de cultura de CMSP estimuladas com PHA + PMA. Eles descreveram 

que as PBMC das crianças progressoras rápidas estimuladas com PHA + PMA produziram 

significativamente menor quantidade de IL-2 e IFN-γ do que as crianças expostas e não 

infectadas.  

A BCG induz uma produção sequencial de citocinas Th1 e Th2. Inicialmente, 

entre o primeiro e segundo dia após o estímulo, a resposta é dominada por monocinas e 

baixa produção de TNF-α e IFN-γ. A partir do quarto e quinto dia, há uma produção 

marcante de linfocinas Th1, com aproximadamente 6% de células IFN-γ+, 4% de células 

TNF-α+ e 2% de células IL-2+. Mais tardiamente, entre o décimo e décimo segundo dia, é 

detectada uma resposta Th2 com IL-4, IL-5 e IL-10, enquanto que a síntese de linfocinas 

Th1 e monocinas declinam. A produção tardia de citocinas Th2, na resposta à BCG, pode 

refletir a dinâmica no balanço in vivo, com função de prevenir a expressão inflamatória 

exacerbada das citocinas Th1 que poderia acarretar em lesão tecidual (Sander et al. 1995). 

Dados obtidos experimentalmente, demonstraram que as células T CD8+ de 

indivíduos vacinados com BCG podem ser ativadas e produzir IFN-γ após estimulação in 

vitro com M. bovis. Estes resultados sugerem que as células tipo 1 tenham papel importante 

nas defesas humanas anti-micobacterianas (Kindler et al., 1989). 

A concentração de IFN-γ nas células estimuladas por BCG aumentou após a 

suplementação alimentar com produto contendo proteínas do soro de leite nativas achado 

de grande valor uma vez que, o IFN-γ é considerado como a principal citocina induzida 

pela micobactérias em indivíduos saudáveis (Sander et al., 1995; Anuradha et al., 2007). 
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A extensão da desregulação do sistema imune focaliza-se em dois tipos de 

observações clínicas, ambos relacionados à terapia anti-retroviral. A primeira observação 

clínica é o fenômeno da doença da reconstituição imune, que ocorre em pacientes que 

iniciam a terapia anti-retroviral em estágio tardio da doença. A doença da reconstituição 

imune caracteriza-se por uma resposta imune aberrante e exuberante para os patógenos que 

o indivíduo infectado possui no início da terapia. Associa-se com morbidade e mortalidade 

significantiva (Stone et al., 2001; 2002-a; -b; French et al., 2004). 

A segunda observação clínica relaciona-se aos protocolos de intervenção 

terapêutica que ainda precisam demonstrar a capacidade de controlar a carga viral. Embora 

esteja claro que existe uma desregulação progressiva da resposta imune com a progressão 

da doença, a terapia existente corrige parcialmente estes déficits. A estratégia de 

suplementação com as proteínas do soro de leite para estes pacientes é promissora. 

A infecção pelo HIV-1 está associada com nível subnormal de GSH e aumento 

de GSH foi observado em adultos e crianças infectadas pelo HIV sob terapia anti-retroviral 

após a suplementação com proteínas do soro de leite bovino. Em crianças, foi observado 

aumento significativo de 16,14 mg/dL da GSH nos eritrócitos e redução da morbidade, 

sugerindo que a síntese de GSH interfere na evolução da AIDS. Nos pacientes adultos 

também foi observado aumento dos níveis de GSH no plasma (Micke et al., 2001; Moreno 

et al., 2006). Entretanto, ainda falta uma observação em longo prazo para saber se esta 

eficácia bioquímica das proteínas do soro de leite se traduz em uma evolução mais 

favorável da AIDS. 

Embora não tenha sido observada melhora nos níveis de GSH ou redução da 

inflamação após 3 meses de suplementação, podemos considerar promissora a observação 

de que os níveis de produção espontâneas de TNF-α não diferirem dos valores observados 

nos sobrenadantes de cultura das ctianças expostas e não infectadas. Aukrust et al. (2003) 

observaram que a adição de éster de GSH a culturas de CMSP de pacientes infectado spelo 

HIV, suprimiram a liberação espontânea de TNF-α nos sobrenadantes de cultura.  

Na infecção pelo HIV, a GSH diminui rapidamente e seu declínio continua com 

a progressão da doença (Buhl et al.1989). Foi demonstrado que agentes que aumentam o 

nível intracelular de GSH são capazes de inibir a replicação viral (Kalebic et al., 1991). 
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Entretanto nossos dados não demonstraram diferenças na concetração de GSH entre as 

crianças infectadas e expostas e não infectadas pelo HIV-1.  

Os mecanismos de ação da GSH não são completamente entendidos. Parece que 

não é um efeito anti-viral per se, mas encontra-se relacionado ao bloqueio do estresse 

oxidativo, o qual é responsável pela ativação do fator NFκB que implica na transcrição e 

replicação viral (Staal et al., 1990) 

O NFκB é ativado em resposta a várias formas de estresse oxidativo  

(Mihm et al., 1995). Alternativamente, a GSH pode interferir na fosforilação do complexo 

IκB/NF-κB (Garaci et al., 1992; Palamara et al., 1995). 

A função antioxidante deste tripeptideo está relacionada à oxidação do grupo 

tiol de seu resíduo cisteína com formação de dissulfeto (GSSG), a qual volta a ser 

catalíticamente reduzida para a forma tiol (GSH) pela glutationa redutase. Evidências tem 

se acumulado sugerindo que o mecanismo redox tem papel fundamental nos eventos 

celulares tais como a ligação do NF�B e AP-1 ao DNA genômico, à proteína de ligação ao 

mRNA, e interações com receptores de hormônios (Abate et al., 1990;  

Schreck et al., 1992). 

Relata-se também que o estresse oxidativo ocorre em diferentes infecções virais 

e um papel anti-viral do NFκB sobre a ativação do gene de transcrição do HIV-1  

(Schreck et al., 1991). 

As crianças do presente estudo estavam sob HAART e nenhuma apresentou 

infecção oportunista durante o período de suplementação, o que sugere uma fase estável da 

infecção pelo HIV-1. Talvez por esta razão os níveis de GSH no eritrócitos não tenham 

diferido das crianças expostas e não infectadas. 

In vivo, foi amplamente demonstrado que a administração de GSH em altas 

doses ao camundongo infectado reduz os sinais típicos da doença e a carga viral. A 

importância destes achados também é reforçada pelo fenômeno neurodegenerativo 

associado ao HIV que pode estar ligado à depleção intracelular de GSH e perda da função 

mitocondrial. Em conseqüência, a restauração de ambas, GSH e função mitocondrial, são 
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possíveis estratégias terapêuticas para retardar a progressão da doença e a demência em 

pacientes com AIDS. O estado redox tiol intracellular de macrófagos influencia a 

capacidade de gerar um tipo de resposta Th1 ou Th2, e precisamente, a depleção de GSH 

inibe a produção de citocinas Th1 ou favorece a Th2. Além disso, as alterações na função 

imune por causa da depleção de GSH em macrófago podem ter papel em exacerbar a 

infecção pelo HIV e outras doenças infecciosas (Murata et al., 2002;  

Fraternale et al., 2003). 

Parece concebível que o estresse oxidativo pode ser um fator de controle da 

infecção pelo HIV. Além disso, um estado antioxidante alterado foi observado no plasma e 

outros tecidos dos pacientes com AIDS (Eck et al., 1989). 

Contudo, ainda está em debate o papel da condição oxidativa na infecção pelo 

HIV com base nos resultados contraditórios. De fato os níveis de GSH diminuem na 

infecção pelo HIV-1 (Buhl et al., 1989) e esta diminuição parece afetar preferencialmente a 

GSH , uma vez que o nível de GSSG nos tecidos de infectados pelo HIV-1 é normal. Pelo 

contrário outro estudo mostrou aumento de GSSG, como mediador do estresse oxidativo, 

em linfócitos CD41 ( Aukrust et al., 1995).  

Tomados em conjunto, nossos resultados mostram modulação do sitema imune 

celular pela suplementação alimentar com as proteínas do soro de leite bovino em crianças 

infectadas pelo HIV-1. Esta modulação foi caracterizada pelo aumento da relação dos 

linfócitos T CD4+/CD8+, aumento da proliferação específica para o BCG, bem como, a 

produção de IFN-γ em resposta ao estímulo por BCG. Entretanto, esta modulação foi 

observada nos grupos suplementados com as proteínas nativas ou enriquecidas com  

pré-bióticos, sugerindo que a estrutura na qual as proteínas se encontram possa ter relação 

com os resultados observados. 

Embora muitas pesquisas apontem para os efeitos imunomoduladores dos 

peptídeos provenientes da hidrólise das proteínas do soro de leite, no presente estudo essa 

ação não foi observada. O método de obtenção dos peptídeos pode ser um dos fatores que 

contribuíram para esse achado. Há relatos que determinadas enzimas, como a tripsina, 

reduzem ou suprimem a ação imunomoduladora dos peptídeos (Wong et al., 1998;  
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Mercier et al., 2004; Prioult et al., 2004). Sendo assim, o método de obtenção dos peptídeos 

do suplemento Hidrolisado deve ser melhor explorado. Outra questão relevante em relação 

ao suplemento hidrolisado é o amargor que os seus peptídeos conferem aos produtos que os 

contém (Pihlanto , 2006). A palatabilidade dos produtos hidrolisados compromete a sua 

ingestão o que pode prejudicar a avaliação do potencial imunomodulador dos peptídeos 

provenientes das proteínas do soro de leite bovino.  

Discussão 

161



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
7- CONCLUSÕES 

 

 163



Concluímos que: 

• O estado nutricional das crianças infectadas pelo HIV-1, sob HAART, 

encontra-se comprometido e a suplementação alimentar, por um período de 

três meses, com proteínas do soro de leite bovino hidrolisadas ou nativas 

influenciou as reservas de gordura corporal.  

• A imunidade celular das crianças infectadas pelo HIV-1 medida pelo 

percentual de células T no sangue periférico mostrou depleção de células 

CD4+, TCR γδ e CD45RO+ e aumento de células CD8+ em comparação às 

crianças expostas não infectadas. 

• A produção de citocinas no sobrenadante de cultura de células 

mononucleares das crianças infectadas pelo HIV-1 diferiu da produção das 

crianças expostas e não infectadas. A produção espontânea de TNF-α estava 

aumentada e a de IFN-γ em resposta ao estímulo com BCG e a de IL-10 em 

resposta ao estímulo com PHA diminuídas. 

• A resposta celular à vacina BCG e a resposta humoral à vacina de hepatite 

B, das crianças infectadas pelo HIV-1, sob HAART, encontram-se 

significativamente diminuídas em comparação às crianças expostas não 

infectadas. 

• A suplementação alimentar com proteínas do soro de leite nativas ou 

enriquecidas com pré-bióticos, por um período de três meses, aumentou a 

proliferação de linfócitos T em resposta ao BCG. E, a produção de IFN-γem 

sobrenadantes de cultura em reposta ao BCG foi aumentada pela 

suplementação contendo proteínas nativas do soro de leite. 
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Concluímos que a suplementação alimentar com proteínas do soro de leite 

bovino, nativas, hidrolisadas ou enriquecidas com pré-bióticos em crianças com infecção 

vertical pelo HIV, sob HAART: 

• Influenciou as reservas de gordura corporal; 

• Influenciou a imunidade celular avaliada pela melhora na relação dos 

linfócitos T CD4+/CD8+; aumento da proliferação linfocitária  

BCG-específica e aumento da produção de IFN-γ em resposta à BCG. 

A suplementação alimentar com proteínas do soro de leite bovino hidrolisadas 

em crianças com infecção vertical pelo HIV, sob HAART: 

• Influenciou o estado nutricional medido pelo aumento do perímetro braquial; 

• Influenciou a imunidade celular avaliada pelo aumento número de linfócitos 

e do percentual de linfócitos T CD8+. Além disso, a produção espontânea de 

TNF-α atingiu valor semelhante ao observado nas crianças expostas ao HIV 

e não infectadas.  

A suplementação alimentar com proteínas do soro de leite bovino enriquecidas 

com pré-bióticos em crianças com infecção vertical pelo HIV, sob HAART: 

• Influenciou o estado nutricional medido pelo aumento da ingestão de 

gordura. 

• Influenciou a imunidade celular avaliada pelo aumento relação dos linfócitos 

T CD4+/CD8+ e pelo aumento da proliferação linfocitária específica para 

BCG. Ainda, a produção espontânea e a estimulada por BCG de TNF-α e 

estimulada por BCG de IFN-γ atingiram valores semelhantes aos observados 

nas crianças expostas ao HIV e não infectadas. 
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A suplementação alimentar com proteínas do soro de leite bovino nativas em 

crianças com infecção vertical pelo HIV, sob HAART: 

• Influenciou o estado nutricional medido pelo aumento do somatório de 

pregas cutâneas e da ingestão de cálcio. 

• Influenciou a imunidade celular avaliada pelo aumento da proliferação 

linfocitária específica para BCG; aumento da produção de IL-4 espontânea e 

resposta à BCG e aumento da produção de IFN-γ em resposta à BCG que, se 

equiparou aos valores observados nas culturas das crianças expostas e não 

infectadas pelo HIV. Também, a produção espontânea e estimulada por 

BCG de TNF-α atingiram valores semelhantes aos observados nas crianças 

expostas ao HIV e não infectadas. 
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Critério CDC (1994) adaptado em menores de treze (13) anos de idade 

Será considerado como caso de aids, para fins de vigilância epidemiológica, todo indivíduo com 
menos de treze (13) anos de idade que apresentar evidência laboratorial da infecção pelo HIV e alguma 
evidência de imunodeficiência. 

Como evidência da infecção pelo HIV para fins de vigilância epidemiológica (Quadro 5), são 
considerados testes de triagem para detecção de anticorpos: ELISA, EIA, MEIA e ensaio imunoenzimático 
por quimioluminiscência. São considerados testes confirmatórios: imunofluorescência indireta, imunoblot, 
Western Blot, teste de amplificação de ácidos nucleicos, PCR e NASBA. 

Como evidência de imunodeficiência, faz-se necessária uma contagem de linfócitosT CD4+ menor 
do que o esperado para a idade e/ou o diagnóstico de pelo menos duas (2) doenças, sinais ou sintomas 
indicativos de aids de caráter leve (Quadro 6) ou uma (1) de caráter moderado/grave, em correspondência às 
Categorias da Classificação Clínica dos Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 1994).  

 

São doenças, sinais ou sintomas indicativos de AIDS de caráter leve: 

1. Aumento crônico das parótidas; 

2. Dermatite persistente; 

3. Esplenomegalia; 

4. Hepatomegalia; 

5. Linfadenopatia; 

6. Infecções persistentes ou recorrentes de vias aéreas superiores (otite média ou sinusite). 

São doenças, sinais ou sintomas indicativos de AIDS de caráter moderado: 

1. Anemia por mais de 30 dias; 

2. Candidose oral resistente ao tratamento persistindo por mais de dois (2) meses em maiores de seis (6) 
meses de idade; 

3. Diarréia recorrente ou crônica; 

4. Febre persistente com duração superior a um (1) mês; 

5. Gengivo-estomatite herpética recorrente com mais de dois episódios em um (1) ano; 

6. Hepatite; 

7. Herpes zoster, com pelo menos dois (2) episódios distintos ou mais de um dermátomo acometido; 

8. Infecção por citomegalovírus iniciada antes de 1 mês de idade; 

9. Leiomiossarcoma; 

10. Miocardiopatia; 

11. Nefropatia; 

12. Neutropenia por mais de 30 dias; 

13. Nocardiose; 

14. Pneumonia linfóide intersticial; 

15. Toxoplasmose iniciada antes de 1 mês de idade; 

16. Trombocitopenia por mais de 30 dias; 

17. Tuberculose pulmonar; 

18. Varicela disseminada. 
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São doenças, sinais ou sintomas indicativos de AIDS de caráter grave: 

1. Candidose de esôfago; 

2. Candidose de traquéia, brônquios ou pulmão; 

3. Citomegalovirose em qualquer outro local que não seja, fígado, baço ou linfonodos em maiores de um (1) 
mês de idade; como a retinite por citomegalovírus. 

4. Criptococose extrapulmonar; 

5. Criptosporidiose com diarréia persistindo por um período superior a um (1) mês; 

6. Encefalopatia determinada pelo HIV; 

7. Herpes simples em brônquios, pulmões ou trato gastrintestinal; 

8. Herpes simples mucocutâneo, por um período superior a um (1) mês em crianças com mais de um (1) mês 
de idade; 

9. Histoplasmose disseminada (localizada em quaisquer órgãos que não seja exclusivamente em pulmão ou 
linfonodos cervicais/hilares); 

10. Infecções bacterianas graves e recorrentes (pelo menos 2 episódios no intervalo de 2 anos, confirmados 
bacteriologicamente): sepse, pneumonia, meningite, osteoartrites, abscessos em órgãos internos; 

11. Isosporidiose intestinal crônica, por um período superior a um (1) mês; 

12. Leucoencefalopatia multifocal progressiva (vírus JC, um poliomavírus); 

13. Linfoma não-Hodgkin de células B (fenótipo imunológico desconhecido) e outros linfomas dos tipos 
histológicos, linfoma maligno de células grandes ou pequenas não clivadas (tipo Burkitt ou não-Burkitt) 
ou Linfoma maligno imunoblástico sem outra especificação (termos equivalentes: sarcoma 
imunoblástico, linfoma maligno de células grandes ou linfoma imunoblástico); 

14. Linfoma primário do cérebro; 

15. Pneumonia por Pneumocystis carinii; 

16. Qualquer micobacteriose disseminada em órgãos outros que não o pulmão, pele ou linfonodos 
cervicais/hilares (exceto tuberculose ou hanseníase); 

17. Sarcoma de Kaposi; 

18. Sepse recorrente por bactérias do gênero Salmonella (não tifóide); 

19. Síndrome de Emaciação (AIDS Wasting Syndrome) 

20. Toxoplasmose cerebral em crianças com mais de um (1) mês de idade. 
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Evidência laboratorial de imunodeficiência:Contagem de linfócitos T CD4+ de acordocom a 
idade da criança 

 
A evidência laboratorial de imunodeficiência é determinada quando a contagem absoluta ou percentual de 
linfócitos T CD4+ for menor do que a esperada para a idade atual. 

QUADRO 5 

CONTAGEM DE LINFÓCITOS T CD4+ DEFINIDORADE IMUNODEFICIÊNCIA DE 
ACORDO COM A IDADE 

 

FAIXA ETÁRIA CONTAGEM TOTAL E PERCENTUAL 
Inferior a 12 meses <1.500 células por mm3 (< 25%) 

1 a 5 anos <1.000 células por mm3 (< 25%) 
6 a 12 anos <500 células por mm3 (< 25%) 

 
A contagem de linfócitos T CD4+ definida em cada faixa etária acima corresponde aos graus de 
imunodepressão moderada/grave definidos na classificação dos CDC. 

 

QUADRO 6 

DOENÇAS, SINAIS OU SINTOMASINDICATIVOS DE AIDS DE CARÁTER LEVE 

 

DOENÇAS, SINAIS OU 
SINTOMAS  

DESCRIÇÃO 

Aumento crônico das parótidas Aumento uni ou bilateral das parótidas por tempo superior a duas 
semanas, afastadas causas comuns dessa condição (cálculo ou estenose 
de ducto e parotidite epidêmica – caxumba). 

Dermatite persistente Dermatite persistente caracterizada por lesões eczematosas localizadas 
ou generalizadas de evolução crônica, lesões pápulo-vesiculosas 
disseminadas sem etiologia definida ou micoses superficiais de evolução 
crônica resistentes ao tratamento habitual. 

Esplenomegalia Baço com tamanho superior ao esperado para a idade. 
Hepatomegalia Fígado com tamanho superior ao esperado para a idade 
Linfadenopatia Linfadenomegalia maior do que 0,5 cm em mais de duas (2) cadeias 

diferentes. 
Infecções persistentes ou 
recorrentes de vias aéreas 
superiores (otite média ou 
sinusite) 

Sinusite/otite crônicas com duração superior a 2 meses, ou 3 ou mais 
episódios recorrentes em 1 ano. 

* É necessário a presença de duas ou mais das condições acima descritas para que se caracterizecomo 
indicativa de aids. 
 
Brasil. Ministério da Saúde. Secretaria de Vigilância em Saúde. Programa Nacional de DST e Aids.  
Critérios de definição de casos de aids em adultos e crianças./ Ministério da Saúde, Secretariade Vigilância 
em Saúde, Programa Nacional de DST e Aids. Brasília : Ministério da Saúde, 2003. 
50p. il. – (Série Manuais n.º 60). 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

Declaro, por livre e espontânea vontade, que permito a participação de, _______________________ 
___________________________________________________, com idade de ____ anos e HC de no 
___________ que se encontra sob responsabilidade de ___________________________________________, 
com idade de ______ anos, com o RG de no. ___________, residente na Rua 
_____________________________________, cujo grau de parentesco é ___________________, na pesquisa 
intitulada “Influência da Suplementação Alimentar sobre o Estado Nutricional e a Imunidade Celular de 
Crianças com AIDS”, projeto de tese de doutorado da aluna Yara Maria Franco Moreno, promovido pelo 
Departamento de Pediatria da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp, sob co-orientação do Prof. Dr. 
Marcos Tadeu Nolasco da Silva e orientação da Profª Drª Maria Marluce dos Santos Vilela. 
 Esta pesquisa tem o objetivo de através da suplementação alimentar com pré-bióticos, recuperar ou 
manter o estado nutricional e conhecer a sua influência sobre a imunidade celular. 

Atesto que recebi esclarecimentos quanto aos propósitos e procedimentos a serem utilizados durante 
o estudo, tais como: 

 
a) entrevista com profissional das áreas de nutrição e medicina; 
b) coleta de 20 ml de sangue para a realização de exames; 
c) exames antropométricos (peso, altura, pregas cutâneas); 
d) ingestão do suplemento alimentar que for proposto; 
e) fornecimento de informações referentes à ingestão alimentar. 

 
Comprometo-me a oferecer o suplemento alimentar fornecido, bem como, seguir às orientações 

recebidas quanto ao seu uso, tendo a garantia de receber resposta a qualquer pergunta e, esclarecimento a 
qualquer dúvida acerca dos assuntos relacionados à pesquisa e a suplementação alimentar. 

Estou ciente que não receberei remuneração em troca da participação, que os dados obtidos serão 
mantidos em sigilo, que posso deixar de participar da pesquisa no momento em que desejar e, que a 
desistência não influenciará no atendimento que venho recebendo. 

 
 

De acordo, 
 
Responsável pelo Participante: ___________________________________________________ 
 
Yara Maria Franco Moreno (telefone 19 91469944): ___________________________________ 
 
Prof. Dr. Marcos Tadeu Nolasco da Silva (telefone 19 35218973): ________________________ 
 
Prof.ª Dr.ª Maria Marluce dos S. Vilela (telefone 19 35218963): __________________________ 

 
 
 
 

Campinas,____ de ______________ de _______. 
 
 
 
 
 
Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas- UNICAMP: 19-35218936. 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

Declaro, por livre e espontânea vontade, que permito a participação de, 

____________________________________________________________, com idade de ____ anos e HC de 

no ___________ que se encontra sob responsabilidade de 

___________________________________________, com idade de ______ anos, com o RG de no. 

___________, residente na Rua _____________________________________, cujo grau de parentesco é 

___________________, como grupo de comparação na pesquisa intitulada “Influência da Suplementação 

Alimentar sobre o Estado Nutricional e a Imunidade Celular de Crianças com AIDS”, projeto de tese de 

doutorado da aluna Yara Maria Franco Moreno, promovido pelo Departamento de Pediatria da Faculdade de 

Ciências Médicas da Unicamp, sob co-orientação do Prof. Dr. Marcos T. Nolasco da Silva e orientação da 

Profª Drª Maria Marluce dos Santos Vilela. 

 Esta pesquisa tem o objetivo de, através da suplementação alimentar com com pré-bióticos, recuperar 

ou manter o estado nutricional e conhecer a sua influência sobre a imunidade celular. 

Atesto que recebi esclarecimentos quanto aos propósitos e procedimentos a serem utilizados durante 

o estudo, tais como: 

 

a) entrevista com profissional das áreas de nutrição e medicina; 

b) coleta de 20 ml de sangue para a realização de exames; 

 

Estou ciente que não receberei remuneração em troca da participação, que os dados obtidos serão 

mantidos em sigilo, que posso deixar de participar da pesquisa no momento em que desejar e, que a 

desistência não influenciará no atendimento que venho recebendo. 

 

De acordo, 

 

Responsável pelo Participante: ___________________________________________________ 

Yara Maria Franco Moreno (telefone 19 91469944): ___________________________________ 

Prof. Dr. Marcos Tadeu Nolasco da Silva (telefone 19 35218973): ________________________ 

Prof.ª Dr.ª Maria Marluce dos S. Vilela (telefone 19 35218963): __________________________ 

 
 

Campinas,____ de ______________ de _______. 
 
Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas- UNICAMP: 19-35218936. 
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Ficha de Coleta de Dados 

IDENTIFICAÇÃO 

Nome:         HC:    
Data de nascimento:                                               Idade:           a      m 
Nome do responsável: 
Telefone de contato: 
Procedência e endereço: 

CLASSIFICAÇÃO CDC (1994) 

A (   )  B (   )  C (   )                                     1 (   )  2 (   )  3 (   ) 

HISTÓRIA CLÍNICA 

Idade início dos sintomas (meses): 
Início da terapia antiretroviral: 
Terapia antiretroviral:  
Outros medicamentos em uso: 
Suplementação polivitaminica/mineral:  Sim (   )   Não (   )   Qual:                                     Tempo de uso: 
 

ANTROPOMETRIA 

 1o  Consulta 2o  Consulta 3o  Consulta 
Data    
Idade    
peso (kg)    
altura (cm)    
IMC (kg/m2)    
CB (cm)    
C. Punho (cm)    
PCT (mm)    
PCB (mm)    
PCSe (mm)    
PCSi (mm)    
PCAb (mm)    
CMB (cm)    
AMB (cm2)    
AAB (cm2)    
z-escore P/I    
z-escore A/I    
z-escore P/A    
z-escore IMC    
z-escore CB    
z-escore PCT    
z-escore CMB    
z-escore AMB    
Dx Nutricional    
 

ANAMNESE ALIMENTAR: RECORDATÓRIO 24 HORAS 

1o  Consulta 
 
 
 
2o  Consulta 
 
 
 
3o  Consulta 
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ESTIMATIVA DA INGESTÃO ALIMENTAR 

Ingestão Alimentar 1o  Consulta 2o  Consulta 3o  Consulta 
Data    
Energia (kcal)    
Calorias/kg    
Recomendado RDA (1989) (kcal)    
Adequação RDA (1989) (%)    
Recomendado (Miller e Garg, 1998) (kcal)    
Adequação Miller e Garg (1998) (%)    
Proteína (g)    
Proteína (g/kg)    
Recomendado RDA (1989) (g/kg)    
Adequação RDA (1989) (%)    
Recomendado (Miller e Garg, 1998) (g/kg)    
Adequação Miller e Garg (1998) (%)    
Distribuição % dos Macronutrientes    
Proteína (%)    
Carboidratos (%)    
Gorduras (%)    
Ingestão Micronutrientes    
Ferro    
Cálcio    

EXAMES LABORATORIAIS 

Exames 1o  Consulta 3o  Consulta 
data   
Hemograma   

Hemoglobina (g/dL)   
Hematócrito (%)   
Plaquetas (fl)   
Leucócitos (céls/mm3)   
Linfócitos (céls/mm3)   

   
Carga viral (cópias/mL)   
Fenotipagem de linfócitos T (%)   

CD3   
CD4   
CD8   
CD45RO   

Proliferação Linfocitária a BCG   
linfócitos pequenos (%)   

CD4 (%)   
CD8 (%)   
TCRγδ   

linfoblastos (%)   
CD4 (%)   
CD8 (%)   
TCRγδ   

células não viáveis (%)   
% linfoproliferação   

Citocinas   

TNF-α (pg/mL)   
IFN-γ (pg/mL)   
IL-10 (pg/mL)   
IL-4 (pg/mL)   

Glutationa eritrocitária (g/dL)   
anticorpo Anti-HBs (mUI/mL)   
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AVALIAÇÃO DA INGESTÃO DO SUPLEMENTO ALIMENTAR 

 
Data Suplemento 

ingerido? 
Se não, por que? Peso Observações 
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Latino-americano de Alergia e Imunologia em Pediatria e 1º Simpósio Internacional sobre o 
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Imunologia, de 22 a 25 de outubro de 2006, em Búzios, RJ. 
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- Moreno YF, Mazzola TN, Lima SCBS Da Silva MTN & Vilela MMS. Efeito imunomodulador 

das proteínas do soro de leite bovino em culturas de células mononucleadas de sangue periférico 

(CMSP), apresentado sob a forma de pôster no 14° Congresso Latinoamericano de Nutrição, de 

12 a 16 de novembro de 2006, em Florianópolis, SC. 

- Mazzola TN, Moreno YF, Da Silva MTN, Lima SCBS, Zorzeto, TQ & Vilela MMS. Resposta 

imune celular para a vacina BCG em lactentes com exposição vertical ao HIV e não infectados, 

apresentado sob a forma de pôster no VI São Paulo Research Conference - II Mecanismos de 

Infecção e Vacinas, de 27 a 29 de novembro de 2006, em São Paulo, SP. 

- Moreno YF, Mazzola TN, Lima SCBS, Silva MTN, Damiao A & Vilela MMS. Cytokine 
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Tabela 1: Características das crianças expostas ao HIV-1 infectadas e não infectadas. 

 

Exposição ao HIV-1 

  Caracteristicas Infectadas Não Infectadas 

Idade (anos) 8,6  
(2,4  -  16,0) 

6,0 
(2,7 – 10,2) 

Genero (masc./fem.) (27 / 26) (5/6)   

Início dos Sintomas (meses) 8  
(1  -  84) 

 

A1 1  
A2 4  
A3 1  
B1 7  
B2 16  
B3 6  
C1 1  
C2 4  
C3 8  
N1 1  

Categoria 
Clínica e 

Imunológica 

N2 1  
1ITRN+1ITRNN+1IP 1  
2ITRN 1  
2ITRN+1IP 33  
2ITRN+1IP+1ITRNN 4  

Terapia 
Antiretroviral 

2ITRN+1ITRNN 8  
cv < 104 (cópias/ml) 35  
104 < cv < 105 (cópias/ml) 14  Carga Viral 
105 < cv (cópias/ml) 1  

CD4+ (células/mm3) 774,5  
(250  -  3480) 

 

CD8+ (células/mm3) 1304  
(509  -  3858) 

 
Linfócitos T 

CD4+/CD8+ 0,545  
(0,11  -  2,14) 

 

 n 50 11 

    n: número de crianças 
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Tabela 2: Parâmetros hematológicos e concentração de glutationa eritrocitária em crianças 

expostas ao HIV-1 infectadas e não infectadas. 

 

Exposição ao HIV-1 
Parâmetro 

Infectadas Não Infectadas 
Valor de p2 

Glutationa (mg/dL) 69,6 
(21,21  -  255,04) 1 

73,55 
(48,61  -  109,20) 

0,320 

Hemoglobina (g/dL) 12,5 
(10,2  -  15,6) 

13,3 
(11,9  -  14) 

0,077 

Hematócrito (%) 37,55 
(31,6  -  45,9) 

38 
(30,1  -  41,6) 

0,363 

Leucócitos (células x 109/L) 6,545 
(3,92  -  793) 

7,9 
(4,95  -  9,46) 

0,069 

Linfócitos (células x 109/L) 2,93 
(1,13  -  8,26) 

2,64 
(1,95  -  4,89) 

0,743 

Linfócitos (%) 46,3 
(10,9  -  68,1) 

35,2 
(28,8  -  58,5) 

0,036 

Plaquetas (células x 109/L) 287 
(85  -  430) 

288 
(243  -  499) 

0,168 

n 50 11  

        n: número de crianças, 1: mediana (mínimo e máximo), : 2valor de p Teste de Mann-Whitney. 
 
 

Tabela 3: Percentual de linfócitos T CD4+, CD4+CD45RO+, CD8+, CD8+45RO+ e TCR γδ 

no sangue periférico de crianças expostas ao HIV-1 infectadas ou não 

infectadas.  

 
Exposição ao HIV-1 

Linfócitos T 
Infectadas Não infectadas 

Valor de p2 

CD4+ 34,2  
(10,4  -  77,2) 1 

53,70 
(27,40  -  68,10) 

< 0,001 

CD4+ CD45RO+ 12,65 
(4,70  -  26,40) 

21,0 
(7,10  -  37,90) 

< 0,001 

CD8+ 57,35  
(19,10  -  79,40) 

34,9  
(21,1  -  57,2) 

< 0,001 

CD8+ CD45RO+ 20,90  
(5,00  -  68,80) 

8,70  
(2,20  -  37,10) 

0,003 

CD4+ / CD8+ 0,60 
(0,13  -  4,04) 

1,55  
(0,47  -  3,22) 

0,001 

TCR γδ 
4,55  

(1,30  -  13,70) 
6,90 

(3,10  -  19,10) 
0,014 

n 52 11  

n: número de crianças, 1: mediana (mínimo e máximo), : 2valor de p Teste de Mann-Whitney. 
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Tabela 4: Proliferação linfocitária percentual espontânea, estimulada por BCG ou por 

fitohemaglutinina (PHA), após seis dias de cultura de células monocucleares de 

sangue periférico de crianças expostas ao HIV-1 infectadas ou não infectadas. 

 
Exposição ao HIV-1 

Estímulo 
Infectadas Não infectadas 

Valor de p2

Pequenos 62,77 
(12,9  -  88,1)1 

78,5 
(48,75  -  88,1) 

0,019 

Linfoblastos 1,7 
(0,8  -  6,6) 

1,75 
(1,25  -  3,1) 

0,497 Controle 

Não Viáveis 23,4 
(1,6  -  76,2) 

9,32 
(4  -  24,65) 

< 0,001 

Pequenos 47,3 
(5,1  -  84,8) 

43,85 
(34,25  -  60,9) 

0,527 

Linfoblastos 2,45 
(1,05  -  24,65) 

30,42 
(5,8  -  46,75) 

< 0,001 

Não Viáveis 33,925 
(1,4  -  79,1) 

6,37 
(2,95  -  27,65) 

< 0,001 
BCG 

Blasto Específico 1,93 
(-1,99  -  34,27) 

37,54 
(7,61  -  55,13) 

< 0,001 

Pequenos 5,85 
(1  -  77,7) 

3,55 
(2,5  -  23,45) 

0,119 

Linfoblastos 43,8 
(4,95  -  72,6) 

58,15 
(47,95  -  67,4) 

0,003 

Não Viáveis 16,75 
(4,6  -  69) 

9,92 
(5,6  -  17,5) 

0,008 
PHA 

Blasto Específico 82,35 
(0,65  -  96,7) 

91,67 
(63,45  -  94,1) 

0,037 

 n 51 10  

  n: número de crianças, 1: mediana (mínimo e máximo), : 2valor de p Teste de Mann-Whitney. 
 
 

Apêndice 

221



Apêndice 

222

Tabela 5: Percentual de linfoblastos CD4+, CD8+ e TCR γδ após seis dias de cultura de 

células monocucleares de sangue periférico espontânea, estimulada por BCG ou 

por fitohemaglutinina (PHA), de crianças expostas ao HIV-1 infectadas ou não 

infectadas. 

Exposição ao HIV-1 
Condição Linfócitos T 

Infectadas Não infectadas 
Valor de p2 

CD4+ 
58,6 

(14  -  89,9)1 
71,9 

(66,6  -  88,7) 
0,003 

CD8+ 
36,3 

(7,2  -  77,5) 
19,5 

(4,2  -  28,4) 
0,001 Pequenos 

γδ 
0,8 

(0  -  64,1) 
1,9 

(0  -  5) 
0,338 

CD4+ 
25,6 

(1,1  -  74,4) 
59,75 

(31,6  -  76,4) 
0,005 

CD8+ 
27,7 

(1,4  -  69,1) 
21,3 

(7,8  -  38) 
0,117 

Controle 

Linfoblasto 

γδ 
5,5  

(0  -  45,5) 
3,35  

(0,3  -  17,6) 
0,147 

CD4+ 
53,7 

(15,5  -  83) 
29,5 

(8  -  76,3) 
0,001 

CD8+ 
33,5 

(2,5  -  76,2) 
9,9 

(3,1  -  27,8) 
0,008 Pequenos 

γδ 
0,6 

(0  -  60,8) 
1,6 

(0  -  19,9) 
< 0,001 

CD4+ 
18,5 

(1,8  -  61,9) 
8,5 

(3,1  -  24,1) 
0,642 

CD8+ 
13,1 

(0  -  48,9) 
3,8 

(2,1  -  17,8) 
0,001 

BCG 

Linfoblasto 

γδ 
26,3 

(4,4  -  84,1) 
90,3 

(62,7  -  97,8) 
0,986 

CD4+ 
60,8 

(0  -  100) 
88,6 

(58,3  -  98,1) 
0,030 

CD8+ 
20 

(0  -  79,7) 
3,3 

(0,3  -  23,9) 
0,007 Pequenos 

γδ 
1,4 

(0  -  86,5) 
0,2 

(0  -  7,7) 
0,227 

CD4+ 
68,9 

(0  -  96) 
87,8 

(68,3  -  95) 
0,005 

CD8+ 
24,9 

(0  -  63,2) 
7 

(0,5  -  25,2) 
0,004 

PHA 

Linfoblasto 

γδ 
0,7 

(0,1  -  86,1) 
0,3 

(0  -  1,7) 
0,278 

 n  51 10  

n: número de crianças, 1: mediana (mínimo e máximo), : 2valor de p Teste de Mann-Whitney. 



Tabela 6: Concentração de TNF-α, IFN-γ, IL-10 e IL-4 em sobrenadantes de cultura de 

células monocucleares de sangue periférico não estimuladas, estimuladas por 

BCG ou por fitohemaglutinina (PHA) por 48 horas, de crianças expostas ao 

HIV-1 infectadas ou não infectadas. 

Exposição ao HIV-1 Citocina 
(pg/mL) 

Condição Experimental 
Infectadas Não infectadas 

Valor de 
p2 

Controle 101,43 
(indetectável  -  2802,08)1 

29,91 
(indetectável  -  188,82) 

0,002 

BCG 2517,25 
(199,72  -  22199,54) 

6039,67 
(2940,45  -  10807,80) 

< 0,001 TNF-α 

PHA 715,64 
(indetectável  -  7132,50) 

1276,50 
(325,48  -  1820,39) 

0,362 

Controle indetectável  
(indetectável  -  807,80) 

23,28 
(indetectável  -  100,48) 

0,034 

BCG 33,95 
(indetectável  -  1772,09) 

708,20 
(34,76  -  4163,77) 

0,002 INF-γ 

PHA 81,83 
(indetectável  -  4979,79) 

89,51 
(35,06  -  3293,02) 

0,730 

Controle 64,76 
(indetectável  -  1911,66) 

64,26 
(indetectável  -  293,85) 

0,894 

BCG 639,07 
(indetectável  -  3480,35) 

861,05 
(321,61  -  2735,52) 

0,320 IL-10 

PHA 268,08 
(indetectável  -  1131,11) 

741,56 
(231,80  -  1989,31) 

0,001 

Controle 51,16 
(indetectável    -  245,86) 

62,87 
(indetectável  -  230,38) 

0,620 

BCG 23,70 
(indetectável    -  226,78) 

93,25 
(indetectável    -  219,25)

0,493 IL-4 

PHA 100,20 
(indetectável  -  437,05) 

96,17 
(indetectável    -  190,65)

0,741 

n  50 11  

n: número de crianças, 1: mediana (mínimo e máximo), : 2valor de p Teste de Mann-Whitney. 
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Tabela 7: Características das crianças infectadas pelo HIV-1 antes da suplementação 

alimentar . 

  Grupo 

 Caracteristicas 
Hidrolisado 

(n=12) 
Pré-biótico 

(n=15) 
Nativo  
(n=12) 

Idade (anos) 8,01  
(3,03  -  10,34)1 

8,61  
(2,49  -  11,52) 

9,21  
(5,96  -  16,07) 

Genero (masc./fem.) (4 / 8) (9 / 6) (6 / 6) 
 

Início dos Sintomas (meses) 7 (1  -  36) 6 (1  -  84) 6 (1  -  48) 
A2 0 1 1 
A3 0 1 0 
B1 1 1 3 
B2 5 5 5 
B3 3 3 0 
C1 0 1 0 
C2 1 0 1 

Categoria 
Clínica 

Imunológica2 

C3 2 3 2 
2 ITRN + 1 IP 9 11 8 
2 ITRN + 1 IP+ 1 ITRNN 1 1 2 

Terapia Anti-
retroviral3 

2 ITRN + 1 ITRNN 2 3 2 
Indetectável 3 3 5 
50 < cv < 104 (cópias/ml) 5 10 4 
104 < cv < 105 (cópias/ml) 3 2 2 

Carga Viral 

105 < cv (cópias/ml) 1 0 1 

CD4+ 784 
(250  -  1403) 

682 
(310  -  3480) 

1054,5 
(351  -  1736) 

CD8+ 818,5 
(647  -  2221) 

1745 
(879  -  2933) 

1198,5 
(509  -  2323) 

Linfócitos T 

CD4+/CD8+ 0,81 
(0,21  -  1,75) 

0,45 
(0,11  -  1,19) 

0,645 
(0,15  -  2,04) 

1 mediana (mínimo e máximo).  2 Categoria Imunológica - 1: ausência de supressão, 2: supressão moderada 
(15%<CD4+<25%) e 3: supressão grave (CD4+<15%). Categoria Clínica - A sintomas leves, B: sintomas 
moderados e C: sintomas graves (CDC, 1994).  3 IP: inibidores da Protease, ITRN: Inibidores da 
Transcriptase Reversa Análogos de Nucleosídeo, ITRNN: Inibidores da Transcriptase Reversa Não-Análogos 
de Nucleosídeo. n: número de crianças 
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Tabela 8: Escores Z dos índices antropométricos peso/idade, altura/idade e IMC e 
parâmetros de composição corporal de crianças infectadas pelo HIV-1 no 
início (Tempo 1) e final (Tempo 2) do ensaio de suplementação alimentar com 
suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado), 
nativas (Nativo) ou enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico). 

Índice Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 Diferença3 p4 

Hidrolisado 
-0,98 

(-3,39 -  0,16)1 
-1,25 

(-3,38 -  -0,03) 
0,249 

0,03 
(-0,14  -  0,08) 

Pré-biótico 
-0,57 

(-2,05  -  0,79) 
-0,47 

(-1,31  -  0,70) 
0,441 

0,03 
(-0,11  -  0,13) 

Altura 

Nativo 
-1,18 

(-2,23  -  0,08) 
-0,72 

(-1,73  -  0,13) 
0,726 

0,01 
(-0,33  -  0,23) 

0,928 

Hidrolisado 
-1,21 

(-3,28  -  0,45) 
-2,08 

(-2,68  -  0,32) 
0,116 

0,57 
(-0,08  -  0,82) 

Pré-biótico 
-0,79 

(-2,05  -  0,97) 
-0,69 

(-2,63  -  0,98) 
0,401 

-0,17 
(-0,79  -  0,16) 

Peso 

Nativo 
-1,51 

(-3,08  -  0,62) 
-0,54 

(-3,34  -  0,58) 
0,401 

0,23 
(-0,08  -  0,57) 

0,141 

Hidrolisado 
-0,84 

(-1,93  -  0,53) 
-0,82 

(-1,99  -  0,66) 
0,345 

0,59 
(0,34  -  0,83) 

Pré-biótico 
-0,03 

(-3,09  -  0,79) 
-2,10 

(-2,59 -  -1,05) 
0,575 

0 
(-1,22  -  2,44) 

IMC 

Nativo 
-0,33 

(-2,55  -  1,03) 
-0,80 

(-2,34  -  0,77) 
0,575 

0,10 
(-0,92  -  1,15) 

0,282 

Hidrolisado 
-2,06 

(-2,63 -  -0,82) 
-1,41 

(-1,97 -  -0,15) 
0,046 

0,66 
(0,38  -  0,71) 

Pré-biótico 
-1,27 

(-4,44  -  0,28) 
-1,61 

(-2,19  -  0,06) 
0,498 

-0,11 
(-0,26  -  2,25) 

Perímetro Braquial 

Nativo 
-1,47 

(-3,2  -  0,30) 
-0,60 

(-3,2  -  0,47) 
0,397 

0,145 
(-0,71  -  1,35) 

0,151 

Hidrolisado 
-1,22 

(-2,24  -  0) 
-1,32 

(-1,85 -  -0,90) 
0,686 

0,17 
(-0,13  -  0,60) 

Pré-biótico 
-0,10 

(-2,03  -  0,67) 
-0,23 

(-1,74  -  0,72) 
0,149 

-0,02 
(-0,58  -  0,11) 

Prega Cutânea do 
Tríceps 

Nativo 
-0,55 

(-2,37  -  0,27) 
-0,38 

(-2,41  -  0,25) 
0,262 

0,05 
(-0,26  -  0,44) 

0,163 

Hidrolisado 
0 

(-1,10  -  0,31) 
0,24 

(-0,66  -  0,57) 
0,068 

-0,02 
(-0,24  -  0,6) 

Pré-biótico 
0,12 

(-1,10  -  0,87) 
0,13 

(-0,82  -  0,44) 
0,069 

-0,14 
(-0,71  -  0,43) 

Prega Cutânea 
Sub-escapular 

Nativo 
0,04 

(-2,67  -  1,01) 
0,15 

(-1,65  -  1,32) 
0,091 

0,08 
(-0,11  -  0,67) 

0,013 

Hidrolisado 
-0,66 

(-1,97  -  0) 
-0,47 

(-1,29  -  0,08) 
0,080 

0,19 
(0  -  1,15) 

Pré-biótico 
0,05 

(-1,91  -  0,77) 
0,08 

(-1,52  -  0,62) 
0,063 

-0,12 
(-0,72  -  0,18) 

Somatório de 
Pregas Cutâneas 

Nativo 
-0,43 

(-2,45  -  0,48) 
-0,09 

(-2,11  -  0,54) 
0,035 

0,20 
(-0,21  -  1,24) 

0,065 

Hidrolisado 
-1,92 

(-2,52  -  0,07) 
-0,27 

(-2,08  -  0,45) 
0,173 

0,25 
(-0,15  -  0,59) 

Pré-biótico 
-1,41 

(-4,8  -  0,14) 
-1,30 

(-4,78  -  0,87) 
0,889 

0 
(-1,69  -  0,15) 

Área Muscular do 
Braço 

Nativo 
-1,41 

(-2,43  -  0,24) 
0,09 

(-2,21  -  0,97) 
0,575 

0,14 
(-0,32  -  0,64) 

0,322 

Hidrolisado 
-1,48 

(-2,3  -  -0,61) 
-1,36 

(-1,8  -  -1,01) 
0,043 

0,12 
(0  -  0,50) 

Pré-biótico 
-0,79 

(2,11  -  0,29) 
-0,46 

(-1,91  -  0,47) 
0,484 

-0,02 
(-0,56  -  0,25) 

Área Adiposa do 
Braço 

Nativo 
-0,53 

(2,53  -  0,25) 
-0,39 

(-2,56  -  0,17) 
0,208 

0,09 
(-0,24  -  0,98) 

0,130 

    1: mediana (mínimo e máximo), 2:Valor de p, Teste de Wilcoxon; 3: Diferença entre os tempos (Tempo 2 – Tempo 1);      
4: Valor de p, Teste de Kruskall Wallis.  Número de casos.: Hidrolisado: 6, Pré-Biótico: 9, Nativo: 8. 
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Tabela 9: Ingestão alimentar de energia, proteína, cálcio e ferro e distribuição percentual 
dos macronutrientes em crianças infectadas pelo HIV-1 no início e final de 
ensaio de suplementação alimentar com suplemento contendo proteínas do soro 
de leite hidrolisadas (Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com pré-
biótico (Pré-biótico). 

Ingestão Alimentar Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 

Hidrolisado 82,62 
(42,65  -  136,30)1 

60,83 
(58,09  -  85,43) 

0,273 

Pré-biótico 83,14 
(52,78  -  121,83) 

94,8 
(70,07  -  194,36) 

0,500 Energia (kcal/kg) 

Nativo 82,66 
(47,37  -  121,50) 

88,31 
(46,06  -  113,22) 

0,036 

Hidrolisado 2,62 
(1,47  -  7,08) 

3,34 
(2,66  -  3,48) 

0,465 

Pré-biótico 3,31 
(2,43  -  6,95) 

5,43 
(2,05  -  8,04) 

0,345 Proteína (g/kg) 

Nativo 3,19 
(2,38  -  5,16) 

3,28 
(2,72  -  5,51) 

0,208 

Hidrolisado 688,05 
(112,96  -  1381,37) 

548,89 
(425,94  -  831,63) 

0,273 

Pré-biótico 787,9 
(407,07  -  1625,22) 

885,64 
(439,12  -  1651,88) 

0,345 Cálcio (mg) 

Nativo 892,4 
(471,90  -  1476,02) 

1155,9 
(811,27  -  1561,86) 

0,012 

Hidrolisado 11,4 
(5,86  -  35,65) 

10,05 
(9,68  -  14,74) 

0,465 

Pré-biótico 18,3 
(5,68  -  35,36) 

20,03 
(12,21  -  49,32) 

0,500 Ferro (mg) 

Nativo 17,5 
(11,26  -  34,86) 

16,96 
(13,90  -  29,56) 

0,263 

Distribuição % 
Macronutrientes 

 
 

Hidrolisado 
14,93 

(12,01  -  21,35) 
19,62 

(16,32  -  23,24) 
0,465 

Pré-biótico 18,04 
(12,90  -  22,82) 

19,33 
(11,71  -  24,57) 

0,686 Proteína 

Nativo 16,21 
(14,62  -  22,12) 

17,77 
(12,66  -  23,67) 

0,779 

Hidrolisado 50,98 
(36,20  -  66,58) 

55,12 
(49,97  -  57,00) 

0,715 

Pré-biótico 56,38 
(42,83  -  62,87) 

50,56 
(36,94  -  62,58) 

0,080 Carboidratos 

Nativo 52,38 
(48,47  -  63,07) 

46,7 
(37,45  -  63,62) 

0,401 

Hidrolisado 28,17 
(18,96  -  43,21) 

42,90  
(34,42  -  46,75) 

0,068 

Pré-biótico 27,36 
(15,33  -  37,28) 

31,48 
(21,61  -  38,75) 

0,043 Gordura 

Nativo 28,95 
(22,90  -  38,25) 

34,53 
(22,24  -  38,94) 

0,263 

              1Mediana (mínimo e máximo), 2 Valor de p Teste de Wilcoxon. Número de casos.: Hidrolisado: 6,  
Pré-Biótico: 9, Nativo: 8. 
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Tabela 10: Adequação Alimentar segundo recomendações propostas pela RDA (1989) em 
crianças infectadas pelo HIV-1 no início (Tempo 1) e final (Tempo 2) de ensaio 
de suplementação alimentar com suplemento contendo proteínas do soro de 
leite hidrolisadas (Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com  
pré-biótico (Pré-biótico). 

 
% de Adequação Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 

Hidrolisado 
71,83  

(41,59  -  173,78)1 
68,94  

(59,56  -  85,69) 
0,273 

Pré-biótico 93,37  
(67,36  -  125,42) 

110,01  
(78,68  -  195,91) 

0,345 Energia 

Nativo 98,79  
(61,79  -  157,95) 

115,22  
(85,89  -  143,52) 

0,025 

Hidrolisado 
195,35  

(102,69  -  645,02) 
252,02  

(190,55  -  326,40) 
0,273 

Pré-biótico 240  
(116,93  -  391,76) 

349,03  
(230,18  -  450,28) 

0,500 Proteína 

Nativo 244,96  
(166,32  -  480,04) 

287,89  
(217,31  -  453,01) 

0,208 

Hidrolisado 75,13  
(14,12  -  172,67) 

68,61  
(53,24  -  103,95) 

0,273 

Pré-biótico 89,44  
(31,31  -  203,15) 

82,15  
(54,89  -  151,12) 

0,345 Cálcio 

Nativo 91,04  
(49,86  -  147,40) 

112,39  
(91,28  -  140,63) 

0,012 

Hidrolisado 92,29  
(58,63  -  356,53) 

100,50  
(96,80  -  147,40) 

0,465 

Pré-biótico 143,75  
(56,86  -  294,70) 

200,35  
(122,13  -  411,03) 

0,686 Ferro 

Nativo 149,72  
(95,94  -  348,61) 

161,02  
(117,96  -  246,33) 

0,263 
   1Mediana (mínimo e máximo), 2 Valor de p Teste de Wilcoxon. Número de casos.: Hidrolisado: 6,  
Pré-Biótico: 9, Nativo: 8. 
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Tabela 11: Parâmetros hematológicos e concentração de glutationa eritrocitária em 
crianças infectadas pelo HIV-1 no início (Tempo 1) e final (Tempo 2) de 
ensaio de suplementação alimentar com suplemento contendo proteínas do 
soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com 
pré-biótico (Pré-biótico). 

Parâmetro Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 Diferença3 p4 

Hidrolisado 12,35 
(11,4  -  13,1)1 

12,25 
(11,2  -  14,1) 

0,753 -0,1 
(-1,2  -  1) 

Pré-biótico 12,4 
(11,2  -  15,6) 

11,7 
(10,8  -  14,3) 

0,858 -0,1 
(-1,5  -  2,5) 

Hemoglobina 
(g/dL) 

Nativo 13,4 
(11,1  -  14,8) 

13,3 
(11  -  15) 

0,308 0,2 
(-1,4  -  1,4) 

0,560

Hidrolisado 36,5 
(32,6  -  39,1) 

36,05 
(31,8  -  41) 

0,833 0 
(-2,1  -  4,5) 

Pré-biótico 37,6 
(33,9  -  45,9) 

34,8 
(32,6  -  40,6) 

0,514 -0,6 
(-5,5  -  6,1) 

Hematócrito 
(%) 

Nativo 38,05 
(33,2  -  43,8) 

38,9 
(34  -  43,9) 

0,327 0,75 
(-5  -  4,2) 

0,442

Hidrolisado 308,5 
(192  -  378) 

224 
(114  -  409) 

0,225 -21 
(-147  -  79) 

Pré-biótico 278,5 
(175  -  430) 

285 
(173  -  340) 

0,678 12 
(-105  -  95) 

Plaquetas 
(células x 109/L) 

Nativo 271,5 
(149  -  369) 

235 
(169  -  288) 

0,674 -7 
(-142  -  76) 

0,576

Hidrolisado 5,63 
(4,25  -  11,06) 

5,76 
(4,31  -  12,2) 

0,600 0,19 
(-2,52  -  7,52) 

Pré-biótico 7,37 
(4,94  -  7,93) 

5,58 
(3,9  -  11,08) 

0,953 -0,05 
(-2,93  -  4,12) 

Leucócitos 
(células x 109/L) 

Nativo 6,365 
(3,92  -  10,8) 

6,625 
(4,5  -  9,27) 

0,208 0,7 
(-2,21  -  2,46) 

0,790

Hidrolisado 2,89 
(2,07  -  3,45) 

3,22 
(2,43  -  7,19) 

0,046 0,345 
(-0,03  -  4,12) 

Pré-biótico 3,22 
(1,13  -  8,26) 

2,58 
(1,54  -  4,46) 

0,594 0,03 
(-1,27  -  0,98) 

Linfócitos 
(células x 109/L ) 

Nativo 2,89 
(1,72  -  4,71) 

2,85 
(1,92  -  3,62) 

0,484 -0,1 
(-0,63  -  0,34) 

0,062

Hidrolisado 46,55 
(25,5  -  65,6) 

57,8 
(39,5  -  65,6) 

0,345 4,8 
(-6,6  -  17,9) 

Pré-biótico 44,65 
(10,9  -  60) 

46,2 
(33,7  -  60) 

0,813 4,1 
(-23  -  23) 

Linfócitos  
(%) 

Nativo 48,35 
(34,1  -  68,1) 

42,05 
(28,1  -  59,4) 

0,208 -7,95 
(-24,1  -  11,7) 

0,222

Hidrolisado 67,31 
(21,21 – 112,01) 

69,72 
(50,31  -  122,33) 

0,753 10,33 
(-14,19 – 44,01) 

Pré-biótico 67,12 
(48,17  - 109,74) 

79,6 
(50,88  -  96,47) 

0,314 4,16 
(-17,04  - 31,59) 

Glutationa 
(mg/dL) 

Nativo 74,33 
(29,1 -  94,16) 

80,29 
(62,67 - 109,49) 

0,401 5,32 
(-14,08 -  24,57) 

0,747

1: mediana (mínimo e máximo), 2:Valor de p, Teste de Wilcoxon; 3: Diferença entre os tempos (Tempo 2 – Tempo 1);  
4: Valor de p, Teste de Kruskal Wallis. Número de casos.: Hidrolisado: 6, Pré-Biótico: 9, Nativo: 8 

Apêndice 

228



Tabela 12: Contagem absoluta de linfócitos T CD4+ e CD8+ em crianças infectadas pelo 
HIV-1 no início (Tempo 1) e final (Tempo 2) de ensaio de suplementação 
alimentar do ensaio com suplemento contendo proteínas do soro de leite 
hidrolisadas (Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com pré-biótico 
(Pré-biótico). 

 
Linfócitos T Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 Diferença3 p4 

Hidrolisado 784 
(250  -  1403) 1 

889 
(256  -  1779) 

0,345 204,5 
(-1055  -  593) 

Pré-biótico 682 
(310  -  3480) 

726 
(430  -  983) 

0,314 -67 
(-300  -  233) 

CD4+ 

Nativo 1054,5 
(351  -  1736) 

785,5 
(254  -  1311) 

0,093 -143,5 
(-335  -  72) 

0,072 

Hidrolisado 818,5 
(647  -  2221) 

1532 
(802  -  4599) 

0,028 263,5 
(91  -  3797) 

Pré-biótico 1745,5 
(937  -  2933) 

1361 
(860  -  2785) 

0,093 -70 
(-618  -  112) 

CD8+ 

Nativo 1198,5 
(509  -  2323) 

971,5 
(495  -  2551) 

0,123 -119,5 
(-610  -  228) 

0,004 

Hidrolisado 0,81 
(0,21  -  1,75) 

0,755 
(0,06  -  1,64) 

0,345 -0,04 
(-1,58  -  0,09) 

Pré-biótico 0,45 
(0,11  -  1,19) 

0,53 
(0,15  -  1,12) 

0,039 0,04 
(-0,04  -  1,12) 

CD4+/CD8+ 

Nativo 0,645 
(0,15  -  2,04) 

0,73 
(0,1  -  1,77) 

0,400 0,045 
(-0,27  -  0,16) 

0,209 

1: mediana (mínimo e máximo), 2:Valor de p, Teste de Wilcoxon; 3: Diferença entre os tempos  
(Tempo 2 – Tempo 1); 4: Valor de p, Teste de Kruskal Wallis. Número de casos.: Hidrolisado: 6,  
Pré-Biótico: 9, Nativo: 8 
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Tabela 13: Proliferação linfocitária percentual espontânea após seis dias de cultura de 
células monocucleares de sangue periférico de crianças infectadas pelo HIV-1 
no início (Tempo 1) e final (Tempo2) de ensaio de suplementação alimentar 
com suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas 
(Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico). 

 
Linfócitos T Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 Diferença3 p4 

Hidrolisado 68,825 
(12,9  -  78,2)1 

71,65 
(18,8  -  89,6) 

0,249 4,225 
(-39,35 -  44,25) 

Pré-biótico 62,7 
(23,15  -  79,65) 

69,35 
(45  -  86,65) 

0,173 13,45 
(-17,7  -  46,2) Pequenos 

Nativo 71,525 
(20,9  -  80,65) 

65,675 
(52,9  -  78,2) 

0,889 0,65 
(-24,45 -  37,45) 

0,687

Hidrolisado 1,45 
(1,3  -  5,55) 

2 
(0,8  -  2,6) 

0,917 0,125 
(-3,55  -  1,2) 

Pré-biótico 1,75 
(1,05  -  4,35) 

2,9 
(2  -  10) 

0,038 1,4 
(-1,5  -  5,65) 

Linfoblastos 

Nativo 1,3 
(0,8  -  1,8) 

2,3 
(1,15  -  5,5) 

0,017 1,375 
(-0,1  -  4,15) 

0,118

Hidrolisado 21,3 
(13,4  -  70,7) 

17,7 
(5,2  -  59,9) 

0,249 -8,55 
(-46,15  -  37,8) 

Pré-biótico 23 
(6,75  -  63,05) 

12,5 
(5,65  -  32,3) 

0,086 -13,1 
(-50,55  -  16,4) 

Não viáveis 

Nativo 20,92 
(8,9  -  43,8) 

19,82 
(7,35  -  29,05) 

0,327 -6,25 
(-19,7  -  20,15) 

0,516

1: mediana (mínimo e máximo), 2:Valor de p, Teste de Wilcoxon; 3: Diferença entre os tempos (Tempo 2 – 
Tempo 1); 4: Valor de p, Teste de Kruskal Wallis. Número de casos.: Hidrolisado: 6, Pré-Biótico: 9,  
Nativo: 8. 
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Tabela 14: Proliferação linfocitária percentual estimulada por BCG após seis dias de 
cultura de células monocucleares de sangue periférico de crianças infectadas 
pelo HIV-1 no início (Tempo 1) e final (Tempo2) de ensaio de suplementação 
alimentar com suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas 
(Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico). 

 
Linfócitos T Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 Diferença3 p4 

Hidrolisado 56,95 
(13,7  -  74,85) 

59,67 
(15,15  -  83,75) 

0,345 20,15 
(-43,15 -  43,95) 

Pré-biótico 43,7 
(29,9  -  77,75) 

67,35 
(24,1  -  81,3) 

0,374 9,6 
(-23,65 -  37,45) 

Pequenos 

Nativo 57,55 
(21,85  -  77,45) 

49,3 
(43,95  -  77) 

0,866 12,6 
(-32,3  -  55,1) 

0,997 

Hidrolisado 3,775 
(1,5  -  7,2) 

3,4 
(1,55  -  31,55) 

0,753 -1,5 
(-3,65  -  28,2) 

Pré-biótico 2 
(1,05  -  24,65) 

7,8 
(1,1  -  65,3) 

0,008 5,8 
(0,05  -  40,65) 

Linfoblastos 

Nativo 2,55 
(1,15  -  3,35) 

8,95 
(4  -  35,65) 

0,018 5,525 
(0,9  -  33,1) 

0,116 

Hidrolisado 27,35 
(15,15  -  73,3) 

16,65 
(5,5  -  68) 

0,249 -18,35 
(-46,9  -  42,1) 

Pré-biótico 33 
(11,7  -  54,7) 

13,1 
(1,65  -  47,35) 

0,086 -15,9 
(-47,9  -  29,6) 

Não-viáveis 

Nativo 31,1 
(11,7  -  57,75) 

28,5 
(5,05  -  37,25) 

0,128 -9,55 
(-24,5  -  26,6) 

0,507 

Hidrolisado 2,53 
(-1,99  -  9,47) 

1,91 
(0,66  -  33,85) 

0,917 -1,34 
(-12,16 -  31,70) 

Pré-biótico 0,73 
(-0,31  -  34,27) 

6,44 
(-4,20  -  69,86) 

0,028 4,55 
(-3,88  -  35,59) 

Linfoblastos 
BCG 

Específicos 
Nativo 2,17 

(-1,50  -  4,48) 
8,91 

(2,43  -  40,55) 
0,043 5,72 

(-1,21  -  38,38) 

0,308 

1: mediana (mínimo e máximo), 2:Valor de p, Teste de Wilcoxon; 3: Diferença entre os tempos  
(Tempo 2 – Tempo 1); 4: Valor de p, Teste de Kruskal Wallis. Número de casos: Hidrolisado: 6,  
Pré-Biótico: 9, Nativo: 8. 
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Tabela 15: Proliferação linfocitária percentual estimulada por fitohemaglutinina (PHA) 
após seis dias de cultura de células monocucleares de sangue periférico de 
crianças infectadas pelo HIV-1 no início (Tempo 1) e final (Tempo2) de 
ensaio de suplementação alimentar com suplemento contendo proteínas do 
soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com 
pré-biótico (Pré-biótico). 

 
Linfócitos T Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 Diferença3 p4 

Hidrolisado 24,65 
(1,3  -  44,3) 

15,05 
(2,3  -  24,1) 

0,500 -6,8 
(-42  -  22,8) 

Pré-biótico 3,2 
(1,7  -  30,45) 

8,35 
(0,75  -  18,9) 

0,374 3,65 
(-11,55  -  9,85) 

Pequenos 

Nativo 6,85 
(1  -  13,15) 

5,3 
(2,4  -  8,55) 

0,327 -1,65 
(-10,75  -  5,15) 

0,532

Hidrolisado 33,5 
(4,95  -  72,6) 

39,4 
(15,4  -  58,8) 

0,893 9,85 
(-15,5  -  28,1) 

Pré-biótico 44,45 
(27,55  -  65,8) 

58,1 
(6,85  -  69,3) 

0,515 13,65 
(-43,25  -  24,15) 

Linfoblastos 

Nativo 54,95 
(23,5  -  64,5) 

53,7 
(37,25  -  66,85) 

0,484 3,925 
(-25,7  -  32,65) 

0,892

Hidrolisado 24,35 
(10,8  -  69) 

22,9 
(4,8  -  55,8) 

0,893 -6 
(-46,1  -  25,1) 

Pré-biótico 14,3 
(8,25  -  33,55) 

13,65 
(6,05  -  32,8) 

0,953 -0,2 
(-27,5  -  18,1) 

Não-viáveis 

Nativo 16,97 
(4,6  -  41) 

13,525 
(4,85  -  33,3) 

0,484 -2,65 
(-24,1  -  7,3) 

0,787

Hidrolisado 41,3 
(8,01  -  96,24) 

64,84 
(51,62  -  94,01) 

0,116 35,04 
(-27,09  -  52,71) 

Pré-biótico 88,97 
(45,47  -  93,88) 

83,11 
(19,48  -  95,25) 

0,139 -4,83 
(-25,98  -  5,92) 

Linfoblastos 
PHA 

Específicos 
Nativo 89,35 

(59,99  -  96,7) 
90,08 

(81,23  -  92,76) 
0,484 1,42 

(-9,52  -  21,24) 

0,097

1: mediana (mínimo e máximo), 2:Valor de p, Teste de Wilcoxon; 3: Diferença entre os tempos  
(Tempo 2 – Tempo 1); 4: Valor de p, Teste de Kruskal Wallis. Número de casos: Hidrolisado: 6,  
Pré-Biótico: 9, Nativo: 8. 
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Tabela 16: Percentual de linfoblastos CD4+, CD8+ e TCR γδ após seis dias de cultura de 
células monocucleares de sangue periférico espontânea de crianças infectadas 
pelo HIV-1 no início (Tempo 1)e final (Tempo 2) de ensaio de suplementação 
alimentar com suplemento contendo proteínas do soro de leite hidrolisadas 
(Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico). 

 
Linfócitos T Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 Diferença3 p4 

Hidrolisado 58,6 
(49,5  -  85,1) 

65,3 
(20,1  -  84,6) 

0,249 10,4 
(-16,7  -  26,4) 

Pré-biótico 55,1 
(14  -  60,9) 

52,55 
(18  -  86) 

0,441 1,5 
(-8,2  -  25,1) 

CD4 

Nativo 71 
(47,6  -  80,5) 

66,2 
(48,2  -  79,1) 

0,069 -6,4 
(-18,8  -  7,7) 

0,031

Hidrolisado 25,6 
(14,2  -  36,3) 

31,65 
(14  -  60,3) 

0,249 -8,7 
(-20,7  -  14,2) 

Pré-biótico 40,1 
(32,4  -  77,5) 

41,8 
(9,8  -  75,8) 

0,859 0,1 
(-22,6  -  9,5) 

CD8 

Nativo 25,2 
(16,8  -  50) 

28,5 
(17,3  -  49,1) 

0,208 4,85 
(-8,3  -  15,5) 

0,093

Hidrolisado 3,3 
(0,1  -  12) 

1,45 
(0,5  -  5,4) 

 1,45 
(0,5  -  5,4) 

Pré-biótico 0,95 
(0  -  64,1) 

2,4 
(0  -  13,4) 

0,446 1,1 
(-64,1  -  12,3) 

Pequenos 

γδ 

Nativo 0,8 
(0,4  -  1,6) 

3,3 
(0,3  -  4,7) 

0,063 1,3 
(-0,5  -  4,3) 

0,694

Hidrolisado 42,1 
(12  -  74,4) 

25,15 
(19  -  51,1) 

0,249 -8,45 
(-29  -  13,2) 

Pré-biótico 20,7 
(7,4  -  53,2) 

22,75 
(6,1  -  46,9) 

0,514 1,9 
(-6,3  -  22) 

CD4 

Nativo 27,2 
(1,1  -  61,4) 

27,2 
(11,9  -  43,8) 

0,237 -6,2 
(-17,6  -  26,1) 

0,095

Hidrolisado 11,4 
(7,8  -  27,7) 

42,9 
(20,3  -  60,6) 

0,463 6,75 
(-45,6  -  58,9) 

Pré-biótico 43,75 
(8,4  -  69,1) 

47,9 
(31,4  -  66,6) 

0,767 3,2 
(-23  -  45,9) 

CD8 

Nativo 27,8 
(9,2  -  38,2) 

42,2 
(21,7  -  59,4) 

0,093 15,45 
(-9,4  -  50,2) 

0,545

Hidrolisado 5,9 
(3,3  -  21,5) 

18,8 
(8,7  -  45,4) 

0,116 18,05 
(-4  -  40,3) 

Pré-biótico 3,45 
(1,8  -  45,5) 

3,45 
(1,3  -  56) 

0,484 -1,6 
(-36,8  -  53,4) 

Linfoblastos 

γδ 

Nativo 13,7 
(3,4  -  39,5) 

3,4 
(0,5  -  45,9) 

0,499 -3,45 
(-37,9  -  21,4) 

0,169

1: mediana (mínimo e máximo), 2:Valor de p, Teste de Wilcoxon; 3: Diferença entre os tempos  
(Tempo 2 – Tempo 1); 4: Valor de p, Teste de Kruskal Wallis. Número de casos: Hidrolisado: 6,  
Pré-Biótico: 9, Nativo: 8 
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Tabela 17: Percentual de linfoblastos CD4+, CD8+ e TCR γδ após seis dias de cultura de 
células monocucleares de sangue periférico estimulada por BCG de crianças 
infectadas pelo HIV-1 no início (Tempo 1)e final (Tempo 2) de ensaio de 
suplementação alimentar com suplemento contendo proteínas do soro de leite 
hidrolisadas (Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com pré-biótico 
(Pré-biótico). 

 
Linfócitos T Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 Diferença3 p4 

Hidrolisado 49,8 
(27  -  73,9) 

48,6 
(11,3  -  65,2) 

0,753 0,3 
(-57,8  -  33,3) 

Pré-biótico 42,1 
(15,5  -  58) 

45,9 
(21,3  -  60,2) 

0,779 5,8 
(-47,4  -  74,9) 

CD4 

Nativo 62,2 
(21  -  75,9) 

22,2 
(13  -  61,1) 

0,063 -6,1 
(-55,5  -  40,5) 

0,596

Hidrolisado 46,8 
(22,4  -  64,6) 

26,65 
(6,6  -  39,5) 

0,075 -19,5 
(-51,8  -  17,1) 

Pré-biótico 37,8 
(11,7  -  76,2) 

34,7 
(7,6  -  71,8) 

0,779 4,7 
(-44,9  -  40,5) 

CD8 

Nativo 30,4 
(22,1  -  54,7) 

33,7 
(3,5  -  64,1) 

0,866 5,8 
(-30,7  -  18,3) 

0,105

Hidrolisado  2,15 
(0,2  -  8,4) 

 2,15 
(0,2  -  8,4) 

Pré-biótico 0,5 
(0  -  60,8) 

1,7 
(0  -  26) 

0,160 1,4 
(-60,8  -  24,2) 

Pequenos 

γδ 

Nativo 0,7 
(0,5  -  2,5) 

1,2 
(0,3  -  17,4) 

0,176 0,95 
(-1,8  -  16,7) 

0,796

Hidrolisado 20,55 
(4  -  59,4) 

23 
(5,6  -  39,5) 

0,600 -0,45 
(-35,7  -  23,2) 

Pré-biótico 11,9 
(1,8  -  38) 

9,4 
(4,7  -  28,8) 

0,779 -3,6 
(-13,3  -  27) 

CD4 

Nativo 22,1 
(4,7  -  29,5) 

25,6 
(3,5  -  75) 

0,398 13,05 
(-17,4  -  65,1) 

0,505

Hidrolisado 19,2 
(7,2  -  54,2) 

7,95 
(2,2  -  46) 

0,463 -4,45 
(-49,6  -  25,1) 

Pré-biótico 13,9 
(3,9  -  48,9) 

30 
(5,3  -  45) 

0,889 -0,9 
(-14,6  -  26,1) 

CD8 

Nativo 9,1 
(0  -  34) 

11,3 
(4,2  -  27,8) 

0,499 -0,75 
(-22,7  -  52,6) 

0,690

Hidrolisado 37,9 
(0  -  67,3) 

40 
(17,9  -  94,9) 

0,249 15,85 
(-29  -  44,9) 

Pré-biótico 35,7 
(14,3  -  84,1) 

53,8 
(11,7  -  94,7) 

0,441 3,9 
(-16,1  -  39,5) 

Linfoblastos 

γδ 

Nativo 42,8 
(6,7  -  78,8) 

73,1 
(9,5  -  96,1) 

0,176 24,45 
(-33,3  -  66,4) 

0,449

1: mediana (mínimo e máximo), 2:Valor de p, Teste de Wilcoxon; 3: Diferença entre os tempos  
(Tempo 2 – Tempo 1); 4: Valor de p, Teste de Kruskal Wallis. Número de casos: Hidrolisado: 6,  
Pré-Biótico: 9, Nativo: 8 
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Tabela 18: Percentual de linfoblastos CD4+, CD8+ e TCR γδ após seis dias de cultura de 
células monocucleares de sangue periférico estimulada por fitohemaglutinina 
(PHA), de crianças infectadas pelo HIV-1 no início (Tempo 1)e final  
(Tempo 2) de ensaio de suplementação alimentar com suplemento contendo 
proteínas do soro de leite hidrolisadas (Hidrolisado), nativas (Nativo) ou 
enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico). 

 
Linfócitos T Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 Diferença3 p4 

Hidrolisado 67,6 
(19,4  -  75,8) 

78,7 
(13,4  -  98,5) 

0,686 10,2 
(-45,6  -  59,8) 

Pré-biótico 57,2 
(8,1  -  88) 

45,6 
(19  -  75,8) 

0,859 -6 
(-43,6  -  48,1) 

CD4+ 

Nativo 56,55 
(19,6  -  81,9) 

76 
(13,1  -  95,9) 

0,025 15,9 
(-6,5  -  29,5) 

0,215

Hidrolisado 31,4 
(1,5  -  68,9) 

16,5 
(1,3  -  68,2) 

0,043 -3,3 
(-27,4  -  34,7) 

Pré-biótico 32,2 
(12  -  79,7) 

45,95 
(18,3  -  69,4) 

0,477 6,8 
(-35,8  -  42,8) 

CD8+ 

Nativo 32,65 
(0,7  -  59,1) 

13,15 
(1  -  53,8) 

0,036 -16,65 
(-23  -  10,4) 

0,159

Hidrolisado 3,4 
(1,1  -  4,9) 

0,75 
(0  -  4,3) 

 0,75 
(0  -  4,3) 

Pré-biótico 1,6 
(0  -  86,5) 

2,15 
(0  -  6,8) 

0,611 0,4 
(-86,5  -  6,4) 

Pequenos 

γδ 

Nativo 1,8 
(0  -  9,9) 

3,55 
(0,2  -  8,5) 

0,401 0,7 
(-6,5  -  6,1) 

0,862

Hidrolisado 68,8 
(37,4  -  80,6) 

79 
(28,5  -  90,4) 

0,686 5,85 
(-11,3  -  70,5) 

Pré-biótico 66,95 
(21,4  -  88,3) 

42,05 
(26,9  -  66,9) 

0,173 -5,8 
(-52,5  -  17,9) 

CD4+ 

Nativo 62,2 
(32,5  -  94,2) 

72,15 
(29,7  -  86,4) 

0,401 4,55 
(-24,6  -  43,2) 

0,273

Hidrolisado 33,3 
(17,6  -  61,3) 

15,4 
(7,1  -  59,9) 

0,043 -6,55 
(-38,4  -  24,8) 

Pré-biótico 27,9 
(7,2  -  63,2) 

47,55 
(27,3  -  59,7) 

0,214 4,2 (-18,9  -  
52,5) 

CD8+ 

Nativo 29,1 
(3,8  -  51,3) 

19,5 
(6,2  -  45,6) 

0,327 -6,15 (-34,8  -  
14,1) 

0,319

Hidrolisado 0,7 
(0  -  1,7) 

0,3 
(0  -  2,4) 

1,000 0,15 (-1,7  -  1,7)

Pré-biótico 0,4 
(0,2  -  86,1) 

0,9 
(0,2  -  8,3) 

0,906 0,2 
(-84  -  8,1) 

Linfoblastos 

γδ 

Nativo 0,65 
(0,2  -  1,4) 

0,6 
(0,1  -  8,2) 

1,000 -0,15 
(-0,8  -  7,5) 

0,973

1: mediana (mínimo e máximo), 2:Valor de p, Teste de Wilcoxon; 3: Diferença entre os tempos  
(Tempo 2 – Tempo 1); 4: Valor de p, Teste de Kruskal Wallis. Número de casos: Hidrolisado: 6,  
Pré-Biótico: 9, Nativo: 8 
 



Estabelecimento de um protocolo sobre técnica in vitro de proliferação linfocitária  

antígeno-específica medida por citometria de fluxo. 

População e Métodos 

Delineamento do Estudo 

Ensaio experimental, desenvolvido entre abril de 2003 a setembro de 2004, com os objetivos de 

estabelecer o método de cultura de linfócitos, determinar antígenos capazes de estimular culturas de 

células mononucleadas de sangue periférico e de sangue total, titular as concentrações ótimas dos 

antígenos e do mitógeno utilizados para estimular as culturas.   

População 

 Foram realizadas 39 culturas de células mononucleares de sangue periférico cujos doadores 

preencheram os seguintes critérios de inclusão: não ter feito uso de antiinflamatórios hormonais ou não 

hormonais no mês anterior à coleta; não fumantes e não expostos a cigarros no domicílio. 

Coleta de sangue 

Foram coletados 20 mL de sangue venoso periférico em seringa contendo 0,2 mL de heparina 

(Liquemine®, Roche, Rio de Janeiro, RJ) por técnicas padrão.  

Antígenos 

• Vacina de BCG (Bacilo de Calmette-Guérin - Instituto Butantan, São Paulo, SP), ressuspendida 

em meio de cultura. Foram tituladas concentrações entre 1 a 50 x 105 UFC/ fagócito. 

• Vacina de toxóide tetânico (Instituto Butantan, São Paulo, SP). As concentrações tituladas 

foram de 1:20 a 1:80. 

• Vacina de toxóide tetânico isenta de timerosal e hidróxido de alumínio (gentilmente 

fornecida pelo Instituto Butantan, São Paulo, SP). Titulou-se concentrações entre 1:10 e 1:100; 

• Suspensão de EBV (vírus Epstein Barr), gentilmente cedida pelo Laboratório de Biologia 

Celular, CIPED, FCM, Unicamp, Campinas, SP). Foram utilizadas concentrações entre 1,5 e 

200µL de suspensão viral/mL; 

• Vacina de Varicella-Zoster (OKAVAX, Aventis Pasteur, Lyon, França), gentilmente cedido 

pelo Núcleo de Vigilância Epidemiológica, HC/Unicamp, Campinas, SP. Foram utilizadas 

concentrações entre 100 e 400 PFU/mL; 

• Suspensão de HBV (vírus hepatite B) (Instituto Butantan, SãoPaulo, SP). Titulada nas 

concentrações entre 5 a 40 µg/mL; 

• Antígenos de CMV (citomegalovírus) (Microbix Biosystems, Toronto, Canadá). Os volumes 

titulados foram 20 e 40µL/mL. 
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Controles Laboratoriais 

• Controle positivo: fitohemaglutinina (PHA) (Sigma, Sant Louis, MO, EUA), 7,5 µg/mL; 

• Controle negativo: meio de cultura completo: solução RPMI 1640 (Sigma, Sant Louis, MO, 

EUA) com soro bovino fetal inativado (SBF) pelo calor a 10% (Nutricell, Campinas, SP) com 

acréscimo de glutamina a 1% e gentamicina a 0,1% (ambos fornecidos por Sigma, Sant Louis, 

MO, EUA). 

Descrição das técnicas utilizadas 

Com o objetivo de reduzir o volume de sangue periférico necessário para o protocolo de 

proliferação linfocitária, optou-se por padronizar um método de cultura com sangue total (ST), adaptado 

de Gaines et al. (1996), cujas vantagens, além da mencionada são, menor manipulação do material 

biológico, menor tempo para preparo, redução dos suprimentos necessários o que reduz os custos. Esse 

método foi comparado à cultura com células mononucleadas de sangue periférico (CMSP), 

tradicionalmente utilizada, em adaptação do método descrito por Givan et al. (1999).  

 As CMSP foram isoladas através da centrifugação com um gradiente de densidade,  

Ficoll-Hypaque 1077 (Sigma, Sant Louis, MO, EUA ), por 30 minutos a 400 G, com posterior lavagem e 

ressuspensão em meio de cultura completo RPMI 1640 + glutamina + gentamicina +10% SBF. O sangue 

total foi diluído 1/10 em RPMI 1640 + glutamina + gentamicina.  

O sangue total e as CMSP, na concentração de 1 x 106 células/mL, foram cultivadas em placas 

de poliestireno de 96 poços com fundo arredondado (Nuclon, NUNCTM,Rockilde, Dinamarca), em 

alíquotas de 200μL, em incubadora a 37OC, 5% de CO2 durante 6 dias, na ausência ou presença de 

antígeno ou mitógeno. Após a colheita da cultura, foi realizada a marcação fenotípica dos linfócitos, 

conforme descrito a seguir.  

 A suspensão de células recuperada, aproximadamente 1mL, foi incubada com 50 μL de EDTA 

20mM e, lavada com solução de lavagem (solução salina tamponada com fosfato, com 2% de SBF e 

0,1% de azida sódica). Após o descarte do sobrenadante, a suspensão foi incubada com 20μL de 

imunoglobulina G humana (Bläusiegel, Alemanha), em seguida, incubada com anticorpo monoclonal de 

camundongo (anti-CD3-PECy5, anti-CD4-FITC e anti-CD8-PE ou anti-CD3-PECy5, anti-CD4-RD e 

anti-CD8-FITC, Opticlone, Coulter-Immunotech, Marselha, França), por 20 minutos, a 4°C, no escuro. 

 A suspensão de células da cultura de CMSP foi lavada e ressuspendida em 1 mL de solução de 

lavagem. A suspensão proveniente da cultura de ST foi lisada com solução de cloreto de amônia e após, 

lavada e ressuspendida em 1mL de solução de lavagem. 

A leitura das amostras foi realizada com aquisição de 50.000 eventos, no intervalo entre 4 horas 

após a ressuspensão, em citômetro de fluxo Coulter XL-MCL. Os resultados obtidos foram armazenados 

em arquivos FCS II e posteriormente analisados com o auxílio do programas computacional EXPO 1.0 

(Beckman-Coulter, Flórida, EUA). 
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 Na análise das aquisições foram criadas regiões baseadas na morfologia celular  

(foward scatter para tamanho e side scatter para granularidade). As células foram diferenciadas em 

linfócitos pequenos, linfoblastos e células não-viáveis. As regiões foram inicialmente otimizadas e após, 

utilizadas para todas as análises. Os resultados foram expressos em percentual de células em cada região 

e, a divisão celular foi quantificada pelo percentual de linfoblastos.  

Análise Estatística 

 Os dados foram analisados através do programa SPSS (v. 7.5.1, SPSS Inc., 1989 – 1996,  USA). 

As análises descritivas das variáveis foram apresentadas como mediana (valores mínimo e máximo). 

As possíveis diferenças entre os grupos foram determinadas pelo teste não paramétrico de 

Wilcoxon. Foram consideradas significativas as diferenças com p<0,05.  

Resultados  

Das culturas realizadas com a finalidade comparar as respostas linfoproliferativas das culturas 

de sangue total com as de CMSP, observou-se que o método de sangue total avaliado foi eficaz no 

estudo das respostas linfoproliferativas a mitógeno.  

Foi observada, nas culturas de sangue total, maior viabilidade celular (p = 0,018, teste de 

Wilcoxon) e maior resposta à PHA (p = 0,018, teste de Wilcoxon). Entretanto, não foram observadas 

diferenças na expansão das subpopulações linfocitárias (Tabela 5). 

 

Tabela: Comparação das respostas proliferativas (percentual de linfoblastos), subpopulações 

linfocitárias e viabilidade das culturas de Sangue Total ou de Células Mononucleadas de Sangue 

Periférico.  

Método da Cultura  Condição 
Experimental Sangue Total CMSP3 valor de P 

Controle   NS4 
Linfócitos T 78,1 (45,5 - 81,1)2 75,1 (37,8 - 84,5) NS 

CD4+ 60,3 (38,0 - 68,5) 64,7 (48,2 - 70,0) NS 
CD8+ 34,6 (27,5 - 47,8) 32,0 (25,4 - 40,1) NS 

Linfoblastos 1,7 (1,5 - 3,9) 4,3 (1,5 - 6,3) NS 
CD4+ 55,8 (30,9 - 64,6) 68,8 (55,8 - 81,3) 0,018 
CD8+ 31,5 (2,3 - 47,4) 15,4 (4,8 - 22,5) NS 

Não viáveis 4,6 (2,6 - 8,3) 5,1 (3,5 - 27,7) NS 
PHA 1   NS 

Linfócitos T 16,45 (5,4 - 19,6) 30,6 (21,2 - 62,3) 0,018 
CD4+ 35,4 (18,5 - 59,0) 50,5 (28,5 - 62,9) NS 
CD8+ 56,5 (33,8 - 71,6) 40,3 (32,4 - 59,2) NS 

Linfoblastos 62,1 (51,7 - 69,7) 28,4 (11,5 - 51,1) 0,018 
CD4+ 54,6 (39,4 - 70,0) 47,5 (9,7 - 49,6) NS 
CD8+ 36,8 (22,3 - 50,3) 35,4 (5,6 – 49,4) NS 

Não viáveis 5,6 (3,6 - 10,4) 14,7 (5,6 – 49,4) NS 
1PHA (fitohemaglutinina); 2Mediana (valores mínimo e máximo); 3CMSP: cultura de células mononucleadas de 
sangue periférico; 4NS: não significativo (teste de Wilcoxon) 
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 Nas culturas de sangue total foi observada menor proliferação inespecífica, como pode ser 

observado nas análises das aquisições representadas nas Figuras 1 e 2. Na Figura 1 pode ser visualizada 

uma amostra representativa de uma cultura de sangue total e na Figura 2 uma amostra de cultura de 

CMSP. Em ambas figuras são observadas aquisições de células estimuladas com PHA ou não, bem 

como as subpopulações de cada região analisada. A maior viabilidade celular nas culturas de sangue 

total também pode ser visualizada nas figuras 1 e 2. 

 

A

B

A

B

 

Figura 1: Amostra representativa de Cultura de Sangue Total. A: controle; B: controle positivo 

correspondente. R2: linfócitos pequenos, R3: linfoblastos, R4: células não viáveis. 
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A

B

A

B

 
Figura 2: Amostra representativa de Cultura de Células Mononucleadas de Sangue Periférico. A: 

controle; B: controle positivo correspondente. R2: linfócitos pequenos, R3: linfoblastos, R4: células não 

viáveis. 

 Quanto aos antígenos testados, apenas a vacina de BCG, o toxóide tetânico (isento de timerosal 

e hidróxido de alumínio) e os antígenos de CMV estimularam a resposta linfoproliferativa. Entretanto, o 

percentual de proliferação observado nas culturas de sangue total não foi semelhante ao observado nas 

culturas de CMSP. Dentre esses antígenos a vacina de BCG foi o que apresentou resultados mais 

reprodutíveis. 

Embora existam relatos de que a cultura com sangue total seja um método eficaz no estudo da 

proliferação linfocitária antígeno-específica (Gaines et al., 1996), neste trabalho, após a avaliação de 7 

antígenos, em várias concentrações, não foram observados bons resultados. 

Com base nesses achados, optou-se por conduzir o ensaio experimental utilizando o método de 

cultura com as CMSP e com a vacina de BCG, na concentração de 6,5 μL/mL, como antígeno.  
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Tabela 19: Concentração de TNF-αe IFN-γ em sobrenadantes de cultura de células monocucleares de sangue periférico não 
estimuladas, estimuladas por BCG ou por fitohemaglutinina (PHA) por 48 horas, de crianças infectadas pelo HIV-1 no 
início (Tempo 1)e final (Tempo 2) de ensaio de suplementação alimentar com suplemento contendo proteínas do soro de 
leite hidrolisadas (Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico).  

 
Citocina Estímulo Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 Diferença3 p4 

Hidrolisado 192,90 (30,38  -  727,19) 33,77 (ind.  -  233,60) 0,116 -203,47 (-727,19  -  76,10) 

Pré-biótico 95,42 (1,11  -  763,48) 91,81 (21,39  -  277,56) 0,889 -26,65 (-761,33  -  276,0) Controle 

Nativo 62,82 (ind.  -  2253,21) 26,26 (ind. -  346,88) 0,173 -25,88 (-2253,21  -  280,23) 

0,633 

Hidrolisado 2229,68 (958,98  -  7438,85) 2468,67 (641,30  -  5992,42) 0,753 376,58 (-5502,88  -  1814,59) 

Pré-biótico 3109,05 (819,66  -  22199,54) 5377,01 (3388,76  -  11347,18) 0,674 1202,05 (-15662,02  -  4643,45) BCG 

Nativo 1876,33 (199,72  -  11147,11) 2952,63 (115,98  -  10970,46) 0,612 2021,47 (-9579,04  -  9982,34) 

0,378 

Hidrolisado 713,89 (156,89  -  1951,53) 354,24 (98,30  -  2213,21) 0,345 -586,22 (-1853,22  -  1680,83) 

Pré-biótico 1423,89 (ind.  -  7117,71) 589,68 (386,94  -  4553,61) 0,779 241,61 (-5482,95  -  1966,04) 

TNF-α 

PHA 

Nativo 505,70 (133,47  -  7132,50) 903,31 (169,03  -  2631,96) 0,499 -20,40 (-6776,93  -  2201,02) 

0,892 

Hidrolisado ind. (ind.  -  59,52) 18,37 (ind.  -  51,04) 0,285 0 (-12,95  -  51,04) 

Pré-biótico ind. (ind.  -  807,80) ind. (ind.  -  39,68) 0,138 0 (-768,11  -  41,13) Controle 

Nativo ind. (ind.  -  57,85) 18,37 (ind.  -  51,04) 1,000 0 (-57,85  -  39,63) 

0,305 

Hidrolisado 44,27 (ind.  -  875,69) 44,43 (ind.  -  571,74) 0,138 -65,56 (-303,94  -  54,63) 

Pré-biótico 38,29 (ind.  -  975,61) 115,68 (ind.  -  1099,50) 0,678 113,09 (-913,95  -  201,37) BCG 

Nativo 37,0 (ind.  -  1772,09) 106,12 (ind.  -  2625,45) 0,043 34,53 (-5,18  -  2465,46) 

0,074 

Hidrolisado 51,63 (ind. -  4979,79) 39,98 (ind. -  5100,13) 0,463 -31,02 (-4979,79  -  2838,24) 

Pré-biótico 229,16 (ind.  -  3835,14) 131,92 (34,20  -  1613,19) 0,594 26,92 (-2769,94  -  983,08) 

INF-γ 

PHA 

Nativo 123,73 (ind.  -  1522,68) 43,76 (ind.  -  1117,64) 0,310 17,67 (-339,72  -  3574,36) 

0,504 

1: mediana (mínimo e máximo), 2:Valor de p, Teste de Wilcoxon; 3: Diferença entre os tempos (Tempo 2 – Tempo 1); 4: Valor de p, Teste de Kruskal Wallis. 
 ind.: indetectável . Número de casos: Hidrolisado: 6, Pré-Biótico: 9, Nativo: 8 



Tabela 20: Concentração de IL-10 e IL-4 em sobrenadantes de cultura de células monocucleares de sangue periférico não estimuladas, 
estimuladas por BCG ou por fitohemaglutinina (PHA) por 48 horas, de crianças infectadas pelo HIV-1 no início 
 (Tempo 1)e final (Tempo 2) de ensaio de suplementação alimentar com suplemento contendo proteínas do soro de leite 
hidrolisadas (Hidrolisado), nativas (Nativo) ou enriquecidas com pré-biótico (Pré-biótico). 

 
Citocina(pg/mL) Estímulo Grupo Tempo 1 Tempo 2 p2 Diferença3 p4 

Hidrolisado 58,64 (ind.  -  520,11) ind. (ind.  -  68,35) 0,080 -58,64 (-106,0  -  33,74) 

Pré-biótico 40,64 (ind.  -  1911,66) 77,35 (ind.  -  994,37) 0,735 -11,67 (-917,29  -  217,81) Controle 

Nativo 51,10 (ind.  -  664,85) ind. (ind.  -  151,51) 0,753 -23,23 (-88,53  -  151,51) 

0,632 

Hidrolisado 622,50 (198,09  -  3480,35) 698,95 (466,11  -  1023,23) 0,249 -556,33 (-2457,12  -  641,28) 

Pré-biótico 1036,67 (81,28  -  2104,26) 966,81 (ind.  -  2055,30) 0,123 289,71 (-422,36  -  618,59) BCG 

Nativo 608,28 (65,39  -  2290,70) 992,73 (157,66  -  2607,32) 0,889 230,58 (-1621,33  -  2028,95) 

0,620 

Hidrolisado 225,23 (22,38  -  800,93) 181,81 (53,63  -  556,34) 0,753 -167,60 (-411,80  -  508,99) 

Pré-biótico 363,86 (ind.  -  1131,11) 734,73 (ind.  -  2102,32) 0,123 162,11 (-367,14  -  1011,69) 

IL-10 

PHA 

Nativo 190,84 (ind.  -  1110,06) 720,30 (97,47  -  1870,81) 0,484 157,51 (-838,62  -  1870,81) 

0,417 

Hidrolisado 149,61 (ind.  -  168,16) 77,09 (ind. -  202,54) 0,893 -2,16 (-168,16  -  172,35) 

Pré-biótico 88,82 (ind. -  229,48) 162,29 (ind.  -  215,32) 0,398 0 (-144,53  -  168,85) Controle 

Nativo ind. (ind.  -  245,86) 163,89 (ind.  -  231,74) 0,043 104,29 (0  -  231,74) 

0,223 

Hidrolisado 23,70 (ind.  -  165,41) 83,66 (ind. -  198,8) 0,893 21,16 (-165,41  -  177,33) 

Pré-biótico 165,75 (ind.  -  226,78) 143,93 (ind.  -  208,87) 0,735 0 (-186,10  -  151,47) BCG 

Nativo ind. (ind.  -  185,46) 161,18 (ind.  -  226,33) 0,043 152,81 (0  -  226,33) 

0,086 

Hidrolisado 91,59 (ind.  -  152,90) 102,79 (ind.  -  147,42) 0,463 40,73 (-148,92  -  129,16) 

Pré-biótico 153,50 (ind.  -  231,74) 149,94 (55,16  -  208,44) 0,139 51,10 (-119,33  -  164,41) 

IL-4 

PHA 

Nativo 78,40 (ind.  -  437,05) 139,09 (ind.  -  159,40) 0,674 -10,97 (-390,31  -  159,40) 

0,442 

1: mediana (mínimo e máximo), 2:Valor de p, Teste de Wilcoxon; 3: Diferença entre os tempos (Tempo 2 – Tempo 1); 4: Valor de p, Teste de Kruskal Wallis. ind.: 
indetectável . Número de casos: Hidrolisado: 6, Pré-Biótico: 9, Nativo: 8 
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