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Resumo

Introducéo: Pela efetividade da TARV, a infeccado pelo HIV/aids adquiriu um
carater de maior cronicidade e menor letalidade. Se por um lado as mortes por
doencas relacionadas a imunodepressdo estdo diminuindo, a proporcao de
Obitos por causas ndo relacionadas a aids, incluindo por doenca cardiovascular
estd aumentando, parte como conseqiiéncia de eventos adversos relacionados
ao tratamento.

Objetivos: Quantificar o nUmero de células progenitoras endoteliais (CEP) e
microparticulas (MP) em pacientes infectados pelo HIV, sem prévio tratamento
antirretroviral e comparar com um grupo controle. Além do perfil bioquimico,
examinar a aterosclerose subclinica por meio do espessamento meédio intimal
carotideo e funcdo endotelial pela dilatacdo mediada pelo fluxo.

Métodos: Estudo tipo coorte transversal, pareado por idade e sexo, com
andlise cega dos objetivos dos biomarcadores. Quantificacdo de CEP e MP por
citometria de fluxo, aterosclerose subclinica e funcdo endotelial por eco -
Doppler com transdutor linear de alta resolucéo. Foram incluidos 68 individuos
(35 HIV+ e 33 controles), com mediana de idade de 33 anos, sendo 80% do
sexo masculino e da raca branca.

Resultados: O perfil lipidico diferiu entre os grupos para o colesterol total 156
mg/dL e 173 mg/dL (p = 0,02) e HDL-c 37 mg/dL e 47 mg/dL (p = 0,001), para
0S pacientes dos grupos caso e controle, respectivamente. A contagem das
CEP foi menor nos pacientes infectados pelo HIV quando comparado aos
controles para CD34+/KDR+ [0.02% vs. 0.09%, p=0.045]; mas nao para
CD34+/CD133+ ou KDR+/CD133+. O numero médio de MP plaquetarias foi
semelhante entre os grupos sendo 24 992 por uL de plasma no grupo infectado
pelo HIV e 26 642 uL de plasma no controle (p = 0.83). A contagem das MP
endoteliais/uL de plasma diferiu entre os grupos, sendo maior no grupo
infectado pelo HIV em relacdo ao controle (1963 versus 436, p = 0.003). A
medida do espessamento médio intimal foi similar entre os grupos, mas foi
observada menor dilatacdo mediada pelo fluxo [média (DP)] para o grupo caso
[9% (5%) versus 16% (10%), p= 0,03].

Conclusdes: Pacientes HIV+, previamente a TARV apresentaram menor

quantidade de CEP e maior de MP endoteliais, ao lado de disfuncéo endotelial.



1. Introducao

1. INTRODUCAO

Os dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e The
Joint United Nations Programme on HIV/Aids (UNAIDS) mostram uma
estimativa global para a epidemia, no final de 2008, de cerca de 33,4 milhdes
de pessoas (31,1-35,8 milhdes) vivendo com aids, 2,7 milhdes de novas
infeccdes e 2,0 milhdes de mortes devido ao HIV/aids . Desde a descrigéo
dos primeiros casos em 1981, estima-se que mais de vinte e cinco milhdes de
pessoas tenham morrido devido & aids . Na América Latina em 2008, estima-
se 2,0 milhbes de pessoas vivendo com aids, 170.000 novos infectados e
77.000 6bitos em adultos e criancas Y. No Brasil, de 1980 até junho/2009,
foram notificados 544.846 casos de aids, sendo 356.427 no sexo masculino e
199.396 no sexo feminino . Observa-se que a razéo de sexo (M:F) diminuiu
consideravelmente, no inicio da epidemia chegava-se a 15:1 e a partir de 2002
ocorreu uma estabilizacdo com propor¢cdo entre homens e mulheres de 1,5:1
@

Antes do advento da terapia antirretroviral altamente potente
(TARV), as maiores causas de Obito nas pessoas infectadas pelo HIV eram
primariamente as infeccfes oportunistas que acompanham a imunossupressao
grave desta doenca ©®. Desde a introducdo da TARV, a expectativa de vida
nestes pacientes aumentou em média 13 anos ou mais . Pela efetividade da
TARV, a infeccdo pelo HIV/aids adquiriu um carater de maior cronicidade e
menor letalidade ©*. Se por um lado as mortes por doencas relacionadas a
imunodepressdo estdo diminuindo, a propor¢cdo de Obitos por causas nao
relacionadas a aids, incluindo por doenca cardiovascular (DCV) esta
aumentando, parte como consequéncia de eventos adversos relacionados ao
tratamento ©.

Estes efeitos adversos relacionados a TARV incluem
mudancas na silhueta corporea relacionadas a redistribuicdo de gordura e
alteracdes do metabolismo lipidico, glicidico e ésseo ©. O padrdo destas
alteracdes metabolicas nos pacientes que estdo recebendo TARV assemelha-
se ao observado na sindrome metabdlica, condicdo associada a maior risco de

DCV. Existem duvidas, entretanto, se as mudancas metabdlicas sdo causadas

20



1. Introducao

exclusivamente pela TARV ou diretamente pelo HIV. A propria viremia pode
aumentar a atividade inflamatéria que provoca lesdo endotelial, podendo
contribuir para aumento da prevaléncia de aterosclerose e risco cardiovascular
nesta populacéo . O elo entre disfungéo endotelial e aterosclerose constitui
a base da doenca arterial coronariana (DAC) na populacdo em geral e pode
muito provavelmente, estar presente nos pacientes infectados pelo HIV. Além
disso, dislipidemia e inflamag&o endovascular, constituem fatores importantes
na iniciacdo, progresséo do ateroma e ruptura da placa aterosclerética 1%

O primeiro relato de infarto agudo do miocardio (IAM) em pacientes
infectados pelo HIV em uso de TARV foi descrito por Eriksson U ®® em 1998,
desde entdo, tem se observado que esta populacdo esta sob maior risco para
desenvolvimento de DCV *5'® Entretanto, os mecanismos relacionados ao
maior potencial de DCV nesta populacdo ainda ndo estdo completamente
elucidados.

Os eventos cardiovasculares ou cerebrais sdo manifestacdes terminais
da aterosclerose sendo evidenciados por métodos diretos como a
cinecoronarioangiografia, ou n&o invasivos como a angiotomografia
coronariana, a medida da espessura média intimal (IMT-c), e da funcéo
endotelial medida através da dilatacdo mediada pelo fluxo (DMF). Atualmente
procuram-se marcadores que possibilitem melhor estratificacdo do risco
cardiovascular e da aterosclerose, como a avaliagéo do perfil lipidico (colesterol
total e fracBes, triglicerideos, apolipoproteina A e B) e biomarcadores
inflamatérios como a proteina C reativa de alta sensibilidade (PCRas).
Recentemente a identificacdo de células endoteliais progenitoras (CEP) no
plasma passou a ser quantificada em varias condi¢des clinicas, associando-se
sua diminuicdo a maior presenca de fatores de risco classicos e risco
cardiovascular 9?9, Todas estas condicdes podem determinar maior taxa de
apoptose do endotélio vascular, levando a producdo de microparticulas (MP),
também detectadas no plasma “*?®. Assim, estes marcadores da DCV podem
estar associados ao desenvolvimento prematuro da doenca vascular entre 0s

pacientes infectados pelo HIV.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Eriksson%20U%22%5BAuthor%5D
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1.1 O papel do HIV na doenca cardiovascular

1.1.1 HIV e aterosclerose

A hipotese do envolvimento de agentes infecciosos na
aterosclerose € sugerida por varios estudos epidemiolégicos e evidéncias

s ®+20 O estagio inicial da aterosclerose é representado pelo

experimentai
prejuizo da funcdo endotelial, o qual é caracterizado pela alteragcdo da
capacidade da parede arterial em sofrer vasodilatacdo e pela expressao de

moléculas capazes de se ligarem aos leucécitos @®.

Este prejuizo da
vasoatividade arterial é frequentemente observado em associa¢cdo com VAarios
fatores de risco cardiovascular tais como hipercolesterolemia, hipertenséo
arterial, diabetes mellitus (DM) e tabagismo, e também ocorre gradativamente
com o avancar da idade ®*39. Tem sido sugerido que uma infeccéo sustentada
por agentes virais ou bacterianos poderia causar lesdo endotelial favorecendo
0 aparecimento e progresséo do processo aterosclerético G132 |

Nos ultimos anos varios trabalhos mostraram um aumento
da doenca aterosclerética prematura nos pacientes infectados pelo HIV mesmo
sem exposicdo a TARV (6173339 Egtas pesquisas descreveram lesdes
aterosclerdticas em artérias corondrias de adultos jovens infectados pelo HIV e
achados semelhantes foram relatados ainda mais precocemente em criancas
antes da introducao da zidovudina (AZT) ®%39),

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria em que
mecanismos imunes incluindo mondcitos, células T e citocinas associadas a
eles e seus receptores estdo envolvidos em todos 0s seus estagios de
desenvolvimento 4%,
monécitos, como CD14+CD16- e CD14+CD16+ “?.  Os monécitos

CD14+CD16+ estado presentes em niveis elevados em pacientes com DAC

Nos humanos sao encontradas sub-populacdes de

guando comparados a controles, e um estudo mostra a expansao destes
mondcitos na infeccdo pelo HIV “?#®. Os monécitos CD14+CD16- comparados
aos do tipo CD14+CD16+ produzem altas quantidades de TNFa que estimula
os lipopolissacarideos (LPS) e levando a producdo de menores quantidades da
citocina antiinflamatéria 1L-10 “?. Tilton et al “® observaram em pacientes
infectados pelo HIV com ou sem TARV, alta producdo espontanea de citocinas
inflamatdrias por mondcitos como TNF-a (intérferon- a), IL-1B e IL-6 comparado
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a controles. No estudo de Lederman et al “® os niveis de IL-6 também foram
correlacionados com os niveis de RNA-HIV entre os pacientes com infec¢do
avancada pelo HIV.

As células T ativadas também tém um papel importante na
inflamacdo vascular e estdo presentes nas placas aterosclerdticas “”. A
infeccdo pelo HIV € um estado de ativacdo de células T caracterizado pelo
aumento do turnover de linfocitos T CD4+ e CD8+ 349 Além disso, a infecgéo
pelo citomegalovirus (CMV) também tem sido responsabilizada na patogénese
da aterosclerose ©®® e pode ter um papel importante na doenca aterosclerética
associada com o HIV. Hsue et al ®V relataram que pacientes infectados pelo
HIV tém altos niveis de PCR, linfécitos T CD4+, ativacao de linfécitos T CD8+ e
maiores niveis de resposta de célula T especifica para CMV. Entre todos estes
fatores, os autores encontraram que a resposta de célula T especifica para
CMV (medida pela expressdo de IFN-» apds a exposicdo aos antigenos
peptidicos pp65 do CMV) estavam independentemente associadas ao maior
IMT-c nesta populagéo ©Y.

As concentracdes circulantes de moléculas de adesao
intracelular tipo 1 (VCAM-1) também tém sido descritas em niveis elevados em
pacientes infectados pelo HIV quando comparado a controles néo infectados, e
estdo diretamente relacionadas com o grau de inflamacéo (s-TNFR2) 253 A
infeccdo pelo HIV ndo tratada também foi associada com altos niveis de
interleucina-6 (IL-6) e dimero D, que por sua vez, foram preditivos de
mortalidade por todas as causas e, em menor medida por DCV ©55%,

Existem estudos usando o IMT-c para avaliar a presenca da
aterosclerose subclinica em pacientes infectados pelo HIV ®®°) O IMT-c da
carotida é um reconhecido marcador de aterosclerose e seu aumento esta
associado a varias condic¢des clinicas de risco para DCV, além de ser preditor
de IAM e acidente vascular cerebral (AVC) 6287,

Deste modo, individuos infectados pelo HIV podem estar sob
risco aumentado de DCV tanto pelo fato da infeccdo per se produzir inflamacéao
vascular que contribui para a disfuncdo endotelial e desenvolvimento de
aterosclerose como pelo uso da TARV, em particular dos inibidores da
protease (IP), frequentemente utilizados no tratamento que podem induzir a

perfil lipidico aterogénico *°*2
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1.1.2. Funcéo Endotelial e a Infecgéo pelo HIV

J4 estd bem estabelecido que a adesédo leucocitéria e a
proliferacdo de células musculares lisa sao fatores associados ao
desenvolvimento, progressdo e manifestacéo clinica da aterosclerose %9, 0
endotélio estd envolvido em importantes mecanismos homeostaticos,

regulacdo do ténus vascular e imunomodulacdo ©%79.

Quando héa lesédo do
endotélio, ocorre uma resposta inflamatodria que pode levar ao desenvolvimento
de eventos tromboticos oclusivos mediados pelo recrutamento de leucécitos,
adesdo e agregacao plaquetarias, ativacdo da cascata da coagulacdo e

desarranjo da fibrindlise ©"

. O endotélio ajuda na manutencdo da saude
vascular pela liberacdo de fatores paracrinos e autdcrinos tais como o éxido
nitrico (ON). Ele promove o relaxamento muscular, inibicAo da agregacéo e
adesdo plaquetarias, vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo, deste
modo, a geracdo do ON é protetora contra a aterogénese 2. Uma reducéo na
sua liberacdo indica disfuncdo endotelial sendo considerada uma evidéncia
precoce de aterosclerose %74,

Varias condi¢gbes clinicas como hipertensdo arterial
sistémica, dislipidemia e DM contribuem para a disfuncdo endotelial, que
também podem estar associadas com infeccdo, inflamacédo e aterosclerose
(66.70.75-77)  As complexas associagdes entre infeccdo, inflamacdo e endotélio
sdo conhecidas ha tempos, mas os mecanismos inter-relacionados ainda nao
foram completamente elucidados. A aterosclerose pode se desenvolver a partir
de uma lesdo endotelial desencadeada por uma infeccdo bem como por um
processo inflamatorio de longa duragdo caracterizado por consequéncias
clinicas graves e frequentemente fatais ®. Dentre os agentes infecciosos
estudados na inducédo da resposta inflamatéria nas células endoteliais (como
Helicobacter pylori, Chlamydia pneumoniae, CMV, virus do herpes simples e
virus Epstein-Barr), o HIV representa o exemplo mais recente ('®.

O HIV aderido ao endotélio leva a uma resposta inflamatéria
localizada determinando lesdo endotelial e suas conseqiéncias ja descritas
anteriormente °*®9_ A ligacéo do HIV nas células endoteliais ocorre via linfocito
T CD4+, receptores galactosil ceramida ou receptores de quimiocinas 98- A

ativacdo endotelial também pode ocorrer pela secrecdo de citocinas em
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resposta a ativacdo das células mononucleares ou adventicias pelo HIV ou
pelos efeitos das glicoproteinas 120 e Tat, ambas secretadas pelo HIV no
endotélio *8%. A molécula de adesdo intracelular (SICAM-1) e a P-selectina
sao fatores implicados no IM e altos niveis destas moléculas sao considerados
marcadores precoces do desenvolvimento de aterosclerose (°8283)  Existe
também a participacdo de outras moléculas como fator ativador do
plasminogénio tecidual (t-PA) e o inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1

| 8489  Njveis aumentados de

(PAI-1) como marcadores da disfuncéao endotelia
moléculas de adesédo soluveis foram documentados em diferentes estagios da
infeccéo pelo HIV ®¢87),

A possibilidade da indugcdo diretamente pela TARV na ativacéo

endotelial também j4 foi descrita. Zhong et al &

que demonstraram que o IP
ritonavir, em concentracdes comparaveis aquelas obtidas in vivo, foram
capazes de causar diretamente prejuizo ao DNA mitocondrial endotelial e a
morte celular (principalmente através da necrose ao invés de apoptose). Um
experimento com voluntarios sadios demonstrou que a administracdo do IP
Indinavir durante quatro semanas levou a alteracdo da producdo de ON

ocasionando disfuncéo endotelial ©®

. Este IP, entretanto, € pouco utilizado
atualmente, e os IP Atazanavir e Lopinavir/ritonavir ndo apresentaram efeitos
prejudiciais na funcdo endotelial em voluntarios sadios em analise semelhante
®8  Estes dados mostram que o efeito na funcéo endotelial dos IP pode diferir
e deve ser avaliado de modo individual ao invés de se atribuir um efeito a toda
uma classe de medicamentos. De modo contrario ao descrito, no estudo
prospectivo de Torriani et al ® com pacientes sem prévia exposicdo a TARV,
foi observada melhora da fungdo endotelial apés 24 semanas,
independentemente do esquema utilizado, sugerindo que em curto prazo, a
TARYV reduz a disfungéo endotelial mesmo quando os IP sé&o utilizados.
Esperava-se com a introdugdo da TARV, ndo apenas uma
diminuicAo da carga viral, mas também da inflamacdo. Entretanto,
considerando-se, que estas drogas também induzam alteragbes pro-
inflamatorias pela alteracdo do perfil lipidico, elas possam paradoxalmente
promover a aterosclerose . Existe, portanto, uma reducdo da carga viral do

HIV, mas ndo do seu potencial inflamatdrio. Outro fator além do uso dos IP
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que pode contribuir para a disfuncdo endotelial nos pacientes infectados pelo
HIV é a lipodistrofia, que estd4 associada a resisténcia a insulina, alteracdes
lipidicas, estado inflamatério persistente e alteracées de adipocinas ©*%?

A avaliacdo da disfuncédo endotelial pode ser realizada por
meio da DMF, método n&o invasivo e validado . Individuos com DAC

podem exibir um prejuizo da DMF da artéria braquial ©>°"

. Em resumo, o
endotélio pode ser ativado diretamente pelo HIV per se ou pela cascata
inflamatoria mediada por leucdcitos desencadeada pela infec¢édo por este virus.
A ligacdo entre os achados in vitro e clinicos ainda ndo foi completamente
elucidada. A capacidade do HIV de infectar transitoriamente as células
endoteliais, seja direta ou indiretamente, poderia implicar este como principal

mecanismo responsavel pelo aumento das moléculas de adesao no plasma .

1.2 Novos biomarcadores de risco para doenca cardiovascular

1.2.1 Células Progenitoras Endoteliais

Em 1997, Asahara et al ©® descreveram pela primeira vez,
no plasma, a existéncia das células endoteliais progenitoras (CEP) derivadas
da medula 6ssea. Estas células contribuem para reendotelizacdo dos vasos
apos lesdo, apoptose ou erosao e neovascularizacao de territérios isquémicos,
sugerindo que exercam importante papel modulador da aterosclerose e da
DCV. Sabe-se hoje ap6s inUmeros estudos que o numero e funcdo das CEP
sao regulados por fatores de crescimento angiogénicos, citocinas e quimiocinas
em resposta a isquemia ou injaria vascular. Mudangas no estilo de vida, tais
como exercicio aerébico, suspensao do tabagismo e tratamento farmacoldgico
com inibidores do sistema renina-angiotensina, estatinas, eritropoetina,
estrogeno entre outros também interferem nas CEP (Tabela 1). Werner et al
(190) estudaram a relacdo entre morte cardiovascular e nimero de CEP e
observaram que individuos com elevados niveis de CEP na condi¢do basal
apresentaram menor taxa de morte em um ano de seguimento, além de

recidiva clinica da doenca coronariana. Estes achados sugerem que a
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regulacdo do numero e funcdo destas células tem influéncia direta na
manutencao e desenvolvimento da DCV ¢V,
Tabela 1: Resumo dos principais fatores que influenciam

as Células Endoteliais Progenitoras.

Aumento do nimero das CEP Diminuicdo do nimero das CEP

Fisiolégico: desenvolvimento embrionario, Fisiolégicos: idade avancada
Hipodxia, exercicio fisico

Patoldgico: insuficiéncia cardiaca (fase inicial), IAM,  Patol6gicos: DM, hipercolesterolemia,

injdria cirdrgica, isquemia tecidual local, trauma angina, insuficiéncia cardiaca (fase

vascular avancada), disfuncgéo erétil, uremia,
insuficiéncia renal terminal,
hiperhomocisteinemia, aumento PCR, artrite
reumatoéide, AVC

Medicamentos: estatinas, eritropoetina, estrégeno, Medicamentos: terapia com iodo, rapamicina,
niacina (baixas doses), antagonistas dos receptores
tipo | da angiotensina I, rosiglitazona, Ginkgo biloba

Outros: VEGF, GM-CSF, angiopoetina tipo 1, Outros: tabagismo, hemodialise
anticorpos de células endoteliais, 6xido nitrico, shear
stress laminar, hemodialise

Fonte: (Umemura T,2008, Vasa M, 2001, Umemura T, 2007 e 2008, Urbich C 2005) °102-103),
Legenda: IAM (infarto agudo do miocérdio), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator
estimulador de coldnia de granulécito (G-CSF) e fator celular 1 derivado do estroma (SDF-1), Shear stress (presséo de

arrasto hemodinamico), PCR (proteina C reativa) e AVC (acidente vascular cerebral)

Ha diferentes fontes de CEP, ndo apenas a medula 6ssea,
mas no cordao umbilical, figado e baco. Estas células sé@o caracterizadas pelas
proteinas de superficie CD34, CD133 e KDR ™. No seu estagio de
maturacdo, elas expressam marcadores protéicos endoteliais que incluem:
caderina VE, fator Von Willebrandt, KDR e o6xido nitrico sintetase endotelial
(eNOS). Além disso, podem ser definidas pela sua capacidade funcional de
formar coldnias de células endoteliais e aumentar a expressao da eNOS apos a
exposicao & pressdo de arrasto hemodinamico (shear stress) 04199,

Estas células-tronco ou progenitoras podem contribuir para a
regeneracdo cardiaca de varias maneiras: diferenciagdo em linhagens
endotelial e cardiaca bem como a migracao para o sitio isquémico e liberacéo
de fatores paracrinos ‘%, Além disso, as células mononucleares derivadas da

medula 6ssea liberam fatores de crescimento angiogénicos tais como o fator de
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crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento basico de
fibroblastos (bFGF) e angiopoetinas, aumentando deste modo, a resposta
angiogénica local %,

O mecanismo subjacente a esta diminuicdo no numero ou funcdo das
CEP em pacientes com DCV ainda ndo esta completamente esclarecido.
Acredita-se que as CEP circulantes no sangue periférico estejam diminuidas
predominantemente pela reducéo da mobilizagdo na medula 6ssea ao invés de

uma deplecdo medular.
1.2.2 Microparticulas

Assim como as CEP as MP também podem se tornar um novo
biomarcador. Elas sédo vesiculas pequenas (0.1-1um) ligadas a membrana
celular que circulam no sangue e podem mediar a inflamacéo e trombose ©3.
Todos os tipos celulares submetidos a ativacdo quimica, fisica [trombina,
endotoxina ou shear stress (pressdo de arrasto hemodinamico),
respectivamente] ou apoptose (fatores de privacdo de crescimento ou indutor
de apoptose) podem eventualmente liberar fragmentos de membrana
chamados de MP ®Y. O mecanismo de geracdo das MP é complexo e ainda
nao foi completamente elucidado.

As MP mais abundantes no sangue sdo as geradas a partir das
plaquetas, mas elas também podem ser originarias dos leucécitos, eritrocitos, e
de células que compbBem a parede vascular, principalmente macr6fagos,
células endoteliais e musculares lisas. As MP endoteliais podem se originar das
células endoteliais circulantes maduras e daquelas provenientes da parede
celular. Nao se pode excluir a possibilidade de algumas MP circulantes serem
originadas de células progenitoras porque elas compartiiham marcadores
protéicos semelhantes 7,

As MP abrigam na sua superficie, antigenos caracteristicos da célula
das quais se originaram, 0 que permite a sua caracterizacdo. Deste modo
podem ser quantificadas e a sua origem celular revelada por meio de ensaios
de captura ou citometria de fluxo *°®.

Os complexos de adeséao funcional, tais como glicoproteinas llb-llla e a
P-selectina sdo abrigadas pelas MP plaquetarias °9. Aproximadamente 70 a
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90% de todas as MP no sangue sao originadas das plaquetas. Elas expressam
varios antigenos, incluindo glicoproteina (GP) IX (CD42A, GPIb (CD 42b) e GP
lIb/llla (CD41/CD61), fator tecidual (FT; CD142) e P-selectina (CD62P). As MP
plaguetarias podem ter um papel importante na coagulacdo e inflamacéo e
consequlientemente importancia fisiopatoldgica em varias doencas .

Estudos recentes mostraram que as MP endoteliais podem ser usadas
como um novo marcador de disfuncdo endotelial, refletindo diretamente o
estado de homeostase entre a ativacdo celular endotelial, proliferacdo e
apoptose #1219 Eyidéncias sugerem que as MP endoteliais aumentam em
varias condicdes patoldgicas relacionadas a lesdo endotelial, tais como
hipertensdo arterial, dislipidemia, DM, tabagismo, DAC, purpura
trombocitopénica trombética e insuficiéncia cardiaca ?*%1°) Elas podem ser
identificadas pelo anticorpo CD 51 9 bem como por outros marcadores
tipicos de células endoteliais maduras, como CD144, CD146 e CD31 113

Alguns estudos mostram que as MP estdo envolvidas na iniciagcao e
amplificacdo da cascata de coagulacdo, na trombose e na propagacdo da
inflamacé&o, modulacdo do tdnus vascular, angiogénese, na incorporacao das
células tronco e metéstase de células tumorais devido a algumas moléculas
abrigadas na sua superficie ou dentro do citoplasma ¥, sugerindo que as MP
possam ser importantes vetores de informacéo biolégica de uma célula para
outra. Além disso, tem sido proposto que as MP possam contribuir para a
comunicacéo intracelular de longa distancia ®Y. A maioria destes processos
esta associada com alteracdes de parametros vasculares hemostéaticos e de
disfuncédo vascular, incluindo a atenuacdo da vasodilatacdo dependente do
endotélio, alteracdo da resposta das células musculares lisas ao estimulo de

vasoconstricdo ou ambos ¥ (Figura 1).
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Figura 1 — Fatores que influenciam a formacgdo das microparticulas
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Figura Adaptado de Boulanger CM %7
1.2.3 Proteina C Reativa altamente sensivel

A proteina C reativa por metodologia de alta sensibilidade (PCRas) € um
dos biomarcadores inflamatérios mais utilizados e consagrados para avaliacao
do risco cardiovascular. Esta pentraxina circulante possui importante papel na
resposta imune sendo considerada biomarcador plasmatico estavel para

14 E produzida predominantemente no figado como

inflamagéo sistémica
parte da resposta da fase aguda, contudo, também é expressa nas células
musculares lisas dentro das artérias com doenca aterosclerética e tem sido
implicada em muitos aspectos da aterogénese e da vulnerabilidade da placa,
incluindo a expressdo de moléculas de adeséo, inducdo do ON, alteracdo da
funcdo do complemento e inibicdo da fibrindlise intrinseca . Tem efeito
direto na promogdo do processo aterosclerotico via ativacdo das células
endoteliais e musculares lisas e aumento do estresse oxidativo **®. Verma et

al ' demonstraram que a PCR-as também exerce um efeito deletério na
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funcdo das CEP, uma consequéncia que pode incluir o prejuizo da reparacéo e
neovascularizagéo de tecidos isquémicos.
A utilidade da PCRas como biomarcador para a DCV foi reconhecida em
1997, a partir de dois grandes estudos: European Concerted Action on
Thrombosis and Disabilities Study (ECAT) ™" e Physicians Health Study *® .
No estudo ECAT houve aumento de duas vezes nas taxas de eventos
coronarianos entre os pacientes no mais alto quintil das PCRas, comparados
com os pacientes nos primeiros quatro quintis ). No Physicians Health Study
uma grande corte prospectiva de aproximadamente 22.000 homens,
inicialmente saudaveis, verificou-se clara relacdo entre os niveis basais de
PCRas no quartil superior e a incidéncia de infarto do miocardio (IM) e acidente
vascular cerebral (AVC) ¥ Subseqiientemente, muitos outros estudos
confirmaram o valor preditivo da PCRas para eventos vasculares em uma
variedade de populacdes, mesmo entre idosos %122
Vérios estudos observacionais como Framingham Heart Study sugeriram a
importancia da PCRas como um preditor independente de risco vascular em

o (123.124)

conjunto com tradicionais fatores utilizados na avaliacao de risc . Pelo

exposto, a dosagem da PCR pode ser util na prevencdo priméaria e secundaria

de eventos cardiovasculares 125129

Nos pacientes de risco baixo ou
intermediario pelo escore de risco de Framingham, a sua utilizacdo torna-se
importante na prevencao primaria da DAC, ja que muitos destes pacientes nao
seriam elegiveis para o tratamento hipolipemiante. Existe uma clara associacao
entre aterotrombose e inflamag&o e os niveis de LDL-c propostos em diretrizes
atuais na prevencdo primaria da doenca coronariana que poderdo ser
modificados na presenca de inflamacao *?").

Apesar de bem estabelecido como biomarcador de risco coronariano
poucos estudos avaliaram a PCRas em pacientes infectados pelo HIV #2829,
Lau B et al **® demonstraram que os niveis de PCR aumentam com o passar
do tempo nos pacientes infectados pelo HIV, e naqueles individuos que

progridem para aids este aumento é ainda mais expressivo.



2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Considerando-se que a TARV modificou a morbidade e mortalidade dos
pacientes infectados pelo HIV e a aids adquiriu um carater de cronicidade, tem-
se observado deste entdo, diversos efeitos colaterais metabdlicos,
principalmente relacionados aos lipides ®%. Esta consubstanciado na literatura
que estas alteracdes metabdlicas decorrentes da TARV contribuem para a
elevacdo do risco de DCV, entretanto pouco se tem descrito sobre o papel da
infeccdo pelo HIV per se como doenca inflamatoria e predisponente para DCV
neste contexto. Pretende-se, portanto neste estudo avaliar em pacientes
infectados pelo HIV e ainda sem uso de terapia antirretroviral a possivel
participacdo do HIV na aterogénese. Com esta finalidade, serdo utilizados a
medida do IMT-c e da DMF e biomarcadores novos e tradicionais: CEP, MP e
PCRas, perfil lipidico, apo B e glicemia.

O papel de fatores de risco tradicionais com o colesterol total e LDL-c na
fisiopatologia da DAC esta fortemente descrito na literatura. Por outro lado, a
utilidade de biomarcadores inflamatdérios na estratificacdo de risco ainda nao foi
completamente elucidada, principalmente na populagéo infectada pelo HIV
como a quantificacdo das CEP, MP e PCRas.

Pela relevancia do endotélio vascular na modulagcédo da doenca
cardiovascular e a visdo moderna de papel crucial da inflamacéo na
aterosclerose e suas complicacdes, a proposta deste estudo € a de se testar o
elo entre HIV e desbalanco no turnover endotelial, decorrentes da inflamacao
sistémica cronica e possivel presenca de aterosclerose destes pacientes sem
prévia exposicdo a TARV e comparar com um grupo controle néo infectado
pelo HIV. Além disso, também ser&o avaliados como marcadores de risco
tradicionais o perfil lipidico, apo B, glicemia, IMT-c pela ultrassonografia da

artéria cardtida e a fungéo endotelial através da DMF



3. OBJETIVOS

Objetivo Principal:
e Avaliar o papel do HIV nas células endoteliais progenitoras e
microparticulas (endoteliais e plaquetarias) em pacientes infectados pelo

HIV e sem prévia exposicdo a TARV antirretroviral e comparar com um
grupo controle;

Objetivos Secundarios:

Avaliar e comparar entre 0S grupos:

e Perfil lipidico, apolipoproteina B, glicemia e proteina C reativa altamente
sensivel;

e A presenca de aterosclerose subclinica por meio da medida de
espessura média intimal carotidea;

e A funcéo endotelial por meio da dilatacdo mediada pelo fluxo;



4. CASUISTA E METODOS

Trata-se de um estudo tipo caso-controle, onde foram recrutados
sujeitos entre outubro 2008 & dezembro 2009 que concordaram em participar
voluntariamente desta pesquisa. Os pacientes foram selecionados no
Ambulatério de Infectologia da Disciplina de Infectologia da Universidade
Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) e os voluntarios foram selecionados da
populacdo em geral (comunidade) a partir de um convite do pesquisador.
Foram incluidos em ambos os grupos pacientes com idade entre 20 anos a 60
anos, sem restricdo de género, sendo excluidas pessoas com antecedente de
doenca cardiaca prévia (IAM ou angina), DM, uso de hipolipemiantes e
mulheres gravidas. Para os pacientes infectados pelo HIV eram critérios de
exclusdo: uso de TARV (prévio ou atual) e a presenca de qualquer infeccdo em
periodo inferior a seis meses da data da entrevista

4.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi previamente aprovada pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade Federal de Séao Paulo (protocolo CEP 0874/08). O
paciente ou voluntario que era convidado, inicialmente lia e assinava o TCLE
(Anexo 1 e 2). O questionério utilizado para coleta de dados foi aplicado em um
ambiente que proporcionava privacidade ao paciente ou voluntario, sendo

garantido total sigilo sobre as informac¢des fornecidas (Anexo 3).

4.2 Selecao de pacientes:

Foi aplicado um questionario previamente estabelecido (anexo 3),
composto por partes distintas: dados demograficos, clinicos e antropométricos,
presenca de fatores de risco relacionados com DAC e uso de medicacfes

concomitantes.

As andlises realizadas foram: CT e fracbes (LDL-c e HDL-c),

triglicérides, apo B, PCRas e glicemia, tendo sido observadas as regras do IV
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Consenso Brasileiro sobre Dislipidemias da Sociedade Brasileira de
Cardiologia que s&o: ndo ingestdo de bebida alcodlica nas 72 horas que
antecediam a coleta e jejum de pelo menos 12 horas “?®. Os resultados de
carga viral e de linfocitos T CD4+ foram obtidos dos prontuéarios, desde que a
data da ultima coleta destes exames fosse de até seis meses anteriores ao
preenchimento do questionario. Foi colhida sorologia para HIV dos individuos
do grupo controle.

As dosagens dos exames de sangue foram realizadas nos seguintes
laboratérios da UNIFESP/HSP: Retrovirologia (contagem de linfocitos T CD4+ e
RNA-HIV), Central (perfil lipidico, glicemia e proteina C reativa) e a apo B no
Laboratério Clinico da AFIP (Associacdo Fundo de Incentivo a
Psicofarmacologia) do Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal
de Sao Paulo.

A contagem das CEP e MP por citometria de fluxo foi realizada por um
anico profissional treinado no laboratorio de Retrovirologia da Disciplina de
Infectologia e posteriormente no laboratério de Biologia Molecular e

Experimental da Disciplina de Cardiologia, ambos da UNIFESP.
4.3 Avaliacdo bioquimica

Os niveis plasmaticos do CT, HDL-c, triglicérides, glicose e PCRas
foram realizados por metodologia automatizada no equipamento Olympus AU
640 ® da empresa Beckman Coulter. O calculo do LDL-c foi realizado através
da férmula de Friedwald quando triglicérides menor 400 mg/dL. A apo B
também foi dosada por metodologia automatizada no equipamento Image da
empresa Beckman Coulter ® No quadro 1 estdo descritos os valores de

referéncia e a metodologia utilizada para cada um dos seguintes exames:
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Quadro 1 - Valores

exames bioquimicos.

de referéncia e a metodologia utilizada para os

Exame Valor de Referéncia Metodologia
Apo B Sexo masculino: 52 a 109 mg/dL | Nefelometria
Sexo feminino: 49 a 103 mg/dL automatizada
Glicose 70 a 99 mg/dL Método enzimatico do

tipo hexokinase

PCR alta sensibilidade

Risco cardiaco:

Baixo < 1,1 mg/dL
Intermediario: 1,1 a 3,0 mg/dL
Alto > 3,0 mg/dL

Método

imunoturbidimétrico

Colesterol total

Desejavel: inferior a 200 mg/dL
Limitrofe: 200 a 239 mg/dL
Elevado > 239 mg/dL

de

enzimética e oxidagdo

Método hidrélise

LDL-c Otimo < 100 mg/dL
Desejavel: 100 a 129 mg/dL Formula de Fridewald:
Limitrofe: 130 a 159 mg/dL LDL= CT — HDL-c -
Elevado 160 a 189 mg/dL VLDL (TG/5)
Muito elevado > 189 mg/dL Quando TG < 400 mg/dL
HDL-c Baixo inferior a 40 mg/dL Métodos de
Alto superior a 60 mg/dL imunoinibicao direta.
Triglicérides Até 200 mg/dL Método enzimatico
(Glicerol Fostato
Oxidase).
Fonte: 1l Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemia e Diretriz de Prevencdo da

Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia (

130)

Os valores de referéncia para o diagnoéstico da dislipidemia em adultos

com idade superior a 20 anos encontram-se no anexo 4.
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4.4  Avaliacédo Fisica

Para a avaliagéo fisica foram utilizados os seguintes

métodos:

4.4.1 Medida da Pressao Arterial

Utilizou-se como medida da pressao arterial o0 método
indireto, com técnica auscultatéria, com esfignomanémetro anerdéide ou de
coluna de mercurio e estetoscopio. A técnica de medi¢ao utilizada para esta
medida consta do anexo 5.

4.4.1.2 Classificagao da Pressao Arterial

A pressao arterial foi classificada conforme a VI Diretrizes

Brasileiras de Hipertenséo Arterial da Sociedade Brasileira de Cardiologia 2010

(131 Quadro 2

Quadro 2 - Classificacédo de Presséo Arterial

Classificacao

Presséao Arterial Sistolica

Presséao Arterial

(mmHg) Diastolica (mmHg)

Otima <120 <80
Normal <130 <85
Limitrofe 130-139 85-89
Hipertensao

Estagio 1 (leve) 140-159 90-99
Estagio 2 (moderada) 160-179 100-109
Estagio 3 (grave) =180 =110
Sistélica Isolada =140 <90
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4.4.2 Avaliagdo Antropomeétrica

Para a avaliagdo antropométrica foram realizadas as
seguintes medidas: peso (P) e estatura (E); circunferéncia da cintura e do
quadril. Todas as técnicas utilizadas para a realizacdo destas medidas
antropométricas estao descritas no anexo 6.

Com a utilizagdo destas medidas, foi calculado o indice de

massa corporea (IMC) e a razéo circunferéncia abdominal/quadril (RCQ).

4.4.3 indice de Massa Corporea (IMC)

O IMC é obtido a partir da férmula: IMC (kg/m?) = Peso (kg) /
Estatura® (m). O célculo do peso e estatura foi calculado conforme consta do
anexo 6. Apos a obtencdo dos resultados os pacientes foram classificados de
acordo com os valores para individuos < 60 anos (Quadro 3).

Quadro 3 - Classificacdo do indice de massa corpOrea para individuos
menores de 60 anos

Estado Nutricional IMC
Desnutricdo G. Il (grave) <16
Desnutricdo G. Il (moderada) 16 -16,9
Desnutricdo G. | (leve) 17 - 18,49
Eutréfico 18,5-24,9
Pré-Obeso 25-29,9
Obesidade G.I 30-34,9
Obesidade G.II 35-39,9
Obesidade G.lII > 40,0

Fonte: Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (132)

4.4.4 Razéao Cintura Quadril (RCQ)

A circunferéncia da cintura & determinada na area mais
estreita, acima do umbigo, e a do quadril, sobre a protusdo maxima dos gluteos
conforme anexo 7. A classificagdo é de acordo com o sexo (quadro 4). Os
valores superiores sdo considerados fatores de risco para DCV, apresentando

correlacéo positiva com a mortalidade cardiovascular. 2%
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Quadro 4 - Classificacao da Razéo Cintura/Quadril (RCQ)

Valores Normais | Valores de Risco

Sexo Masculino <0,9 >0,9
Sexo Feminino <0,85 >0,85

Fonte: Halpern A (134

4.5 Avaliacdo do Espessamento Médio Intimal (IMT-c)

A medida do IMT-c € um exame ndo invasivo, realizado por
ultrassonografia. Ele varia com a idade, sendo que os valores de referéncia da
normalidade em individuos abaixo dos 30 anos encontram-se entre 0,39 a 0,48
mm, até 38 anos entre 0,66 mm e 0,70mm e acima dos 50 anos entre 0,46 a
0,62mm %139

Para a realizacdo deste exame foi utilizado o aparelho de
ultrassonografia/ecocardiografia modelo Image Point HX da Hewlett Packard,
acoplado a um transdutor linear de alta resolugcdo com frequéncia de até
11MHZ. Todos os exames foram gravados em fitas de video (VHS) para
posterior analise dos parametros. Foram observadas as recomendacdes do
Intima-Media Thickness Consensus, 2004 ®*®_ A aquisicdo da imagem foi
realizada no plano longitudinal no modo bidimensional, por um observador
experiente. O paciente foi colocado na posicéo supina, sendo que o local da
avaliacdo estava a 1 cm abaixo do bulbo carotideo com boa visualizacdo da
parede arterial para reprodutibilidade das imagens. A medida do IMT-c foi
realizada na parede anterior ou posterior da artéria, na distancia entre duas
linhas ecogénicas representadas pelas interfaces lumen-intima e média-

adventicia da parede arterial da artéria carétida comum direita e esquerda.
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4.6 Avaliacdo da Funcéo Endotelial

A funcdo endotelial foi realizada por meio da medida da DMF da artéria
braquial em vinte individuos de cada grupo. Esta avaliacdo foi realizada
posteriormente ao inicio do estudo ndo sendo possivel examinar todos os
sujeitos. Foi utilizado aparelho de ultrassonografia/ecocardiografia modelo
Image Point HX Hewlett Packard, acoplado a um transdutor linear com
frequéncia de até 11 MHZ com monitorizacdo simultanea do eletrocardiograma
(ECG). Todos os exames foram gravados em fitas de video (VHS) para
posterior andlise dos parametros. Foi usado esfignomandmetro para
compresséao controlada da artéria braquial até o nivel desejado.

Para a realizacdo deste exame foram adotados o0s seguintes
procedimentos: jejum de 4 a 6 horas, sem ingestdo de cafeina e seus
derivados, vitamina C ou fumo nas seis horas que antecediam a realizacao dos
exames. O uso de vasodilatadores no dia do exame era proibido.

O paciente era colocado na posicdo supina durante 10 minutos e o
exame era iniciado. A aquisicdo das imagens foi obtida de acordo com as
recomendacdes da Forca Tarefa Internacional dos estudos de reatividade da
artéria braquial ®”. O sujeito foi mantido em decubito dorsal horizontal com o
braco direito confortavelmente posicionado. Foram obtidas imagens da artéria
braquial acima da fossa antecubital no plano longitudinal com o transdutor
posicionado no braco direito logo acima da prega antecubital. A distancia entre
a porcao distal do terceiro dedo da méo direita e o transdutor foi aferida com o
objetivo de uniformizar futuras avaliacées. Nesta regido da artéria braquial, com
a visualizacdo da sua borda anterior e posterior da camada intima, foram
realizadas as medidas do diametro diastolico da artéria, inicialmente em
condi¢bes basais (Basal 1).

A medida da reatividade vascular endotélio-dependente era realizada
com o0 manguito do esfignomanémetro posicionado no seguimento proximal do
antebraco direito do paciente, abaixo do local de avaliacdo da artéria braquial
pelo ultrassom. A seguir, insuflava-se o manguito at¢ 50 mm Hg acima da
pressao arterial sistolica durante cinco minutos. As imagens da artéria braquial
foram gravadas desde 30 segundos até dois minutos imediatamente apds a
liberagcdo do manguito. A medida do diametro diastolico da artéria braquial foi
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realizada no primeiro minuto, apdés a desinsuflacdo do manguito de pressao
arterial (fase de hiperemia reativa).
A reatividade vascular endotélio-dependente era medida através do:

e Diametro diastélico maximo da artéria braquial em repouso (basall),
obtido no pico da onda R do ECG (DDB1), expresso em milimetros.

e Diametro diastélico maximo da artéria braquial na fase de hiperemia
reativa (realizada no primeiro minuto, apds a liberacdo do manguito),

obtido no pico da onda R do ECG (DDHR), expresso em milimetros.

e Variacdo absoluta entre o DDHR e DDB1.

e Variagéao relativa entre DDHR e DDB1 expressa pela formula:
(DDHR — DDB1 / DDB1) x 100(%)

4.7 Quantificacdo por Citometria de Fluxo

4.7.1 Células Endoteliais Progenitoras

Foram colhidos aproximadamente 20 mL de sangue periférico dos
pacientes em tubo com EDTA, sendo acrescido Ficoll-Hypaque e centrifugado
a 2000 rpm, 20-22°C durante 20 minutos, havendo separacdo de células
mononucleares por gradiente de concentracdo. A seguir, as células obtidas
foram lavadas em solucédo isotdnica (PBS). A viabilidade foi analisada em
hemocitbmetro, apos coloragdo de 10 uL das células com 90 uL de Azul de
Tripan 0,4% por 5 minutos; em seguida as amostras sofreram nova
centrifugagéo e foram imunomarcadas por 15 minutos a temperatura ambiente
com o0s seguintes anticorpos: CD34 conjugado com isotiocianato de
flouresceina — FITC (Becton Dickinson), KDR conjugado com ficoeritrina - PE
(R&D Systems) e CD133 conjugado com aloficocianina — APC (Miltenyi). Como
controles foram analisadas células marcadas com os isotipos IgGl FITC
(Becton Dickinson), 1IgG1 PE (R & D Systems) e IgGl APC (Miltenyi).
Imediatamente apoOs este processo, foi realizada a leitura em Citdmetro de
Fluxo (FACSCalibur — Becton Dickinson) com analise feita pelo software Cell
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Quest Pro. A contagem das CEP é expressa em porcentagem de células
progenitoras do total de células da regido de linfocitos marcado pela citometria
de fluxo.

4.7.2 Microparticulas Endoteliais e Plaquetarias

Apés a coleta de 10 mL de sangue periférico dos pacientes em tubos
contendo citrato, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm, 20-22°C por 10
minutos para a obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP). O PRP foi
centrifugado a 13000 rpm, 20-22°C durante 6 minutos, para a obtencdo do
plasma pobre em plaquetas (PPP). A seguir, 50 uL do PPP é duplamente
marcado por 20 minutos, temperatura ambiente com o anti-CD31 conjugado
com PE (Beckton Dickinson) e anti-CD42 conjugado com FITC (Beckton
Dickinson). O anticorpo anti-CD31 esta presente tanto em MP endoteliais como
plaguetarias, e o CD42 apenas em MP plaquetérias, permitindo, assim a
discriminacdo entre elas 0. Além disso, uma segunda populacdo de MP
endoteliais foi quantificada utilizando o anti-CD51 conjugado com FITC
(Beckton Dickinson), ndo sendo necessaria a utilizacdo de outros anticorpos
visto que o CD51 esta presente apenas em MP endoteliais. Como controles
foram utilizados os isotipos IgG1 FITC (Beckton Dickinson) e IgG1 PE (Beckton
Dickinson). As MP foram quantificadas por microlitro de PPP injetado no
citbmetro. A figura 2 mostra uma foto de citometria com a identificacdo das MP.

Foram utilizados tubos TruCOUNT (Becton Dickinson) que contém uma
quantidade conhecida de esferas (beads), com o intuito de quantificar as MP

por microlitro de PPP injetado no citbmetro, de acordo com a seguinte férmula:

Beads contadas pelo citbmetro X “x” uL de PEP .= “y’uL de PPP injetado no
Beads totais N
contidas em cada tubo citometro

Apds a obtencdo do valor aproximado de microiitros de PPP injetado no

eguipamento, é feito o seguinte célculo:

(1]

Microparticulas contadas pelo citdbmetro = “z” microparticulas/ uL de PPP injetado no citdmetro

y” uL de PPP injetado no citbmetro
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Segue abaixo um exemplo dos calculos utilizados:

"o Microparticulas
1 R2 )
o /N 2 Patient ID: CD51 FITC
e ®\ Acquisition Date: 02-Apr-09
g : TruCOUNT Gate: No Gate
1 : ) Gated Events: 77171
a ] ° Total Events: 77171
??JN@ - Region Events % Total
3 ] : 99 3058
(R R2 3428 | 444
1 R3 3354 435
—D - - ’
- 3 Microparticulas
1 j R1
OG 2 X
10” 10! 10% 10° 104
Forward Scatter
o
27
] Patient ID: CD51 FITC
) Acquisition Date: 02-Apr-09
= - Gate: G1
] Gated Events: 23599
] Total Events: 77171
) Quad Location: 52, 24
=t .
S Quad Events % Gated % Total
1 e UL 181 077 023
. st UR a3 018 006
o S 0666 9605 29.37
- it ' LR 700] 300 o092
- .
.D— fl 4 A 4 L """'-‘\ T ""”.4
10” 10° 10° 107 10
CDS1FITC

Figura 2. Citometria de Fluxo de Microparticulas Endoteliais com a utilizacdo de tubos contendo um niimero conhecido
de esferas (TruCOUNT). A analise foi feita no plasma pobre em plaquetas (PPP) . UL: Upper Left; UR: Upper Right;
LL: Lower Left; LR: Lower Right (Microparticulas CD51+).
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e Beads contadas pelo citbmetro: 3428 (Regido R2);
e Total de plasma pobre em plaquetas (PPP) utilizado: 50 uL;
e Beads totais contidas em cada tubo: 47685 (informacédo da embalagem
dos tubos TruCOUNT que varia de lote para lote);
3428 X 50 uL ~ 3,59 uL de PPP aspirado pelo citbmetro
47685

e Microparticulas contadas pelo citbmetro no quadrante Lower Right (LR):
709;
e Quantidade de PPP aspirado pelo citbmetro: ~ 3,59 uL.

709 ~ 197,5 Mmicroparticulas endoteliais CD51+ por microlitro de PPP

3,59 injetado no citbmetro.
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4.8 Andalise Estatistica

Os dados estdo apresentados como média ou mediana e desvio padrao
(DP), a menos que especificado. Diferencas entre as médias dos grupos foram
avaliadas através do teste t de Student para comparagBes simples. As
variaveis foram testadas por testes ndo parameétricos (Mann-Whitney) quando
necessario. Variaveis categoricas foram apresentadas por percentuais de suas
frequéncias e comparadas através do teste de Pearson (Qui quadrado). Todos
os testes foram analisados para uma significancia de p < 0.05. Todas as
analises foram realizadas utilizando o programa SPSS (Chicago, IL, USA)

versao 16.



5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas demogréficas e clinicas

Nesta pesquisa foram incluidos 68 individuos (35 HIV+ e 33 controles),
com mediana de idade de 33 anos (variacdo de 21 a 48 anos), sendo 80% do
sexo masculino e de raga branca. O grupo controle foi pareado por sexo e
idade com o grupo caso. Conforme demonstrado na tabela 2, ndo foram
encontradas diferencas significantes quanto a pressdo arterial, dados
antropomeétricos, histéria familiar de doenca coronariana prematura e

tabagismo entre 0s grupos.

Tabela 2 — Dados Demogréficos da populacdo em estudo

Dado HIV+ (n= 35) Controle (n = 33) p
Idade (mediana) anos | 34 (21-48) 31 (22-45) 0,55
Sexo masculino, n | 29 (82,8%) 26 (78,7%) 0,99
(%)

IMC, kg/m2 25,5 (3) 25,1 (4) 0,66
PAS, mm Hg 118 (0,94) 117 (1,07) 0,77
PAD, mm Hg 77 (0,81) 78 (1,04) 0,32
Hipertensos 4 (11,4%) 2 (6,06%) 0,78
RCQ 0,88 (0,01) 0,88 (0,01) 0,92
Tabagismo, n (%) 7 (21,2%) 4(11,4) 0,27
Histéria familiar de | 7 (21,2%) 9 (25,2%) 0,66
DC prematura, n (%)

Resultados em média (DP). Legenda: IMC (indice de massa corpoérea, calculado como peso em kilogramas dividido
pela altura ao quadrado); PAS: pressao arterial sistélica; PAD: pressao arterial diastélica; RCQ: relagdo cintura/quadril,

DC: doenga coronariana: histéria familiar doenga coronariana prematura.
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5.2 Perfil imunoldgico dos pacientes infectados pelo HIV

No grupo de pacientes infectados pelo HIV, o tempo médio de duragéo
da infeccao foi de 3,8 anos (< 1 ano a 14 anos), a contagem média de linfécitos
T CD4+ de 503 células/mm? (269 a 1371 células/mm?) e da carga viral 20 515
copias/mL (49 a 163 410 copias/mL) ou 3,76 log (2,10 a 5,21 log). Importante
ressaltar que todos os pacientes infectados pelo HIV nunca fizeram uso de
TARV.

5.3 Perfil lipidico e de apolipoproteina B

Pacientes infectados pelo HIV apresentaram média de colesterol total e

HDL-c mais baixos que o grupo controle conforme descrito na tabela 3

Tabela 3: Perfil lipidico entre os pacientes infectados pelo HIV e

controles
Parametro (mg/dL) HIV+ Controle p
(n=35) (n=33)

CT 156 (32) 173 (38) 0,02
LDL-c 95 (12) 110 (27) 0,77
HDL-c 37 (12) 47 (12) 0,001
TG 109 (61) 102 (48) 0,56
Apo B 83 (24) 83 (20) 0,35

Resultados expressos por médias (DP). Legenda: CT: colesterol total, LDL-c: lipoproteina de baixa
densidade, HDL-c: lipoproteina de alta densidade, TG: triglicérides, Apo B: apolipoproteina B.

5.4 Glicemia e proteina C reativa altamente sensivel

As médias (DP) das glicemias néo diferiram para os grupos HIV e
controle, sendo, respectivamente 91 mg/dL (14) mg/dL e 88 (7) mg/dL (p =
0,16).

As médias (DP) das PCRas também néo diferiram sendo 1,64 mg/dL (3)

e 1,18 mg/dL (2) no grupo caso e controle respectivamente (p = 0,15).
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5.5 Espessamento médio intimal carotideo
A medida do maximo IMT-c obtido para ambas as carétidas nao diferiu,

sendo 0,60mm e 0,58mm (p = 0,77) na carétida direita e 0,64mm e 0,62mm (p
= 0,82) na carotida esquerda nos grupos caso e controle respectivamente

conforme ilustrado pelas figuras 3 e 4.

Figura 3 — Espessamento médio intimal da carétida direita
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Box-plot do maximo espessamento médio intimal da artéria carétida Direita para os grupos HIV e controle. Este

parametro nao diferiu entre os grupos (p = 0,17, teste t ndo pareado).

Figura 4 - Espessamento médio intimal da carétida esquerda
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Box-plot do maximo espessamento médio intimal da artéria carétida Esquerda para os grupos HIV e controle. Este

parametro néo diferiu entre os grupos (p = 0,25, teste t ndo pareado).
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5.6 Estudo da funcao endotelial

A medida da reatividade vascular pela DMF diferiu entre os grupos HIV e

controle respectivamente: 9% + 5% e 16% + 10, p= 0,03. (Figura 5).

Figura 5 — Dilatacdo mediada pelo fluxo
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Box-plot da dilatagdo mediada pelo fluxo nos grupos HIV+ e controle. (p = 0,03 - teste t ndo pareado).

5.7 Células Endoteliais Progenitoras e Microparticulas

5.7.1 Células Endoteliais Progenitoras

A contagem das CEP é expressa em porcentagem de células
progenitoras do total de células da regido de linfécitos marcado pela citometria
de fluxo. O nimero médio (DP) das CEP foi menor nos pacientes infectados
pelo HIV quando comparado aos controles para CD34+/KDR+ mas nao para
CD34+/CD133+ ou KDR+/CD133+ (Tabela 4).
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5.7.2 Micropatrticulas

O numero médio de MP endoteliais (CD51+) diferiu entre os grupos o
mesmo ndo acontecendo com as MP plaquetarias (CD31+ e CD42+) (Tabela
4).

Tabela 4 — Caracterizacdo e Quantificacdo das Células Endoteliais

Progenitoras e Microparticulas entre o grupo HIV+ e controle.

Marcador HIV+ Controles p
(n=32) (n=30)

CD34+/KDR (%) 0,02 (0.04) 0,09 (0.17) 0,04
CD34+/CD133+ (%) 0,01 (0.02) 0,01 (0.02) 0,25
KDR/CD133+ (%) 0,01 (0.02) 0,01 (0.03) 0,21
MP plaquetaria (UL/PPP) 24 992 (19 277) 26 642 (40 779) 0,83
(CD31+/CD42+)

MP endotelial (uL/PPP) 1963 (3901) 436 (889) 0,003
(CD51+)

Resultados em média (DP), Teste t



6. DISCUSSAO

A principal contribuicdo deste estudo foi a observacdo que entre
pacientes infectados pelo HIV e sem prévia exposicdo a TARV, ja existe um
desbalanco entre a mobilizacdo de CEP e MP derivadas do endotélio
associada a disfuncdo endotelial. Estes achados podem contribuir para melhor
compreensao da precocidade do desenvolvimento da DCV nestes pacientes,
gue pode ser agravada posteriormente pela hiperlipidemia secundaria a TARV.
De fato, a base moderna da fisiopatologia da aterosclerose e dos mecanismos
de agressédo dos fatores de risco tradicionais como hipertenséo arterial,
tabagismo ou diabetes tem, em comum, a disfuncdo endotelial. Os achados
abrem interessantes perspectivas de investigacdo de mecanismos celulares
envolvendo por um lado a infeccéo, inflamagdo e apoptose endotelial e de
outro, a menor capacidade reparadora nestes pacientes, representada pela
menor quantidade de CEP no plasma.

Apos a introducdo da TARV, a expectativa de vida nas pessoas que
vivem com HIV/aids aumentou e esta doenca adquiriu um carater cronico G4,
As causas de morte relacionadas a imunodepressdo estdo diminuindo,
entretanto, a propor¢do de Obitos por causas nao relacionadas a aids, incluindo
por DCV estd aumentando em parte, como consequéncia dos eventos
adversos relacionados ao tratamento ®. Recentemente diversos estudos,
inclusive epidemiolégicos como o SMART estdo discutindo a hipdtese da
influéncia do HIV per se no aumento do risco cardiovascular mesmo sem 0 uso
ou com a interrupgéo da TARV (29,

Nesta amostra, com 0s grupos pareados por sexo e idade, houve
predominio do sexo masculino (80%) e a mediana da idade de 33 anos. Em
relacdo aos pacientes infectados pelo HIV, esta idade vai de encontro aos
dados publicados pelo Ministério da Saude que mostram um predominio maior
desta doenca nesta faixa etaria (78% dos casos entre adultos concentra-se na
faixa etaria entre 25 a 49 anos) ®. Quanto ao predominio do sexo masculino
isto também esta de acordo com dados do Ministério da Saude entre 1980 a
junho 2009 quando foram identificados 356.427 casos de aids no sexo

masculino e 188.396 no sexo feminino @.
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A mudanca de paradigma sobre o estado nutricional de pacientes que
vivem com HIV/aids, ja suplantada na literatura é corroborada por varios
trabalhos 3914 Nesta pesquisa foi encontrada uma prevaléncia igual de
pacientes com IMC dentro da normalidade (54%) em ambos 0s grupos. Esta
caracteristica esta de acordo com dados da literatura que mostram uma
prevaléncia de pacientes com eutrofia de 65% %, N&o foram observados
pacientes desnutridos, diferentemente de dados da literatura (2,5% a 3,6%)
(140142~ Opservou-se em contrapartida, 27,7% de pré-obesidade no grupo
infectado pelo HIV e 40% no grupo controle, sendo este o principal desvio
nutricional deste estudo. Silva et al **? avaliaram 76 pacientes nesta mesma
unidade ambulatorial e sem exposicdo a TARV e observaram 6,6% de
obesidade havendo agora um aumento de prevaléncia. Estes dados estédo

bem acima dos achados de Hodgson et al @)

gue descreveram 9%
obesidade em 162 pacientes (83% em TARV). A presenca de obesidade nesta
populacdo aumenta o risco de algumas doencas cronicas como diabetes
mellitus tipo 2 e DCV ®*?, Estes achados, somados ao aumento de sobrevida
dos pacientes com HIV/aids decorrentes do uso de TARV, apontam para uma
nova caracteristica nutricional desta populacao, indicando que as mudancas de
estilo de vida devem ser orientadas desde o inicio do acompanhamento destes
pacientes.

A avaliacdo da obesidade abdominal através da RCQ encontrava-se
normal entre os homens (0,89) e mulheres (0,82). Estes achados sao

semelhantes ao de Silva et al 142

gue descreveram a RCQ normal em mais de
50% da sua amostra em pacientes sem uso de TARV. Os dados desta
pesquisa diferem daqueles encontrados por Jaime et al *® aonde a presenca
de obesidade abdominal apresentou forte associagcdo com o sexo, sendo que
nas mulheres a sua prevaléncia foi bastante superior em relacdo aos homens.
A RCQ normal nesta pesquisa pode ser justificada pelo fato do grupo nao estar
exposto a TARV, ser relativamente jovem e ndo apresentar lipodistrofia.

No grupo de pacientes infectados pelo HIV observou-se um tempo
meédio de infeccdo bastante variavel (menor que um ano a mais que 14 anos),
mostrando que alguns pacientes superam os dados descritos pela literatura de
inicio de TARV dentro de 10 anos do diagndstico **Y. A alta média da

contagem de linfécitos T CD4+ (> 500 células/mm?®) e a baixa média de carga
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viral sdo representativos e justificam a nao introducdo da TARV segundo as
recomendacdes atuais do Ministério da Satde 4.

Os pacientes infectados pelo HIV apresentam varios fatores de risco
tradicionais para o desenvolvimento da DCV e o tabagismo é o mais comum
(47 a 71%) sendo mais elevado que na populacdo em geral (16%) 146147 Ao
lado da histéria familiar de DAC prematura, o tabagismo € o preditor mais forte
de eventos cardiovasculares 4"**® Em dois estudos realizados na cidade de
Sdo Paulo a prevaléncia de tabagismo (30,3% e 39,1%) foi superior a
encontrada nesta pesquisa (21,2%) 142149 Acredita-se que estes pacientes
estejam sendo orientados quanto a mudancas de habito de vida como medida
de prevencdo de DCV, j& que neste ambulatério existe um programa de
educacao médica continuada para os residentes.

Quanto a associacdo mais provavel da histéria familiar de DAC
prematura é aquela mediada ndo apenas através de fatores genéticos, mas
também pelo compartilhamento do mesmo nivel sdcio-econdmico e por fatores
ambientais que alteram o estilo de vida como tabagismo, dieta, IMC, atividade
fisica bem como o uso do sistema de saude na prevencdo primaria. Na
amostra estudada, 21,2% dos pacientes apresentavam historia familiar de DAC
prematura, valor inferior ao encontrado por Silva et al “*? 39,9% mas
semelhantes aos controles (25%).

Em relacdo a hipertensado arterial, 94,1% dos pacientes infectados pelo
HIV apresentaram niveis pressoricos dentro da normalidade (menor que 120 x
80 mmHg) *, o que difere de trabalhos da literatura *°?. A prevaléncia de
hipertensdo arterial nesta populacdo pode variar de 12% a 20% entre 0s
individuos com idade inferior a 40 anos e de 35% a 41% naqueles com idade
superior 40 anos. Acredita-se que estes niveis pressoéricos sejam reflexos da
idade jovem desta casuistica (33 anos), peso normal (54%) e ndo exposicao a
TARV. Espera-se que 0s niveis pressoéricos se elevem com a maior expectativa
de vida dos pacientes infectados pelo HIV apds o uso da TARV e com o
desenvolvimento das alteracdes metabdlicas & longo prazo 481%9),

Alteracbes nos niveis de lipides plasmaticos que favorecem a
aterogénese tém sido descritos nos pacientes infectados pelo HIV antes da
introducéo da TARV. Grunfeld et al ®®» demonstraram que pacientes com aids

apresentavam altos niveis de triglicérides e acidos graxos livres enquanto que
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portadores assintomaticos do HIV tinham diminuicdo da concentracéo de CT e
HDL-c. Estes achados também foram encontrados no estudo de Baker et al **?
que avaliou 27 pacientes infectados pelo HIV e sem prévia exposi¢do a TARV
com 29 controles saudaveis. Os niveis de CT e HDL-c foram respectivamente
no grupo caso e controle 168 mg/dL e 191 mg/dL e 34 mg/dL e 47 mg/dL @52,
Nesta pesquisa os niveis de lipides foram semelhantes ao da literatura, com
menores niveis de CT e HDL-c no grupo infectado pelo HIV quando comparado
ao controle (tabela 3). Em nosso estudo 60% dos pacientes infectados pelo HIV
apresentaram niveis de HDL-c menores que 40 mg/dL e 8,6% do CT maior ou
igual a 200mg/dL, de acordo com as recomendagdes da Sociedade Brasileira
de Cardiologia ™. Comparando-se estes dados ao da populacdo brasileira
maior de 18 anos e nao infectada pelo HIV, encontramos uma baixa incidéncia
de CT maior ou igual a 200 mg/dL (8,6% x 40%) %3 A literatura mostra que as
anormalidades lipidicas tornam se mais evidentes entre os pacientes infectados
pelo HIV apés a introducdo da TARV ®**1%9_ 0Os menores niveis de HDL-c na
populacao infectada pelo HIV podem ser justificados pela inflamacao cronica
decorrente da presenca do virus e isto é corroborado por diversos estudos que
mostram significante incremento do HDL-c ap6s o inicio da TARV nestes
pacientes 1#1421541%5) " Apesar das diferencas nos niveis de CT e HDL-c entre
grupos, nao foram encontradas diferencas nos valores da apo B (83 mg/dL em
media para ambos).

A prevaléncia de glicemia de jejum alterada entre o0s pacientes
infectados pelo HIV varia de 3 a 5% e podendo aumentar até 47% naqueles
que utilizam IP comparado a 5% na populacdo em geral ©%%®  Destes
pacientes, 3% a 14% tem evidéncia clinica de DM tipo 2 ®*. Neste estudo,
observou-se 14% de pacientes com glicemia de jejum alterada bem acima do
descrito na literatura, provavelmente pela alta prevaléncia de pré-obesos, ja
gue estes pacientes ainda nao utilizavam TARV. Foi encontrado apenas um
caso de DM nesta amostra, ao acaso, ja que este era um critério de exclusao.
O paciente teve a sua glicemia repetida posteriormente e o diagndéstico
confirmado (157 mg/dL e 133 mg/dL).

A utilizacdo da PCRas é importante na prevencdo primaria de DCV de

¢ (157)

acordo com resultados do estudo Jupite , que realizou controle de metas

de LDL-c e deste biomarcador na prevencdo de eventos cardiovasculares,
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obtendo bons resultados. A utilizacdo da PCRas parece vantajosa, permitindo
uma estratificacao de risco, custo efetiva, uma vez que os métodos de imagens
ainda séo alternativas caras e de pouco acesso. Nesta pesquisa a média da
PCRas foi 1,64 mg/dL e 1,18 mg/dL no grupo caso e controle respectivamente,
valores inferiores aos encontrados por Baker et al ™2 1,94 mg/dL e 1,46
mg/dL, que também avaliaram pacientes infectados pelo HIV sem exposi¢céo a
TARV. Triant et al © demonstraram em um estudo retrospectivo que niveis
elevados de PCRas e a infec¢céo pelo HIV estdo cada um associados com um
aumento de duas vezes no risco de IAM. A presenca de altos niveis de PCRas
e da infeccdo pelo HIV elevou a chance de IAM em mais de quatro vezes
quando comparado a pacientes sem nenhuma destas caracteristicas. Nesta
casuistica, os niveis de PCRus > 3,0 mg/dL foram observados em 26% e 21%
dos pacientes do grupo caso e controle respectivamente (alto risco para DCV).
Nesta pesquisa ndo foi observada diferenca no IMT-c entre 0s grupos
apesar de alguns trabalhos mostrarem o oposto. Uma das maiores limitagdes
do IMT-c é a auséncia de uma metodologia uniforme, pois alguns estudos
avaliam a carétida comum e outros a regido da sua bifurcacdo ®®. Oliviero et al
(1%8) avaliaram 38 pacientes infectados pelo HIV sem prévia exposicdo a TARV
e compararam com 41 controles HIV negativos pareados por fator de risco
metabdlico. O IMT-c foi mais alto nos pacientes infectados pelo HIV (0.85 +
0.2mm) quando comparado aos controles (0.63 + 0.1 mm, p < 0.001) ®%®.
Bongiovanni et al ©” estudaram trés grupos de pacientes com idade entre 30 a
50 anos em busca de possiveis fatores preditivos para o espessamento da
carétida e/ou femoral (IMT-c > 1 mm em pelo menos uma area) ©®”. Fatores
independentes para o espessamento médio intimal da carétida e/ou femoral
foram maior idade (OR: 2.81, P < 0.01, para cada cinco anos adicionais),
triglicérides > 150 mg/dL (OR: 2.66, P < 0.001), glicemia >110 mg/dL (OR:
5.24, P < 0.04), homocisteinemia elevada (OR: 2.75, P < 0.02) e alto IMC (OR:
1.10, P < 0.05 para cada unidade adicional); as mulheres apresentavam menor
risco (OR: 0.38, P < 0.01 versus homens) ©”. O uso de TARV ndo esteve
associado com o IMT-c (OR: 0.64) ®”. Maggi et al ** avaliaram 172 pacientes
sem prévia exposicdo a TARV e o IMT > 0,9 mm foi considerado achado
patolégico, ocorrendo em 20,9% dos casos . No estudo de Hsue et al

foram avaliados 494 individuos, com média de idade de 48 anos, divididos em
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quatro grupos: pacientes infectados pelo HIV e controladores de elite (carga
viral < 75 copias na auséncia de tratamento), HIV positivo com carga viral
detectavel na auséncia de tratamento, HIV positivo em uso de TARV com carga
viral < 75 copias/mL e pacientes infectados pelo HIV em uso de TARV e nao
respondedores (carga viral detectavel) comparado com um grupo controle
pareado por sexo e idade ). Mesmo os pacientes controladores de elite com
baixa carga viral e com niveis elevados de linfocitos T CD4+, apresentaram a
maior média do IMT-c quando comparado aos controles HIV negativos (0,91 vs
0,72 mm, p<0,001) . Todos os outros grupos também tinham IMT-c maiores
que os voluntarios sadios. De acordo com os dados da literatura, os pacientes
infectados pelo HIV apresentam IMT-c superior quando comparado a um grupo
controle, sendo mais comum, entretanto, em pacientes mais velhos e expostos
a TARV, o que difere desta pesquisa.

Apesar de termos avaliados 20 pacientes de cada grupo pudemos
observar que os pacientes infectados pelo HIV apresentaram DMF menor
quando comparada ao grupo controle. Estes dados sdo corroborados por
diversos trabalhos que mostram uma DMF em pacientes infectados pelo HIV
variando de 5,1% a 8,8% *°81%3_ A literatura tem mostrado que a disfuncéo
endotelial € um fator preditivo independente de eventos cardiovasculares
podendo ser eventualmente um marcador mais precoce ainda que o proprio
IMT-c (125189 Estas alteragbes em pacientes ainda ndo expostos a TARV e
sem outros fatores de risco para DCV podem demonstrar o papel do HIV per se
como agente causador da disfuncdo endotelial, provavelmente relacionado ao
grau de inflamacéo destes pacientes.

Pela pouca utilizagdo das CEP até o momento e pelo fato da infecgcéo
pelo HIV ser considerada uma doenca inflamatoria crénica com potencial para
aumentar o risco cardiovascular per se, optou-se pela utlizacdo deste
biomarcador em um grupo de pacientes ainda ndo expostos a TARV.
Corroborando dados da literatura em pacientes ndo infectados pelo HIV e
considerando a infeccdo pelo HIV como um possivel fator para o
desenvolvimento de DCV, foi observada menor porcentagem de CEP nos
individuos infectados pelo HIV quando comparado a controles pareados por
sexo e idade. A literatura ainda é escassa em relacdo a CEP e pacientes

infectados pelo HIV. Papasavvas et al ‘®® avaliaram as CEP em 66 pacientes
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infectados pelo HIV (nove sem prévia exposicdo a TARV) e um grupo controle
(50 individuos). A contagem das CEP foi realizada em sangue crio-preservado
(que contribui para menor viabilidade celular), diferente desta pesquisa que
utilizou apenas sangue fresco. Foram utilizados os mesmos marcadores deste
estudo: CD34, CD133 e KDR. Além disso, também foram feitas duas medidas
do IMT-c durante um ano de seguimento, que identificaram dois grupos:
progressores rapidos (individuo com evidéncia de rapida progressédo do IMT-c,
n =13, IMT > 0,2mm) e progressores lentos (individuo com nenhuma ou pouca
progressao no IMT-c, n = 53, IMT < 0,2mm). A mediana da progressao do IMT-
¢ foi 0.3 mm (0.2 a 0.4mm) nos progressores rapidos e 0.01 mm (-0.03 a
0.1mm) para os progressores lentos %Y. Os pacientes infectados pelo HIV
apresentaram maiores porcentagens de CEP nas duas medidas quando
comparado aos controles (CD34+/KDR+, P =0.01), independentemente do uso
de TARV e dos niveis de linfécitos T CD4+. Nos pacientes infectados pelo HIV
ndo houve diferenca na frequiéncia das CEP entre os progressores rapidos e
lentos no IMT-c e também n&o foram observadas correlagdes entre as CEP e
IMT-c. CT, TG, HDL-c, LDL-c e PCR. Nos pacientes infectados pelo HIV houve
uma correlagdo fracamente positiva entre os marcadores CD34/KDR e a
contagem de linfécitos T CD4+. Em uma sub-andlise das CEP nos pacientes
com carga viral (> ou < 75 copias/mL) e/ou linfécitos T CD4+ (> ou < 400
células/mm?) reconfirmou a presenca de altas frequiéncias de CEP nos grupos
com maiores valores de linfécitos T CD4+ independentemente dos valores da
carga viral. Este cenario é diferente do observado nesta pesquisa, que
descreveu pacientes infectados pelo HIV e sem exposicdo a TARV com
menores niveis de CEP quando comparado a controles.

Na avaliacdo das MP plaquetarias nao foi observada diferenca entre os
grupos. Até o momento existem poucos trabalhos publicados na literatura sobre
MP e a infeccdo pelo HIV. Corrales-Medina et al  “® avaliaram MP
plaquetarias em 28 pacientes infectados pelo HIV em uso de TARV hé& pelo
menos seis meses, (carga viral < 50 cépias/mL e linfocitos T CD4+ > 200
células/mm?) e 27 controles pareados por sexo e idade. Para a caracterizagéo
das MP plaquetarias foram utilizados os mesmos anticorpos desta pesquisa:
CD31 e CD42 % Os niveis de MP plaquetarias estavam mais altos entre os

pacientes infectados pelo HIV comparado aos controles (25,28 x 10°
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células/mL, versus 13,86 x 10° células/mL, P = 0.002) %, Nao foi encontrada
relacdo entre os niveis de MP plaquetarias e a duracédo da exposi¢cdo a TARV
ou da carga viral indetectavel. Altos valores de linfécitos T CD4+ apresentaram,
entretanto, uma tendéncia a correlagdo negativa com os niveis de MP
plaquetarias (rho = - 0.32, P = 0.1). Estes resultados mostraram que 0s
pacientes infectados pelo HIV com boa resposta a TARV continuam a
expressar altos niveis de MP plaquetarias quando comparado aos controles.
Sabe-se que as MP plaquetarias podem ter um papel importante na
coagulacéo e inflamacédo e consequentemente importancia fisiopatolégica em
varias doencas. Especula-se que por se tratar de uma amostra relativamente
pequena, com pacientes com boa imunidade e baixa carga viral ndo foram
observadas diferencas de valores entre 0s grupos e tampouco altos niveis de
MP plaquetarias.

A avaliacdo das MP endoteliais diferiu entre os grupos, havendo um
aumento significativo no grupo infectado pelo HIV quando comparado ao
controle. Inexistem avaliacbes publicadas até o momento em pacientes
infectados pelo HIV que pudessem auxiliar na discussdo destes resultados,
entretanto sabe-se que MP endoteliais podem ser usadas como novos
marcadores de disfuncdo endotelial, pois refletem diretamente o estado de
homeostase entre a ativagdo celular endotelial, proliferacdo e apoptose 4197
Evidéncias sugerem que as MP endoteliais estdo bastante aumentadas em
varias condicdes patoldgicas relacionadas a lesdao endotelial, tais como
hipertensdo  arterial, dislipidemia, DM, tabagismo, DAC, purpura
trombocitopénica trombética e insuficiéncia cardiaca °”). A infeccdo pelo HIV
pode levar a disfuncdo endotelial o que foi evidenciado neste estudo pela
menor DMF e deste modo, influenciar o aumento das MP endoteliais. Além
disso, o menor numero de CEP nos pacientes infectados pelo HIV corrobora
para a maior porcentagem de MP endotelial neste grupo, jA que estas MP
podem se originar de células endoteliais circulantes maduras e daquelas
provenientes da parede celular. Ndo se pode excluir também a possibilidade de
algumas MP circulantes serem originadas de células progenitoras porque elas
compartilham marcadores protéicos semelhantes %7,

Foi possivel observar no grupo de pacientes infectados pelo HIV

evidéncias de disfuncdo endotelial precoce sejam elas em nivel celular,
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(diminuicdo de CEP e aumento de MP) e funcionais com a diminuicdo da DMF.
Estas evidéncias direcionam os estudos de doenca aterosclerdtica em
pacientes infectados HIV mesmo na fase assintomatica da doenga. Estes
dados auxiliam na sustentacdo de que o HIV per se esta relacionado com o
aumento do risco cardiovascular, sugerindo com isso uma avaliagdo precoce
do “estado” vascular e a adogao de medidas de prevengao primaria. Isto auxilia
na discussdo quanto a introducdo precoce da TARV dado o potencial
trombogénico da infec¢do pelo HIV ndo controlada. Neste contexto, a adocéo
de estilo de vida saudavel, o uso de farmacos como estatinas ou bloqueadores
do sistema renina angiotensina tem sido propostos para correcdo do
desbalanco vascular. Entretanto, avaliagdes de longo prazo destas medidas na
populacdo em geral ainda ndo sédo descritas, sendo ainda mais restritas estas

informacBes em pacientes infectados pelo HIV com ou sem TARV.



7. CONCLUSOES

Foi observada menor porcentagem de células endoteliais progenitoras

em pacientes infectados pelo HIV quando comparado aos controles;

Foram observadas quantidades mais elevadas de microparticulas
endoteliais no grupo infectado pelo HIV quando comparado aos

controles;

Diferencas no perfil bioquimico dos pacientes foram discretas e limitadas

ao perfil lipidico (colesterol total e HDL-c)

N&o foi observada diferenca no grau de desenvolvimento anatdmico da
aterosclerose subclinica por meio da medida da espessura média intimal

carotidea;

Foi observada disfuncéo endotelial no grupo infectado pelo HIV por meio

da dilatacdo mediada pelo fluxo.
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8. ANEXOS

Anexo 1 - Termo de Consentimento livre e Esclarecido - Voluntérios

Titulo do projeto: “Avaliacdo de Aterosclerose Subclinica”

Vocé esta sendo convidado para participar desta pesquisa voluntariamente.
Vocé pode escolher livremente se quer ou ndao participar. Por favor, leia
cuidadosamente 0 que esta apresentado a seguir e pergunte qualquer duvida
que vocé possa ter. Este estudo esta sendo conduzido pela Disciplina de
Infectologia da Escola Paulista de Medicina (EPM)/UNIFESP e pelo Setor de
Lipides, Aterosclerose e Biologia Vascular da Disciplina de Cardiologia
(EPM)/UNIFESP.

Este € um estudo descritivo e essas informagfes estdo sendo fornecidas para
sua participacdo voluntaria, que visa avaliar o risco do desenvolvimento de
aterosclerose (depoésito de gordura nos vasos sanguineos). Os exames sdo
necessarios para correlacionar a quantidade de gordura presente no sangue
com a depositada na artéria carétida. Apds a realizacdo destes exames sera
possivel quantificar o seu risco para o0 desenvolvimento de doenca
cardiovascular.

Se vocé aceitar participar, vocé devera passar por uma entrevista apés a sua
consulta de rotina com a Dra. Erika Ferrari Rafael da Silva, responséavel por
esta pesquisa e responder a um questionario anteriormente elaborado com
duracdo de aproximadamente 15 minutos e realizar na ocasido exame de
sangue, onde serdo colhidos 30 ml de sangue para a realizacdo da contagem
das células endoteliais progenitoras, microparticulas e exame fisico para
atender aos objetivos do estudo. A coleta do sangue sera por puncao periférica
da veia do antebraco. Os demais exames de sangue (colesterol total e fracdes,
triglicérides, glicemia, proteina C reativa, apolipoproteina B) serdo consultados
do seu prontuario. Serda agendando posteriormente um exame de ultra-
sonografia da artéria carétida que sera realizado no Setor de Lipides,
Aterosclerose e Biologia Vascular. O exame de ultrassonografia da artéria
cardtida € um exame nédo invasivo (ndo necessita de puncao). Este exame €&
realizado na posicédo deitada e com a utilizagdo de um transdutor que sera
colocado na face lateral do seu pescoco (na altura da bifurcacdo das artérias
cardtidas). Este exame sera realizado pelos médicos Dr. Carlos Manoel de
Castro Monteiro e Dr. Sergio Augusto Bueno Brandao, cardiologistas do Setor
de Lipides, Aterosclerose e Biologia Vascular da Disciplina de Cardiologia.

Os riscos de participacdo sdo minimos, pois a quantidade de sangue que sera
colhida da sua veia periférica do antebraco € segura. O exame de sangue sera
colhido como na rotina do seu acompanhamento. Pode aparecer algum
hematoma ou dor no local da picada. Para a realizacdo do exame de
ultrassonografia de cardtida os riscos sao minimos pois nao existem
procedimentos invasivos. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelo
procedimento proposto neste estudo (coleta de sangue ou realizagdo da
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ultrassonografia da artéria carotida), o participante tem direito a tratamento
meédico na Instituicdo, bem como as indeniza¢bes legalmente estabelecidas.

N&o ha beneficio direto para o participante. Trata-se de um estudo descritivo
testando a hipotese de que o aumento dos niveis de gordura no seu sangue
podem contribuir para o acumulo de gordura nos vasos do sangue
(aterosclerose). Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de
algum beneficio.

N&o existem outros procedimentos alternativos vantajosos para a deteccao da
aterosclerose subclinica, que néo incluam a realizacdo de exames de sangue a
sua correlacdo com exames de imagem (ultrassonografia de carotida)

Em qualquer etapa do estudo vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para o esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador é a Dra Erika Ferrari Rafael da Silva, que pode ser encontrada no
endereco Rua Loefgren, 1588, telefone 5573 5081. Se vocé tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — ¢j 14,
5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail: cepunifesp@epm.br.

E garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento, e
deixar de participar da pesquisa, sem qualquer prejuizo a continuidade do
tratamento na instituicdo participante.

Caso vocé concorde em participar, seu nome e as informacbes que vocé
fornecer serdo mantidos em sigilo e somente os pesquisadores terdo o0 acesso
direto a estes registros e aos resultados dos exames. As informacfes obtidas
serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a
identificacdo (nome) de nenhum paciente (direito de confidencialidade).

Vocé tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais da
pesquisa que seja de conhecimento do pesquisador principal.

N&o h& despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira
relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante
tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizacdes
legalmente estabelecidas.

O pesquisador desta pesquisa tem o compromisso de utilizar os dados e o
material coletado somente para esta pesquisa.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo ”Avaliacdo de
Aterosclerose subclinica”. Eu discuti com o Dra. Erika Ferrari Rafael da Silva
sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim
quais séo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necesséario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualgquer momento, antes ou durante 0 mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal* data:

Assinatura da Testemunha data:

* para casos de pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o consentimento livre e
esclarecido deste paciente legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo data:
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Anexo 2 - Termo de Consentimento livre e Esclarecido

Titulo do projeto: “Avaliacdo de Aterosclerose Subclinica em Pacientes
Infectados pelo HIV”

Vocé esta sendo convidado para participar desta pesquisa voluntariamente.
Vocé pode escolher livremente se quer ou nao participar. Por favor, leia
cuidadosamente o0 que esta apresentado a seguir e pergunte qualquer duvida
que vocé possa ter. Este estudo esta sendo conduzido pela Disciplina de
Infectologia da Escola Paulista de Medicina (EPM)/UNIFESP e pelo Setor de
Lipides, Aterosclerose e Biologia Vascular da Disciplina de Cardiologia
(EPM)/UNIFESP.

Este € um estudo descritivo e essas informacfes estdo sendo fornecidas para
sua participacdo voluntaria, que visa avaliar o risco do desenvolvimento de
aterosclerose (depésito de gordura nos vasos sanguineos) em pessoas
portadoras do virus HIV. Os exames s80 necessarios para correlacionar a
quantidade de gordura presente no sangue com a depositada na artéria
carétida. ApGs a realizacdo destes exames sera possivel quantificar o seu risco
para o desenvolvimento de doenca cardiovascular.

Se vocé aceitar participar, vocé devera passar por uma entrevista apos a sua
consulta de rotina com a Dra. Erika Ferrari Rafael da Silva, responsavel por
esta pesquisa e responder a um questionario anteriormente elaborado com
duracdo de aproximadamente 15 minutos e realizar na ocasido exame de
sangue, onde serdo colhidos 30 ml de sangue para a realizacdo da contagem
das células endoteliais progenitoras, microparticulas e exame fisico para
atender aos objetivos do estudo. A coleta do sangue sera por puncao periférica
da veia do antebraco. Os demais exames de sangue (colesterol total e fracoes,
triglicérides, glicemia, proteina C reativa, apolipoproteina B e contagem de
células CD4+ e carga viral do HIV) serdo consultados do seu prontuario. Sera
agendando posteriormente um exame de ultra-sonografia da artéria carotida
que sera realizado no Setor de Lipides, Aterosclerose e Biologia Vascular. O
exame de ultrassonografia da artéria carétida € um exame nao invasivo (ndo
necessita de puncédo). Este exame é realizado na posicdo deitada e com a
utilizacdo de um transdutor que sera colocado na face lateral do seu pescoco
(na altura da bifurcacdo das artérias carotidas). Este exame sera realizado
pelos médicos Dr. Carlos Manoel de Castro Monteiro e Dr. Sergio Augusto
Bueno Brandao, cardiologistas do Setor de Lipides, Aterosclerose e Biologia
Vascular da Disciplina de Cardiologia.

Os riscos de participacdo sdo minimos, pois a quantidade de sangue que sera
colhida da sua veia periférica do antebraco € segura. O exame de sangue sera
colhido como na rotina do seu acompanhamento. Pode aparecer algum
hematoma ou dor no local da picada. Para a realizacdo do exame de
ultrassonografia de cardtida os riscos sdo minimos pois nao existem
procedimentos invasivos. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelo
procedimento proposto neste estudo (coleta de sangue ou realizagcdo da
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ultrassonografia da artéria carotida), o participante tem direito a tratamento
meédico na Instituicdo, bem como as indeniza¢bes legalmente estabelecidas.

N&o ha beneficio direto para o participante. Trata-se de um estudo descritivo
testando a hipétese de que a infeccao pelo HIV pode contribuir para o acumulo
de gordura nos vasos do sangue. Somente no final do estudo poderemos
concluir a presenca de algum beneficio.

N&o existem outros procedimentos alternativos vantajosos para a deteccao da
aterosclerose subclinica, que ndo incluam a realizacdo de exames de sangue a
sua correlagdo com exames de imagem (ultrassonografia de carétida)

Em qualquer etapa do estudo vocé terd acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para o esclarecimento de eventuais duavidas. O principal
investigador é a Dra Erika Ferrari Rafael da Silva, que pode ser encontrada no
endereco Rua Loefgren, 1588, telefone 5573 5081. Se vocé tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — ¢j 14,
5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail: cepunifesp@epm.br

E garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento, e
deixar de participar da pesquisa, sem qualquer prejuizo a continuidade do
tratamento na instituicdo participante.

Caso vocé concorde em participar, seu nome e as informacbes que vocé
fornecer serdo mantidos em sigilo e somente os pesquisadores terdo 0 acesso
direto a estes registros e aos resultados dos exames. As informacdes obtidas
serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a
identificagdo (nome) de nenhum paciente (direito de confidencialidade).

Vocé tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais da
pesquisa que seja de conhecimento do pesquisador principal.

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha& compensacdo financeira
relacionada a sua participacédo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orgcamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante
tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizacdes
legalmente estabelecidas.

O pesquisador desta pesquisa tem o compromisso de utilizar os dados e o
material coletado somente para esta pesquisa.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que i
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo de
Aterosclerose  Subclinica em  Pacientes Infectados pelo  HIV”
Eu discuti com o Dra. Erika Ferrari Rafael da Silva sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessério. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou nho meu atendimento
neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal* data:

Assinatura da Testemunha data:

* para casos de pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o consentimento livre e
esclarecido deste paciente legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo data:
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Anexo 3 - Questionario

Data da aplicacéo do questionario:
NUmero do prontuario:

Nome:

Data de nascimento: idade

Sexo: () masculino ( ) feminino

Raca: ( )branca ( )parda ( )negra ( )amarela

Forma de Contagio: ( ) heterossexual ( ) homossexual ( ) bissexual ( ) UDEV
( ) transfusao de sangue ( ) outras:

Ano do diagnéstico da infeccao pelo HIV:

Data e valor do primeiro CD4+:

Dados antropométricos:
Pressao arterial:
Peso: Altura: IMC:

Circunferéncia abdominal: Circunferéncia do quadril: RCQ:

Fatores de risco relacionados ao desenvolvimento de doenca
cardiovascular

sim nao

Tabagismo (macgos/ano: )

Historia Familiar Precoce de Aterosclerose

Diabetes

Hipertenséo arterial sistémica

MedicacOes em uso:
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Exames

Colesterol total
mg/dL

CD4 (data e valor)
Células/ul

HDL-C
mg/dL

Carga Viral do HIV
Copias/mL

LDL-C
mg/dL

Apolipoproteina B

Triglicérides
mg/dL

Glicemia
mg/dL

Proteina C reativa

Células
progenitoras

endoteliais

Ultrassonografia de carétida:
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Anexo 4. Valores de Referéncia para o diagndéstico da dislipidemia em
adultos acima de 20 anos

Classificacao de Triglicérides

Valores (mg/dL) Classificacao
<150 Normal
150 — 199 Limitrofe
200 — 499 Alto

>500 Muito alto

Classificacdo do LDL - Colesterol

Valores (mg/dL) Classificacao
<100 Otimo

100 — 129 Bom

130 — 159 Limitrofe
160 — 189 Alto

> 190 Muito Alto

Classificacdo do Colesterol Total

Valores (mg/dL) Classificagao
<200 Desejavel
200 — 239 Limitrofe

> 240 Alto

Classificacdo do HDL — Colesterol

Valores (mg/dL) Classificagao

<40 Alto risco

> 60 Baixo risco
Fonte: Il Diretrizes Brasileiras sobre

Dislipidemia e Diretriz de Prevencdo de
Aterosclerose do Departamento de
Aterosclerose da Sociedade Brasileira de
Cardiologia. 20013
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Anexo 5 - Técnica de Medigcdo de Presséo Arterial (VI Diretrizes da
Sociedade Brasileira de Cardiologia para o manejo da Hipertensao Arterial
- 2010) ®3Y

O-

O paciente deveré estar sentado

Explicar o procedimento para o paciente, orientar que nao fale e deixar
gue descanse por 5 a 10 minutos em ambiente calmo.

Utilizar manguito de tamanho adequado ao braco do paciente, cerca de
2 a 3 cm acima da fossa antecubital, centralizando a bolsa de borracha
sobre a artéria braquial. A largura da bolsa de borracha deve
corresponder a 40% da circunferéncia do bragco e seu comprimento
envolver pelo menos 80%

Manter o brago do paciente na altura do coragéo, livre de roupas, com a
palma da mao voltada para cima e cotovelo ligeiramente fletido.

Palpar o pulso radial e inflar o manguito até seu desaparecimento, para
estimativa do nivel da pressédo sistélica; desinflar rapidamente e
aguardar um minuto antes de inflar novamente.

Posicionar a campanula do estetoscopio suavemente sobre a artéria
braquial, na fossa antecubital, evitando compressao excessiva.

Inflar rapidamente, de 10 em 10 mmHg, até ultrapassar, de 20 a 30
mmHg, o nivel estimado de presséao sistdlica. Proceder a deflacdo, com
velocidade constante inicial de 2 a 4 mmHg por segundo. Apds a
identificacdo do som que determina a pressao sistdlica, aumentar a
velocidade para 5 a 6 mmHg para evitar a congestdo venosa € 0
desconforto do paciente.

Determinar a pressao sistdlica no momento do aparecimento do primeiro
som (fase | de Korotkoff), seguido de batidas regulares que se
intensificam com o aumento da velocidade de deflacdo. Determinar a
pressdo diastdlica no desaparecimento do som (fase V de Korotkoff).
Auscultar cerca de 20 a 30 mmHg abaixo do ultimo som para confirmar
seu desaparecimento e depois proceder a deflacdo rapida e completa.
Quando os batimentos persistirem até o nivel zero, determinar a pressao
diastolica no abafamento dos sons (fase IV de Korotkoff), anotar os
valores da sistolica/diastolica/zero.

Registrar os valores das pressdes sistolica e diastolica e ndo arredondar
os valores de pressdao arterial para digitos terminados em zero ou cinco.

10-Informar o paciente sobre os valores medidos e da possivel necessidade

de acompanhamento.
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Anexo 6 — Técnica de Medicdo de Peso e Estatura

Peso e Estatura

O Peso e Estatura serdo aferidos, segundo recomendacdes da Secretaria de
Estado da Saude (SES).

TECNICA DE MEDICAO DE PESO E ESTATURA

1. Tomada de peso

Calibrar a balanga, cuidadosamente antes de cada pesagem.

Pesar o paciente sem sapatos. Com o minimo de roupas possivel.

O paciente deve ficar bem no centro da balanca.

Movimentar o peso grande até o peso provavel do paciente.
Movimentar 0 peso pequeno até a balanca ficar em equilibrio.

O peso deve ser registrado em gramas, com varia¢ao de 100 gramas.

2. Medicdo da altura

Utilizar fita métrica aplicada na parede a 50 cm do chéo.

Coletar a medida com o paciente descal¢co, em posicao ereta, encostando
cabeca, nadegas, panturrilnas e calcanhares na parede.

Segurar o0 gqueixo e fazer ligeira tracdo da cabeca para que o topo da orelha
e 0 angulo externo do olho formem uma linha paralela ao teto.

Apoiar no topo da cabeca um esquadro de aluminio para ajudar a demarcar
corretamente a medida, sendo que os cabelos deveréo estar soltos.

A altura sera medida em metros
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Anexo 7 — TECNICA DE MEDICAO DA CIRCUNFERENCIA DA CINTURA DE
QUADRIL

Circunferéncia da Cintura

A medicdo deve ser realizada com o paciente em pé, utilizando-se uma fita nao
extensivel. A fita devera circundar o individuo na linha natural da cintura, na
regido mais estreita entre o térax e o quadril, no ponto médio entre a Ultima
costela e a crista iliaca. A leitura deve ser feita no momento da expiracéo. %

Circunferéncia do Quadril

A medicdo deve ser realizada com o paciente em pé, utilizando-se uma fita nao
extensivel. A fita devera circundar o quadril na regido de maior perimetro entre
a cintura e a coxa, com o individuo usando roupas finas. **?
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Anexo 8 — Resultados da contagem das células endoteliais progenitoras e

microparticulas no grupo infectado pelo HIV.

MP plaquetéaria | MP endotelial | CD34/KDR | CD34/CD133 | KDR/CD133
3629 160
45053 3346 - - -
86328 32 - - -
53308 4.299 - - -
6472 41 - - 0,06
17023 612 0,09 0,01 0,02
29672 2959 0,17 0,10 -
19541 1.819 0,01 - -
40958 0 - - -
18535 0 - - -
0,07 - -
33610 0 - - -
7682 0 - - -
11293 208 - 0,02 -
27402 1.868 0,13 - -
24176 2552 0,05 0,01 -
45617 20.980 - - -
2626 22 - - -
22495 1737 - - -
14397 948 0,02 - -
7780 57 - - -
5155 1289 - - -
2174 0
55239 2424 0,01 - -
22495 1737 - - -
0,01 - -
32214 7185 0,04 0,01 -
5303 0 0,10 0,02 0,10
33610 0 - - -
5907 1078
29886 630 - - -
22342 998 0,03 - -
42840 3880 - - -
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Anexo 9 — Resultados da contagem das células endoteliais progenitoras e
microparticulas no grupo controle.

MP MP| cp34/kDR | CD34/CD133 | KDR/CD133
plaquetéria endotelial
20668 - 0,01 0,01 -
9719 - 0,05 - -
15642 - 0,02 0,01 0,04
12148 693 0,06 - -
24524 852 0.40 0.14 -
8983 107 0,02 0,04 -
27579 0 - - -
29892 1.633 0,02 0,01 0.05
30501 38 0,09 0,01 0.09
29892 - 0.17 0,04 .
7466 462 - - -
9895 386 - - -
19315 931 0.10 . 0.06
17001 1.091 0.12 003 -
2257 0 - - -
2257 0 - - -
191374 47 0.27 - 0,02
149359 0 . . .
79727 0 0,02 0,01 0,03
21538 7 i : :
25527 627 - - 0,01
19184 0 0,05 0,02 0,03
29047 0 - . -
7308 0 0,03 0,01 -
5517 0 0.10 0,01 -
19498 4547 : : :
8532 0 056 0,01 -
10082 0 . . 013
4384 0 - - -
8397 0 0,06 0,05 -
4055 1191 - - -
1197 1340 0.77 . .
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= anos UNIFESP

Universidade Federal de Sdo Pawio Comité de Ftica em Pesquisa
ingg Hospital S50 Pawlo

EEETE

Séo Paulo, 4 de julho de 2008.
CEP 0874/08

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) ERIKA FERRARI RAFAEL DA SILVA

Co-Investigadores: David Salom&o Lewi (orientador), Francisco A H Fonseca, Carolina Nunes Franga
Disciplina/Departamento: Infectologia / Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sdo Paulo
Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Avaliacdo da aterosclerose subclinica em pacientes infectados pelo HIV”,

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Estudo clinico observacional transversal.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Risco minimo, desconforto leve, envolvendo coleta de sangue.
OBJETIVOS: Medir o numero de EPCs e correlacionar com os fatores de risco cardiovascular em pacientes
infectados pelo HIV virgens de tratametno anti-retroviral. Avaliar a presenca de aterosclerose subclinica em pacientes
infectados pelo HIV sem uso de anti-retrovirais através do espessamento médio intimal das carotidas (IMT-c). Avaliar
o risco cardiovascular em pacietnes infectados pelo HIV sem uso de anti-retrovirais através da escala de risco de
Framingham e escala PROCAM e confrontar os dados encontrados por estas duas escalas. Avaliar a presenga de
sindrome metabdlica nos pacientes infectados pelo HIV que ndo utilizam anti-retrovirais.

RESUMO: O paciente que cumprir os critérios de inclusdo sera convidado a participar do projeto pelo médico que o
atende, durante uma consulta de rotina. Sera aplicado um questionario previamente estabelecido, para obtencao de
dados demograficos, clinicos e antropométricos e presenga de fatores de risco relacionades com doenca arterial
coronariana. Serdo submetidos a coleta de sangue para dosagens laboratoriais bioguimicas (rotina de
acompanhamento ambulatorial desses pacientes) e os exames de carga viral do HIV e contagem de células
CD4+/CD8+ serdo obtidos do prontuario do paciente. A contagem das células endoteliais progenitoras serao
realizadas utilizando um citdmetro de fluxo da Disciplina de Infectologia. A medida do espessamento médio intimal da
artéria carotida interna (IMT), sera realizada pela técnica da ultra-sonografia, por ser um exame com boa acuracia,
reprodutibilidade e sensivel nas investigacées das alteracées cardiovasculares..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Espera-se com essa pesquisa, aferir qual a influéncia do virus HIV no
desencadeamento da aterosclerose. Espera-se encontrar alteragdes metabdlicas como dislipidemia, diminui¢do da
contagem de células endoteliais progenitoras e prevaléncia aumentada de aterosclerose subclinica nesta populagao
quando comparada ao grupo cintrole pareado pelo sexo e idade ndo infectado pelo HIV.

MATERIAL E METODO: Descritos os procedimentos que serdo realizados. Foram esclarecidas as pendéncias
emitidas pelos relatores..

TCLE: Apresentado adequadamente, de acordo com a Res 196/96.

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Universidade Federal de 580 Pawio Comité de Etica em Pesquisa
Hospital 580 Panio

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamnto externo.

CRONOGRAMA: 24 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 29/6/2009 e 29/6/2010.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S&o Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualguer alteracdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apés
andlise das mudancas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos érgdos competentes.

Atenciosamente,

Ve

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/ Hospital Sae Paulo 0874/08

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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ABSTRACT

Introduction: After the introduction of antiretroviral therapy, aids has acquired an
aspect of chronic disease and less deaths has occurred. The deaths related to aids
are diminished but the proportion of deaths unrelated to aids,including
cardiovascular disease are increasing, in part due to the side effects from the

antiretroviral therapy.

Objectives: To quantify the number of endothelial progenitor cells (EPC) and
microparticles (MP) in HIV-infected naive patients and compared with a control
group. Besides the biochemical profile we evaluated subclinical atherosclerosis
through carotid intimal medial thickening and endothelial function by flow mediated
dilation.

Methods: A case-control study, matched for age and gender, cross-sectional with
blind analysis of the goals of biomarkers. Quantification of EPC and MP was done
with flow cytometry, subclinical atherosclerosis and endothelial function by echo-
Doppler with high resolution linear transducer. We included 68 subjects (35 HIV +
and 33 controls) with a median age of 33 years, 80% were male and Caucasian.
Results: The lipid profile differ between the groups for total cholesterol 156 mg / dL
and 173 mg / dL (p = 0.02) and HDL-C 37 mg / dL and 47 mg / dL (p = 0.001) for
case and control groups, respectively. The count of the CEP was lower in HIV-
infected patients compared with control CD34 + / KDR + [0.02% vs. 0.09%, p =
0.045], but not to CD34 +/ CD133 + and KDR + / CD133 +. The average number of
platelet MP was similar between the groups 24 992 per mL of plasma in HIV-infected
group and 26 642 mL plasma in control (p = 0.83). The counting of endothelial MP /
mL of plasma differed between groups, being higher in HIV-infected group compared
to control (1963 vs. 436, p = 0.003). The measurement of intimal medial thickening
was similar between groups, but was found lower flow-mediated dilation [mean (SD)]
in the HIV patients [9% (5%) versus 16% (10%), p = 0.03].
Conclusions: HIV + patients, before HAART had lower amounts of EPC and

increased endothelial MP, along with endothelial dysfunction.
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