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RESUMO

Os individuos com infeccdo pelo HIV estdo em risco aumentado de desenvolver doenca
cardiovascular quando comparado com a populagdo geral. Isso se deve a inflamacéo
provocada pelo HIV, uso da terapia antirretroviral e fatores de risco tradicionais. Contudo
poucos estudos observaram a ocorréncia desses disturbios na populacdo de HIV positivos,
considerada baixo risco cardiovascular e com carga viral indetectavel. Deste modo o objetivo
foi avaliar a associacdo entre os niveis dos mediadores inflamatdérios com o espessamento
carotideo em pessoas vivendo com HIV, em tratamento com antirretrovirais (ITRN e ITRNN)
e com baixo risco cardiovascular, além de comparar espessura mediointimal da carotida e
niveis de mediadores inflamatorios entre pessoas com e sem o HIV. Para determinacdo do
baixo risco cardiovascular, em ambos os grupos, HIV e ndo HIV foi utilizado calculo através
do escore de risco de Framingham. Foi realizada dosagem de marcadores inflamatérios (IFN-
v, IL-1B, IL-6, TNF-a, PCR-us, sVCAM-1 e sICAM-1) através da técnica de citometria de
fluxo, assim como medidas de espessura mediointimal de cardtida atraveés de ultrassom
Doppler. Entre os grupos houve diferenca quando comparados os marcadores inflamatérios
IFN-y, IL-1 e TNF-a. Observa-se um maior nivel desses marcadores no grupo sem HIV. No
grupo HIV, os fatores associados a alteracdo da medida da espessura do complexo médio
intimal de carétida foi idade e tabagismo. No grupo sem o HIV a idade, maior nivel de
colesterol total e LDL se mostraram associados ao aumento da espessura da carétida.A partir
do célculo de P75, na anélise multivariada nos pacientes HIV, houve associacao significativa
entre niveis de TNF-a e IL1-Ba uma maior chance de aterosclerose. Dessa forma, conclui-se
gue ambos os grupos apresentam risco semelhante de desenvolver doenca cardiovascular.
Alerta-se a importancia do controle da carga viral nos pacientes HIV positivos somado a
manutencdo de parametros de risco cardiovascular sob controle, tais como tabagismo,
diabetes, hipertensdo e dislipidemia, assim como realizagdo de exame de imagem na

populagéo HIV positiva com idade> 40.

Palavras chave: HIV. Inflamag&o. Doenca cardiovascular. Terapia antirretroviral.



ABSTRACT

Individuals with HIV infection are at increased risk of developing cardiovascular disease
when compared to the general population. This is due to the inflammation caused by HIV, the
use of antiretroviral therapy and traditional risk factors. However, few studies have observed
the occurrence of these disorders in the HIV-positive population, considered low
cardiovascular risk and with undetectable viral load. The objective was to evaluate the
association between the levels of inflammatory mediators with carotid thickening in people
living with HIV, in treatment with antiretrovirals (NRTIs and NNRTIs) and with low
cardiovascular risk, in addition to comparing, in addition to comparing intima-média
thicknessof carotidand mediator levels Inflammation among people with and without HIV. To
determine the low cardiovascular risk, in both groups, HIV and non-HIV was calculated using
the Framingham risk score. Inflammatory markers (IFN-y, IL-1pB, IL-6, TNF-a, ss-CRP,
sSVCAM-1 and sICAM-1) were measured by flow cytometry as well as Carotid artery by
Doppler ultrasound. Among the groups, there were differences when comparing the
inflammatory markers IFN-y, IL-1 and TNF-a. A higher level of these markers is observed in
the non-HIV group. In the HIV group, the factors associated with the change in the thickness
of the mean intimal carotid complex were age and smoking. In the group without HIV age,
higher total cholesterol and LDL levels were associated with increased carotid thickness.
From the calculation of P75, in the multivariate analysis in HIV patients, there was a
significant association between levels of TNF-a and IL1-B at a higher chance of
atherosclerosis. Thus, it is concluded that both groups present a similar risk of developing
cardiovascular disease. The importance of viral load control in HIV-positive patients is added
together with the maintenance of cardiovascular risk parameters under control, such as
smoking, diabetes, hypertension and dyslipidemia, as well as image examination in the HIV

positive population aged > 40.

Keywords: HIV. Inflammation. Cardiovascular disease. Antiretroviral Therapy.
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1. INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids) e a infec¢do pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) sdo um problema de salde publica internacional,por sua
complexidade e influéncia em diversos aspectos da vida social, apresentando contornos
particulares em cada contexto no qual se dissemina (KALICHMAN et al., 2004; SANTOS et
al., 2009) . Foi reconhecida em meados de 1981, nos EUA, a partir da identificacdo de um
namero elevado de pacientes adultos do sexo masculino, homossexuais € moradores de San
Francisco, que apresentaram “sarcoma de Kaposi”, pneumonia por Pneumocystis cariniie,
comprometimento do sistema imune, 0s quais se sabe hoje que sdo caracteristicas tipicas da
Aids (BRASIL, 2006). Sendo responsavel por mudancas significativas em outros campos que
ndo somente a salde, principalmente por combinar comportamento sexual e doenca, a Aids
acarretou desafios para a area cientifica e atinge as pessoas em propor¢cdo geométrica, sem
distingdo social, econémica, racial, cultural ou politica (GALVAO et al., 2000, PINTO et al.,
2007).

Estudos mostram que o risco tanto de infarto do miocardio como da doenga
cerebrovascular é 40%a 70% maior entre individuos infectados pelo HIV do que entre
individuos ndo infectados, com a mesma idade e sexo (CHOW et al., 2012; FREIBERG et al.,
2013).Apesar de que alguns medicamentos da terapia antirretroviral (TARV) aumentam o
risco de doenca cardiovascular (DCV),o risco elevado nesta populacéo parece ser mediado em
maior parte pela propria infecgdo. Estudos demonstraram um risco aumentado de eventos
cardiovasculares entre aqueles que descontinuam a TARV e naqueles com cargas virais
detectaveis (EL-SADR et al., 2006; FREIBERG et al., 2013) . O risco de doenca
aterosclerdtica entre individuos infectados pelo HIV é aumentado pela ativacdo imune e
inflamac&o cronica, que permanecem anormalmente elevadas entre os infectados mesmo apds
a supresséo viral (HUNT et al., 2008).

A progressdo do HIV leva a imunossupresséo, a replicacdo continua do virus
provoca um estado de ativagdo imunoldgica generalizada, refletido pela carga viral,
provocando aumento de citocinas inflamatorias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina (IL) -6, bem como biomarcadores inflamat6rios, como neopterina e solubilidade a
receptores de fator de necrose tumoral (SCHROECKSNADEL et al., 2012).A inflamacéo
induzida pelo virus também estd associada a niveis de circulagdo aumentados de
biomarcadores de ativagdo endotelial tais como molécula de adeséo intracelular (SICAM) e
molécula de adesdo celular vascular (sVCAM) que sdo secretadas pelo endotélio lesionado.

Estas moléculas de adesdo desempenham um papel essencial no desenvolvimento da
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inflamacdo vascular e disfuncdo endotelial, que estdo associadas a patogénese da doenca
cardiovascular (CALZA et al.,2009).

A terapia antirretroviral adequada tornou o HIV uma doenca crbnica e, com a
doenca controlada, a expectativa de vida dos individuos Infectados pelo HIV aproxima-se da
populagcdo ndo infectada. No entanto, o uso prolongado da TARV predispbe dislipidemia,
hiperglicemia e lipodistrofia, entre outros efeitos colaterais, aumentando o risco relativo de
DCV (SAMJI et al., 2013).Alguns estudos sugerem associacdo entre a classe de drogas,
inibidores da protease (IPs) e eventos cardiovasculares, que podem ser atribuido séo efeito
proaterogénico destes agentes sobre os lipidios (CURRIER et al., 2008). Em contraste, o IP,
atazanavir é associado a perfis lipidicos melhorados, ja o IP ritonavir tem sido associado a
progressdo da espessura mediointimal (EMI) da cardtida, um marcador para risco
cardiovascular (CAREYet al., 2010;DEKKER et al., 2011).

Dessa forma, tornou-se evidente a importancia de investigar a associagao entre 0s
niveis dos mediadores inflamatérios (Interferon gama (IFN-y), IL-1B, IL-6, TNF-a, proteina c
reativa utrassensivel (PCR-us), SVCAM-1 e sICAM-1) com o0 espessamento carotideo em
pessoas vivendo com HIV, em tratamento com antirretrovirais (ITRN e ITRNN) e com baixo
risco cardiovascular.Além de comparar medida da espessura mediointimal da carétida e niveis

de mediadores inflamatdrios, entre pessoas com e sem o HIV.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.BASE HISTORICA

A grande maioria das pessoas que vivem com o virus HIV estad em paises de baixa
e média renda. Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), a Africa subsaariana é a
regido mais afetada, com 25,6 milhGes de pessoas vivendo com HIV em 2015. Taxas de novas
infeccdes por HIV em adultos ficaram relativamente estaveis na América Latina e no Caribe,
Europa Ocidental e Central, América do Norte, Oriente Médio e Norte da Africa. No entanto,
o nimero anual de novas infecgdes por HIV na Europa Oriental e na Asia Central aumentou
em 57%. Estima-se que 35 milhGes de pessoas morreram de doencas relacionadas com a Aids
desde o inicio da epidemia, incluindo 1,1 milhdes em 2015 (UNAIDS, 2016).

Desde o inicio da epidemia de Aids no Brasil até junho de 2014, foram registrados
no pais 757.042 casos da doenca, sendo 491.747 (65,0%) casos em homens e 265.251(35,0%)
em mulheres. A maior concentracdo dos casos no Brasil esta entre os individuos com idade
entre 25 a 39 anos de ambos 0s sexos, entre 0s homens, essa faixa etaria corresponde a 54,0%
e entre as mulheres 50,3% do total de casos. A taxa de deteccdo de Aids no Brasil tem
apresentado estabilizacdo nos ultimos dez anos, com uma média de 20,5 casos para cada 100
mil habitantes, também se observa estabilizacdo da taxa na regido Sul, com uma média de
31,1 casos para cada 100 mil habitantes. As regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste
apresentam uma tendéncia linear de crescimento significativa, considerando o nivel de
significancia de 5%, ja a regido Sudeste é a Unica que apresenta tendéncia de queda
significativa nos ultimos dez anos (BRASIL, 2014).

Depois da introducdo da terapia antirretroviral, a Aids passou a ser considerada
uma doenga cronica que, se manejada e tratada de maneira adequada, diminui
consideravelmente, a probabilidade de adoecimento e morte das pessoas vivendo com
HIV/Aids (PVHA). Além disso, estudos recentes evidenciaram que o tratamento ndo so é
eficaz para o controle da doenca e melhoria da qualidade de vida, mas também para a
diminuicdo da transmissdo do virus (COHEN et al., 2011; WILSON et al., 2008).
Atualmente, os esforcos para o controle da epidemia de HIV/Aids, no Brasil, estdo
concentrados no diagnostico precoce da infeccdo e no tratamento das PVHA, bem como a
implementacdo de intervencdes de prevencdo combinada. A estratégia de tratamento de

PVHA como medida de prevencgdo requer ndo somente o diagndstico oportuno da infeccgéo,
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como também o investimento na melhoria do cuidado continuo desses individuos
(MONTANER et al., 2013).0 estimulo a TARV para todas as pessoas infectadas pelo HIV,
independentemente de seu estado imunolédgico é uma importante medida de saude publica,
uma vez que, além de impactar a morbidade e mortalidade, auxilia na diminuicdo da carga
viral, reduzindo, assim, a transmissibilidade do virus ( BRASIL, 2013).

O uso da TARV para o combate da Aids é de extrema importancia para a
expectativa de vida dos portadores do virus, gragas ao enfraquecimento da replicacéo viral, ao
fortalecimento do sistema imunoldgico e, consequentemente, a reducdo das infeccdes
oportunistas (TROMBINI et al., 2010). Entretanto, apesar da melhoria no progndstico e na
qualidade e expectativa de vida dos portadores do HIV, fatores como a potencial toxicidade
dos farmacos a médio e longo prazo, problemas como dislipidemia, resisténcia insulinica,
aumento de gordura intra-abdominal e perda de gordura periférica podem ocorrer em
decorréncia da TARV (CARR et al.,, 2000; GUIMARAES et al., 2008). O padréo dessas
anormalidades metabodlicas nos pacientes em uso de antirretrovirais € semelhante aquele
presente na sindrome metabdlica, a qual sabidamente aumenta o risco de doenca
cardiovascular aterosclerética (GUIMARAES et al, 2013).

2.2. INFLAMACAO PROVOCADA PELO HIV

A infeccdo pelo HIV pode aumentar o risco cardiovascular através de varios
mecanismos, como inflamagdo persistente, ativacdo imune, dano endotelial, aumento da
atividade trombdtica, maior estresse oxidativo e desordens metabdlicas indiretas. O HIV leva
a ativacdao de diversas vias inflamatorias, causando a liberacdo de citocinas e expressao
endotelial de moléculas de adesdo que facilitam a adesdo e a transmigracdo de leucocitos
(FISHER et al., 2006). Ha uma estreita relacdo entre disfuncdo endotelial, inflamacédo e
ativacdo imunologica, onde varias citocinas induzem ativacdo endotelial e alteram a sua
funcionalidade. Adicionalmente, o HIV produz dano celular endotelial direto, aumentando a
permeabilidade endotelial, favorecendo apoptose e aumentando a expressao de moléculas de
adesdao como E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 (REN et al., 2002; EUGENIN et al., 2008).

A ativagdo de células endoteliais induzida pelo HIV resulta no recrutamento de
monocitos e na transformacdo de macrdéfagos no revestimento subendotelial. A liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios induzido pelo HIV contribui para a inflamacéo persistente. A
proteina Nef do HIV facilita a captacdo por macrofagos de LDL (Low Density Lipoprotein),
formando células de espuma. Eventualmente, a apoptose de células de espuma forma um

nucleo necrético rico em colesterol, e metaloproteinases da matriz (MMPs) séo liberadas por



23

macrofagos criando uma placa instavel que é propensa a ruptura (BLOOMFIELD e LEUNG
etal., 2017).
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Figura 1- Inflamacdo provocada pelo HIV e ativacdo de células endoteliais (BLOOMFIELD
e LEUNG et al., 2017).
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Proteinas relacionadas ao HIV contribuem para o aumento da ativacdo e
sinalizacdo de endotelina 1, peptideos produzidos pelo endotélio, que em altas concentracdes
contribuem para hipertensao arterial e doenca cardiaca (WANG et al.,2014). A disfuncéo das
células endoteliais dentro dos vasos sanguineos proporciona um ambiente favoravel para o
distarbio cardiovascular. Varias células inflamatérias estdo envolvidas no processo
aterosclerotico, uma vez que a integridade do endotélio se torna comprometida. Mondcitos,
através da ingestdo de lipidios e lipoproteinas, tornam-se macrofagos que eventualmente
compreendem estrias de gordura. Alguns mediadores sdo importantes no inicio da DCV,
incluindo mondcitos, macrofagos e moléculas de adesdo celular. Esses fatores liberam
citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas, incluindo a PCR, TNF-o, IL-1 e IL-6, que

contribuem para a manutencao e progressédo de DCV (WILLERSON et al., 2004).
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A Infeccdo pelo HIV, ausente de tratamento, esta associada com altos niveis de
citocinas inflamatdrias, como a IL-6 e TNF-a. Algumas citocinas tém seus niveis reduzidos
apos o inicio da TARV, indicando que a replicacdo do virus influencia na resposta
inflamatdria. Porém, algumas citocinas permanecem elevadas, como IL-6 e PCR, mesmo ap0s
a introducdo da TARV (GAY C et al., 2011).

Além da imunossupressdo e conseqiiente diminuicdo da resposta inflamatéria
sistémica provocada pelo HIV, a infeccdo promove profundas alteragcdes da funcdo endotelial,
semelhante as encontradas na reacdo inflamatoria subclinica da doenca aterosclerotica difusa.
Niveis elevados de fator de Von Willebrand sdo encontrados nessas duas situagdes e se
correlacionam com niveis de citocinas pré-inflamatérias. O estado de hipercoagulabilidade é
diretamente proporcional & viremia. E preciso salientar que a expressdo da proteina S também
estd diminuida e que a producdo de autoanticorpos pro-trombéticos antifosfolipidicos esta
aumentada nesses pacientes (SUDANO et al., 2006).

Antes do uso da TARV, os pacientes infectados pelo HIV apresentavam
alteraces do metabolismo lipidico, caracterizadas pelo aumento de triglicérides e pela
reducdo dos colesterdis total, LDL e HDL (Hight Density Lipoprotein). A reducdo do nivel
dessa fragdo do colesterol em soropositivos ocorre em funcdo da estimulacdo da lipase
endotelial e da fosfolipase A2 pelo processo inflamatério, bem como pelo impedimento a
liberacdo do HDL por macréfagos infectados pelo HIV. Adicionalmente, a molécula de HDL,
na hipertrigliceridemia, fica repleta de triglicerideos e, por essa razdo, torna-se um substrato
para a lipase hepética. Essa reducdo contribui para o processo aterosclerético devido as suas
funcBes antioxidantes e antiinflamatdrias (GUIMARAES et al., 2013).

A dislipidemia associada ao HIV é similar & observada em outras infeccdes virais
cronicas. Niveis elevados de IFN-a, em fases avangadas da afeccdo, correlacionam-se com 0
aumento da dosagem de triglicerideo, devido a uma diminuigdo do “clearance” de
lipoproteinas ricas desse nutriente. De modo semelhante, niveis elevados de fator TNF-a,
principalmente na ocorréncia de uma infeccdo oportunista, interferem no metabolismo de
acidos graxos, na oxidagdo lipidica e na inibicdo da supressdo da lipdlise mediada pela
insulina, provocando, desta forma, hipertrigliceridemia (HEGELE et al., 2007).

AlteracGes somaticas e metabolicas como lipodistrofia ou lipoatrofia que ocorrem
em individuos infectados pelo HIV tém sido associadas a um risco aumentado de DCV,
especialmente a doenca arterial coronariana e acidente vascular cerebral. Estudos relatam
niveis reduzidos de HDL e apolipoproteina A-1 em individuos infectados pelo HIV como os

principais fatores de risco de DCV devido alterarem o metabolismo lipidico. Essas alteracfes
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ocorrem mesmo em individuos assintomaticos com contagens de CD4 acima de 400 células /
mm3 (ADEWOLE et al., 2010; SOUZA et al., 2013).

Os pacientes com infeccdo pelo HIV tém taxas mais elevadas de DCV do que a
populacdo em geral (CURRIER et al., 2008). Sdo mais acometidos com eventos
cardiovasculares clinicos (doenca cardiaca coronéria e doenga arterial periférica), e dano
cardiovascular subclinico, elevacdo da espessura intima-média da carotida, calcificacdo
coronariana, indice tornozelo-braco anormal, isquemia miocardica silenciosa, ou disfuncéo
endotelial (LORENZ et al., 2008; KINGSLEY et al., 2008; ISLAM et al., 2012). Além disso,
a incidéncia de acidente vascular cerebral isquémico na populacdo infectada pelo HIV é
consideravelmente elevada, especialmente em adultos jovens (OVBIAGELE et al., 2011,
SEM et al., 2012).

2.3. TARV, DISLIPIDEMIA E RISCO CARDIOVASCULAR

A sindrome da lipodistrofia (SL) apresenta-se, atualmente, como um dos mais
preocupantes problemas decorrentes da terapia antirretroviral de combate ao HIV.
Caracteriza-se principalmente por alteracdes na distribuicdo da gordura corporal, como a
perda de tecido subcutdneo periférico e aumento da gordura central, e por distdrbios
metabolicos como a dislipidemia, resisténcia a insulina e homeostase anormal da glicose, o
que pode contribuir para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e de diabetes
mellitus (LAKE et al., 2011).

As manifestacOes cardiovasculares da infeccdo pelo HIV sofreram expressivas
alteracBes ap0s a introducdo da TARYV, especialmente no Brasil, onde 0os medicamentos sdo
fornecidos gratuitamente pela rede pablica de saude, proporcionando acesso de todos 0s
pacientes ao tratamento, independentemente da classe social (GUIMARAES et al., 2013).
Inicialmente, o elevado risco cardiovascular observados em pacientes com HIV foi atribuido a
alteracfes metabdlicas associadas com a TARV, devido, sobretudo ao efeito de IPs, cuja
introdugdo na pratica clinica coincidiu com os primeiros relatos de casos de doenca isquémica
do coracdo em pacientes com HIV. Essa relacdo entre DCV e TARV foi posteriormente
confirmada em estudos (HENRY et al .,1998; GALLET et al., 1998).

Estima-se que a incidéncia de DCV prematuras aumente devido ao perfil de risco
cardiovascular elevado e ao aumento da sobrevida dos pacientes infectados com HIV. Estudo
francés mostrou que as DCV sdo a quarta causa de morte (7%) entre os pacientes infectados
pelo HIV. Por isso, a estimativa do risco cardiovascular e 0 manejo de fatores de risco para as

DCV, em pacientes portadores do HIV, devem fazer parte da abordagem do tratamento desses
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pacientes. O monitoramento dos efeitos metabdlicos do tratamento apresenta-se assim como
um desafio para os servicos de referéncia, exigindo abordagem por equipe multidisciplinar,
envolvendo infectologistas, endocrinologistas, cardiologistas, nutricionistas, dentre outros
(RIMOLO et al., 2007).

O aumento do risco cardiovascular associado a TARV tem sido atribuido aos
efeitos metabolicos prejudiciais destas drogas, que favorecem o desenvolvimento de
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo
2(HADIGANEet al., 2001).Estas alteracdes podem ocorrer de forma independente ou como
parte de outros distdrbios, tais como sindrome metabodlica ou lipodistrofia. Em maior ou
menor grau, o aparecimento destes eventos tem sido relatado em doentes tratados com drogas
IPs e Inibidores da transcriptase reversa analogo de nucleosideo (ITRN). Estas alteracdes
dependem do tipo de farmaco administrado, ja que farmacos que pertencem a mesma familia
podem ter efeitos diferentes, embora esses efeitos adversos tenham diminuido com a nova
geracgdo de drogas antirretrovirais (HEMKENS et al., 2014). O inicio da TARV € geralmente
associado com o aumento de lipidios plasmaticos (triglicerideos e colesterol total), com a
elevacdo do LDL, e em menor escala, com o HDL, que, em parte, também poderia estar
relacionada com o ganho de peso observado ap6s o inicio da TARV (LAZZARETTI et al.,
2012).

Além disso, fatores de risco cardiovasculares tradicionais tém sido associados a
uma maior e mais rapida progressao da espessura da camada intima média da cardtida em
adultos infectados pelo HIV em uso de TARV (MERCIE et al., 2002).Estudos realizados
revelaram que alguns antirretrovirais, principalmente IPs e ITRNs, poderiam prejudicar a
funcdo endotelial, através do estresse oxidativo e inflamacdo, induzindo o aparecimento
precoce de marcadores de senescéncia em células endoteliais e células mononucleares
(CONKLIN et al., 2003; LEFEVRE et al., 2010).

Em relacdo a classe dos IPs, o0 Ritonavir € a droga mais representativa, em relacao
aos disturbios cardiovasculares. Quando combinado com Lopinavir, apresentam maior risco
de DCV nessa populacdo. J& o Atazanavir tem menor impacto nos metabolismo lipidico
(YOUNG et al., 2005). Dentro do ITRN, os efeitos sobre os lipidios sdo modestos, o
Tenofovir esta associado a elevagdes mais baixas de colesterol total, LDL e triglicérides do
que o Abacavir, apresentando efeito hipolipemiante. Entre os Inibidores da Transcriptase
Reversa Ndo Analogo de Nucleosideo (ITRNN), a Nevirapina estd com melhor perfil lipidico
que o Efavirenz. A utilizacdo da Nevirapina reduz os niveis de colesterol total e triglicérides e

promove um aumento da HDL e diminuicdo do risco aterogénico. Inibidores da Integrase, tais
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como Raltegravir, Dolutegravir e Elvitegravir, ttm um perfil lipidico neutro (POLO et al.,
2015).

O principal evento patogénico no infarto agudo do miocardio (IAM) é a
desestabilizacdo da cobertura fibrosa da placa numa artéria coronariana com aterosclerose. A
inflamacdo pode desempenhar um papel importante neste processo, tal como aumento da
PCR, que é demonstrado como um fator de prognostico para o desenvolvimento de um 1AM
(SOLAGES et al., 2006; RIDKER et al., 2011). Durante este processo inflamatdrio, a
ativacdo do endoteélio vascular e o sistema de coagulacdo ddo importante contribuicdo para
eventos cardiovasculares e a funcdo endotelial alterada foi encontrada em varios estudos
(ARILDSEN et al., 2012).
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Figura 2- Fatores determinantes da DCV em individuos infectados pelo HIV. (BELTRAN et
al., 2015).

24ALTERACAO DOS BIOMARCADORES DA INFLAMACAO E
ATEROSCLEROSE

Na populagdo em geral, estudos encontraram uma associagdo entre marcadores
inflamatdrios e espessamento mediointimal de carétida, enquanto que estudos examinando o

papel da inflamagdo crbénica como uma das causas do aumento no risco de doencas
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cardiovasculares em pacientes com diabetes tipo 2 tém produzido resultados conflitantes
(LEINONEN et al., 2004; MOUSSAVI et al., 2004; THAKORE et al., 2007) . No entanto, o
aumento dos niveis de marcadores inflamatorios e ocorréncia de disfuncdo endotelial sdo
evidentes em individuos infectados pelo HIV e pode ser correlacionada com o aumento de
risco de DCV. Mesmo em pacientes que estdo recebendo TARV, niveis de citocinas
inflamatorias ndo normalizaram completamente, sugerindo que hd uma inflamag&o continua
apesar do nivel de virus indetectavel (TABIB et al., 2000; ROSS et al., 2008).

A ocorréncia e progressdo da DCV tém os macréfagos como um dos componentes
principais no rompimento de placas de ateroma. Citocinas inflamatorias mantém a
instabilidade da placa evitando a formacdo de coléageno e destruicdo do colageno existente
(LIBBY et al., 2006). Na lipodistrofia observada em individuos infectados pelo HIV, o tecido
adiposo lipodistrofico se manifesta como uma alteragcdo de citocinas segregadas com niveis
aumentados de TNF-a ¢ IL -6 (BARBARO et al., 2009).

A aterosclerose caracteriza-se pela formacdo de placas na camada subendotelial,
proliferacdo de células musculares lisas, acumulacdo de células imunes ativadas como
monaocitos e macréfagos e espessamento da camada adventicia no local da formag&o da placa.
Vaérias células imunes estdo normalmente presentes na parede arterial, porém seu ndmero
aumenta significativamente durante a progressao da aterosclerose (GALKINA et al., 2006).
As citocinas sdo produzidas por células T, mondcitos, macréfagos e plaquetas, bem como por
células endoteliais e adipdcitos, em resposta a inflamacéo e outros estimulos (AIT-OUFELLA
etal., 2011)

Multiplos marcadores de inflamacéo, ativacdo imunoldgica e disfuncédo endotelial
estdo associados com as DCV e tém sido estudados na populacdo em geral e em portadores de
HIV. Mediadores inflamatérios e moléculas de adesdo como PCR-us, IL -6, TNF-0, sVCAM-
1 ea s-ICAM-1 se encontram alteradas em estudos realizados nessa populagédo (KURZ et al.,
2009; NEUHAUS et al., 2010). Desregulacdo das citocinas, ativacdo dos macrofagos e das
células da musculatura lisa promove aumento da formacéao de ateromas, fator agravante para a
progressao de DCV (DAVIES et al., 1993; HANSSON et al., 2005).

Assim, a PCR-us prediz o risco de DCV e de varias causas de mortalidade na
populacdo com HIV (KULLER et al., 2008; TRIANT et al., 2009). Além disso, 0 TNF-a tem
sido associado a eventos morbidos ndo definidores da Aids, principalmente durante a TARV,
incluindo a DCV (TENORIO et al., 2014).Em doentes infectados pelo HIV, os niveis de
sVCAM-1 tém sido associados com placas na camada intima média da cardtida , ao passo

que os niveis de sSVCAM-1 tém sido relacionado com o escore de calcio coronario, os quais
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sdo marcadores que se alteram na aterosclerose (LONGENECKER et al., 2013; ROSS et al.,
2009).

Citocinas como TNF-qa, IL-1, IFN-y e IL-10 podem afetar cada um dos processos
do metabolismo lipidico, resultando em alteracBes nos niveis de circulacdo, principalmente,
IL-1, TNF-a e IFN-y parecem diminuir a atividade da lipoproteina lipase (ABERG et al.,
2009; MCLAREN et al., 2011). As citocinas anti-inflamatérias IL-10 e IL-4 regulam a
resposta imunitaria pelos seus inibidoras e de forma semelhante, no metabolismo lipidico, a
IL-4 inibe a estimulacdo da lipogenese hepatica induzida pelas citocinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL-6 e IL-1 ( TSAO et al., 2014).A IL-10 também estimula a absorcéo de colesterol a
partir de lipoproteinas modificadas facilitando a captagdo de colesterol a partir de
lipoproteinas modificadas e sua transformacdo em células de espuma (HAN et al., 2009; HAN
etal., 2010).

O TNF-a tem implicancia na disfungdo do miocardio apds sindromes coronarianas
agudas, e tem se mostrado elevado em estudos com pacientes que sofreram recorrentes
infartos do miocardio ou morte cardiaca (RIDKER et al., 2000). Também desempenha um
papel fundamental no desenvolvimento da aterosclerose. E produzido por células T CD4 e
células mieldides. A progressao da aterosclerose foi vista em estudos diretamente ligada ao
aumento local na produgdo de TNF-a e com nivel elevado no sangue (CANAULT et al.,
2008). O TNF-a leva a alteragdes nos niveis séricos de lipidios, afetando trés fungdes vitais, a
lipoproteina lipase do tecido adiposo, a lipdlise e a sintese de acidos graxos hepaticos
(MCLAREN et al., 2011).

A producdo de IFN-y ¢é especialmente elevada na placa aterosclerdtica, onde
promove resposta inflamatoria por ativacdo de células Thl (células CD4 +), células T
citotoxicas (células CD8 +), e células natural killer (NK) (KOLTSOVA et al., 2012; YOUNG
et al.,2002).0 IFN-y foi mostrado por aumentar a expressao em macrofagos, facilitando assim
a acumulacdo de LDL oxidado e formagéo de células de espuma (HARVEY et al., 2005).

IL-1p ¢ um fator essencial na diferenciacdo das células Th1l7 que pode exacerbar a
inflamacdo na parede vascular. A IL1-B estd envolvida na regulacdo da expressdo de
moléculas de adesdo endotelial, bem como na ativagdo de macrofagos. A producgdo de IL-1p
na  aterosclerose  depende da  ativagio do  inflamassoma, queé um
complexo protéico oligomérico implicado no sistema imunitario inato, causado por destruigdo
lisossomal, por acimulo de cristais de colesterol e de macréfagos (MILLS et al., 2008;
CLARKE et al., 2010).

AlIL-6 é produzida por macrofagos, células T e adipdcitos, e pode afetar

diretamente as células endoteliais. Ela medeia o aumento da producdo de superoxido e


https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Olig%C3%B4mero
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_imunit%C3%A1rio_inato

30

disfungéo endotelial (PIETROWSKI et al., 2011;MATUSIK et al., 2012).Na populacéo geral,
altos niveis de IL-6 estdo bem estabelecidos como um marcador de eventos cardiovasculares e
morte por qualquer causa(HSUE PY et al., 2009; NORDELL et al., 2014).

A PCR, uma proteina plasmatica da familia das pentraxinas € um reagente de fase
aguda, que apresenta alta sensibilidade como marcador inflamatério, sendo um fator de risco
independente para doenga cardiovascular (DEVARAJ et al., 2003).Estudos envolvendo esta
molécula comecaram ha mais de uma década, associando estatisticamente o inicio de eventos
coronarianos, como infarto do miocardio com niveis sericos elevados dessa proteina . A
partir deste ponto, pesquisas experimentais e epidemioldgicas tém buscado a elucidagdo do
efeito real e do poder preditivo da PCR na doenca cardiovascular, tanto na prevencao priméria
como na secundaria, como elemento a ser considerado nas equacdes para o calculo de risco
para doenca cardiovascular (KOIKE et al., 2009; DOGGEN et al., 2000).

Moléculas de adesdo sICAM-1 e as proteinas SVCAM-1 sdo expressas comumente
em niveis baixos no organismo e sdo estimuladas por citocinas inflamatdrias ap6s estimulacao
imune, especificamente através da transcricdo de TNF-a, IL-1 e fator nuclear kappa B . A
VCAM-1 medeia a adesdo de mondcitos e linfocitos em areas propensas a lesdes e a ICAM-
1a detencdo e a adesdo das células ao endotélio (PACKARD et al., 2008).
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Figura 3. Parede arterial saudavel (A). Aumento de células imunes, marcadores da
inflamacédo e formac&o de placa aterosclerdtica (B) (FATKHULLINAAR et al., 2016).

2.5. ESCORE DE RISCO DE FRAMINGHAM

O escore de risco de Framingham (ERF) estima a probabilidade de ocorrer infarto do
miocardio ou morte por doenca coronaria no periodo de 10 anos em individuos sem
diagnostico prévio de aterosclerose clinica. Embora esta estimativa de risco seja sujeita a
correcBes conforme indicadores epidemioldgicos da populagdo estudada, o ERF identifica
adequadamente individuos de alto, médio e baixo risco cardiovascular (RIDKER et al., 2007).
Assim como outros estudos similares, 0 ERF evidencia a confirmacdo dos fatores de risco
classicos para DCV como antecedentes pessoais, hipertensdo, dislipidemia, tabagismo e
diabetes, e dos fatores de risco adicionais como sedentarismo, obesidade associados a
aterosclerose e suas manifestagdes clinicas.O Escore de risco de Framingham utiliza os
seguintes parametros para calculo do Risco: Sexo, ldade, niveis de colesterol total e colesterol
HDL, pressao arterial sistolica e tabagismo. O risco é considerado baixo quando o escore é

inferior a 10% para o paciente apresentar doenga cardiovascular em 10 anos. Portanto: Baixo
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risco <10%, Risco Intermediario entre 10% a 20% e Alto Risco >20% (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Avaliar a associagdo entre os niveis dos mediadores inflamat6rios com espessamento
carotideo entre pessoas vivendo com HIV, em tratamento com antirretrovirais e com baixo
risco cardiovascular. Além de comparar niveis dos mediadores inflamatérios e medidas da
espessura mediointimal da carétida entre pessoas vivendo com e sem o HIV.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Dosar os niveis dos mediadores inflamatorios (IFN-y, IL-1pB, IL-6, TNF-a, PCR-
us, sVCAM-1 e sICAM-1) .

3.2.2. Avaliar medida da espessura mediointimal de carétida.

3.2.3. Auvaliar os niveis dos mediadores inflamatdrios associando com espessamento

mediointimal da cardétida.

3.2.4. Comparar EMI e dosagem dos mediadores inflamatérios dos pacientes vivendo

com HIV aos de pessoas vivendo sem o virus.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Desenho do Estudo

Estudo Transversal, analitico, foi realizado no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco/ Recife-PE, Brasil. Foi descrita a associagdo entre mediadores
inflamatdrios e espessamento carotideo na populacdo de pacientes vivendo com HIV em uso
de antirretrovirais e com baixo risco cardiovascular. Além comparar niveis dos biomarcadores
inflamatorios e medidas da espessura mediointimal da car6tida entre pessoas vivendo com e
sem 0 HIV. A pesquisa fez parte de um projeto maior desenvolvido pelo mesmo grupo de

pesquisa.
4.2. Populacéo e Local do Estudo

Foram recrutados pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco, localizado na cidade do Recife-PE, Brasil. Foi utilizada uma amostra
de conveniéncia de 115 pacientes, sendo 99 individuos com HIV e 16 sem o HIV. Os
pacientes com HIV faziam parte do Servico de Atendimento Especializado em HIV/AIDS do
Hospital, e os individuos sem o HIV eram acompanhantes de pacientes atendidos no servigo
de Urologia do hospital.Além do diagndstico de infeccdo pelo HIV, os pacientes com o virus
deveriam esta em uso de esquema com 2 ITRN + 1 ITRNN, iniciado em qualquer momento a
partir do seu diagndstico. Os pacientes que utilizaram, em algum momento, esquemas
antirretrovirais diferentes dos citados acima, ndo foram incluidos. Isso permitiu maior pureza

guanto a possiveis efeitos metabolicos, causados pelas classes de antirretrovirais citadas.
4.3. Critérios de Incluséo e Excluséo
4.3.1. Critérios de Inclusdo dos Pacientes com HIV

Idades entre > 18 ¢ < 60 anos, de ambos 0s sexos, que estivesse em uso de
antirretroviral com esquemas que utilizassem 2ITRN + 1 ITRNN, iniciado a qualquer
momento (a partir de histérico em prontuario), com carga viral indetectavel e com baixo risco
para doenca cardiovascular, calculado pelo Escore de Risco de Framingham (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007). O ERF estima a probabilidade de ocorrer infarto
do miocérdio ou morte por doenca coronaria no periodo de 10 anos em individuos sem
diagndstico prévio de aterosclerose clinica.Utiliza para o célculo de risco, parametros como

Sexo, Idade, niveis de colesterol total e colesterol HDL, pressao arterial sistolica e tabagismo.
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4.3.2. Critérios de Exclusdo dos Pacientes com HIV

Historico de internacdo hospitalar e/ou infec¢bes oportunistas nos ultimos 90 dias,
disfuncdo tireoidiana, doenca auto-imune, historico de hepatite B ou C, gravidez ou
amamentacao, uso prévio de estatinas, fibratos, AAS, antiinflamatorios, anticoagulantes orais,
interferon, interleucinas, horménio do crescimento, imunoglobulinas, glicocorticoides
(inclusive os de uso intranasal) ou outros imunossupressores, abuso de alcool, trauma
muscular recente ou cirurgia realizada até 4 meses anteriormente, histérico de doenca

cardiovascular, diabetes, cancer e disfuncgéo renal.
4.4. Coleta de Dados

Foram explicados aos pacientes 0s objetivos, riscos, beneficios e direitos de
participar ou ndo da pesquisa. Todos aqueles que preencheram os critérios de inclusdo e que
aceitaram participar do estudo assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os
dados foram coletados no momento em que o0 paciente aceitou participar da pesquisa, € no
retorno do paciente para realizacdo das medidas de EMI e coleta de sangue, utilizando-se um

formulério padronizado.
4.5. Critérios de Inclusao, Exclusdo, Coleta de Dados dos Pacientes sem HIV

Todos os processos metodolégicos realizados para a inclusdo dos pacientes sem HIV
foram similares a inclusdo dos pacientes com HIV, excluindo apenas aqueles relacionados a
presenca do virus. Foi realizado questionario similar ao do grupo HIV, sendo retiradas apenas
as perguntas relacionadas ao virus, também foi realizado célculo através do Escore de Risco

de Framingham para a defini¢do do baixo risco cardiovascular.

4.6. Coleta das Amostras de Sangue

As amostras de sangue foram coletadas apds jejum de 12 horas, utilizando-se agulhas
e seringas descartaveis. Para a realizacdo de todos os procedimentos, o profissional utilizou
luvas descartaveis. Logo apos a coleta, um tubo seco era levado ao laboratorio do Hospital das
Clinica da UFPE, para realizacdo das dosagens bioquimicas (Colesterol total e fracdes)
engquanto o outro era levado ao laboratério Aggeu Magalhdes-CPgAM- (FIOCRUZ-PE) e
centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos para separar o soro. Cada amostra de soro foi
dividida em aliquotas e acondicionadas em micro tubos identificados com o cddigo de
identificacdo do paciente na pesquisa. As aliquotas foram armazenadas num freezer a — 80° C,
no laboratério Aggeu Magalhdes- CPgAM- (FIOCRUZ-PE). Concluida a coleta de todas as
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amostras, foram realizadas as dosagens dos biomarcadores da inflamagdo, que ocorreu no

mesmo laboratdrio onde as amostras estavam armazenadas.
4.7. Lipidograma e Dosagem dos Mediadores Inflamatérios

As amostras de sangue coletadas foram usadas para dosar lipidograma (colesterol
total e fracGes e triglicerideos) e os niveis dos mediadores inflamatorios (IFN-y, TNF-a, IL-
1B, IL-6, PCR-us, sSVCAM-1 e sICAM-1). As dosagens de IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-6,
sSVCAM-1 e sICAM-1 foram realizadas pelo método Cytometric Bead Array (CBA), 0s soros
e os padrbes de marcadores do kit foram incubados com microesferas de captura recobertas
com anticorpos especificos para os marcadores e com o anticorpo de deteccdo marcado com
ficoeritrina (PE), que fornece um sinal fluorescente na propor¢do da quantidade do analito
ligado. Apos as incubacdes foi acrescentado 1 ml da solucdo de lavagem e centrifugado por
10 minutos a 1100 rpm. O sobrenadante foi desprezado e com 300 pl da solucdo de lavagem,
as amostras foram ressuspendidas para as dosagens em citdometro de fluxo, sendo os
resultados gerados em formato de grafico e tabular utilizando o BD CBA Software FCAP
Array, versao 3.01. O método Cytometric Bead Array (CBA) foi realizado no laboratério do
Instituto Aggeu Magalhdes- FIOCRUZ-PE. A PCR-us foi dosada pela técnica de
Imunoturbidimetria em latex, em que a proteina C reativa reage com o anticorpo especifico
formando imunocomplexos insollveis. A Imunoturbidimetria e o lipidograma foram

realizados no Laboratério do Hospital das Clinicas da UFPE.
4.8. Medicdes da espessura mediointimal de carétida (EMI)

As medidas de EMI foram realizadas usando aparelho de ultrassom marca GE, modelo
LOGIQe BT12. O aparelho dispde do software DICOM 3.0 e Auto IMT, com imagem
automatica, bem monitorada. Os pacientes foram avaliados entre 7:00-09:00 horas, ap6s 12
horas de jejum. Todos os exames foram realizados por duas examinadoras, sendo duas
médicas cirurgids vasculares qualificadas com titulo de Especialista em Ecografia Vascular
pela Sociedade Brasileira de Angiologia e Cirurgia Vascular (SBACV). Foi realizada a
medida na parede posterior do vaso estudado, em area livre de placa, e foi definida como
sendo a distancia entre duas linhas ecogénicas representadas pela interface lumen-intima e
média-adventicia da parede arterial. A média da medida automatica da carétida comum mais
espessada foi definida como referéncia, seja ela direita (CCD) ou esquerda (CCE). A EMI foi
considerada espessada se EMI> 0,61, a partir do calculado de percentil 75 da populagéo

estudada. O célculo de percentil 75 ¢ realizado para cada populacdo a ser estudada, j& que se
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baseia no sexo, raca e idade do paciente. Foi tomada como base para esse célculo a tabela de
medidas de EMI do estudo Elsa-Brasil. Foi considerado presenca de placa quando
demonstrado um espessamento do EMI > 1,5mm (FREIRE et al., 2015; GODOI et al., 2012;
GODOI., et al 2013). Resumidamente, os pacientes foram posicionados em decubito dorsal,
em uma posi¢do confortavel, em seguida foi medido o didmetro da camada intima media da

carétida, de ambos os lados, direito e esquerdo.

4.9. Variaveis
4.9.1. Variaveis independentes:

» Virus HIV (presenca ou auséncia do virus)

Alteracdo dos marcadores Inflamatorios (IFN-y, IL-1B, IL-6, TNF-o, PCR-us,
sVCAM-1 e sSICAM-1)

Género (Masculino/ feminino)

A\

Idade (< 40 ou > anos)
Tabagismo (sim/néo)
Dislipidemia (alteracdo de colesterol total, HDL, LDL e triglicerideo)

Diabetes ( sim/ndo)

YV V. V V V VY

Tempo de terapia antirretroviral (> 5 anos, entre 5 e 10 anos, mais que 10 anos de

tratamento)

4.9.2. Variavel dependente: Espessamento mediointimal da carétida.

4.10. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software STATA, versao
11.0. Em todos os testes, o nivel de significAncia adotado foi p <0,05. As variaveis
qualitativas foram expressas através das frequiéncias absolutas e relativas, e quantitativas
através das estatisticas descritivas, tais como: média, desvio padrdo, mediana, percentil 25 e
75, sendo aplicado o teste t de student. Para os testes de associa¢do das medidas qualitativas
foi aplicado o teste de Pearson. O teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis foi utilizado para
a comparacdo das medianas. A analise de correlacdo foi feita através do coeficiente de

Spearman.
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4.11. Consideragdes éticas

Para realizacdo do estudo, foram utilizadas amostras de sangue e medidas de carotida
dos pacientes incluidos no Ensaio Clinico Duplo Cego Randomizado: Efeito da
Atorvastatina/AAS versus Placebo em Pacientes com HIV em uso de Antirretrovirais e com
Baixo Risco Cardiovascular na fungdo endotelial e na inflamacéo, submetido ao CNPq através
do Edital Universal MCTI/CNPg N ° 14/2012, com aprovacio pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Pernambuco em 17 de junho de 2013 (CAAE
13097213.20000.5208). Os participantes do ensaio clinico foram incluidos no estudo ap6s o
esclarecimento completo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. As
informac@es foram guardadas com sigilo, a fim de manter a confidencialidade, e os dados que
pudessem identificar os individuos foram guardadas pela equipe de pesquisadores, com

acesso restrito entre os envolvidos no estudo.
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RESULTADOS
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5.1.MEDIADORES INFLAMATORIOS E ASSOCIAGAO COM O ESPESSAMENTO
CAROTIDEO ENTRE PESSOAS VIVENDO COM HIV, EM USO DE
ANTIRRETROVIRAIS E COM BAIXO RISCO CARDIOVASCULAR

INTRODUCAO

Atualmente, os esforcos para o controle da epidemia de HIV estdo concentrados no
diagndstico precoce da infecgdo e no tratamento das pessoas vivendo com HIV/Aids (PVHA),
bem como na implementacdo de intervencGes de prevencdo combinada. A estratégia de
tratamento de PVHA como medida de prevencdo requer ndo somente o diagndstico oportuno
da infeccdo, como também o investimento na melhoria do cuidado continuo desses
individuos™?.

O aumento da longevidade em PVHA devido a terapia antirretroviral (TARV) eficaz e
disponivel trouxe doencas crbnicas nao transmissiveis, como doencas cardiovasculares
(DCV)3. De acordo com estudos realizados, o virus e a TARV sdo fatores que favorecem
aumento dos mediadores inflamatérios e espessamento carotideo®”. Infectados pelo HIV tém
niveis elevado de proteina C-reativa (PCR), que estd associada a aterosclerose e maior risco
de infarto do miocardio. Niveis de IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon
gama (IFN-y), IL-1, molécula de adesédo intracelular (SICAM) e molécula de adesdo celular
vascular (sSVCAM), que ajudam na progressdo da DCV, também estdo aumentados nessa
populagdo®’®.

Porém, estudos ndo avaliaram esses fatores na populacdo considerada baixo risco
cardiovascular, que apresenta baixa pre-disposicdo a distarbios cardiovasculares, ndo sendo
observado, dessa forma, o que seria realmente o possivel efeito da inflamag&o causada pelo
virus e efeito toxico do medicamento. Além disso, ndo foi estudada uma populacdo em que
todos os pacientes apresentassem carga viral indetectavel e usassem apenas 0s esquemas
Inibidor da Transcriptase Reversa Analogo de Nucleosideo (ITRN) e Inibidor da
Transcriptase Reversa Ndo Analogo de Nucleosideo (ITRNN). Ja que se é sabido que os
medicamentos Inibidores de protease (IPs) possuem efeito elevado sobre distdrbios
cardiovasculares.

Deste modo, o presente estudo avaliou os mediadores inflamatoérios IFN-y, IL-1p, IL-
6, TNF-a, PCR-us, sSVCAM-1 e 1sICAM-1 e associou ao espessamento carotideo em pessoas
vivendo com HIV, em uso de antirretrovirais ITRN e IRNN e com baixo risco

cardiovascular, sendo o baixo risco determinado pelo escore de risco de Framingham (ERF).
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Além de comparar espessura mediointimal de carétida e niveis de mediadores inflamatorios,

entre pessoas com e sem o virus HIV.

METODOLOGIA

Desenho do Estudo

Estudo Transversal, analitico, foi realizado no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco/ Recife-PE, Brasil. Foi descrita a associacdo entre mediadores
inflamatdrios e espessamento carotideo na populacdo de pacientes vivendo com HIV em uso
de antirretrovirais e com baixo risco cardiovascular. Além de avaliar se existe diferenca nos
niveis dos biomarcadores inflamatérios e medidas da espessura mediointimal da car6tida entre

pessoas vivendo com e sem o HIV.

Populacao e Local do Estudo

Foi utilizada uma amostra de conveniéncia de 115 pacientes, sendo 99 individuos com
HIV e 16 sem o HIV, com idades entre > 18 e < 60 anos, de ambos os sexos. Além do
diagnostico de infeccdo pelo HIV, os pacientes com o virus deveriam estd em uso de esquema
com 2 ITRN + 1 ITRNN, iniciado em qualquer momento a partir do seu diagnéstico e carga
viral indetectavel. O baixo risco para doenca cardiovascular também foi um critério de
inclusdo para ambos os grupos, sendo calculado pelo Escore de Risco de Framingham. O ERF
estima a probabilidade de ocorrer infarto do miocardio ou morte por doenca coronaria no
periodo de 10 anos em individuos sem diagndstico prévio de aterosclerose clinica.Utiliza para
o calculo de risco parametros como sexo, idade, niveis de colesterol total e colesterol HDL,
pressdo arterial sistdlica e tabagismo®.

Os pacientes com HIV faziam parte do Servico de Atendimento Especializado em
HIV/Aids do hospital, e os individuos sem o HIV eram acompanhantes de pacientes atendidos
no servico de Urologia do hospital. Para a inclusdo dos grupos foi realizado questionarios
semelhantes, sendo retiradas do questionario para o grupo sem o HIV, apenas as perguntas

relacionadas ao virus.

Coleta de Dados

Apols o paciente assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foram
coletados dados através de questionario padronizado, informacGes de prontuérios dos
pacientes e formulario de exames, onde eram anotados resultados das medidas da espessura
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mediointimal de car6tida, lipidograma e niveis dos biomarcadores inflamat6rios. No momento
da inclusdo do paciente, era realizada coleta de sangue para lipidograma e dosagem dos
biomarcadores inflamatorios, medida da presséo arterial, e exame de ultrassom Doppler de

carétidas.

Dosagem dos Mediadores Inflamatorios

As dosagens dos mediadores inflamatorios (IFN-y, TNF-a, IL-1p, IL-6, SVCAM-1 e
SICAM-1) foram realizadas pelo método Cytometric Bead Array (CBA), 0S soros e 0s
padrdes de marcadores do kit foram incubados com microesferas de captura recobertas com
anticorpos especificos para 0os marcadores e com 0 anticorpo de deteccdo marcado com
ficoeritrina (PE), que fornece um sinal fluorescente na propor¢do da quantidade do analito
ligado. Apos as incubacdes foi acrescentado 1 ml da solugdo de lavagem e centrifugado por
10 minutos a 1100 rpm. O sobrenadante foi desprezado e com 300 pl da solugéo de lavagem,
as amostras foram ressuspendidas para as dosagens em citdometro de fluxo, sendo os
resultados gerados em formato de grafico e tabular utilizando o BD CBA Software FCAP
Array, versdo 3.01. A PCR-us foi dosada pela técnica de Imunoturbidimetria em latex, em que

a proteina C reativa reage com o anticorpo especifico formando imunocomplexos insollveis.
Medicbes da espessura mediointimal de carétida

As medidas de EMI foram realizadas usando aparelho de ultrassom marca GE, modelo
LOGIQe BT12. O aparelho dispde do software DICOM 3.0 e Auto IMT, com imagem
automatica, bem monitorada. Os exames foram realizados por duas examinadoras, sendo duas
médicas cirurgids vasculares qualificadas com titulo de Especialista em Ecografia Vascular,
emitido pela Sociedade Brasileira de Angiologia e Cirurgia Vascular (SBACV). Foi realizada
a medida na parede posterior do vaso estudado, em area livre de placa, e foi definida como
sendo a distancia entre duas linhas ecogénicas representadas pela interface limen-intima e
média-adventicia da parede arterial. A média da medida automatica da carétida comum mais
espessada foi definida como referéncia, seja ela direita (CCD) ou esquerda (CCE). A.

Considerou-se a presenca de placa quando demonstrado um espessamento do EMI > 1,5mm*®
11,12

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software STATA, versdo 11.0.

Em todos os testes, o nivel de significancia adotado foi p <0,05. As variaveis qualitativas
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foram expressas através das freqiiéncias absolutas e relativas, e quantitativas através das
estatisticas descritivas, tais como: média, desvio padrdo, mediana, percentil 25 e 75, sendo
aplicado o teste t de student. Para os testes de associacdo das medidas qualitativas foi aplicado
0 teste de Pearson. O teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis foi utilizado para a
comparagdo das medianas. A andlise de correlacdo foi feita através do coeficiente de

Spearman.

Considerac0es éticas

A Pesquisa foi aprovada pelo comité de ética da Universidade Federal de Pernambuco.

RESULTADOS

Participaram do estudo 99 pacientes portadores do HIV e 16 ndo portadores do HIV.
Dos portadores de HIV, (59,6%) tinham 40 anos ou mais. Para os ndo portadores do virus
(75,0%) tinham 40 anos ou mais. Comparando as caracteristicas dos grupos, houve diferenca
guando comparados os marcadores inflamatorios IFN-y, IL-1 e TNF-a. Observa-se um maior
nivel desses marcadores no grupo controle. Em relacdo as médias de EMI, ndo foi
apresentado diferenca significativa entre os grupos (Tabela 1).

A distribuicdo quanto ao sexo, tabagismo e diabetes foram semelhantes entre os
grupos de comparagdo. Quanto as medidas laboratoriais, duas variaveis tiveram significancias
limitrofes na comparagdo dos HIV e ndo HIV: os niveis médios de HDL foram maiores entre
os pacientes com HIV, enquanto a média de LDL foi menor nesse grupo. Quanto ao tempo de
TARV no grupo dos portadores de HIV, 37% deles tem tempo inferior a 5 anos de tratamento
antirretroviral, enquanto que 29,3% tinham entre 5 e 10 anos de terapia e 33,7% mais de 10
anos de terapia. Quanto aos niveis de CD4 e carga viral na admissdo para o estudo, 90,5%
tinham niveis de CD4 acima de 350 celulas e todos tinham carga viral indetectavel, este
ultimo parametro foi obrigatorio na incluséo. Da classe dos antirretrovirais ITRN usada pelos
pacientes, 98 (98,98%) usavam lamivudina, 65 (65,65%) zidovudina, 32 (32,32%) tenofovir,
e 3 (3,03 %) didanosina. Da classe dos antirretrovirais ITRNN, 93 (93,93%) usavam efavirenz
e 6 (6,06%) nevirapina (Tabela 1).

Quando calculado o percentil 75 para os 115 pacientes estudados, o valor foi de 0,61
mm, portanto EMI foi considerada espessada se > 0,61 mm. A presengca de EMI > P75 no
grupo HIV foi de 51,51 %, desses, 78,4% tinham 40 anos ou mais, para 0 grupo ndo HIV, a

presenca de EMI > P75 foi de 56,25, sendo 88,9 % desses pacientes > 40 anos, mostrando que
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maior idade esta associada ao aumento da espessura da carétida. A condicdo de tabagismo se
mostrou com uma associacao limitrofe (p = 0,082) indicando uma possivel maior medida da
espessura entre os fumantes. Niveis mais elevados de colesterol total e LDL se mostraram
associados a EMI > P75, no grupo sem o HIV (Tabela 2).

Na andlise multivariada nos pacientes HIV, apds a andlise ser ajustada por idade,
tabagismo e colesterol houve associacdo significativa com os niveis do TNF-a, onde o
aumento dos niveis de TNF-a foi associado a uma maior chance de aterosclerose, assim como
0 aumento dos niveis de IL1-B apresentou uma maior chance de aterosclerose com um p-valor

proxima a significancia (Tabela 3).

DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo que conhecemos na populacdo de HIV positivos, em que se
avaliou biomarcadores da inflamacdo associando a presenca de espessamento médio intimal
de cardtida apenas nos individuos considerados baixo risco cardiovascular pelo escore de
risco de Framingham, que usassem exclusivamente as classes de antirretrovirais ITRN e
ITRNN e com carga viral indetectavel. Essa populacdo apresenta baixa pré-disposicdo a
disturbios cardiovasculares, podendo ser observado com maior clareza possivel efeito da
inflamacdo provocada pelo HIV ou distirbios provocados pelo uso dessas classes de
antirretrovirais.

Na avaliacdo dos niveis dos biomarcadores inflamatdrios foi encontrado maior nivel
de IFN-y, IL-1p e TNF-a no grupo sem o HIV quando comparado ao grupo HIV, para 0s
marcadores 1L-6, PCR-us, sSVCAM-1 e sICAM-1 ndo foi observado diferenca quanto ao
nivel desses biomarcadores entre os grupos de comparagdo. Esses dados contrapdem-se aos de
Ross et al *, em que niveis dos marcadores inflamatérios TNF-a, PCR-us, IL-6 e SVCAM-1
foram significativamente mais elevados no grupo infectado com HIV do que o grupo de
pessoas sem o virus. Bethan et al*® | também observou niveis mais elevados de IL-6 e PCR-Us
em HIV positivos quando comparados com os controles. Nosso estudo excluiu pacientes com
carga viral detectavel, que € um fator contribuinte para 0 aumento desses marcadores no
organismo, ja os estudos citados ndo usaram a carga viral detectavel como critério de
exclusdo, e esse pode ter sido um fator influente na discordancia dos resultados. Estudo
retrospectivo de amostras obtidas de doadores de plasma antes, durante e apds a aquisicéo do

14
|

HIV demonstrou elevagdes em varias citocinas durante a expansao viral™. Outro estudo relata

que a iniciacdo da TARV na infeccdo cronica esta associada a um declinio nos niveis



47

circulantes de citocinas, incluindo IL-1pB, IL-6 e TNF-a, possivelmente por reducdo da carga

viral®®

. Além disso, observamos que 0s pacientes estdo, na sua maioria, sob tratamento
antirretroviral hd > de 5 anos, e portanto com controle virolégico ha muito tempo,
possivelmente revertendo as repercussdes do virus no espessamento carotideo e nos
marcadores inflamatorios. Outra hip6tese para 0 nosso resultado pode ter sido a maior idade
no grupo sem o HIV, ja que a idade é um fator que contribuiu para aumento de niveis de
marcadores inflamatorios e aterosclerose.

Quanto as medidas laboratoriais, niveis médios de HDL foram maiores e menor a
meédia de LDL no grupo HIV em comparacédo ao grupo sem HIV. As médias de triglicerideo e
colesterol total ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos HIV e ndo HIV.
Porém niveis mais elevados de colesterol total e LDL se mostraram associados a EMI > P75,
no grupo sem o HIV. Estudos anteriores divergem em relacdo as medidas de lipidograma. No
estudo de Ross et al*, o grupo infectado pelo HIV apresentou menor média de HDL, mas
colesterol total, triglicerideos e LDL foram semelhantes entre os grupos. Os niveis de
colesterol LDL e triglicerideo foi correlacionado positivamente com EMI. Ja em Nguemaim
et al'®, soropositivos tiveram valores de triglicerideo significativamente mais elevados e
valores mais baixos de colesterol total, HDL e LDL em comparagdo com 0 grupo ndo HIV.
Essa divergéncia de resultados entre os estudos ainda ndo esta clara, porém estudo realizado
na Nigéria mostrou gque os niveis de triglicerideo estavam inversamente correlacionados com

contagens de CD4 e positivamente correlacionados com a carga viral'’

. Nosso resultado pode
ser justificado pela maior média de idade nos pacientes sem o HIV, dado que foi significante.
Sabidamente niveis de HDL reduzem com a idade, enquanto niveis de LDL e colesterol total
se elevam. O sexo masculino mais frequente entre os ndo HIV, apesar de nédo fazer parte da
analise, também pode ter contribuido para esta diferenca. Por fim, pacientes sob constantes
consultas, vigilancia médica e orientacbes para modificacdo do estilo de vida podem ter
contribuido para este achado.

Corroborando com a literatura, esse estudo reforca que a idade > 40 anos, tabagismo e
diabetes sdo fatores associados a alteragdo da medida da espessura mediointimal de carétida,
portanto aumentam o risco de desenvolvimento de doenga cardiovascular.

As medias das medidas de EMI mostraram ndo haver diferenca estatisticamente
significativa quando comparado a média dos pacientes com e sem HIV. Lorenz et al'®, em
estudo anterior havia demonstrado maior média de EMI no grupo HIV quando comparado a
média do controle sem o virus. Porém a populacdo do nosso estudo é considerada baixo risco
cardiovascular pelo célculo do escore de risco de Framingham e isso pode justificar 0 nosso

|19

resultado. No estudo de Falcdo et al™, pacientes classificados com médio ou alto risco
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cardiovascular pelo escore de Framingham tiveram 3,7 vezes mais chance de apresentar
aterosclerose do que os pacientes considerados baixo risco. Em outro estudo, os pacientes
com aterosclerose subclinica apresentaram maior pontuacédo de risco comparado com aqueles
com espessura mediointimal normal. Para cada 10% de aumento no escore de risco de
Framingham, as probabilidades de ter uma EMI anormal triplicaram?.

Quando avaliado a associagdo entre marcadores inflamatdrios e EMI, a partir do
calculo de P75, na analise multivariada nos pacientes HIV, houve associacéo significativa
com os niveis de TNF-a, onde o aumento dos niveis de TNF-o foi associado a uma maior
chance de aterosclerose, assim como o aumento dos niveis de IL1-B apresentou uma maior
chance de aterosclerose com um p-valor proxima a significancia. Esses dados discordam de
Falcio et al*
TNF-a, PCR-us, sVCAM-1 e 1sICAM-1) e espessamento médio intimal de caro6tida. Estudo

de Ssinabulya et al®®, encontrou resultado semelhante, em que niveis elevados de PCR-us ndo

qgue ndo encontrou associacdo entre marcadores inflamatorios (IL-1B, IL-6,

foi associado com EMI . Porém em outros dois estudos realizados, maior EMI foi associada
com niveis mais elevados de IL-2, IL-6, TNF-a, PCR-us e SVCAM-1.*> Tanto nosso estudo,
guanto os demais citados apresentam tamanho de amostra pequena, sendo necessario estudos
com maior tamanho de amostra, que possam confirmar com maior acuracia a relacdo entre
marcadores inflamatdrios e a ocorréncia de aterosclerose carotidea.

Nosso resultado pode ser explicado pela selecdo criteriosa dos nossos pacientes.
Ambos sdo atendidos em um centro de referéncia no tratamento do HIV, tendo um bom
acompanhamento médico. Nossa amostra avalia um paciente “ideal ", ou seja, que esta com
carga viral indetectavel, provavelmente ha muito tempo, ja que o tempo de TARV é > 5 anos
em 63% dos pacientes e sem uso prévio ou atual de Inibidores de Protease. Além disso, o
calculo pelo escore de risco de Framingham para doenca cardiovascular é baixo.

Esses dados alertam para a importancia de um trabalho de conscientizacdo dos
pacientes por parte dos profissionais de saude, orientando os e controlando fatores de risco
como tabagismo, diabetes, hipertensdo e dislipidemia. Isso implica que os centros de
tratamento do HIV precisam oferecer recursos que possam identificar pacientes em risco para
intervengdo precoce. Exames laboratoriais, para testar niveis de marcadores que predizem
risco cardiovascular, assim como exame de imagem S0 necessarios na populacdo HIV
positivos, principalmente em pacientes com idade >40 anos e com mais de dez anos de uso da
TARV.

Portanto nosso estudo traz resultados promissores e demonstra que o controle da carga
viral com ITRN e ITRNN somado a manutencdo de parametros de risco cardiovascular sob

controle, tais como tabagismo, diabetes, hipertenséo e dislipidemia, resultam ao paciente com
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HIV bom progndstico cardiovascular e menor risco de ocorréncia de aterosclerose subclinica,
sendo comparado ao risco da populagéo geral.

Tivemos como limitacdo, tamanho de amostra estreito para o grupo ndao HIV e maior
média de idade nessa populacdo, porém nossos resultados trazem dados importantes para

literatura, que podem servir como suporte para pesquisas futuras.
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Tabela 1. Comparacdo entre os grupos de pacientes HIV e ndo HIV quanto a
caracteristicas biologicas, fatores de risco para doenca cardiovascular, mediadores
inflamatorios, medidas de EMI e fatores relacionados ao HIV.

Grupos
Caracteristicas HIV Nao HIV p-valor
(n=99) (n=16)
Idade? 42,2+8,9 48,7+9,1 0,007
Faixa etaria
< 40 anos 40 (40,4%) 4 (25,0%) 0,239
40 anos ou mais 59 (59,6%) 12 (75,0%)
Sexo
Feminino 39 (39,4%) 4 (25,0%) 0,404
Masculino 60 (60,6%) 12 (75,0%)
Tabagismo
Sim 12 (12,1%) 0() 0,213
Nao 87 (87,9%) 16 (100%)
Diabetes
Sim 3 (3,0%) 0(-) 1,000
Nao 96 (97,0%) 16 (100%)
Medidas laboratoriais
Colesterol total® 184,0 + 35,4 190,37 £ 48,9 0,528
HDL? 50,3+ 14,2 436+7,8 0,069
LDL? 105,3 + 27,2 118,5 + 38,2 0,093
Triglicerideos® 116,2 (79,6; 176)  120,1 (90,1; 191,3) 0,695
Medida de
espessamentomedointimal
de carotida
EMI média® 0,573 +0,123 0,586 + 0,116 0,697
Mediadores inflamatérios®
PCR US 0,1(0;0,4) 0,1(0;0,3) 0,680
ICAM-1 0(0; 0) 0(0; 0) 1,000
VCAM-1(x107%) 12,12 (11,42;12,62) 12,94 (10,59; 13,47) 0,071
IFN 2,16 (1,98; 2,40) 2,67 (2,29; 2,91) 0,002
IL-1 2,87 (2,87; 2,87) 2,87 (2,87; 4,08) 0,027
IL-6 2,1(2,1;21) 21(2,1;21) 0,689
TNF-a 2,26 (2,26; 2,26) 2,26 (2,26; 7,55) 0,005

Tempo de TARV
Menos de 5 anos
De 5 a menos de 10 anos
10 anos ou mais
Classificacdo do CD4

34 (37,0%)
27 (29,3%)
31 (33,7%)

Menos de 200 2 (2,1%) - -
De 200 a 349 7 (7,4%) -
350 ou mais 86 (90,5%) -

Uso de Antirretrovirais
Lamivudina

98 (98,98%)

zidovudina 65 (65,65%)
Tenofovir 32 (32,32%)
Didanosina 3 (3,03 %)
Efavirenz 93 (93,93%)
Nevirapina 6 (6,06%)

& Média + dp - aplicado o teste t de student
® Mediana (P,s; P+s)- aplicado o teste de Kruskall-Wallis
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Tabela 2. Associacdo dos fatores relacionados a espessura mediointimal carotidea
estratificados segundo a condicéo de infecgéo pelo HIV

Pacientes HIV

Pacientes Nao HIV

Fatores
<Py >Pys p-valor <Py >Pys p-valor
Idade® 379+7,1 46,3%+8,5 <0,001 44,0+9,8 52,4+7,0 0,063
Faixa etdria
<40 anos 29 (60,4%) 11 (21,6%) <0,001 3(42,9%) 1(11,1%) 0,192
40 anos ou mais 19 (39,6%) 40 (78,4%) 4 (57,1%) 8 (88,9%)
Sexo
Feminino 19 (39,6%) 20(39,2%) 0,970 2 (28,6%) 2(22,2%) 0,608
Masculino 29 (60,4%) 31 (60,8%) 5(71,4%) 7(77,8%)
Tabagismo
Sim 3(6,3%) 9 (17,7%) 0,082 0(-) 0(-) -
Ndo 45 (93,7%) 42 (82,3%) 7 (100%) 9 (100%)
Diabetes
Sim 1(2,1%) 2 (3,9%) 0,594 0(-) 0(-) -
Néo 47 (97,9%) 49 (96,1%) 7 (100%) 9 (100%)
Medidas laboratoriais
Colesterol total® 178,1+33,8 199,9 + 58,3 0,395 175,7 £ 31,5 191,8+37,4 0,023
HDL® 41,5+9,8 45,2 +5,9 0,362 50,4 +17,6 50,1 +10,3 0,931
LDL® 110,9 £ 23,3 124,4+47,4 0,504 98,5+ 21,7 111,4 +£30,2 0,020
Triglicerl'deosb 113 (72; 181) 118 (86; 174) 0,459 117 (86; 169) 122 (101; 200) 0,560
Mediadores inflamatérios’
PCR US 0,1(0; 0,4) 0,1(0; 0,4) 0,966 0,1(0; 0,6) 0,1(0;0,1) 0,581
ICAM-1° - - - - - -
VCAM-1(x107) 12,1(11,3;12,6) 12,0(11,4; 12,6) 0,931 13,0(6,6; 13,6) 12,9(10,8; 13,4) 1,000
IFN 2,16 (1,98;2,37) 2,21(1,93;2,43) 0,481 2,91 (1,96; 3,24) 2,66(2,32;2,72) 0,368
IL-1 2,87 (2,87;2,87) 2,87(2,87;2,87) 1,000 2,87 (2,87; 4,40) 2,87 (2,87;3,77) 0,597
IL-6° - - - - - 0,149
TNF-a 2,26 (2,26; 2,26) 2,26 (2,26; 2,26) 0,328 2,26 (2,26; 6,75) 2,26 (2,26; 13,7) 0,634
Tempo de TARV
Menos de 5 anos 19 (43,2%) 15 (31,2%) 0,383 - - -

13 (29,5%)
12 (27,3%)

De 5 a menos de 10
10 anos ou mais

14 (29,2%)
19 (39,6%)

"P,5 do EMI = 0,61
®Média * desvio padrio - teste t de student
®Mediana (Pys; Pys) - Teste de Mann-Whitney

“N3o ha variagdo (todos os valores iguais ao minimo)
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Tabela 3. Associagdo dos fatores relacionados a espessura mediointimal carotidea,

emanalise multivariada, estratificados segundo a condicdo de infecgédo pelo HIV.

Pacientes HIV

Pacientes Nao HIV

Mediadores
Inflamatérios® EMI > P ] p-valor EMI > P . p-valor
OR (IC 95%) OR (IC 95%)
PCR US 1,17 (0,45 - 2,98) 0,747 0,31 (0,02 -5,31) 0,425
VCAM-1(x10") 0,54 (0,21 -1,38) 0,197 1,08 (0,07 — 17,4) 0,954
IFN 1,76 (0,69 — 4,51) 0,238 Nao calculado 0,175
IL-1 10,4 (0,71 -151,2) 0,087 6,14 (0,24 — 156) 0,272
TNF-a 31,2 (2,70 -361) 0,006 3,06 (0,12 -79,3) 0,500

®Ajustados por idade e tabagismo
bAjustados por idade e colesterol total
c 3 . .
Analise considerando o valor mediano dos marcadores



53

1.MONTANER, J.S. Treatment as prevention: toward an AIDS-free generation. Top
Antivir Med. 21(3):110-4, Jul-Aug, 2013.

2. UNAIDS, global statistics,2016

3. WORLD HEALTH ORGANIZATION,Global Health Observatory Data: Antiretroviral
therapy (ART) coverage among all age groups, 2015

4. ROSS A.C. et al.Relationship between Inflammatory Markers, Endothelial Activation
Markers, and Carotid Intima-Media Thickness in HIV-Infected Patients Receiving
Antiretroviral Therapy.Clinical Infectious Diseases. 49:1119-27, 20009.

5.KAPLAN, R.C.et al. Potential cardiovascular disease risk markers among HIVinfected
women initiating antiretroviral treatment.J.Acquir Immune DeficSyndr. August 1, 60(4):
359-368, 2012.

6. HSUE, P.Y. et al. Carotid Intima-Media Thickness Progression in HIVInfected Adults
Occurs Preferentially at the Carotid Bifurcation and Is Predicted by Inflammation. J
Am Heart Assoc. 2012.

7. LIBBY P.Inflammation and cardiovascular disease mechanisms. Am J Clin Nutr.
83(2):456S5-460S, 2006.

8. TRIANT, V.A.; MEIGS, J.B.; GRINSPOON, S.K. Association of C-reactive protein and
HIV infection with acute myocardial infarction. J Acquir Immune Defic Syndr. 51:268-73,
2009.

9. SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA. 1V Diretriz Brasileira sobre
dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose. Departamento de Aterosclerose da
Sociedade Brasileira de Cardiologia. Arq Bras Cardiol.88, Supl I, 2007.

10. GODOI, E.T. et al. Antirretroviral therapy effect in the intima-medio complex and
ankle-brachial index in patients infected by HIV. J Vasc Bras.11(2):123-31, 2012.



54

11.GODOI, E.T. et al. Assessment of intima-media complex in carotid, femoral and right
subclavian arteries for early investigation of atherosclerosis in HIV-infected patients.
Radiol Bras. 46(6):333-40, 2013.

12. FREIRE, C.M. et al. Recomendacado para a quantificacdo pelo ultrassom da doenca
aterosclerotica das artérias carétidas e vertebrais: grupo de trabalho do departamento
de imagem cardiovascular da Sociedade Brasileira de Cardiologia — DIC — SBC. Arq
Bras Cardiol. 28(n° especial):el-e64, 2015.

13.BETHAN MCDONALD.et al. Persistently Elevated Serum Interleukin-6 Predicts
Mortality Among Adults Receiving Combination Antiretroviral Therapy in Botswana:
Results from a Clinical Trial.AIDS Res Hum Retroviruses. Jul; 29(7): 993-999, 2013.

14. STACEY, AR. et al. Induction of a striking systemic cytokine cascade prior to peak
viremia in acute human immunodeficiency virus type 1 infection, in contrast to more
modest and delayed responses in acute hepatitis B and C virus infections. J.
Virol.83:3719-3733, 20009.

15.HAISSMAN, J.M.et al. Plasma cytokine levels in Tanzanian HIV-1-infected adults
and the effect of antiretroviral treatment.J Acquir Immune Defic Syndr.52:493-497,
2009.

16. NGUEMAIM, N.F. et al.Serum lipid profile in highly active antiretroviral therapy-
naive HIV-infected patients in Cameroon: a case-control study. HIV Med. 11:353-9,
2010.

17. KUTI, M.A.et al.Dyslipidemia in ART-Naive HIV-Infected Persons in Nigeria-
Implications for Care.J Int Assoc Provid AIDS Care.14:355-9. doi:
10.1177/2325957414555227, 2015.

18. LORENZ, M.W. et al. Both long-term HIV infection and highly active antiretroviral
therapy are independent risk factors for early carotid atherosclerosis.Atherosclerosis .
196:720-6, 2008.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McDonald%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23590237
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3685692/

55

19. FALCAO, M.D.A. et al.Association of biomarkers with atherosclerosis and risk for
coronary artery disease in patients with HIV. Arq Bras Cardiol. Nov;99(5):971-8. Epub
Oct 18, 2012.

20.SSINABULYA. |. et al.Subclinical Atherosclerosis among HIV-Infected Adults
Attending HIV/AIDS Care at Two Large Ambulatory HIV Clinics in Uganda. Published
onlin Feb 28. doi: 10.1371/journal.pone.0089537, 2014.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Falc%C3%A3o%20Mda%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23080223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23080223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ssinabulya%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24586854
https://dx.doi.org/10.1371%2Fjournal.pone.0089537

56

CONCLUSOES



57

6. CONCLUSOES

1. Individuos HIV positivos, apresentando carga viral indetectavel, considerados baixo risco
para o desenvolvimento de doenca cardiovascular e que usam as medicacdes ITRN e IRNN,
apresentaram risco semelhante as pessoas sem o virus de desenvolver aterosclerose
subclinica.

2. Os marcadores inflamtorios IL-6, PCR-us, SVCAM-1 e sICAM-1 apresentaram niveis
semelhantes no grupos estudados e IFN-y, IL-1 e TNF-o tiveram niveis mais baixo na
populagéo HIV.

3. Quando avaliada a associagdo entre marcadores inflamatérios e EMI, a partir do célculo de
P75, na analise multivariada nos pacientes HIV, os marcadores TNF-o e IL1-B se mostraram
associados a uma maior chance de aterosclerose.

4. A idade, tabagismo e maior nivel de colesterol total e LDL foram fatores que contribuiram

para o espessamento de carétida.
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ABSTRACT

Background: Individuals with HIV infection are at increased risk of developing
cardiovascular disease when compared to the general population. This is due to the
inflammation caused by HIV, the use of antiretroviral therapy and traditional risk factors.
However, few studies have observed the occurrence of these disorders in the HIV-positive
population, considered low cardiovascular risk and with undetectable viral load. The objective
was to evaluate the association between the levels of inflammatory mediators with carotid
thickening in people living with HIV, in treatment with antiretrovirals (NRTIs and NNRTISs)
and with low cardiovascular risk, in addition to comparing intima-media thickness of carotid

and mediator levels Inflammation among people with and without HIV.

Methods: To determine the low cardiovascular risk, in both groups, HIV and non-HIV was
calculated using the Framingham risk score. Inflammatory markers (IFN-y, IL-1p, IL-6, TNF-
a, ss-CRP, sVCAM-1 and sICAM-1) were measured by flow cytometry as well as Carotid
artery by Doppler ultrasound.

Results: Among the groups, there were differences when comparing the inflammatory
markers IFN-y, IL-1 and TNF-a. A higher level of these markers is observed in the non-HIV
group. In the HIV group, the factors associated with the change in the thickness of the mean
intimal carotid complex were age and smoking. In the group without HIV age, higher total
cholesterol and LDL levels were associated with increased carotid thickness. From the
calculation of P75, in the multivariate analysis in HIV patients, there was a significant

association between levels of TNF-a and IL1- at a higher chance of atherosclerosis.

Conclusions: Thus, it is concluded that both groups present a similar risk of developing
cardiovascular disease. The importance of viral load control in HIV-positive patients is added
together with the maintenance of cardiovascular risk parameters under control, such as
smoking, diabetes, hypertension and dyslipidemia, as well as image examination in the HIV

positive population aged > 40.

Keywords: HIV. Inflammation. Cardiovascular disease. Antiretroviral Therapy.
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BACKGROUND

Efforts to control the HIV epidemic are currently focused on early diagnosis of
infection and treatment of people living with HIV / AIDS (PLHA), as well as on the
implementation of combined prevention interventions. The strategy to treat PLHA as a
preventive measure requires not only the timely diagnosis of the infection, but also the
investment in improving the continuous care of these individuals [1,2].

Increased longevity in PLHA due to effective and available antiretroviral therapy
(ART) has brought non communicable chronic diseases, such as cardiovascular disease
(CVD) [3]. According to studies conducted, virus and ART are factors that favor an increase
in inflammatory mediators and Carotid thickening [4,5]. HIV-infected women have high
levels of C-reactive protein (CRP), which is associated with atherosclerosis and an increased
risk of myocardial infarction. Levels of IL-6, tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interferon
gamma (IFN-y), IL-1, intracellular adhesion molecule (sSICAM) and vascular cell adhesion
molecule (sVCAM) of CVD, are also increased in this population [6,7,8].

However, studies did not evaluate these factors in the population considered low
cardiovascular risk, which presents a low pre-disposition to cardiovascular disorders, thus not
being observed what would actually be the possible effect of the inflammation caused by the
virus and the toxic effect of the drug. In addition, a population in which all patients had
undetectable viral load and only used the Nucleoside Analogue Reverse Transcriptase
Inhibitor (NRTI) and Nucleoside Non-Analog Reverse Transcriptase Inhibitor (NNRTI)
schemes were not studied. Since it is known that protease inhibitors (PIs) have a high effect
on cardiovascular disorders.

Thus, the present study evaluated the inflammatory mediators IFN-y, IL-1p, IL-6,
TNF-a, hs-CRP, sVCAM-1 and 1sICAM-1 and associated with intima-média thickness
(IMT)of carotid in people living with HIV, of antiretrovirals NRTIs and NNRTIs and with
low cardiovascular risk, with low risk being determined by the Framingham risk score (FRS).
In addition, we compare the mean carotid thickness of the carotid artery and levels of
inflammatory mediators between people with and without HIV.

METHODS

Study Design

A cross-sectional, analytical study was performed at the Clinical Hospital of the
Federal University of Pernambuco / Recife-PE, Brazil. The association between inflammatory
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mediators and carotid thickening has been described in the population of patients living with
HIV using antiretrovirals and with low cardiovascular risk. In addition to assessing whether
there is a difference in the levels of inflammatory biomarkers and measurements of the

average thickness of the carotid artery between people living with and without HIV.
Population and Place of Study

A convenience sample of 115 patients was used, of whom 99 individuals with HIV
and 16 without HIV, aged between > 18 and < 60 years, of both sexes. In addition to the
diagnosis of HIV infection, patients with the virus should be using a regimen with 2 NRTIs +
1 NNRTI, initiated at any time from its diagnosis and undetectable viral load. The low risk for
cardiovascular disease was also an inclusion criterion for both groups, and was calculated by
the Framingham Risk Score. FRS estimates the likelihood of myocardial infarction or death
from coronary disease within 10 years in individuals without prior clinical atherosclerosis. It
uses parameters such as sex, age, total cholesterol and HDL cholesterol, systolic blood

pressure and smoking to calculate risk [9].

HIV patients were part of the hospital's Specialized HIV / AIDS Care Service, and
non-HIV-positive individuals were caretakers of patients seen at the hospital's Urology
service. For the inclusion of the groups, similar questionnaires were carried out, being taken

from the questionnaire for the group without HIV, only the questions related to the virus.
Data Collect

After the patient signed the Informed Consent Term, data were collected through a
standardized questionnaire, information on patients' charts and form of examinations, where
results of measurements of carotid thickness, lipidogram and levels of inflammatory
biomarkers were recorded. At the moment of inclusion of the patient, blood was collected for
lipidogram and dosage of inflammatory biomarkers, blood pressure measurement, and carotid

Doppler ultrasound.
Dosage of Inflammatory Mediators

The dosages of the inflammatory mediators (IFN-y, TNF-a, IL-1p, IL-6, SVCAM-1
and sICAM-1) were performed by Cytometric Bead Array (CBA), sera and marker patterns of
the kit Were incubated with capture microspheres coated with marker-specific antibodies and
the phycoerythrin (PE) labeled detection antibody, which provides a fluorescent signal in

proportion to the amount of the bound analyte. After the incubations, 1 ml of the wash
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solution was added and centrifuged for 10 minutes at 1100 rpm. The supernatant was
discarded and with 300 pl of the wash solution, the samples were resuspended for the flow
cytometer dosages, the results being generated in tabular and graphical format using the BD
CBA Software FCAP Array, version 3.01. The hs-CRP was measured by the Latex
Immunoturbidimetry technique, in which the C-reactive protein reacts with the specific

antibody forming insoluble immunocomplexes.
Measurements of Intima-Media Thickness of Carotid

IMT measurements were performed using a GE-branded ultrasound device, model
LOGIQe BT12. The device has DICOM 3.0 software and Auto IMT, with automatic image,
well monitored. The examinations were performed by two examiners, two qualified vascular
surgeons with specialization in Vascular Ultrasound, issued by the Brazilian Society of
Angiology and Vascular Surgery. Measurements were made on the posterior wall of the
studied vessel in a plate-free area and were defined as the distance between two echogenic
lines represented by the lumen-intima and the adventitia-media interface of the arterial wall.
The mean of the automatic measurement of the thickened common carotid artery was defined
as either right or left. The IMT was considered thickened if IMT> 0.61, from the calculated
75 percentile of the population studied. The 75th percentile calculation is performed for each
population to be studied, since it is based on the sex, race and age of the patient. The basis for
this calculation was the table of IMT measures of the Elsa-Brazil study. The presence of

plaque was considered when IMT thickening> 1.5mm was demonstrated [10, 11, 12].
Statistical Analysis

Statistical analyzes were performed using the STATA software, version 11.0. In all
tests, the significance level adopted was p <0.05. The qualitative variables were expressed
through absolute and relative frequencies, and quantitative through descriptive statistics, such
as: mean, standard deviation, median, 25th and 75th percentile, and the student's t test was
applied. For the tests of association of the qualitative measures the Pearson test was applied.
The nonparametric Kruskall-Wallis test was used to compare the medians. Correlation

analysis was performed using the Spearman coefficient.

RESULTS
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A total of 99 HIV-positive and 16 non-HIV-infected patients participated in the study.
Of those with HIV, 59.6% were 40 years of age or older. For non-virus carriers (75.0%) they
were 40 years old or older. Comparing the characteristics of the groups, there were
differences when comparing the inflammatory markers IFN-y, IL-1 and TNF-a. A higher
level of these markers is observed in the control group. Regarding IMT means, no significant
difference was found between groups (Table 1).

The distribution of gender, smoking and diabetes were similar among the comparison
groups. Regarding the laboratory measures, two variables had limiting significance in the
comparison of HIV and non-HIV: mean HDL levels were higher among HIV patients, while
mean LDL was lower in this group. Regarding the time of ART in the group of HIV patients,
37% had less than 5 years of antiretroviral treatment, while 29.3% had between 5 and 10
years of therapy and 33.7% had more than 10 years of therapy. Regarding CD4 and viral load
levels at admission to the study, 90.5% had CD4 levels above 350 cells and all had
undetectable viral load, the latter parameter was mandatory at inclusion. Of the antiretroviral
class ITRN used by the patients, 98 (98.98%) used lamivudine, 65 (65.65%) zidovudine, 32
(32.32%) tenofovir, and 3 (3.03%) didanosine. Of the antiretroviral class ITRNN, 93
(93.93%) used efavirenz and 6 (6.06%) nevirapine (Table 1).

Table 1. Comparison between HIV and non-HIV patient groups regarding biological
characteristics, risk factors for cardiovascular disease, inflammatory mediators, IMT
measures, and HIV-related factors

Groups
Characteristics HIV Non HIV p-value
(n=99) (n=16)
Age? 42,2+89 48,7+9,1 0,007
Age group
< 40 years 40 (40,4%) 4 (25,0%) 0,239
40 years and over 59 (59,6%) 12 (75,0%)
Sex
Female 39 (39,4%) 4 (25,0%) 0,404
Male 60 (60,6%) 12 (75,0%)
Smoking
Yes 12 (12,1%) 0() 0,213
No 87 (87,9%) 16 (100%)
Diabetes
Yes 3 (3,0%) 0() 1,000
No 96 (97,0%) 16 (100%)

Laboratory Measures
Total cholesterol®
HDL?

LDL?

184,0 + 35,4
50,3+ 14,2
105,3 £ 27,2

190,37 + 48,9
436+738
118,5+ 38,2

0,528
0,069
0,093



Triglycerides®
Measure of carotid
medointimal thickening

Mean thickening®
Inflammatory mediators

PCR US

ICAM-1

VCAM-1(x107%)

IFN

IL-1

IL-6

TNF-a
HAART time

Less than 5 years
From 5 to less than 10 years

10 years or more

116,2 (79,6; 176)

0,573+0,123

0,1 (0; 0,4)

0(0; 0)

12,12 (11,42; 12,62)
2,16 (1,98; 2,40)
2,87 (2,87; 2,87)
2,1(2,1;2,1)

2,26 (2,26; 2,26)

34 (37,0%)
27 (29,3%)

31 (33,7%)

120,1 (90,1; 191,3)

0,586 + 0,116

0.1(0;0,3)

0(0; 0)

12,94 (10,59; 13,47)
2,67 (2,29; 2,91)
2,87 (2,87; 4,08)
2,1(2,1;2,1)

2,26 (2,26; 7,55)

0,695

0,697

0,680
1,000
0,071
0,002
0,027
0,689
0,005
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CD4 Classification

Less than 200 2 (2,1%) - -
200 to 349 7 (7,4%) -
350 or more 86 (90,5%) -
Use of Antiretrovirals
Lamivudine 98 (98,98%)
zidovudine 65 (65,65%)
Tenofovir 32 (32,32%)
Didanosine 3 (3,03 %)
Efavirenz 93 (93,93%)
Nevirapine 6 (6,06%)

# Mean % SD - Student's t-test was applied
® Median (P25; P75) - applied the Kruskal-Wallis test

When calculated percentile 75 for the 115 patients studied, the value was 0.61 mm,
therefore IMT was considered thickened if> 0.61 mm. The presence of IMT > P75 in the HIV
group was 51.51%; of these, 78.4% were 40 years or older; for the non-HIV group, the
presence of IMT > P75 was 56.25, of which 88.9 % of these patients > 40 years, showing that
older age is associated with increased carotid thickness. The smoking condition showed a
borderline association (p = 0.082) indicating a possible greater thickness measure among
smokers. Higher total cholesterol and LDL levels were associated with IMT > P75 in the non-
HIV group. (Table 2).



77

Table 2. Association of factors related to carotid medial thickness as stratified according

to the condition of HIV infection

HIV patients Non-HIV Patients
Factors <Py >Pys p- <Py >Pys p-value
value
Age® 379+7,1 46,3+8,5 <0,001 44,0+9,8 52,4+7,0 0,063
Age group
<40 years 29 (60,4%) 11 (21,6%) <0,001 3(42,9%) 1(11,1%) 0,192
40 years and over 19 (39,6%) 40 (78,4%) 4 (57,1%) 8 (88,9%)
Sex
Female 19 (39,6%) 20(39,2%) 0,970 2 (28,6%) 2 (22,2%) 0,608
Male 29 (60,4%) 31 (60,8%) 5 (71,4%) 7 (77,8%)
Smoking
Yes 3 (6,3%) 9(17,7%) 0,082 0(-) 0(-) -
No 45 (93,7%) 42 (82,3%) 7 (100%) 9 (100%)
Diabetes
Yes 1(2,1%) 2(3,9%) 0,594 0(-) 0(-) -
No 47 (97,9%) 49 (96,1%) 7 (100%) 9 (100%)
Laboratory Measures
Total cholesterol® 178,1+33,8 199,9 + 58,3 0,395 175,7 +31,5 191,8+37,4 0,023
HDL® 41,5+9,8 45,2 +5,9 0,362 50,4+17,6 50,1+10,3 0,931
LDL® 110,9 + 23,3 124,4 + 47,4 0,504 98,5+ 21,7 111,4 + 30,2 0,020
Triglycerides® 113 (72; 181) 118 (86;174) 0,459 117 (86;169) 122 (101; 200) 0,560
Inflammatory mediators”
PCR US 0,1 (0;0,4) 0,1 (0;0,4) 0,966 0,1 (0;0,6) 0,1(0;0,1) 0,581
ICAM-1° - - - - - -
VCAM-1(x10®) 12,1 (11,3;12,6) 12,0(11,4;12,6) 0,931 13,0 (6,6; 13,6) 12,9 (10,8; 13,4) 1,000
IFN 2,16(1,98;2,37) 2,21(1,93;2,43) 0,481 2,91 (1,96; 3,24) 2,66 (2,32; 2,72) 0,368
IL-1 2,87 (2,87;2,87) 2,87(2,87;2,87) 1,000 2,87 (2,87; 4,40) 2,87 (2,87;3,77) 0,597
IL-6° - - - - - 0,149
TNF-a 2,26 (2,26;2,26) 2,26 (2,26;2,26) 0,328 2,26 (2,26; 6,75) 2,26 (2,26; 13,7) 0,634
HAART time
Less than 5 years 19 (43,2%) 15 (31,2%) 0,383 - - -

From 5 to less than 10
years
10 years or more

13 (29,5%)

12 (27,3%)

14 (29,2%)

19 (39,6%)

"P,s do IMT = 0,61

® Mean = standard deviation - student t test
® Median (P25; P75) - Mann-Whitney test
“ There is no variation (all values equal to the minimum)

In the multivariate analysis in HIV patients, after the analysis was adjusted for age,

smoking and cholesterol, there was a significant association with TNF-a levels, where

increased levels of TNF-a were associated with a higher chance of atherosclerosis, as well as

Increased IL1-B levels presented a greater chance of atherosclerosis with a p value close to

significance (Table 3).
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Table 3. Association of the factors related to carotid medial thickness, in multivariate

analysis, stratified according to the condition of HIV infection.

. HIV patients Pacientes Nao HIV
Mediadores
Inflamatérios® IMT > Py5 ] p-value IMT > Pyg X p-value
OR (IC 95%) OR (IC 95%)
PCR US 1,17 (0,45 - 2,98) 0,747 0,31 (0,02 -5,31) 0,425
VCAM-1(x10") 0,54 (0,21 -1,38) 0,197 1,08 (0,07 — 17,4) 0,954
IFN 1,76 (0,69 — 4,51) 0,238 Nao calculado 0,175
IL-1 10,4 (0,71 -151,2) 0,087 6,14 (0,24 — 156) 0,272
TNF-a 31,2 (2,70 -361) 0,006 3,06 (0,12 -79,3) 0,500

®Adjusted for age and smoking
b Adjusted for age and total cholesterol
¢ Analysis considering the median value of the markers

DISCUSSION

This is the first study we know of in the HIV-positive population, where we
evaluated biomarkers of inflammation by associating the presence of mean carotid intima-
media thickness in subjects considered to be at low cardiovascular risk by the Framingham
risk score, using only the antiretroviral classes ITRN and NNRTI and with undetectable viral
load. This population presents a low pre-disposition to cardiovascular disorders, being
possible to be observed with greater clarity possible effect of the inflammation provoked by

the HIV or disorders provoked by the use of these classes of antiretrovirals.

In the evaluation of inflammatory biomarkers, a higher level of IFN-y, IL-1p and
TNF-a was found in the non-HIV group when compared to the HIV group, for the markers
IL-6, hs-CRP, sVCAM-1 and sICAM -1, no difference was observed in the level of these
biomarkers between the comparison groups. These data are in contrast to those of Ross et al,
in which levels of the inflammatory markers TNF-a, hs-CRP, IL-6 and sVCAM-1 were
significantly higher in the HIV-infected group than the virus [4]. Bethan et al also observed
higher levels of IL-6 and HIV-1 in HIV-positive compared to controls [13]. Our study
excluded patients with detectable viral load, which is a contributing factor for the increase of
these markers in the body, since the studies cited did not use the detectable viral load as
exclusion criterion, and this may have been an influential factor in the disagreement of the
results. A retrospective study of samples obtained from plasma donors before, during and
after HIV acquisition demonstrated elevations in various cytokines during viral expansion
[14]. Another study reports that initiation of ART in chronic infection is associated with a
decline in the circulating levels of cytokines, including IL-1p, IL-6 and TNF-a, possibly by
reducing viral load [15]. In addition, we observed that patients have been under antiretroviral
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therapy for> 5 years, and therefore have had virological control for a long time, possibly
reversing the repercussions of the virus on carotid thickening and inflammatory markers.
Another hypothesis for our outcome may have been the greater age in the non-HIV group,
since age is a contributing factor for increased levels of inflammatory markers and

atherosclerosis.

As for laboratory measures, mean HDL levels were higher and lower than the mean
LDL in the HIV group compared to the non-HIV group. The means of triglyceride and total
cholesterol did not present significant difference between the HIV and non-HIV groups.
However, higher levels of total and LDL cholesterol were associated with IMT > P75 in the
non-HIV group. Previous studies diverge in relation to lipidogram measurements. In the study
by Ross et al, the HIV-infected group had lower mean HDL, but total cholesterol,
triglycerides and LDL were similar between the groups. LDL and triglyceride levels were
positively correlated with IMT [4]. In Nguemaim et al, seropositives had significantly higher
triglyceride values and lower values of total cholesterol, HDL and LDL compared to the non-
HIV group [16]. This divergence of results between studies is still unclear, but a study in
Nigeria showed that triglyceride levels were inversely correlated with CD4 counts and
positively correlated with viral load [17]. Our result may be justified by the higher mean age
in patients without HIV, since it was significant. It is known that HDL levels decrease with
age, while LDL and total cholesterol levels rise. The most frequent male sex among non-HIV
patients, although not part of the analysis, may also have contributed to this difference.
Finally, patients under constant medical consultation, medical surveillance, and lifestyle

modification guidelines may have contributed to this finding.

Corroborating with the literature, this study reinforces that age > 40 years, smoking
and diabetes are factors associated with altered measurement of mediointimal thickness of
carotid artery, thus increasing the risk of developing cardiovascular disease.

The means of IMT measurements showed no statistically significant difference when
compared to the mean of patients with and without HIV. Lorenz et al, in a previous study, had
demonstrated a higher mean IMT in the HIV group when compared to the control mean
without the virus [18]. However the population of our study is considered low cardiovascular
risk by the calculation of the Framingham risk score and this may justify our result. In the
study by Falcdo et al, patients classified as having medium or high cardiovascular risk
according to the Framingham score were 3.7 times more likely to present atherosclerosis than
patients considered to be at low risk [19]. In another study, patients with subclinical

atherosclerosis had a higher risk score compared to those with normal mid-normal thickness.
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For every 10% increase in the Framingham risk score, the odds of having an abnormal IMT
tripled [20].

When evaluating the association between inflammatory markers and IMT, from the
calculation of P75, in the multivariate analysis in HIV patients, there was a significant
association with TNF-a levels, where increased levels of TNF-o were associated with a
greater chance of atherosclerosis, as well as increased IL1- levels presented a greater chance
of atherosclerosis with a p value close to significance. These data disagree with Falcéo et al
who found no association between inflammatory markers (IL-1B, IL-6, TNF-a, us-CRP,
sVCAM-1 and 1sICAM-1) and carotid intimal thickening [19]. A study by Ssinabulya et al
found similar results, in which high levels of hs-CRP were not associated with IMT [20].
However, in the other two studies, higher IMT was associated with higher levels of I1L-2, IL-
6, TNF-a, ss-CRP and sVCAM-1 [4, 5]. Both our study and the others cited have a small
sample size, being necessary studies with larger sample size, that can confirm more accurately
the relation between inflammatory markers and the occurrence of carotid atherosclerosis.

Our result can be explained by the careful selection of our patients. Both are
attended at a referral center in the treatment of HIV, having a good medical follow-up. Our
sample evaluates an "ideal" patient, that is, that has an undetectable viral load, probably a
long time ago, since the ART time is > 5 years in 63% of the patients and without previous or
current use of Protease Inhibitor. In addition, the calculation for the Framingham risk score
for cardiovascular disease is low.

These data point to the importance of patient awareness work among health
professionals, guiding them and controlling risk factors such as smoking, diabetes,
hypertension and dyslipidemia. This implies that HIV treatment centers need to offer
resources that can identify patients at risk for early intervention. Laboratory tests to test levels
of markers that predict cardiovascular risk as well as imaging are necessary in the HIV-
positive population, especially in patients aged >40 years and with more than ten years of
ART.

We had as a limitation, narrow sample size for the non-HIV group and the highest
mean age in this population, however our results bring important data to the literature, which

may serve as support for future research.

CONCLUSIONS
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HIV-positive individuals with undetectable viral load considered to be at low risk for
developing cardiovascular disease and using NRTI and NRTI medications, presented a similar
risk to people without the virus developing subclinical atherosclerosis. The inflammatory
markers 1L-6, hs-CRP, VCAM-1 and sICAM-1 showed similar levels in the studied groups
and IFN-y, IL-1 and TNF-o had lower levels in the HIV population. When evaluating the
association between inflammatory markers and IMT, from the calculation of P75, in the
multivariate analysis in HIV patients, the markers TNF-a and IL1-f were shown to be
associated with a greater chance of atherosclerosis. Age, smoking, and higher total cholesterol
and LDL levels all contributed to carotid thickening. Therefore our study shows promising
results and demonstrates that the control of viral load with NRTIs and NNRTI plus the
maintenance of parameters of cardiovascular risk under control, such as smoking, diabetes,
hypertension and dyslipidemia, result in the patient with HIV with a good cardiovascular
prognosis and a lower risk of subclinical atherosclerosis, compared to the risk of the general
population.

LIST OF ABBREVIATIONS

PLHA: People living with HIV / AIDS. ART: Antiretroviral therapy. CVD: Cardiovascular
disease. CRP: C-reactive protein. TNF-a: Tumor necrosis factor alpha. IFN-y: Interferon
gamma. sSICAM: Intracellular adhesion molecule. sSVCAM: Vascular cell adhesion molecule.
NRTI: Nucleoside Analogue Reverse Transcriptase Inhibitor Nucleoside. NNRTI: Non-
Analog Reverse Transcriptase Inhibitor. Pls: Protease inhibitors. FRS: Framingham risk
score. CBA: Cytometric Bead Array. IMT:Intima-Media Thickness.
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APENDICE B — Formulario de Inclusdo de Pacientes

FORMULARIO DE INCLUSAO DE PACIENTE

ENSAIO CLINICO — ATORVASTATINA/AAS

Cddigo

Data entrada Registro

CRITERIOS DE INCLUSAO:

1)
2)

3)

4)

Idade entre 2 18 e < 50 anos? S D N D
Uso de esquemas que utilizem 2 Inibidores da Transcriptase Reversa Analogo de
Nucleosideos (ITRN) + 1 Inibidor da Transcriptase Reversa N&o Analogo de

Nucleosideo DNN) SD N

Uso de TARV entre 6 a 18 mesesS D N D

Baixo Risco Cardiovascular S D N D

Escore de Risco de Framingham %

CRITERIOS DE EXCLUSAO

1)

2)
3)

4)

5)

6)

Historico de internacao hospitalar e/ou infec¢des oportunistas nos ultimos 90 dias ?
> O° []

Historico de disfuncao hepatica crénica? S D N D

Disfuncéo tireoidiana? S D N D

Doenca auto-imune (lGpus, artrite, etc.)? S D N D

Historico de hepatite Bou C? S D N D

Gravidez ou amamentacdo? S D N D
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7) Uso atual ou até 6 meses antes de:estatinas, fibratos, ezetemibe, 6mega 3,
AAS, antiinflamatérios, anticoagulantes orais, interferon, interleucinas, horménio
do crescimento, imunoglobulinas, glicocorticoides (inclusive os de uso intranasal)
ou outros imunossupressores (ciclosporina, metotretaxe, azatioprina, etc.)

" > [
8) Uso atual de: Ciclosporina, eritromicina, cetoconazol, metotrexato, digoxina,
hipoglicemiantes orais, antiagregantesplaquetarios, acido valpréico?

sl NI

9) Abuso de alcool? S D N D

Vc ja sentiu necessidade de parar de beber? S [ INnC ]
Vc ja se sentiu chateado por pessoas que criticam seu hdbito de beber? S N
Vc ja se sentiu culpado por beber? sl_In[]
Vc ja bebeu dlcool de manha para acordar? sl In ]
2 Respostas SIM indicam abuso de alcool.

Mayfield etal.The CAGE Questionnaire 1974.

10) Prévia intolerancia a estatinas e/ou AAS? S D N D

11)Hemofilia? S D N D

12)TGO e TGP 2120 Ul/L, CPK =167 U/L? S D N D
V Diretriz Bras. de Dislipidemias e prevencdo da Aterosclerose. SBC 2013.

13) Trauma muscular recente ou cirurgia realizada até 4 meses anteriormente?

s~ [

14)Histoérico de doenca cardiovascular, gastrite,diabetes, cancer e disfuncéo renal?

s [
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APENDICE C — Formulario Primeira Consulta

Formuldrio 12 Consulta ENSAIO CLINICO — ATORVASTATINA/AAS

Nome
Cadigo Data entrada Registro
TEL. CONTATO (0]% / oP / OP / (0] %
OoP / oP / oP
e-mail /
Endereco Completo
BR I:I
Fund. Incom Sup. Incom I:I PAR I:I

Idade Sexo

Data Diagndsticoda infec¢do HIV

Esquema de TARVem uso

Escolaridade

Fund. Compl I:I Sup Compl I:I
Médio Incom I:I Pds grad. I:I
Médio Compl I:I

PRE I:I
av [
IN I:I

IBGE — 2009
( ) (IBGE 2009)

Raga

Data de Inicio TARV / /

Uso atual de Outros medicamentos ? Sl:l

N I:I (Descrever na tabela abaixo)

Medicamento Dose

Posologia

Via

Indicagdo Data inicio Data término

CondicGes oportunistas prévias

Tabagismoatual? S|:|N |:| tempo
Drogas ilicitas atual ? S|:| N|:| Qual?

Histéria de Dgas anteriores

Etilismo atual? S |:|N|:| Quantas X por semana?

Diabetes SI:I Nl:l HAS SI:I Nl:IDiinpid SI:I Nl:l

Dgas cardiovasculares? S |:| N |:| Qual?
Antecedentes familiares de doengas cardiovasculares? S |:|N|:|

Pai I:I MéeDAvé DAVéDTios I:I Irmaos I:I Outros




APENDICE D — Ficha de registro de resultados de exames de imagem

RESULTADOS DE IMAGEM
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EXAME SEM 0 SEM_12 SEM 24
Data__/_/ Data__ [/ [/ Data___/_/
IMT Dir. Mix. Méx Max
Média Média Meédia
IMT Esq. Max. Max Max
Média Meédia Meédia
BD Antes Int. Int. Int.
Ext. Ext. Ext.
BD Apos Int. Int. Int.
Ext. Ext. Ext.
BE Antes Int. Int. Int.
Ext. Ext. Ext.
BE Apés Int. Int. Int.
Ext. Ext. Ext.
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APENDICE E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido o (a) Sr.(a) para participar, como voluntario (a), da pesquisa :

“Efeito da Atorvastatina e Atorvastatina/AAS versus Placebo em Pacientes com HIV em
uso de Antirretrovirais e com Baixo Risco Cardiovascular na fungdo endotelial e na

inflamagao: um Ensaio Clinico Randomizado Duplo Cego.”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: GERSON GOMES DOS SANTOS JUNIOR

TELEFONE: (82) 8886-3495
ergomes@yahoo.com.br

E-MAIL gere y

PESQUISADORA PARTICIPANTE: HELOISA RAMOS LACERDA DE MELO

TELEFONE: (81)2126-3902 (81) 9213-3885

E-MAIL helramos@terra.com.br

KALIENE MARIA ESTEVAO LEITE

TELEFONE: (81) 98270270
EMAIL: kaliene_pe@hotmail.com

ApoOs ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas
€ sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé néo sera
penalizado (a) de forma alguma. Em caso de davida vocé pode procurar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — 1° Andar, Sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Vocé estd sendo convidado(a) para participar desta pesquisa porque € paciente que faz
tratamento no ambulatério do Servigo de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das
Clinicas da UFPE ou do Hospital Oswaldo Cruz da UPE. Este documento é chamado Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, que contém informagfes sobre a pesquisa. Apos ler
este Termo e discutir suas davidas com a equipe responsavel pelo estudo, vocé decidira se


mailto:gergomes@yahoo.com.br
mailto:helramos@terra.com.br
mailto:kaliene_pe@hotmail.com
mailto:cepccs@ufpe.br
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quer ou ndo participar. Se quiser, vocé duas testemunhas e um dos pesquisadores
assinardo e datardo duas vias deste documento. Uma delas ficara com vocé e outra ficara
arquivada com os pesquisadores.

E importante que vocé saiba que sua participacdo é totalmente voluntaria. Vocé pode decidir
participar ou ndo, a qualqguer momento sem prejuizo algum para 0 seu acompanhamento
médico ou para o0 seu tratamento.

Por que esta pesquisa esta sendo feita e quais sdo os objetivos?

A Pesquisa esta sendo realizada para saber se o uso diario de alguns medicamentos
podem reduzir a inflamacéo causada pelo virus HIV e pelos medicamentos usados no seu
tratamento. Se a inflamacao puder ser reduzida, o risco com futuros problemas cardiacos e
vasculares também pode ser reduzido e ajudar aos portadores do virus HIV a prevenir
certas doencas.

O que eu deverei fazer se decidir participar da pesquisa?

Durante seis meses além dos medicamentos que toma para controlar o virus HIV, vocé tera
gue tomar mais dois medicamentos por dia. A cada més durante os seis meses tera que vir
receber os medicamentos e responder um questionario sobre o uso e os efeitos destes
medicamentos. O preenchimento deste questionario podera exigir até meia hora do seu
tempo.

Vocé tera que fazer exames de sangue, antes de iniciar os medicamentos, no primeiro, no
terceiro e no sexto més da pesquisa.

Vocé tera que fazer exames de ultrassom nas veias do braco, antes do iniciar os
medicamentos, no terceiro e no sexto més da pesquisa.

Uma grupo de pacientes vai usar Atorvastatina 10 a 20 mg 1 comprimido por dia. Outro
grupo usaré Atorvastatina 10 a 20mg 1 comprimido por dia + Acido Acetil Salicilico 100mg
1 comprimido por dia. O ultimo grupo vai tomar capsulas de amido de milho (maisena), para
gue o0s pesquisadores possam comprovar se 0 medicamento faz ou ndo o efeito esperado.
O paciente recebera uma quantidade de 60 comprimidos para tomar durante 0 més e nao
pode saber se estd tomando medicamento de verdade ou cipsulas de maisena.

Quantas pessoas participardo da pesquisa?

Serdo 132 pessoas portadoras do HIV e que usam medicamentos para controlar o virus. A
participacao é voluntéria.

Quanto tempo durard a pesquisa?

Aproximadamente dois anos, mas a sua participacdo sera de apenas seis meses.

Eu corro algum risco por participar deste estudo?

Os medicamentos do estudo j& séo receitados pelos médicos para a populacdo em geral.
A Atorvastatina é usada normalmente para baixar o colesterol e triglicerideos. O Acido Acetil
Salicilico é usado para tratar inflamag@es e prevenir formacéo de trombos (afinar o sangue).
Raramente causam efeitos colaterais, mas eles podem acontecer, e 0S que mais ocorrem
sdo sangramento, dor no estdbmago e no musculo. Caso ocorra algum destes efeitos vocé
deve falar quando vier para o acompanhamento mensal, ou entrar em contato a qualquer
momento do dia ou da noite com o0s pesquisadores ou os médicos que estardao lhe
acompanhando. O acompanhamento mensal também servira para prevenir ou evitar 0s
efeitos colaterais.

Eu terei algum beneficio por participar deste estudo?
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Os resultados poderéo ser de utilidade para melhorar o tratamento das pessoas portadoras
do virus HIV.

Sua participacao neste estudo nao interferird no tratamento que vocé estd recebendo nem
no acompanhamento habitual que realiza no hospital.

Além disso vocé tera beneficios diretos com a sua participagdo, como acompanhamento
mais proximo dos profissionais que fazem parte do Servico e da equipe de pesquisadores,
maior nimero de consultas, melhor detec¢do de problemas e dificuldades relativas a sua
patologia com consequentemente maior resolutividade, acesso a exames médicos
altamente especializados e de alto custo ndo disponiveis na rede publica e/ou privada.

Eu receberei algum dinheiro pela participacéo neste estudo?
A participacdo € voluntaria, as pessoas nao serdo remuneradas em dinheiro.
Terei despesas por participar desta pesquisa?

Vocé nao terd nenhuma despesa por participar deste estudo. Os medicamentos exames e
consultas, assim como qualquer atendimento ndo sera pago pelo voluntério.

Minhas informacdes pessoais serdo divulgadas?

Os dados do estudo sé@o confidenciais e apenas terdo acesso a eles os pesquisadores
envolvidos no estudo, o pessoal autorizado que analisara os dados, o Comité de Etica que
aprova a realizacdo da pesquisa (Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da UFPE).

Nenhum resultado desta pesquisa divulgara dados pessoais que possam identifica-lo(a). Os
resultados desta pesquisa serdo analisados e possivelmente publicados em revistas
médicas, mas em momento algum seu nome sera exposto ou divulgado. Toda a informacao
sera registrada de forma anénima .

Este material serda arquivado de forma a garantir acesso restrito aos pesquisadores
envolvidos, e sera guardado por cinco anos. Depois dos 5 anos os formularios serdo
destruidos (queimados).

As informagfes somente poderéo ser divulgadas de forma anbnima e serdo mantidas nos
computadores e arquivos da sala do grupo de pesquisa (Epidemiologia, manifestacbes
clinicas da infeccao pelo HIV/Aids, complicacdes da terapia anti-retroviral e resisténcia viral
na infec¢do pelo HIV/Aids), localizada no oitavo andar do Hospital das Clinicas /JUFPE — Av.
Prof. Moraes Rego 1235, Cidade Universitaria Recife (Departamento de Doencas
Infecciosas e Parasitarias-DIP), sob a responsabilidade da Profa. Dra. Heloisa Ramos
Lacerda de Melo.

Quais as minhas alternativas caso ndo queira participar ou desista de participar deste
estudo ?

Se vocé ndo quiser participar deste estudo seu acompanhamento de saude habitual
continuard a ser feito no Servigo de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das
Clinicas da UFPE ou do Hospital Oswaldo Cruz da UPE. Vocé nao deixara de receber
nenhum cuidado disponivel por ndo participar da pesquisa.

Quais sdo os meus direitos como voluntario(a) em uma pesquisa?

A participacdo nesta pesquisa tem carater voluntario e ainda que vocé decida participar,
conserva a possibilidade de se retirar a qualquer momento e por qualquer motivo, sem
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prejuizo algum para vocé. Esta decisdo ndo afetara a sua relagdo com o seu médico/s nem
0 seu acesso a futuros tratamentos.

Caso vocé tenha alguma necessidade de ser atendido por complicagbes com o uso dos
medicamentos, os médicos e 0s Hospitais envolvidos na pesquisa estardo a qualquer
momento disponiveis para prestar seu atendimento.

Se decidir participar, sera solicitado que vocé dé o seu consentimento por escrito assinando
este documento.

Quem devo procurar em caso de duvidas?

Se tiver alguma duvida sobre sua participacdo nessa pesquisa ou sobre as informacdes
contidas nesse termo de consentimento livre e esclarecido, favor entrar em contato com:

Gerson Gomes dos Santos Junior

Heloisa Ramos Lacerda de Melo

SERVICO DE DOENCAS INFECCIOSAS

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE, 8°. ANDAR
FONES: (81) 2126-3902 / (81) 9213-3885/ (82) 8886-3495

NOME E ASSINATURA DO PESQUISADOR

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,  RG/
CPF/

abaixo assinado, concordo em participar do estudo como sujeito. Fui devidamente
informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) Pesquisador(a)
sobre a pesquisa, os procedimentos nelaenvolvidos, assim como 0S possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minhaparticipacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquermomento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo
de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Assinatura do voluntario ou responsavel:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a



pesquisa e aceite do sujeito em participar.

02 testemunhas (imparciais)

Nome:

93

Assinatura:

Data / /

Nome:

Assinatura;

Data / /

ANEXOS
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ANEXO A- Parecer da Comissao de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncia da Satide-UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE ‘G 28/ o
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Continuagao do Parecer: 307.087

Objetivo da Pesquisa:

A pesquisa tem por objetivo geral avaliar a eficacia da Atorvastatina e da Atorvastatina + Aspirina versus
placebo em pacientes portadores de HIV em uso de antirretrovirais e com baixo risco cardiovascular, em
aumentar a dilatagdo fluxo-mediada da artéria braquial (DILA) e reduzir os niveis dos marcadores
inflamatérios e lipides e, por objetivos especificos: 1) descrever o efeito da Atorvastatina e da Atorvastatina
+ AAS comparados a placebo na dilatagao fluxo-mediada da artéria braquial (DILA) e no didmetro da artéria
braquial em repouso entre pacientes com HIV em uso de TARV e com baixo risco cardiovascular.; 2)
descrever o efeito da Atorvastatina e da Atorvastatina + AAS comparados a placebo nos niveis dos
marcadores inflamatérios e nos niveis de lipides entre pacientes com HIV em uso de TARV e com baixo
risco cardiovascular; 3) descrever o efeito da Atorvastatina comparado a Atorvastatina + AAS na dilatacdo
fluxo mediada da artéria braquial e no diametro da artéria braquial em repouso, assim como nos niveis de
marcadores inflamatérios e de lipides entre pacientes com HIV e uso de TARV com baixo risco
cardiovascular.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os profissionais que prescrevem tais medicamentos ja possuem uma larga experiéncia nos servigcos que
tratam portadores do HIV, assim como a utilizagédo da Atorvastatina nas dosagens de 10 e 20 mg e AAS 100
sao comuns nas clinicas de cardiologia que possuem também amplo conhecimento sobre os eventos
adversos mais comuns. Eventos que possam vir a ocorrer serdao diagnosticados rapidamente pela equipe da
pesquisa conforme consta do protocolo. Considerando que as drogas antirretrovirais, reconhecidamente,
tém contribuido para o aumento no risco de doengas cardiovasculares nesse grupo, o diagnéstico precoce
através dos exames laboratoriais que serao realizados pelo protocolo constitui beneficio para os sujeitos
incluidos. Quanto a ocorréncia de eventos outros adversos, os médicos envolvidos na pesquisa faréo o
atendimento do paciénte a qualquer momento que seja necessario. Os numeros do telefone celular da
equipe médica serdao informados a todos os participantes que poderdao entrar em contato, inclusive por
ligagao a cobrar. As estruturas dos Hospitais envolvidos no estudo também estarao disponibilizadas a
qualquer momento para o atendimentoc dos pacientes envolvidos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo importante que fara uma analise comparativa do uso da Atorvastatina isolada (10 e
20 mg) e Atorvastatina (10 e 20 mg) associada a 100 mg de AAS na redugdo do riscoc de doencas
cardiovasculares em pacientes HIV+ em tratamento com medicamentos antirretrovirais. Reconhecidamente,
as complicagdes cardiovasculares como IAM e AVC tém sido diagnosticadas com cada vez mais frequéncia
em pacientes utilizando tais drogas.

Enderego: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE & W““‘
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CE

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da Atorvastatina e Atorvastatina/AAS versus Placebo em Pacientes com HIV em
uso de Antirretrovirais e com Baixo Risco Cardiovascular na fungédo endotelial e na
inflamagao: um Ensaio Clinico Randomizado Duplo Cego.

Pesquisador: Gerson Gomes dos Santos Junior

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 13097213.2.0000.5208

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico ((CNPq))

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 307.087
Data da Relatoria: 18/06/2013

Apresentagido do Projeto:

Trata-se de um Projeto de Pesquisa cuja finalidade é a obtengéo do titulo Doutorado em Doengas
Infecciosas da UFPE. Tem como Pesquisador principal Gerson Gomes dos Santos Junior e como
Pesquisadora Participante a Prof2. Dra. Heloisa Ramos Lacerda e mais um grupo composto por cinco
pesquisadores. Sera um Ensaio Clinico Randomizado, Controlado e Duplo Cego, de Fase Il, que pretende
avaliar o uso de Atorvastatina isolada comparada a Atorvastatina + Acido Acetil Salicilico em pacientes
portadores do HIV em uso de antirretrovirais e com baixo risco cardiovascular. Sera realizado nos Servigos
de Doengas Infecciosas dos Hospitais Oswaldo Cruz e Clinicas da UFPE, sendo estimada a inclusdo de 132
sujeitos de ambos os sexos e faixa etaria > 18 e < 50 anos. Os pacientes deverado estar em uso de
antirretroviral com esquemas que utilizem 2 Inibidores da Transcriptase Reversa Analogo de Nucleosideos
(ITRN) + 1 Inibidor da Transcriptase Reversa Nao Nucleosideo (ITRNN) num periodo de tempo entre 6 a 18
meses e com baixo risco para doencga cardiovascular segundo o Escore de Risco de Framingham -
Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007. Os pacientes serdo randomizados em trés grupos de
intervencdo: Atorvastatina, Atorvastatina+AAS e placebo e a coleta de dados esta programada para inicio
em 01/08/13 e término em 30/06/14.

Enderego: Av. da Engenharia s/n°® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Continuagao do Parecer: 307.087

Através do presente estudo os exames clinicos e laboratoriais poderado contribuir para esclarecer qual a
melhor associagio de drogas no controle das dislipidemias e do estado inflamatério ocasionado pelo HIV
e/ou pelas drogas utilizadas para o seu controle.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Os documentos de apresentacao obrigatoria (TCLE, cartas de anuéncia do Hospital Oswaldo Cruz e
Hospital das Clinicas da UFPE, Folha de rosto, Curriculo Lattes dos pesquisadores, carta de financiamento
do CNPgq, orgamento financeiro detalhado no valor de R$ 92.000,00 e declaragéo de vinculo do pesquisador
com a UFPE) foram anexados a Plataforma Brasil.

Recomendagdes:
Nao se aplicas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Atendeu a pendéncia justificando adequadamente o uso de placebo.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questdo e o pesquisador esta autorizado para iniciar a
coleta de dados.

Projeto foi avaliado e sua APROVAGAO definitiva sera dada, apos a entrega do relatorio final, através da
PLATAFORMA BRASIL ou por meio de oficio impresso emitido pelo Comité de Etica em Pesquisa/UFPE.
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Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
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RECIFE, 17 de Junho de 2013

Assinador por:

GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)
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ANEXO B- Normas de submissao a revista BMC Infectious Diseases

Research article

Criteria

Research articles should report on original primary research, but may report on systematic
reviews of published research provided they adhere to the appropriate reporting guidelines
which are detailed in our editorial policies. Please note that non-commissioned pooled
analyses of selected published research will not be considered.

BMC Infectious Diseases strongly encourages that all datasets on which the conclusions of the
paper rely should be available to readers. We encourage authors to ensure that their datasets
are either deposited in publicly available repositories (where available and appropriate) or
presented in the main manuscript or additional supporting files whenever possible. Please see
Springer Nature’s information on recommended repositories. Where a widely established
research community expectation for data archiving in public repositories exists, submission to
a community-endorsed, public repository is mandatory. A list of data where deposition is
required, with the appropriate repositories, can be found on the Editorial Policies Page.

Please note that for outbreak reports and intervention studies of nosocomial infection we
endorse the ORION guidelines.

Preparing your manuscript

The information below details the section headings that you should include in your
manuscript and what information should be within each section.

Please note that your manuscript must include a 'Declarations’ section including all of the
subheadings (please see below for more information).

Title page
The title page should:

present a title that includes, if appropriate, the study design e.g.:

"A versus B in the treatment of C: a randomized controlled trial”, "X is a risk factor for Y: a
case control study", "What is the impact of factor X on subject Y: A systematic review"

or for non-clinical or non-research studies a description of what the article reports
list the full names, institutional addresses and email addresses for all authors

if a collaboration group should be listed as an author, please list the Group name as an author.
If you would like the names of the individual members of the Group to be searchable through
their individual PubMed records, please include this information in the “Acknowledgements”
section in accordance with the instructions below

indicate the corresponding author


http://www.biomedcentral.com/about/editorialpolicies
http://www.springernature.com/gp/group/data-policy/repositories
http://www.biomedcentral.com/getpublished/editorial-policies#availability+of+data+and+materials
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/the-orion-statement-guidelines-for-transparent-reporting-of-outbreak-reports-and-intervention-studies-of-nosocomial-infection/
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Abstract

The Abstract should not exceed 350 words. Please minimize the use of abbreviations and do
not cite references in the abstract. Reports of randomized controlled trials should follow
the CONSORT extension for abstracts. The abstract must include the following separate
sections:

Background: the context and purpose of the study

Methods: how the study was performed and statistical tests used
Results: the main findings

Conclusions: brief summary and potential implications

Trial registration: If your article reports the results of a health care intervention on human
participants, it must be registered in an appropriate registry and the registration number and
date of registration should be in stated in this section. If it was not registered prospectively
(before enrollment of the first participant), you should include the words 'retrospectively
registered'. See our editorial policies for more information on trial registration

Keywords

Three to ten keywords representing the main content of the article.

Background

The Background section should explain the background to the study, its aims, a summary of
the existing literature and why this study was necessary or its contribution to the field.

Methods

The methods section should include:

the aim, design and setting of the study
the characteristics of participants or description of materials

a clear description of all processes, interventions and comparisons. Generic drug names
should generally be used. When proprietary brands are used in research, include the brand
names in parentheses

the type of statistical analysis used, including a power calculation if appropriate
Results

This should include the findings of the study including, if appropriate, results of statistical
analysis which must be included either in the text or as tables and figures.


http://www.consort-statement.org/
https://www.biomedcentral.com/getpublished/editorial-policies
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Discussion

This section should discuss the implications of the findings in context of existing research and
highlight limitations of the study.

Conclusions

This should state clearly the main conclusions and provide an explanation of the importance
and relevance of the study reported.

List of abbreviations

If abbreviations are used in the text they should be defined in the text at first use, and a list of
abbreviations should be provided.

Declarations

All manuscripts must contain the following sections under the heading 'Declarations':

Ethics approval and consent to participate

Consent for publication

Availability of data and material

Competing interests

Funding

Authors' contributions

Acknowledgements

Authors' information (optional)

Please see below for details on the information to be included in these sections.

If any of the sections are not relevant to your manuscript, please include the heading and write
‘Not applicable’ for that section.

Ethics approval and consent to participate

Manuscripts reporting studies involving human participants, human data or human tissue
must:

include a statement on ethics approval and consent (even where the need for approval was
waived)

include the name of the ethics committee that approved the study and the committee’s
reference number if appropriate

Studies involving animals must include a statement on ethics approval.
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See our editorial policies for more information.

If your manuscript does not report on or involve the use of any animal or human data or
tissue, please state “Not applicable” in this section.

Consent for publication

If your manuscript contains any individual person’s data in any form (including individual
details, images or videos), consent for publication must be obtained from that person, or in the
case of children, their parent or legal guardian. All presentations of case reports must have
consent for publication.

You can use your institutional consent form or our consent form if you prefer. You should not
send the form to us on submission, but we may request to see a copy at any stage (including
after publication).

See our editorial policies for more information on consent for publication.

If your manuscript does not contain data from any individual person, please state “Not
applicable” in this section.

Availability of data and materials

All manuscripts must include an ‘Availability of data and materials’ statement. Data
availability statements should include information on where data supporting the results
reported in the article can be found including, where applicable, hyperlinks to publicly
archived datasets analysed or generated during the study. By data we mean the minimal
dataset that would be necessary to interpret, replicate and build upon the findings reported in
the article. We recognise it is not always possible to share research data publicly, for instance
when individual privacy could be compromised, and in such instances data availability should
still be stated in the manuscript along with any conditions for access.

Data availability statements can take one of the following forms (or a combination of more
than one if required for multiple datasets):

The datasets generated and/or analysed during the current study are available in the [NAME]
repository, [PERSISTENT WEB LINK TO DATASETS]

The datasets used and/or analysed during the current study are available from the
corresponding author on reasonable request.

All data generated or analysed during this study are included in this published article [and its
supplementary information files].

The datasets generated and/or analysed during the current study are not publicly available due
[REASON WHY DATA ARE NOT PUBLIC] but are available from the corresponding
author on reasonable request.

Data sharing is not applicable to this article as no datasets were generated or analysed during
the current study.

The data that support the findings of this study are available from [third party name] but
restrictions apply to the availability of these data, which were used under license for the
current study, and so are not publicly available. Data are however available from the authors
upon reasonable request and with permission of [third party name].


http://www.biomedcentral.com/about/editorialpolicies#Ethics
http://resource-cms.springer.com/springer-cms/rest/v1/content/6621850/data/v1/Consent-Form-PDF
http://www.biomedcentral.com/submissions/editorial-policies#consent+for+publication
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Not applicable. If your manuscript does not contain any data, please state 'Not applicable’ in
this section.

More examples of template data availability statements, which include examples of openly
available and restricted access datasets, are available here.

BioMed Central also requires that authors cite any publicly available data on which the
conclusions of the paper rely in the manuscript. Data citations should include a persistent
identifier (such as a DOI) and should ideally be included in the reference list. Citations of
datasets, when they appear in the reference list, should include the minimum information
recommended by DataCite and follow journal style. Dataset identifiers including DOIs should
be expressed as full URLs. For example:

Hao Z, AghaKouchak A, Nakhjiri N, Farahmand A. Global integrated drought monitoring and
prediction system (GIDMaPS) data sets. figshare.
2014. http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.853801

With the corresponding text in the Availability of data and materials statement:

The datasets generated during and/or analysed during the current study are available in the
[NAME] repository, [PERSISTENT WEB LINK TO DATASETS]. [Reference number]

Competing interests
All financial and non-financial competing interests must be declared in this section.

See our editorial policies for a full explanation of competing interests. If you are unsure
whether you or any of your co-authors have a competing interest please contact the editorial
office.

Please use the authors initials to refer to each author's competing interests in this section.

If you do not have any competing interests, please state "The authors declare that they have
no competing interests™ in this section.

Funding

All sources of funding for the research reported should be declared. The role of the funding
body in the design of the study and collection, analysis, and interpretation of data and in
writing the manuscript should be declared.

Authors' contributions

The individual contributions of authors to the manuscript should be specified in this section.
Guidance and criteria for authorship can be found in our editorial policies.

Please use initials to refer to each author's contribution in this section, for example: "FC
analyzed and interpreted the patient data regarding the hematological disease and the
transplant. RH performed the histological examination of the kidney, and was a major
contributor in writing the manuscript. All authors read and approved the final manuscript.”


http://www.springernature.com/gp/group/data-policy/data-availability-statements
https://figshare.com/collections/Global_Integrated_Drought_Monitoring_and_Prediction_System_GIDMaPS_Data_Sets/853801
http://www.biomedcentral.com/about/editorialpolicies#CompetingInterests
http://www.biomedcentral.com/about/editorialpolicies#Authorship
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criteria for authorship including anyone who provided professional writing services or
materials.

Authors should obtain permission to acknowledge from all those mentioned in the
Acknowledgements section.

See our editorial policies for a full explanation of acknowledgements and authorship criteria.
If you do not have anyone to acknowledge, please write "Not applicable” in this section.

Group authorship (for manuscripts involving a collaboration group): if you would like the
names of the individual members of a collaboration Group to be searchable through their
individual PubMed records, please ensure that the title of the collaboration Group is included
on the title page and in the submission system and also include collaborating author names as
the last paragraph of the “Acknowledgements” section. Please add authors in the format First
Name, Middle initial(s) (optional), Last Name. You can add institution or country information
for each author if you wish, but this should be consistent across all authors.

Please note that individual names may not be present in the PubMed record at the time a
published article is initially included in PubMed as it takes PubMed additional time to code
this information.

Authors’ information
This section is optional.

You may choose to use this section to include any relevant information about the author(s)
that may aid the reader's interpretation of the article, and understand the standpoint of the
author(s). This may include details about the authors' qualifications, current positions they
hold at institutions or societies, or any other relevant background information. Please refer to
authors using their initials. Note this section should not be used to describe any competing
interests.

Endnotes

Endnotes should be designated within the text using a superscript lowercase letter and all
notes (along with their corresponding letter) should be included in the Endnotes section.
Please format this section in a paragraph rather than a list.

References

All references, including URLS, must be numbered consecutively, in square brackets, in the
order in which they are cited in the text, followed by any in tables or legends. The reference
numbers must be finalized and the reference list fully formatted before submission.


http://www.biomedcentral.com/about/editorialpolicies#Authorship
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Examples of the BioMed Central reference style are shown below. Please ensure that the
reference style is followed precisely.

See our editorial policies for author guidance on good citation practice.

Web links and URLs: All web links and URLSs, including links to the authors' own websites,
should be given a reference number and included in the reference list rather than within the
text of the manuscript. They should be provided in full, including both the title of the site and
the URL, as well as the date the site was accessed, in the following format: The Mouse Tumor
Biology Database. http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20 May 2013.
If an author or group of authors can clearly be associated with a web link (e.g. for blogs) they
should be included in the reference.

Example reference style:

Article within a journal
Smith JJ. The world of science. Am J Sci. 1999;36:234-5.

Article within a journal (no page numbers)
Rohrmann S, Overvad K, Bueno-de-Mesquita HB, Jakobsen MU, Egeberg R, Tjgnneland A,
et al. Meat consumption and mortality - results from the European Prospective Investigation
into Cancer and Nutrition. BMC Med. 2013;11:63.

Article within a journal by DOl
Slifka MK, Whitton JL. Clinical implications of dysregulated cytokine production. Dig J Mol
Med. 2000; doi:10.1007/s801090000086.

Article within a journal supplement
Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia: demonstration of splenic activity
by bone marrow scan. Blood 1979;59 Suppl 1:26-32.

Book chapter, or an article within a book
Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death: the significance of apoptosis. In: Bourne GH,
Danielli JF, Jeon KW, editors. International review of cytology. London: Academic; 1980. p.
251-306.

OnlineFirst chapter in a series (without a volume designation but with a DOI)
Saito Y, Hyuga H. Rate equation approaches to amplification of enantiomeric excess and
chiral symmetry breaking. Top Curr Chem. 2007. doi:10.1007/128 2006 _108.

Complete book, authored
Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management of common
illness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

Online document
Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances and their effects. Royal
Society of Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/dose/title of subordinate document. Accessed
15 Jan 1999.
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Online database
Healthwise Knowledgebase. US Pharmacopeia, Rockville. 1998. http://www.healthwise.org.
Accessed 21 Sept 1998.

Supplementary material/private homepage
Doe J. Title of supplementary material. 2000. http://www.privatehomepage.com. Accessed 22
Feb 2000.

University site
Doe, J: Title of preprint. http://www.uni-heidelberg.de/mydata.html (1999). Accessed 25 Dec
1999.

FTP site
Doe, J: Trivial HTTP, RFC2169. ftp://ftp.isi.edu/in-notes/rfc2169.txt (1999). Accessed 12
Nov 1999.

Organization site
ISSN International Centre: The ISSN register. http://www.issn.org (2006). Accessed 20 Feb
2007.

Dataset with persistent identifier
Zheng L-Y, Guo X-S, He B, Sun L-J, Peng Y, Dong S-S, et al. Genome data from sweet and
grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience Database. 2011.

http://dx.doi.org/10.5524/100012.

Figures, tables additional files

See General formatting guidelines for information on how to format figures, tables and
additional files.

Submit your manuscript in Editorial Manage
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