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RESUMO

Introdugdo: O uso da terapia antirretroviral combinada (cART) pelas pessoas infectadas pelo
virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) tem proporcionado maior sobrevida destes
individuos. Com isto, sdo expostos aos efeitos da idade e a outros fatores de risco
relacionados a doenca cardiovascular (DCV). A espessura da camada intima-média da
cardtida interna (cIMT) tem sido associada com marcadores inflamatdrios. No entanto,
estudos da associacdo entre marcadores anti-inflamatérios com a cIMT sdo escassos e com
resultados conflitantes. Objetivo: Determinar a associagdao entre marcadores da resposta
inflamatodria, anti-inflamatéria e metabdlica com a doenga carotidea aterosclerdtica
subclinica em um grupo de pacientes infectados pelo HIV-1. Métodos: Foi realizado um
estudo transversal em 49 pacientes com infeccdao pelo HIV-1 sem sintomas de doenca
aterosclerdtica estabelecida, adultos, ambos os sexos e em tratamento com cART h3, pelo
menos, cinco anos, atendidos no Ambulatdrio de Especialidades do Hospital Universitario da
Universidade Estadual de Londrina (AEHU/UEL). Foram inseridos, também 85 controles. A
ultrassonografia doppler (USGD) de carétida foi realizada nos pacientes que foram,
posteriormente, categorizados de acordo com a cIMT (<0,9 ou 20,9mm), grau de estenose
(<50,0 ou = 50,0%) e presenca de placa (21,5 mm). Dados demograficos, fatores de estilo de
vida e histéria médica foram coletados pela avaliacao clinica e aplicacdo de um questionario
padrdo. Os marcadores avaliados foram leucécitos periféricos, niveis plasmaticos de fator de
necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-6, IL-10, adiponectina, proteina C reativa com
método ultrassensivel (usPCR), perfil lipidico, glicose, insulina e homocisteina. Além disso,
foram avaliadas a contagem de linfécitos T CD4* e a quantificagdo plasmatica do RNA do
HIV-1. As varidveis significativas obtidas no teste de andlise de variancia (ANOVA) entre os
grupos com cIMT < 0,09 mm versus = 0,9 mm foram avaliadas usando trés modelos
diferentes de analise de regressdo logistica binaria automatica controlada por covaridveis
gue poderiam confundir a associacdo de interesse. Além disso, avaliamos a cIMT em dados
continuos por regressdo linear em duas etapas e em 5 modelos, com os dados
sociodemograficos (modelo #1), a presenca de comorbidades (modelo #2), metabdlicas
(modelo #3), biomarcadores inflamatdrios (modelo # 4) e dados associados a infec¢do pelo
HIV-1 (modelo #5). Posteriormente, avaliamos as varidveis significativas na primeira etapa,
os demais dados sociodemograficos e varidveis relacionadas ao HIV-1. Correlacdo de
Spearman foi empregada para verificar a correlacdo entre cIMT, biomarcadores
inflamatérios, anti-inflamatorios e metabdlicos e variaveis relacionadas ao HIV-1. Odds ratio
(OR) e intervalo de confianca de 95% (IC) também foram determinados. Resultados:
Pacientes com HIV-1 apresentaram niveis mais elevados de usPCR (p=0,032), TNF-a
(p<0,001), IL-6 (p=0,006), IL-10 (p=0,003), triglicerideos (p=0,001) e insulina (p<0,001), e
baixos niveis de adiponectina (p<0,001), colesterol total (p=0,015) e colesterol de
lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) (p=0,024) do que os controles, apds ajuste por
idade, sexo, etnia, circunferéncia abdominal e uso de hipolipemiantes. A cIMT > 0,9 mm ou
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placa aterosclerdtica nas artérias carétidas foi observada em 24 (48,9%) pacientes. Niveis
diminuidos de adiponectina foram independentemente associados com cIMT > 0,9 mm,
apods ajustados por covaridveis de interesse [OR: 0,267, intervalo de confiangca (IC) 95%:
0,089-0,801, p=0,019] e explicaram 18,7% dos resultados da varidncia da cIMT. A idade e
tabagismo foram positivamente associados com cIMT (p=0,033 e p=0,028, respectivamente)
e os niveis de adiponectina foram negativamente associados com cIMT (p=0,008); estas trés
varidveis explicaram 27,3% da variancia dos valores da cIMT. As varidveis cART, contagem de
LT CD4* e a carga viral de HIV-1 n3o apresentaram associacdo com a cIMT, estenose e
presenca de placa. Além disso, os niveis plasmaticos de adiponectina foram negativamente
correlacionados com cIMT (r=-0,319, p=0,026), tempo de diagndstico do HIV-1 (r=-327,
p=0,009), leucdcitos periféricos (r=-0,442 , p=0,002), IL-6 (r=-0,370, p=0,009), IL-10 (r=-0,394,
p=0,005), triglicerideos (r=-0,564, p <0,001) e insulina (r=-0,487, p <0,001) em pacientes
infectados pelo HIV-1. Ademais, a adiponectina foi correlacionada positivamente com o HDL-
colesterol (r=0,573, p <0,001). Conclusdo: Os resultados mostraram a elevada frequéncia de
aterosclerose subclinica nos pacientes com infeccdo pelo HIV-1, bem como a associacdo
entre os niveis reduzidos de adiponectina com a aterosclerose subclinica. Juntamente com a
idade e tabagismo, a diminui¢ao de adiponectina pode contribuir para o aumento do risco
de DCV nestes pacientes. Portanto, os niveis de adiponectina podem ser um bom candidato
para a previsdo de aterosclerose subclinica. E um teste de baixo custo, facil de usar em larga
escala, mais acessivel e pode ser util para o manejo de pacientes com HIV-1 nos cuidados de
salde publica, principalmente onde o USGD nao esta disponivel.

Palavras-chave: Infeccdo pelo HIV. Inflamagdo. Aterosclerose. Artéria cardtida interna.
Adiponectina.
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ABSTRACT

Introduction: The use of combination antiretroviral therapy (cART) by people infected with
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) has provided longer survival for these
individuals. They are exposed to the effects of age and other risk factors related to
cardiovascular disease (CVD). Internal carotid intima-media (cIMT) thickness has been
associated with inflammatory markers. However, studies of the association between anti-
inflammatory markers with cIMT are scarce and with conflicting results. Objective: to
determine the association between inflammatory, anti-inflammatory and metabolic
biomarkers, as well as factors associated with HIV-1 infection, with subclinical
atherosclerotic carotid disease in a group of HIV-1 infected patients. Subject and Methods: A
cross-sectional study was carried out in 49 patients with HIV-1 infection on cART at least, five
years, without symptoms of atherosclerotic disease, attended at the Outpatient Specialized
of University Hospital from Universidade Estadual de Londrina (AEHU/UEL) and 85 controls.
The doppler ultrasonography doppler of carotid was made in the HIV-1 patients who were
categorized according to the cIMT (< 0.9 mm or 2 0.9 mm), stenosis (<50.0 or 2 50.0%) or the
presence of atherosclerotic plague (21,5 mm). Demographic data, lifestyle factors and
medical history were obtained using clinical evaluation and a standard questionnaire. The
biomarkers were peripheral leukocytes, plasma levels of tumor necrosis factor (TNF)-a,
interleukin (IL)-6, IL-10, adiponectin, high-sensitivity C-reactive protein (hsPCR), lipid profile,
glucose, insulin and homocysteine. In addition, the CD4* T lymphocyte count and plasma
HIV-1 RNA quantification were evaluated. Significant variables obtained in the analysis of
variance (ANOVA) tested between groups with cIMT <0.09 mm versus > 0.9 mm were
evaluated using three different binary automatic logistic regression analysis models
controlled by the confounder variables. In addition, we evaluated cIMT in continuous data in
two-step linear regression analysis and 5 models, with sociodemographic data (model # 1),
the presence of comorbidities (model # 2), metabolic (model # 3), inflammatory biomarkers
(model # 4) and data associated with HIV-1 infection (model # 5). Subsequently, we
evaluated the significant variables in the first stage, the other sociodemographic data and
variables related to HIV-1. Spearman correlation was employed to verify the correlation
between cIMT, inflammatory, anti-inflammatory and metabolic biomarkers and HIV-1
related variables. Odds ratio (OR) and 95% confidence interval (Cl) were also determined.
Results: HIV-1 patients presented higher levels of hsCRP (p=0.032), TNF-a (p<0.001), IL-6
(p=0.006), IL-10 (p=0.003), triglycerides (p=0.001), and insulin (p<0.001), and low levels of
adiponectin (p<0.001), total cholesterol (p=0.015) and low-density lipoprotein (LDL)-
cholesterol (p=0.024) than controls, after adjusted by age, sex, ethnicity, waist
circumference, and hypolipemiant drugs use. The cIMT 2 0.9 mm or atherosclerotic plaque in
carotid arteries was observed in 24 (48.9%) patients. The low levels of adiponectin were
independently associated with cIMT > 0.9 mm after adjusted by the possible confounding
variables [OR: 0.267, 95% (Cl) 0.089-0.801, p=0.019], and could explained 18.7% of the cIMT
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variance results. Age (p=0.033) and current smoking (p=0.028) were positively associated
with cIMT, while adiponectin levels (p=0.008) were negatively associated with cIMT;
moreover, these three variables explained 27.3% of cIMT variance levels. The variables cART,
CD4* T cell count and HIV-1viral load did not show association with the cIMT. Besides that,
plasma levels of adiponectin were negatively correlated with cIMT (r=-0.319, p=0.026), time
of HIV-1 diagnosis (r=-327, p=0.009), as well as peripheral leukocytes (r=-0.442, p=0.002), IL-
6 (-0.370, p=0.009), IL-10 (r=-0.394, p=0.005), triglycerides (r=-0.564, p<0.001), and insulin
(r=-0.487, p<0.001) in patients infected with HIV-1. Moreover, adiponectin was positively
correlated with HDL- cholesterol (r= 0.573, p<0.001). Conclusion: The results showed the
high frequency of subclinical atherosclerosis in patients with HIV-1 infection, as well as the
association between reduced adiponectin levels and subclinical atherosclerosis. Along with
age and smoking, decreased adiponectin may contribute to increased risk of CVD in these
patients. Therefore, adiponectin levels may be a good candidate for predicting subclinical
atherosclerosis. It is a cost-effective, easy-to-use, large-scale test that is more affordable and
may be useful for the management of HIV-1 patients in public health care, especially where
USGD is not available.

Keywords: HIV-1 infection. Inflammation. Atherosclerosis. Carotid artery internal.
Adiponectin.
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1. INTRODUCAO

1.1. INFECCAO PELO HIV-1

Na década de 1990, os estudos sobre a infeccdo HIV-1 (virus da imunodeficiéncia
humana tipo 1) e sindrome de imunodeficiéncia adquirida (aids, acquired immunodeficiency
syndrome) ajudaram a entender tanto a infeccdo por esse retrovirus quanto o préprio
funcionamento do sistema imune dos seres humanos. O HIV-1 é um virus de RNA fita
simples que, apds a invasdo da célula do hospedeiro por meio da ligacdo em receptores e
coreceptores na membrana, faz a transcricdo desse material em DNA (transcricdo reversa),
que por sua vez, se integra ao nucleo das células-alvo. O virus infecta massivamente
linfécitos T, que apresentam em sua superficie o marcador CD4, e em menor escala
macréfagos (VERONESI; FOCACCIA, 2010).

A infeccdo aguda pelo HIV-1 ocorre nas primeiras semanas apos a exposicao ao virus
guando este se replica intensivamente nos tecidos linfoides. Durante essa fase, tem-se carga
viral elevada e niveis decrescentes de linfocitos, em especial os linfécitos T CD4* (LT CD4"),
uma vez que estes sdo recrutados para a reproducdo viral. Na fase de laténcia clinica,
enquanto a contagem de LT CD4' permanece acima de 350 células/mm?3, os episddios
infecciosos mais frequentes sdo, geralmente, bacterianos. Com a progressdo da infeccao,
aparecem as apresentacbes atipicas das infec¢cbes oportunistas, resposta tardia a
antibioticoterapia ou reativacdo de infeccdes latentes. O aparecimento de infeccdes
oportunistas e neoplasias caracteristicas, como Sarcoma de Kaposi sdo critérios definidores
de aids. Nessas situacdes, a contagem de LT CD4* situa-se abaixo de 200 células/mm?3, na
maioria das vezes (BRASIL, 2018).

Para a definicdo de caso de aids, varios critérios foram propostos, implantados e
redefinidos. A evolucao das definicdes de caso de aids acompanha os avancos tecnoldgicos.
Para os adultos, o principal critério de definicdo utilizado atualmente no Brasil é o critério do
Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (Centers for Disease Control and Prevention,

CDC) adaptado, apresentado no Quadro 1.
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Quadro 1 - Doencgas definidoras de aids, segundo o critério do Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas, adaptado

Doencas definidoras de aids

Criptococose extrapulmonar;

Cancer cervical invasivo;

Candidiase esofagica, traquéia, bronquio ou pulmdes;

Citomegalovirose (retinite ou outros 6rgaos, exceto figado, bago e linfonodos);
Criptosporidiose intestinal cronica (> 1 més);

Encefalopatia pelo HIV;

Herpes simples com ulceras mucocutaneas (duragdo > 1 més) ou visceral de qualquer localizagéo;
Histoplasmose disseminada;

InfecgGes disseminadas por micobactérias ndo M. tuberculosis;

Isosporidiose intestinal cronica (> 1 més);

Leishmaniose atipica disseminada;

Leucoencefalopatia multifocal progressiva (LEMP);

Linfoma ndo-Hodgkin de células B;

Linfoma Primdrio do Sistema Nervoso Central;

Nefropatia ou cardiomiopatia sintomatica associada ao HIV;
Neurotoxoplasmose;

Sindrome consumptiva associada ao HIV, associada a diarréia cronica ou fadiga crdica e febre > 1 més;
Pneumonia por Pneumocystis jiroveci;

Pneumonia bacteriana recorrente (2 ou mais episédios em 1 ano);

Reativacdo de doenca de Chagas (meningoencefalite e/ou miocardite);
Sarcoma de Kaposi;

Septicemia recorrente por Salmonella ndo thyphi;

Tuberculose extrapulmonar.

Fonte: Adaptado de: BRASIL. Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas para o Manejo de Infec¢do
pelo HIV (BRASIL, 2018). USA. CDC — Revised Surveillance Case Definition for HIV Infection. (USA,
2014).

A deplecdo de LT CD4* leva a desorganizacdo da resposta imune e a maior
suscetibilidade a processos infecciosos e neopldsicos. Além da aids, ocorre ativacao
inflamatdéria e processos degenerativos, contribuindo com o aumento de doencas

cardiovasculares (DCV) e cerebrovasculares nessa populacdao (VERONESI; FOCACCIA, 2010).
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A Figura 1 ilustra as fases da infeccdo pelo HIV-1 e as alteracdes dos marcadores

laboratoriais na progressao da infec¢do ao longo do tempo.

Figura 1 - Fases da infecgao pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 e as alteragdes
dos marcadores laboratoriais na progressao da infeccdo ao longo do tempo
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Fonte: BRASIL. Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas para o Manejo de Infeccdo pelo HIV

(BRASIL, 2018).

1.2. EPIDEMIOLOGIA DO HIV

Segundo o relatério do Programa Conjunto das Nag¢des Unidas sobre HIV/AIDS (Joint
United Nations Programme on HIV/AIDS, UNAIDS), estima-se que em 2018 havia
aproximadamente 37,9 milhdes de pessoas infectadas pelo HIV-1 no mundo, sendo 36,2
milhdes de adultos. Apesar de ter reduzido 13% o numero de novas infec¢des no periodo de
2010-2018, houve 1,7 milhdes de novos casos no ultimo ano (UNAIDS, 2019a, 2019b). Com o
uso da terapia antirretroviral combinada (cART, combined antirretroviral therapy), a
mortalidade por doencas oportunistas diminuiu, e assim resultou no aumento da
expectativa de vida que ja se assemelha da populacdo geral. Com a maior sobrevida destes

individuos, houve mudanca no perfil de morbidade e mortalidade, previamente com um
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predominio de eventos relacionados a aids, como a reativagao de infecgdes oportunistas,
superada pelos eventos ndo relacionados a aids (D’ETTORRE et al., 2016). O aumento em
larga escala do uso da cART é um dos principais contribuintes para um declinio de 48% da
mortalidade por causas relacionadas a aids (UNAIDS, 2019a, 2019b).

Todos os esforcos em programas de prevencao e tratamento de pessoas vivendo com
HIV/AIDS (PVHA) também estdo reduzindo a transmissdo do HIV-1. Apesar disso, o ritmo de
declinio de novas infec¢des por HIV-1, no entanto, é muito lento para alcancar, até 2020, as
metas da Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), denominadas 90/90/90. As metas 90-90-90
propdem que 90% das PVHA saibam o seu status diagndstico, que 90% das pessoas
diagnosticadas recebam a cART e que 90% das pessoas em uso da cART apresentem
supressao da carga viral (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Segundo modelagem
matematica do UNAIDS, o alcance dessas metas até 2020 permitiria ao mundo acabar com a
epidemia de aids em 2030, ano em que se esperaria um numero de infec¢cdes 90% menor e
um numero de mortes 80% menor que os atuais (BRASIL, 2017).

No Brasil, de 1980 a junho de 2018, foram identificados 926.742 casos de aids. O pais
tem registrado, anualmente, uma média de 40 mil novos casos de aids nos ultimos cinco
anos. Desde 2013, a taxa de deteccdo de aids vem caindo no pais, sendo nos ultimos 10
anos, uma queda de 9,4% (BRASIL, 2017), quando implementou-se a recomendacdo do
“tratamento para todos”, naquele ano (BRASIL, 2017). Essa politica publica, alinhada com as
metas 90/90/90 da UNAIDS, ampliou o uso de medicamentos antirretrovirais pela populagédo
infectada por HIV-1 refletindo na reducdo da mortalidade no mundo e no Brasil.

A Figura 2 demonstra a taxa de deteccdo de aids (x 100 mil habitantes) segundo
regido de residéncia no Brasil, por ano de diagnéstico, no periodo de 2007 a 2017. No Brasil,
de 2013 para 2014, a taxa caiu 3,5%; de 2014 para 2015, a reducao foi de 4,3%; de 2015 para
2016, de 4,6%; e de 2016 para 2017 a queda foi de 3,4%. Em um periodo de dez anos, a taxa
de detecgao apresentou queda de 9,4%: em 2007, foi de 20,2 casos por 100 mil habitantes e,
em 2017, de 18,3 casos a cada 100 mil habitantes. Apesar da queda da taxa de deteccdo da
aids, tem-se observado aumento na taxa de detecc¢do da infec¢ao pelo HIV-1, provavelmente
pela notificacdo compulséria desta infeccdo a partir de 2014, o que impede uma analise mais

precisa e rigorosa (BRASIL, 2018).
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Figura 2 - Taxa de deteccdo de aids (x 100 mil habitantes) segundo regido de residéncia, por
ano de diagndstico, no Brasil, no periodo de 2007 a 2017
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Fonte: BRASIL. Boletim Epidemioldgico HIV AIDS 2018 (BRASIL, 2018).

1.3.  TRATAMENTO DE PESSOAS com HIV/AIDs

O tratamento da infeccdo pelo HIV-1 com a terapia antirretroviral (ARV) melhorou
significativamente o progndstico e a expectativa de vida desses pacientes. Inicialmente, as
PVHA foram tratadas com monoterapia, seguida de terapia dupla com os inibidores de
transcriptase reversa andlogos de nucleosideos (ITRN), preferencialmente zidovudina (AZT) e
lamivudina (3TC). No Brasil, uma das primeiras recomendacdes foi em 1996/97, seguida de
um novo guia em 1999 (BRASIL, 1997, 1998). O surgimento de novas classes de ARVs, os
inibidores de protease (IP), aumentou as op¢des de tratamento. Introduziu-se essa classe de
ARV e inaugurou-se, entdo, a terapia antirretroviral de alta poténcia (HAART, highly active
antirretroviral therapy), com a combinacdo de trés ou mais medicamentos. Nesse mesmo
ano, o primeiro consenso para ARV regulamentou a prescricdo no Brasil (BRASIL, 1998),
sendo adotado o esquema triplice, que combinava dois ITRN e um IP (CUNNINGHAM et al.,

2000) e, assim, inaugurava a cART. Na ocasido, ela tornou-se um meio de restauracao da
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imunidade, manutencdo e recuperacdo da saude de uma doenca progressiva e fatal,
tornando a infecgdo pelo HIV-1 uma doenga crénica complexa.

Com a atualizacdo dos protocolos de tratamento, em 2008, optou-se por iniciar um
inibidor da transcriptase reversa ndao nucleosideo (ITRNN), preferencialmente o efavirenz
(EFZ), no lugar de IP, associado a dupla de ITRN como terapia inicial. A utilizagdo desse
esquema farmacoldgico levou a inibicao da replicagao do HIV-1 e diminui¢cdo da carga viral
para niveis indetectaveis e com menores efeitos adversos metabdlicos como resisténcia
insulinica e dislipidemia associados aos IP (BRASIL, 2008).

O Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas para o Manejo de Infeccao pelo HIV
(PCDT), obedecia as recomenda¢cbes do Ministério da Saude do Brasil de acordo com as
orientagdes da Organizacdao Mundial da Saude (OMS). Esse protocolo foi reformulado em
2013, quando houve nova alteracdo no PCDT. O esquema preferencial de primeira linha de
terapia antirretroviral tenofovir (TDF) + 3TC + EFZ, passou a ser fabricado coformulado,
sendo conhecido como dose fixa combinada, quando se indicou cART para todos,
independente da contagem de LT CD4*, comorbidades ou carga viral (BRASIL, 2004, 2008,
2013; 2018).

Desde fevereiro de 2017, a nova proposta de tratamento inclui combinacdes de trés
ARV, sendo o esquema preferencial: 3TC e TDF com dolutegravir (DTG), um inibidor da
integrase (INI). Excecdo a esse esquema deve ser observada para os casos de coinfeccdo com
tuberculose, mulheres vivendo com HIV/aids com possibilidade de engravidar e gestantes;
além de outras situagGes especiais como intolerancia ou contraindicagdo (BRASIL, 2018).

Para a OMS, esse novo protocolo é o mais indicado para o tratamento de HIV/AIDS e
o Brasil adotou essa estratégia como forma de oferecer maior eficiéncia no tratamento com
envolvimento do Sistema Unico de Saude (SUS). Atualmente, a terapia inicial é
individualizada e depende do pais, do protocolo em vigéncia e dos (ARV) disponiveis (U.S.
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2019).

A adesdo ao tratamento da infeccdo pelo HIV-1 e a boa resposta a terapia sdo fatores
que contribuem para o aumento da expectativa de vida e ao melhor prognéstico. Com o
aumento da sobrevida destes individuos, eles sdo expostos a fatores intrinsecos (como
idade) e extrinsecos (como exposicdo ao tabagismo) que aumentam o risco de obesidade,

diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) e DCV. Atualmente, a DCV tornou-se uma das principais
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causas de morbimortalidade em PVHA, como na populagdo geral ( HSUE et al., 2012;
D’ABRAMO et al., 2014).

A cART apresenta iniUmeros efeitos adversos bem tolerados em curto prazo (RACHID;
SCHECHTER, 2008). Entretanto, a cART pode induzir complicagdes metabdlicas graves, tais
como resisténcia a insulina, sindrome metabdlica (SM), lipodistrofia e DCV. Os efeitos
metabdlicos da cART no aumento do risco de aterosclerose precoce e acelerada, em
pacientes infectados por HIV-1, ja s30 bem reconhecidos (GUIMARAES et al., 2007). Estudos
demonstram que o uso prolongado dos ARVs esta associado com a sindrome lipodistrofica
do HIV (SLHIV), que inclui dislipidemia, alteracdo glicémica, DCV, resisténcia a insulina e

lipodistrofia (VALENTE et al., 2006).

1.4. HIV-1EINFLAMAGAO

A inflamacdo é um dos fatores de risco para a DCV e a infeccdo pelo HIV-1 ndo
tratada é um exemplo de inflamagdo crénica que pode ocasionar aterosclerose e alteragdes
metabdlicas que aumentam o risco de DCV (ADEYEMI et al., 2008; KOTLER, 2008). Portanto,
a infeccdo pelo HIV-1, por si s6, é um fator de risco para DCV (ADEYEMI et al., 2008). No
entanto, tanto na populacdo em geral como em pacientes com HIV-1, a DCV é um processo
multifatorial, no qual incluem os fdrmacos ARVs, fatores genéticos, ambientais e o préprio
HIV-1 (VACHIAT et al., 2017).

A infecgdo ndo controlada pelo HIV-1 pode ter uma influéncia maior sobre as DCV do
que a cART, aumentando o risco cardiovascular por vdrios mecanismos: 1) inflamacao
persistente e ativacdo imune; 2) dano endotelial; 3) aumento da atividade trombodtica; 4)
maior estresse oxidativo; e 5) disturbios metabdlicos indiretos [(THE STRATEGIES FOR
MANAGEMENT OF ANTIRETROVIRAL THERAPY (SMART) STUDY GROUP et al., 2006)]. A
infeccdo pelo HIV-1 leva a ativacdo de vdrias vias inflamatdrias, causando a liberacdo de
citocinas e a expressdao de moléculas de adesdo endotelial que facilitam a adesdo e a
migragao de leucdcitos. Existe uma estreita relagao entre a disfungao endotelial e a ativagao
imune. Varias citocinas induzem ativacdo endotelial e alteram sua funcionalidade. Além
disso, o HIV-1 produz danos diretos nas células endoteliais, aumentando a permeabilidade

endotelial, favorecendo a apoptose e aumentando a expressdao de moléculas de adesdo,
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como a E-selectina, molécula de adesdo vascular 1 (VCAM-1) e molécula de adesdo
intracelular 1 (ICAM-1) (BELTRAN et al., 2015). A infeccdo pelo HIV-1, também, é
acompanhada de ativacdo imune determinada pela elevacdo de vdrios marcadores de
ativacdo em mondcitos e macréfagos e uma proporgdo aumentada de linfécitos T CD8
positivos ativados para o antigeno leucocitdrio humano (human leukocyte antigen, HLA)
HLA-DR*CD38* (MARTIN et al., 2013).

A Figura 3 sumariza a influéncia da ativacdo da resposta imune inflamatéria no risco

de DCV associado a infec¢ao pelo HIV-1.

Figura 3 - Influéncia da ativacao imunoldgica e resposta inflamatéria no risco cardiovascular
associado a infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1)

Coinfecgdes

Inflamagdo/
ativagdo imune
o\
I e

sy

HIV ARVs

AlteragGes metabdlicas

" Adipécitos

‘Disfunco vascular

_.“D

Doenga
cardiovascular

Efeito Negativo

Genético/Estilo de vida | Efeito Positivo

HIV: virus da imunodeficiéncia humana; ARVs: antirretrovirais.

Fonte: Adaptado de Béltran et al. (2015).

A infeccdo pelo HIV-1 per se pode causar anormalidades no perfil lipidico, incluindo
elevacdo dos triglicerideos (TG) e diminuicdo da fracdo lipoprotéica do colesterol de alta
densidade (HDL-C) (GRUNFELDT et al.,1992), cujas alteraces correlacionam-se com o grau

de imunossupressdao (KHIANGTE et al., 2007), além da elevacdo da pressdo sanguinea
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(RACHID et al, 2008; BONFANTI et al., 2010).

As citocinas contribuem como um dos mecanismos de modulacdo das desordens
lipidicas em pacientes com HIV-1 virgens de tratamento. Sabe-se da associagdo entre os
niveis plasmaticos de TG e interferon (IFN) -y circulante em PVHA, e que esse marcador
aumentaria os niveis de TG pela diminui¢cdo do clearance de TG assim como pelo aumento
da lipogénese hepatica e da sintese de lipoproteina do colesterol de densidade muito baixa
(VLDL-C) (GRUNFELDT et al., 1992).

Varios fatores contribuem para a elevada prevaléncia de alteragdes metabdlicas
observada em PVHA, tais como histéria familiar de dislipidemia, tempo e ao tipo de cART
utilizada, em especial os IP (FARHI; DE LIMA; CUNHA, 2008).

A dislipidemia esta sendo frequentemente observada em pacientes infectados pelo
HIV-1 em uso de cART, demonstrada pelas mudancas no perfil lipidico com aumento das
concentracdes de colesterol total, lipoproteina do colesterol de baixa densidade (LDL-C), TG
e diminuicdo de HDL-C, constituindo um perfil lipidico altamente aterogénico (VALENTE et
al., 2006). A patogénese da dislipidemia na infec¢do pelo HIV-1 é complexa e envolve fatores
relacionados ao virus, ao hospedeiro e a terapia antirretroviral, uma vez que nem todos os
pacientes em uso da cART apresentam disturbios metabdlicos (OH; HEGELE, 2007). Desta
maneira, a infec¢ao pelo HIV-1 e o tratamento com cART sao associadas ao aceleramento da
aterosclerose e aumento do numero de casos de infarto agudo do miocéardio (IAM)
(ESTRADA; PORTILLA, 2011).

Uma grande variedade de doencas cronicas apresenta o estresse oxidativo e
nitrosativo como parte da patogénese, incluindo a infeccdo pelo HIV-1. Acredita-se que
ocorréncia do estresse oxidativo em pacientes infectados pelo HIV-1 resulta na progressao
da doencga, assim como no desenvolvimento de doencas secundarias, tais como DCV,
resisténcia a insulina e SM. A combinacdo de hiperlipidemia, resisténcia a insulina e acumulo
de gordura visceral se assemelha a SM e levanta a preocupac¢do de que pacientes infectados
pelo HIV-1 em tratamento estdo mais susceptiveis de desenvolver DCV e DMT2 (KOTLER et
al., 1999; GOUGEON et al., 2004; VALENTE et al., 2006; VAN WIJK; CABEZAS, 2012;
INDUMATI et al., 2014).

A cART suprime a replicagdo viral abaixo do limite de detecgdo no plasma, promove a
recuperacdo e estabilidade da contagem de LT CD4* e diminui a inflamacdo e ativacdo da

resposta imune. No entanto, a replicagao viral persiste, provavelmente dentro dos érgaos
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linfoides e, esse nivel indetectavel de replicacdo viral contribui, em parte, para o aumento
dos niveis inflamatérios em PVHA tratados com cART (ECKARD et al., 2016).

Ha uma interacdo complexa de varios fatores, dentre eles, o HIV-1 e cART
apresentam efeitos diretos no tecido adiposo e fungdo hepdtica com dislipidemia
subsequente, lipodistrofia e resisténcia a insulina. Outro impacto direto inclui efeitos sobre
as células endoteliais e células do musculo liso vascular que conduzem a disfuncao endotelial
vascular e hipertensdo arterial sistémica (HAS) com subsequente aterosclerose e IAM. A
ativacdo imune continua e a replica¢do viral podem levar a uma ativacdao permanente de LT
gue também pode ser afetada por uma reativacdo de outros virus. A terapia cART e o HIV-1
podem, também, estimular um estado crénico de inflamacdo e ter uma complexa interacao
com fatores de coagula¢do (ECKARD et al., 2016).

Com a ativacdo imune persistente, ocorre alteracdo permanente da imunidade da
mucosa intestinal que permite a transloca¢ao bacteriana, cujas préprias bactérias e seus
produtos circulantes no plasma promovem aumento dos marcadores inflamatdrios. A
ativagdao imune persistente, apesar da viremia controlada, se deve pela imunidade inata com
ativacdo de macréfagos e células dendriticas, citocinas como o fator de necrose tumoral
(TNF)-a., interleucina (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-15, quimiocinas, proteinas de fase aguda
como proteina amiloide sérica A, proteina C reativa (PCR), elementos da cascata de
coagulacdo, tais como D-dimero e fator tecidual, elementos de fibrose com a ativacao das
enzimas matriz metaloproteinases (MMPs) e deposicdo de colagenase, além dos sensores
microbianos como as proteinas ligadoras de lipopolissacarideos e CD14 soluvel. E na
imunidade adaptativa, ocorre aumento do turnover e exaustao de LT (DOUEK, 2013).

Adultos africanos infectados pelo HIV-1 em supressdo viroldgica apds inicio da ARV
apresentam biomarcadores consistentes com maior disfuncdo endotelial quando
comparados aos controles ndo infectados, em que a disfuncdo endotelial estava associada a
forma soluvel do marcador CD163 (sCD163), mas ndo a IL-6 ou com espessura da intima
média da cardtida (cIMT, carotid intima media thickness). Esta evidéncia de disfuncao
endotelial em curso, apesar da supressdao viral, entre pacientes infectados pelo HIV-1
guando em comparagcdo com controles indica a presenca de disfuncdo endotelial antes do
inicio da ARV e que persiste apds a iniciagdo da mesma (DE GAETANO DONATI et al., 2004;
MOSEPELE et al., 2018). Outros marcadores como ICAM-1 e VCAM-1 persistem com niveis

elevados mesmo apds a supressdo viral, que corroboram o forte efeito do HIV-1 na



25

1 disfuncdo endotelial, mesmo apds prolongada supressdo e controle de multiplos fatores de
2 risco tradicionais de DCV e o uso de estatina (MOSEPELE et al., 2018).

3 A Figura 4 resume os mecanismos da aterosclerose associada a infeccdo pelo HIV-1, a
4  maioria dos quais interagem e amplificam outras vias na aterosclerose “comum”. A
5 aterosclerose que se desenvolve em PVHA compartilha importantes semelhangas com

6  aterosclerose em pessoas nao infectadas por este virus.

7
8
Figura 4 - Mecanismos que contribuem para doenca cardiovascular no individuo com
infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1)
Infeccdo pelo HIV
l ‘ l
ARV continua ?
Inicio precoce da ARV ?
Translocacdo Replicagdo viral
microbiana Imunodeficiéncia continua
< @5
A e
~ v 3
= 2
Imunidade inata/adaptativa:
Ativagdo imune
l Fatores de risco
tradicionais
Inflamagdo crénica Tabagismo
DMT2
e Dislipidemia Disfungéc:endotelial
Inflamag&o vascular
| | I
v
Doenga aterosclerética
cardiovascular
9

10 HIV: virus da imunodeficiéncia humana; ARV: antirretroviral; DMT2: diabetes mellitus tipo 2
11 Fonte: Adaptado de HSUE et al., (2019).
12
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1.5. HIV-1 e ATEROSCLEROSE

A aterosclerose é um processo inflamatdrio multifatorial, cronico e progressivo que
promove alteracdao nas paredes dos vasos sanguineos, caracterizada pelo acumulo de
macréfagos, mondcitos, células espumosas e linfécitos além da deposicdo de lipidios
oxidados nas artérias de grande e médio tamanho (PICONI et al., 2013; WILLIG; OVERTON,
2014; HANNA et al, 2015). Essa alteracdo que provoca a formacdo das placas e,
posteriormente, a DCV, é um processo patoldgico envolvido no IAM, AVE e doenca arterial
periférica crénica (DAPC). A progressdo da aterosclerose ocorre mais rapidamente em
pacientes infectados pelo HIV-1 do que em individuos controles, mesmo em pacientes com
viremia controlada (HSUE et al., 2012). Apesar dos fatores de risco tradicionais para DCV
serem mais prevalentes em PVHA, como HAS, tabagismo, dislipidemia e DMT2 (NOU et al.,
2016), existem outros mecanismos relacionados pela prépria infec¢ao pelo HIV-1 e pelo uso
da cART (BAKER et al., 2011; HSUE et al., 2012; LONGENECKER; HOIT, 2012).

Monécitos e macrofagos desempenham um papel central na génese e no
desenvolvimento da aterosclerose, como demonstrado na Figura 5. Assim, nas placas
aterosclerdticas, os macréfagos fagocitam as lipoproteinas modificadas, promovem a
secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas e mediam o efluxo de colesterol da
parede arterial. A infecgdo pelo HIV-1 aumenta a propor¢do de mondcitos CD14*/CD16*, pois
estes mondcitos CD14* exibem um fenétipo ativado com aumento da secrecao de citocinas
pré-inflamatdrios (BELTRAN et al., 2015).

Inflamacdo e a ativacdo imunoldgica também estdo associadas ao aumento da
atividade trombdtica, com a elevacdo de biomarcadores do sistema de
coagulacgdo/fibrindlise, como dimero D (um produto de degradacdo da fibrina), fator de von

Willebrand (VWF, Von Willebrand Factor) e fibrinogénio (FUNDERBURG, 2014).



1 Figura 5 - Mecanismos que contribuem para doenca cardiovascular no individuo com infeccdo pelo

2 virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1)
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HIV: virus da imunodeficiéncia humana; ROS: espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species);
HDL: lipoproteina de alta densidade (high-density lipoprotein); LDL: lipoproteina de baixa densidade
(low-density lipoprotein)

Fonte: Adaptado de JAWOROWSKI et al., (2019).
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11 A resposta imune persistentemente ativada resulta na inflamagdo cronica, que
12 associada ao envelhecimento precoce do sistema imune, a imunossenescéncia, promovem o
13 inicio e o desenvolvimento da aterosclerose (D’ABRAMO et al., 2014).

14 Além da resposta imune, o estresse oxidativo, que estd relacionado com a inflamacao
15 e com o aparecimento de lesdes aterosclerdticas precoces e marcadores do estresse
16  oxidativo sdo fatores de risco independentes na populacdo geral. PVHA apresentam niveis

17 mais elevados de lipoproteina de baixa-densidade oxidada (oxLDL, oxidized low-density
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liproprotein) e esta relaciona-se com aterosclerose subclinica na infec¢do pelo HIV-1
(HILEMAN et al., 2016).

A cIMT, avaliada pelo modo-B da ultrassonografia da cardétida por doppler (USGD), é
um método ndo invasivo e barato, que ndo submete o paciente a radiagao e facilmente
reproduzivel, que pode avaliar a presenca de aterosclerose subclinica (LONGENECKER; HOIT,
2012; NEZU et al., 2016). Sabe-se que a cIMT esta associada a outras doengas crénicas como
Artrite Reumatoide, Arterite de Takayasu e infec¢des cronicas, e a varios fatores como
envelhecimento, altera¢des vasculares e prevaléncia de DCV (KUMEDA et al., 2002;
LEINONEN; SAIKKU, 2002; NUMANO et al., 2006; PAPITA et al., 2011; D’ABRAMO et al.,
2014).

LesBes ateroscleréticas predominam em areas de baixa tensdo de cisalhamento que
geralmente dependem do fluxo sanguineo como a bifurcacdo das carétidas. Esse processo
promove aterosclerose por varios mecanismos como o comprometimento da fungao
endotelial, aumento da absorcdo endotelial de LDL-C e aumento da trombogenecidade da
placa (BAKER et al., 2011; HSUE et al., 2012; D’ABRAMO et al., 2014). Dessa forma, PVHA,
em tratamento ou ndo, apresentam progressao mais rapida da aterosclerose medidas por
cIMT. No entanto, alguns resultados tem sido conflitantes (PACHECO et al., 2016) e
necessitam ser melhor investigados.

Um estudo prévio revelou que a infec¢do pelo HIV-1 promove um aumento de 1,5a 2
vezes no risco de morte por IAM que permanece apds controle dos fatores de risco
tradicionais para DCV (WILLIG; OVERTON, 2014) . A viremia do HIV-1 em curso é um fator de
risco para aterosclerose progressiva. Pacientes que permanecem em cARV continua (ou seja,
virologicamente suprimidos) apresentavam reducdo acentuada em desfechos
cardiovasculares do que aos pacientes que interromperam o tratamento (DURAND et al.,
2011). A viremia ndo controlada é independentemente associada com aterosclerose
progressiva (BAKER et al., 2011). Entretanto, mesmo com viremia controlada, a DCV
permanece elevada na populagcdo com HIV-1, embora estudos avaliando a cART demonstram
consistentemente um efeito benéfico da cART nos marcadores de aterosclerose (TORRIANI
etal., 2008).

Individuos infectados pelo HIV-1 apresentam, também, maior prevaléncia de fatores
de risco tradicionais de DCV associados com inflamagao, como uso de tabaco, substancias de

abuso, dislipidemia (TRIANT et al., 2007; KIM et al., 2012). A aterosclerose é um processo
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inflamatério com acimulo de macréfagos ativados, depdsito de lipidios oxidados e
formacdo de placa que contribuem para o IAM e acidente vascular encefalico (AVE)
isquémico (KITAGAWA et al., 2009).

Pacientes com infecgdo pelo HIV-1 tém taxas mais altas de DCV aterosclerdtica do
que a populacdo geral (CURRIER, 2008) e apresentam mais eventos cardiovasculares clinicos,
como doenga coronariana e doenca arterial periférica (CURRIER et al., 2003; TRIANT et al.,
2007; ISLAM et al.,, 2012), e dano cardiovascular subclinico como aumento da cIMT,
calcificagdo coronariana, isquemia miocardica silenciosa ou disfun¢do endotelial. Além disso,
a incidéncia de AVE isquémico na populacdo infectada pelo HIV-1 é consideravelmente alta,
particularmente em adultos jovens (CHOW et al., 2012; SICO et al., 2015). Por outro lado, a
idade média da populagdo com HIV-1 estd aumentando devido a eficdcia da cART, com
aumento da expectativa de vida, favorecendo o desenvolvimento de comorbidades
associadas a idade, muitas das quais relacionadas a DCV, como DMT2, HAS e doenga renal
cronica.

Além do envelhecimento cronoldgico, acredita-se que os pacientes com HIV-1
vivenciam o envelhecimento bioldgico acelerado, contribuindo para o desenvolvimento
precoce de comorbidades relacionadas a idade (DEEKS; PHILLIPS, 2009). Os pacientes com
infeccdo pelo HIV-1 tém maior prevaléncia de comorbidades ndo infecciosas comumente
observadas em idosos, como DMT2, DCV, osteoporose e doenca renal cronica (GUARALDI et
al., 2011). Observa-se uma mudanc¢a nos padroes de morbimortalidade entre individuos
infectados pelo HIV-1, com predominio de comorbidade ndo relacionadas a aids, em que a
DCV desempenha um papel central.

Um estudo de meta-analise recente, que avaliou a taxa de DCV na populagao global
com HIV-1, estimou que a taxa de DCV foi 60 por 10.000 pessoas/ano, comparavel a outros
grupos de alto risco cardiovasculares, como DMT2. Além disso, PVHA tinham risco de DCV
duas vezes maior, com maior impacto observado na Africa Subsaariana. A carga global de
DCV atribuiveis a infeccdo pelo HIV-1 triplicou nas ultimas décadas, principalmente em
paises de baixa renda, resultado do aumento na prevaléncia do HIV-1, morbidade e
mortalidade da DCV. A prevaléncia do HIV-1 varia por regido, sendo maior na Africa
Subsaariana e na Asia. A DCV é responsavel por mais de 10% mortalidade nessa regido, com
taxas comparaveis aos paises desenvolvidos. Consequentemente, a regido Subsaariana

responde por metade dos anos de vida perdidos por incapacidade devido a DCV atribuivel ao
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HIV-1. E a estratificacdo de risco e identificagdo de pacientes em alto risco de DCV sao
desafiadoras, uma vez que os escores de risco apresentam um desempenho ruim, pois

subestimam o risco na populacao infectada (SHAH et al., 2018; FEINSTEIN et al., 2019).

1.6.  ESPESSURA DA iNTIMA MEDIA DA CAROTIDA (CIMT)

A medida das camadas intima e média da artéria cardtida comum, conforme
determinado pela USGD modo B de alta resolugao, é reconhecida como uma ferramenta util
para a identificacdo precoce da aterosclerose sistémica (LORENZ et al., 2007a, 2012; POLAK;
O’LEARY, 2016; SANTOS; DOS SANTOS NETO; SANTOS, 2018). A avaliagdo da cIMT é um
método simples, vidavel e econbmico para avaliar a aterosclerose sistémica e o risco
cardiovascular em adultos (BALDASSARRE et al., 2000). Sua espessura é um fendtipo
intermediario de aterosclerose precoce, cujas medidas ultrassonicas correlacionam-se bem
com as histoldgicas (PIGNOLI et al., 1986).

A avaliagdo da cIMT pode identificar individuos com risco de eventos
cardiovasculares futuros (STEIN et al., 2013; POLAK; O’LEARY, 2016). Medidas aumentadas
sdo associadas a fatores de risco vasculares (CHAMBLESS et al., 1997) e a presenca de
aterosclerose mais avancgada, incluindo doenca arterial coronariana (ROSVALL et al., 2005;
LORENZ et al., 2007b). Na auséncia de placa aterosclerdtica, o exame de USGD exibe a
parede vascular como um padrdo regular que se correlaciona com as camadas anatémicas. A
porcdo intima-média desse padrdo é representada pela drea de tecido que comeca na borda
luminal da artéria e termina na fronteira entre a média e a adventicia. Com o aumento da
idade, esse padrdo mostrou espessar de maneira uniforme em segmentos arteriais retos.
Espessamento da intima-média é acelerado e aumentado na presenca de fatores de risco de
aterosclerose. Fases posteriores da aterosclerose (placa, estenose, oclusdo) também podem
ser identificadas por exames de USGD, na auséncia ou coincidentes do aumento da cIMT.

Na caracterizacdo pela USGD nota-se: 1) cIMT é um padrdo de dupla linha paralela,
gue consiste nas bordas principais de dois limites anatémicos: as interfaces lUmen-intima e
media-adventicia (caracterizado na Figura 6), 2) a placa é uma estrutura focal que invade o

[imen arterial de pelo menos 0,5 mm ou 50% do valor de cIMT circundante, ou demonstra
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uma espessura de 1,5 mm como medido da interface média-adventicia para a interface

intimo-luminal (TOUBOUL et al., 2012).

Figura 6 - Demonstragdo das camadas intima, média e adventicia da artéria carétida interna
ao exame de ultrassonografia pelo Doppler

Yasc/DIA STUDIH
L10-5/CHS8
" DR55/M2/P
G88/E2100%
IMT DXT 3 Mi1.5 Tis0

A espessura da intima-média da cardtida (cIMT) medida pelo padrdo de dupla linha paralela, ao
longo de 10 mm de comprimento de um segmento arterial retilineo. A linha amarela representa a
camada intima média e a linha vermelha representa a camada adventicia.

Fonte: Adaptado de Gaarder et al. (2015).

Como representado na Figura 7, a medida da cIMT é realizada dentro de uma regido
livre de placa, em linha dupla claramente identificada. 1) A cIMT deve ser medida
preferencialmente na parede oposta da artéria carétida comum (ACC) a, pelo menos, 5 mm
abaixo de sua extremidade. 2) A cIMT pode ser medida na bifurcacdo carotidea ou no bulbo
da artéria carétida interna (ACI) em uma regido livre de placa. 3) Ao longo de 10 mm de
comprimento de um segmento arterial reto, é necessaria uma aquisicdo de imagem de alta
qualidade para medicdes seriadas reproduziveis. Em caso de tortuosidade do vaso, as
medidas de cIMT s6 sdo possiveis em um segmento de vaso mais curto, especialmente na
bifurcacdo carotidea ou no bulbo da ACI. 4) Para placa: espessura maxima requer

demonstracdo de dois angulos diferentes, em vistas longitudinais e transversais.
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Figura 7 - Representac¢do esquematizada da arvore carotidea

Blfurcagdo e origem da
artéria carétida interna

Artéria cardtida comum

Medigdo de placa e da espessura da intima-media da carétida (cIMT) de acordo com o consenso de
Mannheim. Em (1) espessura > 1,5 mm; (2) invasdo do limen> 0,5 mm; (3, 4) > 50% do valor cIMT

circundante.

Fonte: Adaptado de: Mannheim Carotid Intima-Media Thickness and Plaque Consensus (2004—2006—
2011).

A relacdo entre cIMT e eventos cardiovasculares é continua, e determinar um limiar
para alto risco CV é bastante estudado. Embora um cIMT > 0,9 mm tenha sido considerado
alterado, e correlaciona-se com anormalidades existentes (MANCIA et al., 2013; GUPTA et
al., 2018; WIILIAMS et al., 2018), seu limite superior varia com a idade. Pode-se classificar a
cIMT como IMT < 0,9 mm, sendo valores considerados valores normais, e cIMT patoldgico
como IMT 20,9 mm (D’ABRAMO et al., 2014; WILLIAMS et al., 2018).

Outros estudos estabeleceram diferentes niveis de cut-off, como valores de cIMT
>1,0 mm foram considerados patoldgicos (BONGIOVANNI et al., 2008), sendo fatores

associados como: idade, sexo masculino, hipertrigliceridemia e aumento dos niveis de
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glicose. J4 Pirs e colaboradores (2014) consideraram como alterada cIMT >0,8 mm, com base

em estudos prévios (O’LEARY et al., 1999).

1.7.  ESPESSURA DA iNTIMA MEDIA DA CAROTIDA (CIMT) EM PACIENTES cOM HIV-1

A cIMT é considerada um marcador para DCV aterosclerdtica e seu aumento
proporcional é associado a um numero de eventos cardiovasculares em pacientes nao
infectados pelo HIV-1. Estudos mostram que a espessura da cIMT de pacientes infectados
pelo HIV-1 foi maior do que em individuos controles (VAN VONDEREN et al., 2009; KRIKKE et
al., 2017). No entanto, ndo observaram diferenca comparando criangas e adolescentes
infectados pelo HIV-1, em supressdao virolégica, quando comparados com controles
(LONGENECKER et al., 2017).

As modificagbes da cIMT sao resultados do dano inicial aos vasos, permitindo a
penetracao de células inflamatdrias nas paredes arteriais; o aumento progressivo da intima-
média esta associado com maior probabilidade de DCV, e ainda ndao ha correlagdo com
escores de risco cardiovascular como o escore de risco ASCVD (Atherosclerotic
Cardiovascular Disease, doenca aterosclerética cardiovascular) e o Escore de Risco
Framingham (FRS, Framingham Risk Score) (MOSEPELE et al., 2017). Paciente tratados com
ARV apresentam cIMT significativamente mais espessa do que os pacientes virgens de
tratamento. As altera¢cdes nos parametros metabdlicos, como a homocisteina, sdo mais
intensas em pacientes tratados, sugerindo um processo metabdlico decorrente das ARVs
(PICONI et al., 2013).

A espessura da intima média estd aumentada em condigdes inflamatdrias infecciosas
cronicas, explicada pelo fato de que os receptores toll-like receptors (TLRs), que sao
moléculas que reconhecem moléculas expressas pelos patdégenos, sdo envolvidos na
patogénese da aterosclerose (ERRIDGE, 2009). Em particular, a expressdao do TLR2 e TLR4
estd aumentada em placas ateroscleréticas e associada a infiltracdo de células inflamatérias
na parede arterial, assim como a progressdo da doenca aterosclerética (ERRIDGE, 2009).

A infeccdo cronica pelo HIV-1 pode levar ao endotélio vascular a danificar e aumentar
a espessura da parede do vaso (PAPITA et al., 2011). Em uma coorte multicéntrica, um grupo

de pacientes infectados pelo HIV-1 apresentou valores mais baixos de cIMT do que os
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controles, caracterizados por serem mais velhos (> 50 anos) e sem tratamento, terem niveis
mais elevados de carga viral e baixas contagens de LT CD4*. Os valores mais baixos de cIMT,
apesar do aumento geral do risco de DCV aterosclerdtica, foram observados em individuos
com artrite reumatoide (HANNA et al., 2015), cenario ainda em discussao.

Resultados conflitantes tém sido relatados por estudos que investigaram a relacado
entre a infeccdo pelo HIV-1 e exposicao aos ARVs com a cIMT. Um grupo brasileiro
comparou pacientes infectados pelo HIV-1 virgens de tratamento, infectados em cART e ndo
infectados pelo HIV-1, para determinar a associacdo entre exposicdo a ARV, a prdpria
infeccdo pelo HIV-1 e ao risco de aterosclerose. No entanto, o estudo ndo evidenciou
qualquer associacdo entre uso e duracdo de cART, infeccdo por HIV e cIMT > 1 mm.
Possivelmente, o impacto do tratamento do HIV-1 nos parametros metabdlicos podem levar

mais tempo para traduzir-se em mudancas na cIMT (BONGIOVANNI et al., 2008).

1.8. MARCADORES INFLAMATORIOS E ANTI-INFLAMATORIOS NA INFECCAO PELO HIV-1 E A CIMT

Existem evidéncias que apoiam o papel da inflamacdo e da ativacdo e disfuncdo
endotelial no desenvolvimento da formacdo de placas e na progressdo da aterosclerose.
Niveis elevados da citocina pro-inflamatéria IL-6 e da PCR estdo associados a aterosclerose
subclinica e sdo preditivos de eventos cardiovasculares. Além disso, o TNF-a tem sido
implicado na disfungdo miocdrdica apds sindromes coronarianas agudas, e seus niveis
mostraram-se mais elevados em pacientes que tiveram IAM. Da mesma forma, os niveis
VCAM-1 e ICAM-1 sollveis, bem como niveis de fator de vVWF sdo associados com aumento
da ativacdo de células endoteliais na aterosclerose (CHOW et al., 2016).

Individuos infectados pelo HIV-1 tém um risco maior de aterosclerose subclinica e
eventos cardiovasculares, mesmo entre aqueles com niveis suprimidos de carga viral em
comparacdo com pessoas nao infectadas (TRIANT et al., 2007; HANNA et al., 2015; SICO et
al., 2015). Os mecanismos responsdveis por esse aumento do risco associado ao HIV-1
podem incluir ativagdo imunoldgica, efeitos colaterais metabdlicos da cART e uma maior
prevaléncia de fatores de risco tradicionais para DCV entre pessoas infectadas pelo HIV
(SUBRAMANYA et al., 2019). Estudos relatam associacbes entre os niveis de PCR, IL-6,

receptores sollveis do TNF-a tipo 1 e tipo 2 (STNFR1 e sTNFR2) e biomarcadores de ativacao
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de monocitdria como CD14 soluvel (sCD14), CD163 soluvel (sCD163), quimiocina CC ligante 2
(CCL2) e D-dimero com DCV subclinica independentemente dos fatores de risco
cardiovasculares tradicionais (LONGENECKER; SULLIVAN; BAKER, 2016; SUBRAMANYA et al.,
2019). Apesar disso, ainda é incerta a relagdao dos marcadores de ativagdo monocitdria com a
cIMT (SUBRAMANYA et al., 2019).

Recentemente, Vos e colaboradores em estudo de meta-andlise, evidenciaram a
relacdo do papel da inflamacgdo, da DCV e a cIMT com a infec¢do pelo HIV-1. Embora tenha
sido observada uma associacdo entre marcadores pro-inflamatérios (PCR, IL-6 e D-dimero) e
DCV, ndo foi encontrado associacdo entre os marcadores proé-inflamatdrios e cIMT (VOS et

al., 2016).

1.8.1. ADIPONECTINA

Durante muitas décadas, o tecido adiposo foi considerado um compartimento de
corpo inerte cujo Unico papel era o isolamento térmico do corpo e armazenamento de
energia na forma de triacilglicerdis. Posteriormente, o tecido adiposo foi reconhecido como
um importante d6rgdo enddcrino e paracrino que produz centenas de proteinas como as
adipocinas: adiponectina, leptina, resistina, as citocinas fator de necrose tumoral (TNF)-a e
IL-6, fatores de coagulacdo como inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (Plasminogen
activator inhibitor-1, PAI-1), além do peptideo natriurético atrial e angiotensinogénio
(KERSHAW; FLIER, 2004; NTAIOS et al., 2013; ANDEL; HEIJBOER; DRENT, 2018).

As adipocinas podem desempenhar um papel importante na patogénese da SM
associada ao HIV e podem estar associadas direta ou indiretamente na doenca. Evidéncias
recentes sugerem que a proteina C reativa (PCR), IL-6, IL-18, adiponectina e leptina podem,
independentemente, contribuir para o risco de DCV tanto em pacientes nao infectados pelo
HIV, como em pacientes infectados (FALASCA et al., 2007, 2010). Pacientes em cART com
alto risco cardiovascular tém niveis plasmaticos aumentados de leptina, IL-6, IL-18 e cistatina
C e diminuidos de adiponectina.

Na obesidade e sindrome metabdlica, um estado altamente inflamatdrio é induzido
pela infiltracdo de células inflamatdrias no tecido adiposo tecido, especialmente macréfagos
ativados. Nestas condi¢Oes, o tecido adiposo produz adipocinas pré-inflamatérias, como

TNF- a, IL -6, proteina quimiotdtica-1 de mondcitos (monocytes chemotactic protein-1 MCP-
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1), lipocalina-2 e resistina, que induzem a aterosclerose. Nesses circunstancias, a producao
de adiponectina é marcadamente reduzida (YANAI; YOSHIDA, 2019).

A adiponectina, secretada principalmente pelo tecido adiposo, circula através de trés
isoformas: baixo peso, médio e alto peso molecular, sendo a de alto peso molecular a mais
biologicamente ativa das trés (ANDEL; HEIJBOER; DRENT, 2018) e corresponde a 0,01% das
proteinas plasmaticas (YANAI; YOSHIDA, 2019).

A figura 8 demonstra como a adiponectina pode reduzir as reac¢des inflamatodrias, que
podem melhorar a resisténcia a insulina. As propriedades anti-inflamatérias da adiponectina
sdo provavelmente o principal componente de seus efeitos benéficos para aliviar a

resisténcia a insulina e doencas vasculares (YANAI; YOSHIDA, 2019).

Figura 8 - Possiveis mecanismos para o metabolismo da glicose mediado pela adiponectina

Protegao Adiponectina

<

Piancreas

(células beta) iNOS, NADPH l

e

Estresse oxidativo | 1
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Ve Absorcio de glicoset

e
| INEF-a, IL-6, etc ” Tecido adiposo
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|
| AMPK, PPAR-o. |

| AMPK, PPAR-«. |
/ \_/4@) de acidos graxos e glicose T

TN Armazena‘m’er‘ltol
Gliconeogénese l — lipidico
Glicogenolise 1
Figado  Armazenamento 1 Mtisculo esquelético

lipidico
AMPK, proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina; IL-6, interleucina-6; iNOS, éxido
nitrico sintase induzivel; NADPH, fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo; PPAR-y,

peroxissoma receptor-y ativado por proliferador, TNF-a, fator de necrose tumoral-a.

Fonte: Adaptado de Yanai (2019).
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Os niveis de adiponectina aumentam pela influéncia do receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gama (peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-y.
Antagonistas do PPAR-y como o fator de transcricdo k B (nuclear factor kappa B, NFkB), inicia
downregulation de adiponectina mediada por TNFa. Essa downregulation do PPAR-y através
de TNFa é um fendmeno cronico na obesidade que promove baixos niveis de adiponectina
(ANDEL; HEIJBOER; DRENT, 2018).

O aumento do risco de aterosclerose carotidea entre individuos com baixo nivel de
perfil anti-inflamatdrio sugere que niveis baixos de adiponectina é associada a dano vascular
e que individuos com menores niveis também tém HDL-C menor e maior TG. Acredita-se que
ocorra defeito na resposta anti-inflamatdria durante os primeiros anos da infec¢ao pelo HIV-
1, gerando um estado proé-inflamatério que perpetua-se com o tempo, promovendo um
declinio progressivo na resposta anti-inflamatdria (DESVARIEUX et al., 2013).

As adipocinas exercem agoes diretas na fungdao endotelial, homeostase vascular e
aterogénese (YANAI; YOSHIDA, 2019). Como demonstrado nas figuras 8 e 9, a adiponectina
tem propriedades anti-inflamatdrias, antiaterogénicas e sensibilizadoras de insulina. Ela
protege contra a aterogénese modulando a ligacdo cruzada entre as células endoteliais e
plaquetas, estimulando a producdo de éxido nitrico (NO) e inibindo o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF). Em adultos ndo infectados pelo HIV, foi observada uma
correlagdo inversa entre excesso de peso e obesidade central e niveis plasmaticos de
adiponectina (KATSIKI; MANTZOROS; MIKHAILIDIS, 2017; ANDEL; HEIJBOER; DRENT, 2018;
ORLANDO et al., 2019) e baixos valores plasmaticos de adiponectina estdo associados a
varios fatores de risco cardiovasculares como HAS, resisténcia a insulina e SM ( TRUJILLO;
SCHERER, 2005; ANDEL; HEIJBOER; DRENT, 2018; ORLANDO et al., 2019).

Além dos marcadores pré-inflamatdrios classicos, baixos niveis de adiponectina sao
associadas ao DMT2, HAS e DCV em individuos obesos, e correlacionadas com cIMT.
Adiponectina exerce cardioprote¢do por meio de diferentes mecanismos antiapoptoéticos e
antioxidantes, protecdo da disfuncdo endotelial e aumento da sensibilidade a insulina
tecidual. Além disso niveis baixos de adiponectina podem indicar acumulo de gordura
visceral. Em pacientes com HIV-1, sua producdo é reduzida devido a interagdo do efeito viral

direto, antirretrovirais e lipodistrofia (LUl et al., 2017).
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Baixos niveis plasmaticos de adiponectina sdo associados de forma independente a

progressao precoce para aterosclerose. Além disso, adiponectina foi inversamente associada

a um maior aumento da cIMT, independentemente dos fatores de risco tradicionais (HUI et

al., 2014). Assim, a adiponectina tem o potencial de servir como um marcador da progressao

da cIMT e ajudar a identificar precocemente aqueles individuos que estdo em alto risco de

desenvolver doenca aterosclerética (GASBARRINO et al., 2016).

Figura 9 - Possiveis efeitos antiaterosclerdticos da adiponectina e melhora do metabolismo

lipidico e da glicose pela adiponectina
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Fonte: Adaptado de: Yanai (2019).
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2. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de terapia cART mais toleravel mudou o cendrio da infecgdo pelo
HIV-1: a doenga viral com alta mortalidade transformou-se numa condi¢dao crénica e
manejavel, e a expectativa de vida aumentou, o que promoveu imensa mudang¢a nos
cuidados do PVHA. Tais pacientes com a infeccdo crénica, e mesmo com uso de cART, vivem
em um acelerado e acentuado processo inflamatério e metabdlico que promovem o inicio
dos eventos ndo relacionados a aids, como a DCV (APPAY; KELLEHER, 2016).

Com o aumento da expectativa de vida nos PVHA causado pela cART, os fatores como
tabagismo, habitos de vida e caracteristicas sociodemograficas tornaram-se de extrema
importancia. Como consequéncia do envelhecimento diagnostica-se mais frequentemente
comorbidades como DMT2, HAS, obesidade e DCV. Inicialmente, acreditava-se que apenas o
uso de cART da classe dos IPs era a causa primaria da DCV, pelas complicagdes no
metabolismo de lipideos levando a dislipidemias. Hoje, sabe-se que a prépria infec¢ao pelo
HIV-1 estd independentemente associada ao aumento do risco cardiovascular e, apesar da
supressdo viral, eventos cardiovasculares associados a aterosclerose (IAM, AVE, DAPC)
ocorrem com maior frequéncia na populacdo infectada pelo HIV-1 do que na populacdo em
geral (ECKARD et al., 2016).

Além disto, sabendo que a resposta inflamatéria apresenta grande variabilidade
individual e que é geneticamente determinada (WATERER; WUNDERINK, 2003), os
resultados obtidos em estudos prévios, realizados em populacdes com diferentes
caracteristicas genéticas, ndo podem ser generalizados para outras populagdes,
principalmente para a populacdo brasileira, considerada uma das mais geneticamente
heterogéneas do mundo (PENA et al., 2011). A determinagdo do perfil inflamatério, anti-
inflamatério e metabdlico e sua associacdo com a evolucdo da doenca ateromatosa
carotidea, pode indicar terapéuticas mais precoces e eficazes na prevencdo e tratamento de
DCV em PVHA. Entretanto, ha controvérsias quanto ao inicio de terapia para prevencdo de
DCV, que sdo provenientes de estudos realizados na populacdo em geral. O FRS é
considerado um dos métodos de referéncia, cujas evidéncias atuais relatam um risco
subestimado por essa metodologia (PARRA et al., 2010; LAMBERT et al., 2016).

Enquanto a associacdo entre marcadores proinflamatérios e a aterosclerose de

cardtida tem sido amplamente investigada em diferentes populacdes, os relatos se as
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moléculas anti-inflamatdrias também estariam associadas com a cIMT s3o escassos e com
resultados conflitantes. Até presente data, ndo se tém registro de estudos que relatam a
associacdo entre marcadores inflamatérios, anti-inflamatdrios e metabdlicos com as
alteragdes na cIMT visualizadas por USGD em PVHA na populagao brasileira. Apesar de ser
um procedimento de custo acessivel, a USGD é operador dependente e pode ndo estar
disponivel e acessivel em todos os servicos de salde que atendem PVHA. Portanto, a
identificacdo de marcadores inflamatadrios, anti-inflamatdrios e metabdlicos que apresentem
associacao com a presenca e cIMT visualizada no USGD podera contribuir para o diagndstico
mais rapido e mais acessivel de aterosclerose subclinica nestes pacientes que poderdo se
beneficiar com estratégias terapéuticas personalizadas que levem em consideragdo o perfil
inflamatdrio e metabdlico do individuo. Portanto, com o aumento da expectativa de vida
destes pacientes, é muito importante propor uma avaliacdo sistematica e precoce dos riscos
para eventos cardiovasculares nesta populagao.

Embora seja um procedimento de custo acessivel e ndo invasivo, a USGD pode ndo
estar disponivel em todos os servigos de saude que atendem PVHA. Portanto, a identificacao
de biomarcadores laboratoriais, como a adiponectina, que estdo associados a cIMT, pode
contribuir para o diagndstico mais rdpido e acessivel quanto ao custo e métodos disponiveis
comercialmente, da aterosclerose subclinica nesses pacientes, que podem se beneficiar de
estratégias terapéuticas personalizadas mais precoces e eficazes na prevengao e tratamento
de DCV em individuos com infeccdo pelo HIV-1. Com o aumento da expectativa de vida
desses pacientes, é muito importante propor uma avalia¢do sistematica e precoce dos riscos

para eventos cardiovasculares nessa populagao.
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3. OBIETIVOS

3.1.

3.2.

OBJETIVO GERAL

Analisar a associacdo entre marcadores da resposta inflamatdria, anti-inflamatodria e
metabdlica com a doenca carotidea aterosclerdtica subclinica em um grupo de pacientes
infectados pelo HIV-1, atendidos no Ambulatério de Especialidades do Hospital

Universitario da Universidade Estadual de Londrina (AEHU/UEL).

OBIJETIVOS ESPECiFICOS

Determinar os niveis circulantes de marcadores inflamatdrios, anti-inflamatoérios e

metabdlicos em um grupo de pacientes infectados pelo HIV-1 e controles saudaveis;

Determinar a cIMT e o grau de estenose em um grupo de pacientes infectados pelo HIV-

1 avaliados pelo USGD de carétidas internas;

Determinar a associa¢do entre as alteragdes na resposta inflamatéria, anti-inflamatéria e
metabdlica com a aterosclerose de carétidas internas avaliadas por USGD, segundo a

cIMT e o grau de estenose em pacientes infectados pelo HIV-1;

Determinar a associagdao entre a cIMT e grau de estenose de carétidas internas com o
tempo de doencga, cART, carga viral do HIV-1 e contagem de células T CD4* do paciente

infectado pelo HIV-1.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL), e, 23/11/2017,
Parecer n. 2.395.912, registrado com o numero CAAE 73545417.0.0000.5231 (Anexo 1).
Todos os pacientes que consentiram a sua participacdo voluntaria no estudo assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1). Na impossibilidade de o
paciente manifestar seu consentimento, sua participacdo foi autorizada pelos seus

responsaveis por meio da assinatura do TCLE.

4.2. DELINEAMENTO

Inicialmente, foi realizado um estudo observacional e transversal em dois grupos de
individuos, sendo um grupo de PVHA e outro de individuos controles saudaveis, em que os
marcadores inflamatérios, anti-inflamatérios e metabdlicos foram descritos e comparados.
Posteriormente, estes marcadores foram avaliados no grupo de PVHA categorizados de

acordo com os resultados obtidos na USGD.

4.3. PoPULACAO
Em um periodo de 12 meses a partir da aprovacdo do presente estudo, foram
inseridos individuos adultos, ambos os sexos e com diagndstico de infec¢do pelo HIV-1 ou

aids ha, pelo menos cinco anos, em tratamento com cART, acompanhados no AEHU/UEL.

4.4. AMOSTRA

Trata-se de uma amostra consecutiva, de conveniéncia de tempo e local, com a
inclusdo, prospectiva 49 pacientes com diagnéstico de infecccdo pelo HIV-1, segundo o
protocolo brasileiro (BRASIL, 2018) e com tempo de doenca de pelo menos cinco anos,
atendidos no AEHU/UEL. Todos os pacientes estavam em tratamento com cART, ha, pelo
menos cinco anos. Os pacientes estavam sem sintomas de aterosclerose. Como grupo

controle, foram utilizadas as amostras de material bioldgico de 84 controles saudaveis que
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foram previamente inseridos no projeto de pesquisa aprovado em 20/12/2011, pelo
CEP/UEL (Parecer 294/2011, CAAE: 0250.0.268.000-11, Folha de Rosto: 462193, cadastrado
na PROPPG n.08103, iniciado em 27/08/2012 e finalizado em 31/07/2015). Estes individuos
foram constituidos por doadores de sangue fidelizados do Hemocentro Regional de Londrina
e individuos saudaveis da populacdo em geral que ja assinaram o TCLE para o projeto de

pesquisa citado.

4.5.  CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os pacientes e controles: a) que apresentaram processo inflamatorio
ou infeccioso em tratamento no momento da avaliacdo (incluindo doenca autoimune,
infeccdo aguda ou crénica de origem bacteriana ou viral como pneumonia, infecgao do trato
urindrio; b) em uso cronico de corticosteroides ou imunossupressores; c) portadores de
doenga renal cronica, hepatopatia cronica, incluindo infeccdao pelos virus da Hepatite B
(HBV) e infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV), neoplasias e doengas neurodegenerativas;
d) com doenca aterosclerética estabelecida como doencga arterial coronariana, AVE, DAPC;

e) pbs-operatério imediato e f) trauma nos ultimos 30 dias.

4.6. DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E DE EPIDEMIOLOGICOS

As informacgdes sobre os dados demograficos, fatores de estilo de vida e histéria
médica foram obtidas por meio de uma avalia¢do clinica com a aplicagdao de um questiondario
padrdo (Apéndice 2) respondido pelo paciente ou por seus responsaveis. Os dados foram,
também, obtidos por meio de consulta aos prontudrios médicos e a base de dados LABHOS
do Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do HU/UEL. A duracdo da doenca e as terapias
utilizadas foram registradas para cada paciente. Os participantes foram questionados quanto
ao uso de medicamentos hipolipemiantes, anti-hipertensivos, hipoglicemiantes e uso
suplementos antioxidantes e consumo de alcool. O peso corporal foi medido com
aproximacdo de 0,1 quilograma (kg) utilizando uma balanca eletronica, com os individuos
vestindo roupas leves, sem sapatos e no periodo da manha. A altura foi medida com uma
aproximacdo de 0,1 centimetro (cm) por meio de um estadiometro. O indice de massa
corporal (IMC) foi calculado como peso (kg) dividido pela altura (m) ao quadrado. A
circunferéncia abdominal foi mensurada e expressa em cm. Trés afericbes de pressao

arterial foram realizadas com um intervalo de um minuto com o paciente sentado. A média
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destas aferi¢des, expressas em mmHg, foi utilizada na andlise dos dados. PAS 2130 mmHg e
PAD 290 mmHg ou uso de anti-hipertensivo foram os critérios considerados para definir
HAS (JAMES et al., 2014). Presen¢a de DMT?2 foi definida como glicose em jejum 2126 mg/dL,
ou hemoglobina glicada (HbAlc) 26,5% e/ou o uso de medicamentos antidiabéticos
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; JOHNSON et al., 2019). Dislipidemia foi definida
pela presenca de uma ou mais das concentragdes anormais de lipideos no soro, como
colesterol total 2200 mg/dL, LDL-C >130 mg/dL; HDL-C <40 mg/dL (NATIONAL CHOLESTEROL
EDUCATION PROGRAM (NCEP) EXPERT PANEL ON DETECTION, EVALUATION, 2002).

4.7. DADOS DE IMAGEM

O exame de USGD de cardétidas foi realizado no HU/UEL, utilizando-se o equipamento
Siemens Acuson X300 Color Doppler Machine (Siemens, Alemanha). Todos os pacientes
foram avaliados pelo mesmo examinador, colaborador deste estudo. Foram avaliadas da
espessura da camada intima, o grau de estenose e presenca de placa nas ACI direita e ACI
esquerda. Os resultados foram expressos pela média dos dados obtidos em ambos os vasos,
sendo a cIMT expressa em mm, o grau de estenose expresso em %. Considerou-se como
presenca de placa quando o grau de estenose era > 50% ou 2 1,5 mm, mesmo observados,
em apenas, um dos vasos avaliados. Os pacientes foram, também, categorizados de acordo
com a cIMT (< 0,9 mm e > 0,9 mm) (PIRS et al., 2014), grau de estenose (< 50% e > 50%) e

presenca de placa (= 1,5 mm ou > 50%) (WILLIAMS et al., 2018).

4.8. COLETA DE AMOSTRA BIOLOGICA E EXAMES LABORATORIAIS

Apds jejum de 12 horas, os pacientes foram submetidos a coleta de sangue venoso
em tubo de coleta a vacuo, sem anticoagulante e com anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). O soro e plasma foram obtidos apds centrifugacdo 10 min
2500 r.p.m. e armazenados no freezer —80 2C até o momento do uso.

Os exames laboratoriais foram realizados nos setores do LAC/HU, utilizando-se de
métodos padronizados e reagentes disponiveis comercialmente. Foram realizados contagem
de leucdcitos periféricos e plaquetas por método automatizado.

Os niveis plasmaticos de IL-6, TNF-a e IL-10 e adiponectina foram determinados por
imunofluorimetria (Novex Life Technologies, Frederick, USA) com plataforma Luminex

MAGPIX® (Luminex Corp., TX, USA). Os niveis de PCR foram avaliados pelo método
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automatizado de imunoturbidimetria ultrassensivel (usPCR) (Architech™, Abbott Laboratory,
Abbott Park, IL, USA).

Foram, também, analisados marcadores metabdlicos como niveis séricos de
colesterol total, triglicerideos, HDL-C, LDL-C e glicose por método automatizado
(Dimension™Dade AR Dade Behring, Deerfield, IL, USA) e niveis plasmaticos de insulina e
homocisteina por imunoensaio de microparticula com quimioluminescéncia (Architech™,
Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA).

A contagem de linfécitos T CD45*, T CD3*, T CD4* e T CD8* foi realizada pelo
método de citometria de fluxo (plataforma BD FACSCalibur® BD Bioscience, San Jose, CA,
USA). Os resultados foram expressos em células/mm3, segundo as recomendac¢des do
fabricante.

A quantificacdo do RNA do HIV-1 no plasma foi realizada por metodologia de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR, Polymerase chain reaction
quantitative real time) utilizando-se a plataforma Abbott, (Abbott Real Time HIV-1, Abbott
Molecular Inc. USA), segundo as recomendacdes do fabricante. Os valores foram expressos

como copias/mL e logio RNA do HIV-1.

4.9.  ANALISE ESTATISTICA

Anélises de tabelas de contingéncia (teste do x?) foram empregadas para verificar as
associacdes entre varidveis categéricas e grupos diagndsticos. O teste de Kolmogorov-
Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade da distribuicdo. A transformacao logaritmica
(Ln) de dados continuos foi utilizada na andlise quando as varidveis ndao estavam
normalmente distribuidas ou quando havia heterogeneidade de variancia, conforme
avaliado pelo teste de Levene. Avaliamos as diferengas nas varidveis continuas entre os
grupos usando analises de varidncia (ANOVA). As variadveis categdricas foram expressas
como numero absoluto (n) e porcentagem (%) e as varidveis continuas foram expressas
como média * erro padrao da média (SEM).

Além da andlise univariada, a associacdo com as variaveis significativas (p < 0,05) no
teste de ANOVA entre os grupos entre cIMT < 0,09 mm e > 0,9 mm foi avaliada usando trés
modelos diferentes de analise de regressdo logistica binaria automatica (stepwise)
controlada por covaridveis que poderiam confundir a associacdo de interesse. Além disso,

avaliamos a cIMT em dados continuos por regressao linear (stepwise), em duas etapas: Na
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primeira etapa, analisamos separadamente os dados sociodemograficos (modelo #1), a
presenca de comorbidades (modelo #2), metabdlicas (modelo #3), biomarcadores
inflamatdrios (modelo # 4) e dados associados a infeccdo pelo HIV-1 (modelo #5). Na
segunda etapa, avaliamos as varidveis significativas na primeira etapa, os demais dados
sociodemograficos e varidveis relacionadas ao HIV-1. A analise dos residuos padronizados foi
avaliada para cada modelo testado. Correlagcdo de Spearman foi empregada para verificar a
correlagdo entre cIMT, biomarcadores inflamatérios, anti-inflamatdrios e metabdlicos e
variaveis relacionadas ao HIV-1. Odds ratio (OR) e intervalo de confianca de 95% (IC)
também foram determinados. Todas as anadlises estatisticas foram realizadas usando o IBM
SPSS, versao do Windows 24. Os testes foram bicaudais e um nivel alfa de 0,05 indicou

resultados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos serdo apresentados e discutidos no artigo cientifico com o
titulo “Decrease levels of adiponectin in plasma of patients with HIV-1 infection are
associated with subclinical atherosclerosis”, que serd submetido a publicacdo em revista

internacional.
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Abstract

Introduction: The carotid intima-media thickness (cIMT) has been associated with
inflammatory and metabolic biomarkers in human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
infected patients; however, the association between cIMT and anti-inflammatory molecules
is scarce.

Objective: To evaluate the presence of subclinical atherosclerosis among HIV-1 infected
patients and to determine the association between cIMT values with classical cardiovascular
risk factors, inflammatory, anti-inflammatory and metabolic biomarkers, as well as with
factors associated with HIV-1 infection.

Subject and Methods: First, inflammatory, anti-inflammatory and metabolic biomarkers
were compared between 49 patients with HIV-1 infection on combined antiretroviral
therapy (cART) for, at least, five years, and 85 controls. Further, these biomarkers were
evaluated in HIV-1 patients categorized according to the cIMT (<0.9 or 20.9 mm) or the
presence of atherosclerotic plaque visualized on ultrasonography doppler of carotid.

Results: HIV-1 patients presented higher levels of high sensitivity C reactive protein (hsCRP)
(p=0.032), tumor necrosis factor (TNF)-a (p<0.001), interleukin (IL)-6 (p=0.006), IL-10
(p=0.003), triglycerides (p=0.001), and insulin (p<0.001), and low levels of adiponectin
(p<0.001), total cholesterol (p=0.015) and low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol
(p=0.024) than controls, after adjusted by covariates. The cIMT 20.9 mm or atherosclerotic
plaque in carotid arteries was observed in 24 (48.9%) patients. Low levels of adiponectin
were independently associated with cIMT >0.9 mm after adjusted by the possible
confounding variables [odds ratio (OR): 0.267, 95% confidence interval (Cl): 0.089-0.801,
p=0.019], and explained 18.7% of the cIMT variance. In addition, in linear modeling
regression, age (p=0.033) and current smoking (p=0.028) were positively associated with
cIMT, while adiponectin levels (p=0.008) were negatively associated with cIMT; moreover,
these three variables together explained 27.3% of cIMT variance.

Conclusion: These results showed the high frequency of subclinical atherosclerosis in HIV-1
patients, as well as the association between low levels of adiponectin with cIMT. Therefore,
adiponectin levels may be a good candidate for predicting subclinical atherosclerosis in the

management of HIV-1 patients in public health care, especially where USGD is not available.
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Keywords: HIV-1 infection, adiponectin, subclinical atherosclerosis, carotid intima-media

thickness, inflammation.

Introduction

The wide access to the combination antiretroviral therapy (cART) by persons infected
with human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) has provided a decline in the mortality
due to acquired immunodeficiency syndrome (aids)-related causes, providing a longer
survival for these individuals. In addition to this increased longevity, there are the effects of
age that increases the risk of comorbid chronic conditions, such as type 2 diabetes mellitus
(T2DM), hypertension, atherosclerosis, and cardiovascular diseases (CVD) (1-3). The HIV-1
infection per se with cART increases the risk of CVD; moreover, HIV-1-infected patients with
or without cART present a more rapid progression of atherosclerosis. Individuals with HIV-1
infection have higher carotid intima-media thickness (cIMT), and therefore, a higher
atherosclerotic burden compared to HIV-1 negative individuals (4,5).

Inflammation is one of the risk factors for CVD and untreated HIV-1 infection is an
example of chronic inflammation that can lead to atherosclerosis and metabolic alterations
increasing the risk of CVD (6,7). In addition, metabolic disorders increase the risk of CVD in
patients with HIV-1 infection. However, both in the general population and in HIV-1 patients,
CVD is a multifactorial process, which includes cART drugs, HIV-1 itself, host genetic and
environmental factors (8).

Evidence suggests that C-reactive protein (CRP), interleukin (IL)-6, IL-18, adiponectin
and leptin may independently contribute to the risk of CVD in both non-HIV-1 infected and
infected patients (9,10). Adiponectin is an adipocyte-derived secreted factor that exerts anti-
inflammatory and anti-atherogenic properties and is extensively studied (11-14). Low
plasma levels of adiponectin are associated with early progression to atherosclerosis and this
hormone was inversely associated with increase in cIMT, independently of the traditional
risk factors (15). Thus, adiponectin has the potential to serve as a biomarker of cIMT
progression and to help early identify those individuals who are at high risk of developing
atherosclerotic disease (16).

Previous studies in HIV-1 individuals have associated cIMT with inflammation and

immune activation (17-19). While the association between inflammatory biomarkers and
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carotid atherosclerosis has been widely investigated in different populations (reviewed by
VOS et al., 2016), reports with anti-inflammatory molecules in association with cIMT are
sparse.

To our knowledge, there is no record of studies reporting the association between a
set of inflammatory, anti-inflammatory and metabolic biomarkers with changes in cIMT
visualized by ultrasonography with doppler (USGD) of carotid in HIV-1 individuals from
Brazilian population. Although it is a cost-effective procedure, the USGD may not be
available in all health services that provide these individuals. Therefore, the identification of
biomarkers that are associated with cIMT may provide a useful tool to predict the subclinical
atherosclerosis in HIV-1 population. In this context, the aim of this study is to evaluate the
presence of subclinical atherosclerosis among HIV-1 infected patients and to determine the
association between cIMT values with classical cardiovascular risk factors, inflammatory,
anti-inflammatory and metabolic biomarkers, as well as with factors associated with HIV-1

infection.

Methods

The study received approval by the Institutional Research Ethics Committees of State
University of Londrina (Parand, Brazil) (CAAE n. 73547417.0.0000.5231), and all invited
individuals were informed of the details of the research and provided written informed

consent.

Study subjects
Between January 2018 and December 2018, the study enrolled, 49 patients, adults,
both sexes, with HIV-1 infection and on cART for, at least, five years, consecutively attended
at the Specialized Outpatient of University Hospital of Londrina, Parand. Southern Brazil. All
the patients were on cART, including nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs),
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs), protease inhibitors (Pls), and
integrase inhibitors (INI), according to the Brazilian guidelines (21). As controls, we included
data and blood samples from 85 nonrelated healthy individuals who participated in other
previous studies and also provided written informed consent.
The exclusion criteria were the patients and controls who: a) presented an

inflammatory or infectious processes under treatment at the time of inclusion in the study
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(including autoimmune diseases, acute or chronic bacterial or viral infections, such as
pneumonia and urinary tract infection; b) chronic use of corticosteroids or
immunosuppressant drugs; c) patients with chronic kidney disease, chronic hepatopathy,
including infection with hepatitis B virus (HBV) and infection with hepatitis C virus (HCV) and
neurodegenerative diseases; d) presented established atherosclerotic disease, such as
stroke, acute myocardial infarction and peripheral chronic arterial disease; e) cancer; f)
immediate postoperative; and g) trauma in the last 30 days.

Demographic data, lifestyle factors and medical history were obtained at the time of
admission for subjects using clinical evaluation and a standard questionnaire. The ethnicity
was classified according to individual’s self-perception of skin color as Caucasian and non-
Caucasian. Body mass index (BMI) and waist circumference were recorded; systolic blood
pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) were measured and the mean of these
measurements was used in the analysis. Moreover, use of antihypertensive medication was
an indication of systemic arterial hypertension (SAH) (22). T2DM was defined as a fasting
serum glucose 2126 mg/dL, Glycated hemoglobin (Alc) > 6,5% mg/dL and/or use of
hypoglycemic medication (23,24). Dyslipidemia was defined: total cholesterol (TC) >200
mg/dL, LDL-C 2130 mg/dL; HDL-C <40 mg/dL LDL 2130, as previously reported (25).

Carotid intima-media thickness measurement

Carotid USGD examination was performed using the Siemens Acuson X300 Color
Doppler Machine (Siemens, Germany). All HIV-1-infected patients were evaluated by the
same examiner, a specifically vascular trained physician, who collaborated with this study.
The registered variables were cIMT (expressed in mm), stenosis: mean cIMT was calculated
as the average of three measurements of the left and right carotid artery. Increased cIMT
was defined as > 0.9 mm (26). Plaque was defined as a focal structure that demonstrated a
thickness of >1.5 mm or > 50% of stenosis. The patients were classified according to cIMT
(<0.9 mm and 20.9 mm), degree of stenosis (<50% and > 50%) and presence of plaque (> 1.5

mm or > 50%) (27-29).

Inflammatory, anti-inflammatory and metabolic biomarkers
Peripheral blood samples were collected with and without EDTA as an

anticoagulant after fasting for 12 hours. When the assay was not performed on the same
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day, the samples were immediately centrifuged at 3,000 rpm for 15 minutes, and the plasma
and serum aliquots were stored at -80 °C until use.

The inflammatory biomarkers included peripheral leukocyte hematological
autoanalyzer, C-reactive protein determined with high sensitivity assay (hsCRP) using
turbidimetry (Architect C8000, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA), plasma levels of
tumor necrosis factor (TNF)-a, IL-6, IL-10, and adiponectin determined using
immunofluorimetric method with microspheres multiplex immunoassay (Novex Life
Technologies, Frederick, USA) for Luminex platform in MAGPIX® instrument (Luminex Corp.,
TX, USA).

Metabolic biomarkers included glucose, total cholesterol (TC), high-density
lipoprotein (HDL)-cholesterol, low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol, and triglycerides
using a biochemical autoanalyzer (Dimension Dade AR Dade Behring, Deerfield, IL, USA);
homocysteine determined with chemiluminescent microparticle assay (CMIA) (Architect

i2000, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA).

HIV-1 infection biomarkers

CD4* T cell counts were evaluated using flow cytometry (BD FACSCalibur™, Becton,
Dickinson and Company, Biosciences BD, USA) and expressed as cells/uL. RNA HIV-1 levels
were quantified using quantitative polymerase chain reaction with lower detection limit of
50 copies/mL (Abbott Real Time HIV-1, Abbott Molecular Inc. USA), according to the
available reagent sets provided by the Brazilian Public Network, and both results expressed
as copies/mL and logio copies/mL. For purposes of this study, the CD4* T cell count and RNA
HIV-1 viral load were categorized as >200 cells/uL and <50 copies/mL (<1.70 logio

copies/mL), respectively.

Statistical analysis

Analyzes of contingency tables (x> test) were employed to check the associations
between categorical variables and diagnostic groups. The Kolmogorov-Smirnov test was
used to assess normality of distribution. Logarithmic (Ln) transformation of continuous data
was used in the analysis when the variables were not normally distributed or when there
was heterogeneity of variance as assessed with the Levene test. We assessed the differences

in continuous variables between groups using analyzes of variance (ANOVA). Categorical



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

54

variables were expressed as absolute number (n) and percentage (%) and continuous
variables were expressed as mean * error standard of main (SEM).

Besides the univariate analysis, the association with significant variables (p <0.05) in
the ANOVA test between groups cIMT <0.09 mm versus = 0.9 mm was assessed using three
different models of automatic stepwise binary logistic regression analysis controlled for
covariates that may confound the association of interest. Moreover, we evaluated cIMT as
continuous data by linear regression (stepwise), in two steps. In the first step, we separately
analyzed sociodemographic data (model # 1), the presence of comorbidities (model # 2),
metabolic data (model # 3), inflammatory biomarkers (model # 4) and data associated with
HIV-1 infection (model # 5). In the second step, we evaluated the significant variables in the
first step with other sociodemographic data and HIV-1 related variables. The analysis of
standardized residues was evaluated for each model tested. Spearman correlation was
employed to verify the correlation between cIMT, inflammatory, anti-inflammatory and
metabolic biomarkers and HIV-1 related variables. Odds ratio (OR) and 95% confidence
interval (Cl) were also determined. All statistical analyzes were performed using IBM SPSS,
Windows version 24. Tests were 2-tailed and an alpha level of 0.05 indicated statistically

significant results.

Results

HIV-1 patients did not differ in the variables age (p=0.192), sex (p=0.458), ethnicity
(p=0.874), current smoking (p=0.186), and BMI (p=0.231) when compared to controls.
Although the BMI data did not differ between groups, HIV-1 patients had greater waist
circumference than controls (p=0.001). The presence of comorbidities, such as HAS and
T2DM, as well as the use of antihypertensive and hypoglycemic drugs were similar among
both groups (p> 0.05); however, hypolipemiant drugs use was higher in HIV-1 patients
(p=0.001). In univariate analysis, HIV-1 patients presented higher levels of hsCRP (p=0.032),
TNF-a (p<0.001), IL-6 (p<0.001), IL-10 (p<0.001), triglycerides (p=0.018), and insulin
(p=0.026), and low levels of adiponectin (p<0.001), TC (p=0.002) and LDL-cholesterol
(p=0.003) than controls. After adjusted by age, sex, ethnicity, waist circumference, and
hypolipemiant drugs use, these variables remained independently associated, such as hsCRP

(p=0.032), TNF-a (p<0.001), IL-6 (p=0.006), IL-10 (p=0.003), triglycerides (p=0.001), and
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insulin (p<0.001), and low levels of adiponectin (p<0.001), TC (p=0.015) and LDL-cholesterol
(p=0.024). Other variables were not different between the two groups (Table 1).

Of the 49 patients with HIV-1, included in the study, the median age at diagnosis was
13.07 years, 42 (89.4%) patients showed CD4* T cell count >200 cell/uL and 14 (28.6%)
showed detectable RNA HIV-1 load (=50 copies/mL). All the patients had been exposed to
CART: 46 (95.2%) were treated with NRTI, 21 (43.8%) were treated with NNTRI, 30 (62.5%)
with Pl and six (12.5%) were using INI (Table 1). Among the HIV-1 patients, the cIMT mean
(£SEM) was 0.987 mm (+0.047), ranging from 0.545 mm to 21.5 mm. The frequency of cIMT
> 0.9 mm or atherosclerotic plaque in carotid arteries was 48.9% (24 patients).

In Tables 2 and 3, we showed all the biomarkers that were evaluated in the present
study, according to the presence of cIMT < 0.9 mm or > 0.9 mm. Low levels of adiponectin
and HDL-cholesterol were associated with high cIMT (p=0.010 and p=0.035, respectively).

We carried out three different automatic stepwise regression analyses models with
cIMT 2 0.9 mm as dependent variable and the sociodemographic, clinical, and laboratory
biomarkers as exploratory variables. The #1 model, entering age, ethnicity, current smoking,
and waist circumference, the regression shows that adiponectin levels was negatively
associated with the cIMT 20.9mm (OR: 0.254, 95% Cl: 0.085-0.758, p=0.014), and could
explained 19.2% (R? Nagelkelke) to the dependent variable. The #2 model, besides the
variables of #1 model, we added the presence of HAS, T2DM, dyslipidemia, as well as
antihypertensive, hypoglycemic and hypolipemiant drug use, the adiponectin remained
associated with cIMT >0.9 (OR: 0.254, 95% Cl: 0.085-0.758, p=0.014) and could explained
19.2% (R? Nagelkelke) to the dependent variable. Finally, in #3 model, it was added the HIV-1
biomarkers in #2 model, and the low levels of adiponectin remained independently
associated with cIMT > 0.9 mm (OR: 0.267, 95% Cl. 0.089-0.801, p=0.019), and could
explained 18.7% (R?> Nagelkelke) to the dependent variable. On the other hand, after
entering sociodemographic and clinical data associated with HIV-1, HDL-cholesterol levels
were not associated with cIMT > 0.9 mm (Model #1 p=0.381, Model #2 p=0.381, Model 3#
p=0.566) (Table 4).

Additionally, we analyzed the cIMT as a continuous variable by linear modeling
(stepwise), in two steps: In the first step, we analyzed separately the sociodemographic data
(#1 model), the presence of comorbidities (#2 model), metabolic biomarkers (#3 model),

inflammatory biomarkers (#4 model), and clinical data associated with HIV-1 infection (#5
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model). In the second step, we evaluated the significant variables obtained in the step 1 with
the other sociodemographic data and clinical HIV-1 variables. When evaluated the
sociodemographic data (#1 model), age (p=0.041) and current smoking (p=0.049) were
positively associated with cIMT (p-model=0.019, df=2, R? adjusted=0.121); however, sex
(p=0.958), ethnicity (p=0.430) and waist circumference (p=0.972) did not contributed to the
model. In #2 model, none of the comorbidities, such as HAS (p=0.220), T2DM (p=0.386),
dyslipidemia (p=0.195), use of antihypertensive (p=0.407), hypoglycemic (p=0.280) and
hypolipemiant drugs (p=0.194) were not associated with cIMT. For the metabolic biomarkers
(#3 model), the levels of TC (p=0.700), LDL-cholesterol (p=0.650), triglycerides (p=0.354),
HDL-cholesterol (p=0.858), homocysteine (p=0.733), glucose (p=0.512), and insulin (p=0.822)
were not associated with cIMT. In #4 model, adiponectin levels were inversely associated
with cIMT (p=0.014) (p-model=0.016, df=1, R? adjusted=0.105); however, leukocytes
(p=0.201), hsCRP (p=0.739), IL-6 (p=0.439), TNF-a (p=0.556), and IL-10 (p=0.532) did not
enter in the model. In # 5 model, time of HIV-1 diagnostic (p=0.471), RNA HIV-1 viral load
(p=0.372), CD4* T cell count (p=0.884), NNRTI (p=0.229), and Pl (p=0.111) were not
associated with cIMT. Finally, in the second step, age (p=0.033) and current smoking
(p=0.028) were positively associated with cIMT, while adiponectin levels (p=0.008) were
negatively associated with cIMT; moreover, these three variables (age, current smoking and
adiponectin) can explain 27.3% of cIMT variance levels (p-model=0.001, df=3) (Table 5).

In view of the independent association of adiponectin with cIMT, Spearman rank
correlation was used to evaluate which other variables this adipokine was correlated. In this
analysis, plasma levels of adiponectin were negatively correlated with cIMT (r=-0.319,
p=0.026), time of HIV-1 diagnosis (r=-327, p=0.009), as well as peripheral leukocytes (r=-
0.442, p=0.002), IL-6 (r=-0.370, p=0.009), IL-10 (r=-0.394, p=0.005), triglycerides (r=-0.564,
p<0.001), and insulin (r=-0.487, p<0.001) and a trend toward a negative correlation with
TNF-a (r=-0.278, p=0.053) in patients infected with HIV-1. Moreover, adiponectin was
positively correlated with HDL-cholesterol (r=0.573, p<0.001). The other variables included in

the present study did not correlate with adiponectin (p>0.05) (data not shown).

Discussion
In this study, we first compared inflammatory, anti-inflammatory and metabolic

biomarkers in adult HIV-1 infected subjects on cART and healthy controls. Patients with HIV-
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1 on cART showed higher levels of inflammatory (hsCRP, TNF-a, IL-6) and metabolic
(triglycerides and insulin) biomarkers, as well as low levels of adiponectin than controls, after
adjusted by age, sex, ethnicity, waist circumference, and hypolipemiant drugs use. We
further found that 46.9% of HIV-1 patients presented cIMT > 0.9 mm or atherosclerotic
plaque in carotid arteries. When the variables were associated with cIMT in HIV-1 patients
we found that low levels of adiponectin were independently associated with higher cIMT
(20.9 mm). Moreover, the classical risk for CVD, such as age and current smoking were
positively associated with cIMT, while adiponectin levels were negatively associated with
cIMT.

The presence of subclinical atherosclerosis observed in almost 50,0% of the HIV-1
patients, underscores the high risk of CVD of HIV-1-infected patients as previously reported
(1-3).

HIV-1 infected patients are recognized to be at greater risk of CVD than the general
population, mainly as result of the HIV-1 infection per se that are known to cause vascular
endothelial inflammation by different mechanisms, including oxidative stress, cytokine
production and thrombogenic effects, as well as cART, which has been implicated in
metabolic abnormalities (30). HIV-1 infection and cART in association with the traditional risk
factors for atherosclerosis, such as age, sex, smoking, hypertension, T2DM, hyperlipidemia,
insulin resistance and lipodystrophy explain the accelerated rate of atherosclerosis in these
individuals.

One additional important finding in our study is that the reported current smoking,
regardless of the quantity used, was associated with high cIMT in HIV-1 patients.
Interestingly, this variable together with age and low levels of adiponectin explained 27.3%
of cIMT variance levels in HIV-1 patients.

Various preceding studies reported that smoking aggravated cIMT values (31,32).
Smoking directly affects the major pathways that promote the development of
atherosclerosis including vascular inflammation and lipid oxidation (33). Recently, a Japanese
cohort indicated that smoking was not associated with increased cIMT values and higher
prevalence of carotid artery plaque formation in younger healthy. However, the association
between smoking and increased cIMT was seen in participants with older age (34).

In contrast with our results, another Brazilian study showed that smoking did not

have effect on cIMT in HIV-1 patients and suggested that HIV-1 patients have other
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atherogenic factors that would neutralize the effects of smoking on cIMT, with a tendency to
increase it, independently of smoking (35).

Fitch et al 2013 showed that smoking and aging interact and are associated with the
increase in cIMT in HIV-1 patients. They demonstrated that older HIV-1 smokers have a
higher cIMT than non-HIV-infected smokers and suggest a critical need for risk modification
to reduce the accelerated effects of aging on atherosclerosis rates in HIV-1 patients in
general and among HIV-1 smokers in particular.

The cIMT visualized using USGD of carotid is considered a surrogate marker for
atherosclerotic CVD even at very premature stage and its proportionate increase is
significantly associated with a higher rate of adverse cardiovascular events (37). The cIMT
shows a strong linear relation with age both in healthy and CVD patients. In addition, CVD or
CVD risk factors demonstrated a higher cIMT, which was present to a similar extent in all
decades of age, suggesting that the presence of CVD or CVD risk increases the cIMT, but did
not affect the annual increase in cIMT that can be attributed to age per se (38). In addition, a
cohort with 13-year follow-up demonstrated that the plaque area was related to traditional
risk factors for atherosclerosis (hypertension, lipid profile, smoking), while cIMT was more
age-related (39).

Moreover, we demonstrated the negative correlation of adiponectin with cIMT,
inflammatory (peripheral leukocytes and IL-6), metabolic (triglycerides and insulin), and HIV-
1 factor (years of HIV-1 diagnosis), as well as the positive correlation with HDL-cholesterol.
Previous study also showed that cIMT was negatively correlated with IL-6 and soluble TNF
receptor | (STNFR1) even after adjustment for traditional CVD risk factors (18).

The negative correlation between adiponectin and the metabolic biomarkers
triglycerides and insulin, as well as its positive correlation with HDL-cholesterol observed in
the present study are explained by the functions of adiponectin in regulation of lipid and
glucose metabolism. Decreased adiponectin concentrations have been linked to higher LDL-
cholesterol and triglyceride concentrations probably due to direct effect of adiponectin on
lipoprotein lipase activity (40). Plasma adiponectin concentration is also reduced in visceral
obesity, which is negatively correlated with insulin resistance (41,42). Moreover, various
reports suggest that circulating adiponectin levels are negatively associated with triglyceride

levels while positively associated with plasma HDL-cholesterol levels (40,43).
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Adiponectin levels increase by the influence of the peroxisome proliferator-activated
receptor y (PPARy) receptor and are downregulated by the TNFa. The downregulation via
TNFa is a chronic phenomenon in obesity that promotes low adiponectin levels (44). In HIV-1
patients, the adiponectin production is reduced due to different factors, including the
interaction between the direct viral effect, antiretrovirals and lipodystrophy (45). The
inflammation induced by the chronic HIV-1 infection is accompanied decreased adiponectin
that, among its several effects, negatively modulates de production of TNF-a and IL-8. These
effects may explain the negative correlation between adiponectin and TNF-a, time of
diagnosis, and peripheral leukocytes obtained in the present study. The anti-inflammatory
properties of adiponectin have been reported to inhibit the stimulation of nuclear factor-«kB
(NF-kB) signaling and TNF-a secretion from macrophages (12).

Negative correlation between adiponectin and insulin and triglycerides, as well as the
positive correlation between adiponectin and HDL-cholesterol are in accordance with the
study that focused that adiponectin are negatively correlated with the adverse features of
the metabolic syndrome as well as other associated features of insulin resistance and
conventional cardiovascular risk factors (11). Moreover, the negative correlation between
adiponectin and peripheral leukocytes and IL-6 levels is consistent with the anti-
inflammatory effects of adiponectin (14).

Adiponectin is the most abundant adipokine accounting for the 0.01% of total serum
protein (46) and decreased levels are associate with components of metabolic syndrome,
inflammation, and atherosclerosis. Adiponectin modulates negatively the activation of the
pro-inflammatory NF-kB signaling pathway (47), decreasing the expression of pro-
inflammatory cytokines such as TNF-q, IL-6, and IFN-y and increasing the expression of anti-
inflammatory molecules, such as IL-10 and IL-1ra (48). The negative correlation between
adiponectin and peripheral leukocytes observed in the present study could be as result of
the absence of inhibition of the chemotactic cytokine IL-8 by low levels of adiponectin (49).
Furthermore, this hormone blocks the proliferation and migration of human aortic smooth
muscle cells by inhibiting several atherogenic growth factors (50).

Although some authors show the relationship of pro-inflammatory proteins with the
increase of cIMT (51,52), in the present study, no differences were observed in peripheral
leukocytes, hsCRP, IL-6, TNF-a, IL-10, and homocysteine according to cIMT. Vos and

colleagues (2016), in a meta-analysis, showed the relationship between the role of
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inflammation, CVD and cIMT with HIV-1 infection. Although an association between pro-
inflammatory markers (CRP, IL-6 and D-dimer) and CVD was observed, no association was
found between pro-inflammatory markers and cIMT (20).

Our study had some limitations, such as the cross-sectional and case-controlled
designs and the cIMT evaluation in a restricted sample of HIV-1 infected individuals. Our
study may not have adequate power to detect a correlation of cIMT with some expected
variables, such as hsCRP and TNF-a. However, this study underscores the potential role of
adiponectin levels to identify HIV-1 patients with clinical risk of atherosclerosis and future
cardiovascular events. The negative association between low levels of adiponectin and cIMT
remained significant even after the adjustment of important determinants of plasma
adiponectin levels, such as age, sex, ethnicity, waist circumference, hypertension, T2DM,

dyslipidemia, antihypertensive, hypoglycemic, and hypolipemiant drugs.

Conclusion

Taken together, this study underscores the association between treated HIV-1-
infected patients with a high level of inflammation, metabolic disorders and subclinical
atherosclerosis, and that all these factors, together with age and smoking, explain, in part,
the increased risk of CVD in these individuals.

With the increase in the life expectancy of these patients, it is very important to
propose a systematic and early and evaluation of the CVD risks in this population. The
identification of anti-inflammatory and metabolic biomarkers that are associated with the
presence and cIMT may contribute to the faster and more accessible diagnosis of subclinical
atherosclerosis in these patients, who may benefit from earlier and more effective
personalized therapeutic strategies in the prevention and treatment of CVD in individuals
with HIV-1 infection. Among them, the plasma levels of adiponectin showed to be more
associated with cIMT than HLD levels, a classical laboratory biomarker used for the CVD
risks. Therefore, adiponectin levels may be a good candidate for prediction of subclinical
atherosclerosis. It is a low-cost, easy-to-use test on a large scale and more affordable and
may be useful to be management of HIV-1 patients in public health care, mainly where the

USGD is not available.
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1  Table 1 Sociodemographic, clinical and inflammatory biomarker data in patients with human
2 immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) and controls
Characteristics Controls HIv-1 df F/X? P p-.va/uef
(n=85) (n=49) value adjusted

Age (y)* 47.92 (0.70) 49.75 (1.37) 1/134 1.720 0.192 -
Sex

Male 49 (57.6) 25 (51.0) -

1 0.552  0.458

Female 36 (42.4) 24 (49.0)
Ethnicity

Caucasian 72 (84.7) 41 (83.7) -

. 1 0.025 0.874

Non-Caucasian 13 (15.3) 8(16.3)
BMI (kg/m?) 26.32 (0.43) 25.02 (0.71) 1/133 1446 0.231 -
Waist circumference (cm) 93.27 (1.14) 85.96 (1.98) 1/133 11.70 0.001 -
Current smoking 10 (11.9) 10 (20.4) 1 1.751  0.186 -
HAS 15 (20.5) 12 (24.5) 1 0.264  0.607 -
T2DM 11 (14.9) 5(10.2) 1 - 0.587 -
Antihypertensive use 15 (19.7) 6(12.2) 1 1.196 0.274 -
Hypoglycemic use 1(1.3) 3(6.1) 1 - 0.299 -
Hypolipemiant use 2(2.6) 11 (22.4) 1 - 0.001 -
hsCRP (mg/L)* 3.81(0.95) 4.83 (0.77) 1/132  4.674  0.032 0.032
Adiponectin (pug/mL)* 15.17 (1.09) 9.23(0.73) 1/134 14.809 <0.001 <0.001
TNF-a (pg/mL)* 1.11 (0.25) 3.35 (0.38) 1/110 30.502 <0.001 <0.001
IL-6 (pg/mL)* 4.69 (1.35) 6.64 (1.11) 1/110 30.217 <0.001 0.006
IL-10 (pg/mL)* 0.45 (0.14) 4.84 (0.69) 1/110 86,77 <0.001  0.003
TC (mg/dL)* 204.47 (4.57) 181.08(6.52) 1/134 10.25 0.002  0.015
Triglycerides (mg/dL)* 125.24 (12.30) 150.81(11.22) 1/134 5.731 0.018 0.001
LDL-cholesterol (mg/dL) 125.18 (3.92)  105.46 (5.04) 1/134 9.436 0.003  0.024
HDL-cholesterol (mg/dL)*  54.17 (1.59) 53.26 (2.65)  1/134 0.461 0.498  0.094
Glucose (g/dL) 94.95(15.59)  101.34 (4.31) 1/132 2.644 0.106 0.371
Insulin (1U/L)* 8.59 (0.81) 12.43(2.34)  1/131 5.083 0.026  <0.001
Homocysteine (uM/L) 11.31 (0.56) 10.33 (0.46)  1/132 1.439 0.232 0211
Time of HIV-1 diagnosis

- 13.07 (0.90)

(v)
CD4* T cell count (cell/pL)

>200 (cell/uL)
HIV-1viral load
(copies/mL)

Mean, Median

Range

>50 copies/mL

<50 copies/mL
Antiretroviral therapy

NRTI

NNRTI

547.91 (45.16)
42 (89.4)

10887, 266
44-91693
14 (28.6)
35 (71.4)

46 (95.2)
21 (43.8)
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PI - 30 (62.5)
Integrase Inhibitor - 6(12.5)

O 0o NOOULL B WN -
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Data were expressed as absolute number (n) and percentage (%) or mean and standard error of the
mean (SEM). Continuous variables were analysed with ANOVA and categorical variables were X? test
or Exact Fischer test, when appropriated.

"Data were processed in natural logarithm (Ln) transformation.

"P-adjusted for age, sex, ethnicity, waist circumference, and hypolipemiant use.

y: year; BMI: body mass index; HAS: hypertension; T2DM: Diabetes mellitus; hsCRP: high sensibility C-
reactive protein; TNF-a: tumor necrosis factor-a; IL: interleukin; TC: total cholesterol; LDL: low-
density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein; NRTI: nucleoside analogue reverse transcriptase
inhibitor; NNRTI: nonnucleoside analogue reverse transcriptase inhibitor; Pl: protease inhibitor.
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Table 2 Demographic and clinical data according to carotid intima-media thickness values (cIMT <

0.90 mm or 2 0.90 mm) in human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) patients

o cIMT < 0.9 mm cIMT 2 0.9 mm 5
Characteristics df F/X P value
(n=25) (n=24)
cIMT (mm) 0.72 (0.02) 1.26 (0.05) 1/49 96.44  <0.001

Min-Max 0.545-0.885 0.900-1.500
Age (y) 48.04 (2.20) 51.54 (1.37) 1/49 1.644  0.206
Sex
Female 15 (60.0) 10 (41.7)
1 1.647 0.199
Male 10 (40.0) 14 (58.3)
Ethnicity
Caucasian 21 (84.0) 20 (83.3)
. 1 - 0.960
Non-Caucasian 4 (16.0) 4 (16.7)
BMI (kg/m?) 25.42 (1.14) 25.33 (0.87) 1/49 0.004 0.953
Waist circumference (cm) 83.74 (2.86) 88.29 (2.76) 1/49 1.305 0.259
Current Smoking 4 (16.0) 6 (25.0) 1 - 0.496
HAS 4 (16.0) 8(33.3) 1 - 0.196
T2DM 2 (8.0) 3(12.5) 1 - 0.667
Dyslipidemia 6 (24.0) 11 (45.8) 1 2.576  0.108
Antihypertensive 2(8.0) 4 (16.7) 1 - 0.417
Hypoglycemia 1(4.0) 2 (8.3) 1 - 0.609
Hypolipemiant 3(12.0) 8(33.3) 1 - 0.095

Data were expressed as absolute number (n) and percentage (%) or mean and standard error of the
mean (SEM). Continuous variables were analyzed with ANOVA and categorical variables were X? test
or Exact Fischer test, when appropriated.
"Data were processed in natural logarithm (Ln) transformation.
Y: year; cIMT: Carotid Intima-Media Thickness; BMI: body mass index; HAS: hypertension; T2DM:

Diabetes mellitus.
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Table 3 Inflammatory and metabolic biomarkers according to carotid intima-media thickness values

(cIMT < 0.90 mm or 2 0.90 mm) in human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) patients

o cIMT < 0.9 mm cIMT 2 0.9 mm
Characteristics df F/X? P value
(n=25) (n=24)

Adiponectin (pg/mL)* 10.45 (1.11) 6.99 (6.67) 1/49 7.444 0.010
Leukocytes (cell/mm?3) 5433 (310) 5647 (471) 1/49 0.148 0.702
hsCRP (mg/L)* 5.26 (1.20) 4.36 (0.95) 1/48  0.078  0.782
TNF-a (pg/mL)* 3.29 (0.49) 3.42 (0.60) 1/49 0.034 0.855
IL-6 (pg/mL)* 5.28 (0.94) 8.06 (2.04) 1/49 0.002 0.967
IL-10 (pg/mL)* 5.95 (0.77) 7.48 (1.15) 1/49  0.171  0.681
TC (mg/dL)* 186.44 (9.21) 175.50 (9.31) 1/49 0.849 0.362
Triglycerides (mg/dL)* 143.36 (86.76) 158.58 (14.29) 1/49 1.176 0.284
LDL-cholesterol (mg/dL) 107.24 (7.62) 103.62 (6.71) 1/49  0.046  0.831
HDL-cholesterol (mg/dL)* 58.44 (3.71) 47.87 (3.55) 1/49 4.674 0.035
Glucose (mg/L) 95.68 (2.87) 107.77 (8.52) 1/48 2.319 0.135
Insulin (IU/L)* 10.99 (1.74) 13.87 (4.37) 1/48 0.141 0.709
Homocysteine (LM/L) 9.91 (0.80) 10.76 (0.44) 1/49 2.267 0.139
Time HIV-1 diagnosis (y) 12.50 (1.40) 15.04 (1.33) 1/48 1.720 0.164
CD4* T cell count (cell/uL) 546.48 (78.48) 549.29 (50.03) 1/49 0.001 0.976
HIV-1 viral load

Detected 7 (28.0) 7 (29.2)

1 0.008 0.928

Undetected 18 (72.0) 17 (70.8)
Antiretroviral therapy

NRTI 23(95.8) 23 (95.8) 1 - 1.000

NNRTI 10 (41.7) 11 (45.8) 1 0.085  0.771

PI 15 (62.5) 15 (62.5) 1 0.000 1.000

Integrase Inhibitor 3(12.5) 3(12.5) 1 - 1.000

Data were expressed as absolute number (n) and percentage (%) or mean and standard error of the
mean (SEM). Continuous variables were analyzed with ANOVA and categorical variables were X? test

or Exact Fischer test, when appropriated. "Data were processed in natural logarithm (Ln)
transformation. hsCRP: high sensibility C-reactive protein; TNF-a: tumor necrosis factor-a; IL:
interleukin; TC: total cholesterol; LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein; NRTI:
nucleoside analogue reverse transcriptase inhibitor; NNRTI: nonnucleoside analogue reverse
transcriptase inhibitor; Pl: protease inhibitor.
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1  Table 4 Results of three different models of binary logistic regression analyses (forward stepwise)
2 with Carotid Intima-Media Thickness (cIMT <0.90 mm or 20.90 mm) as dependent variable

D d Explanat
epe'n " Model xP afna ory Wald P value OR (95% ClI)
t variable variables
cIMT #1 Adiponectin * 6.034 0.014 0.254 (0.085-0.758)
>0.90 mm
HDL-cholesterol* 0.768  0.381 -
#2 Adiponectin * 6.034 0.014 0.254 (0.085-0.758)
HDL-cholesterol * ~ 0.768  0.381 -
#3 Adiponectin * 5.544 0.019 0.267 (0.089-0.801)
HDL-cholesterol* 0.877 0.566 -
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"Data were processed in natural logarithm (Ln) transformation.

cIMT: carotid intima-media thickness; OR: odds ratio, Cl: confidence interval;, HDL: low-density
lipoprotein. Model #1: adjusted by age, sex, ethnicity, waist circumference; and current smoking.
Model #2: adjusted by model #1 + hypertension, type 2 diabetes mellitus, dyslipidemia,
antihypertensive, hypoglycemic, and hypolipemiant drugs. Model #3: adjusted by model #2 + HIV-1
viral load, CD4" T cell count, combined antiretroviral therapy, and time of HIV diagnosis. Nagelkerke
#1=0.192; Nagelkerke #2=0.192; Nagelkerke #3=0.187
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Table 5 Two steps of automatic linear regression analysis with carotid intima-media thickness (cIMT)
continuous data as dependent variable and sociodemographic (#1 model), clinical (#2 model),
metabolic (#3 model), inflammatory (#4 model), and HIV-1 infection (#5 model) characteristics in

patients with human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection

Characteristics B Pvalue p-model R?adjusted
STEP 1#
#1 Model Age (years) * 0.426 0.041 0.019 0.121
Current Smoking 0.223 0.049
Sex -0.007 0.958
Ethnicity 0.109 0.430
Waist circumference -0.005 0.972
#2 Model
HAS 0.183 0.220 - -
T2DM 0.128 0.368
Dyslipidemia 0.189 0.195
Antihypertensive 0.121 0.407
Hypoglycemiant 0.153 0.280
Hypolipemiant 0.185 0.194
#3 Model
Total cholesterol * -0.056 0.700 - -
LDL-cholesterol * -0.066 0.650
Triglycerides * 0.133 0.354
HDL-cholesterol * -0.026 0.856
Homocysteine * 0.056 0.733
Glucose * 0.099 0.512
Insulin * -0.033 0.822
#4 Model
Adiponectin * -0.170 0.014 0.016 0.105
Leukocytes -0.195 0.201
hsCRP * 0.047 0.739
IL-6 * -0.113 0.439
TNF-a * -0.085 0.556
IL-10 * -0.093 0.532
#5 Model
Time of HIV-1diagnosis 0.104 0.471 - -
HIV-1 viral Load (=50 copies/mL) 0.130 0.372
CD4* T cell count/uL 0.021 0.884
NNRTI 0.176 0.229
Pl 0.229 0.111
STEP 28
Age* 0.448 0.033 0.001 0.273
Adiponectin* -0.179 0.008

Current Smoking 0.302 0.028
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A In first step, we analyze separately sociodemographic data (#1 model), the presence of
comorbidities (#2 model), metabolic biomarkers (#3 model), inflammatory biomarkers (#4 model),
and clinical data associated with HIV-1 infection (#5 model).

B In the second step, we included the significant variables obtained with sociodemographic and HIV-1
infection characteristics.

"Data were processed in natural logarithm (Ln) transformation.

HAS: hypertension; T2DM: Diabetes mellitus; hsCRP: high sensibility C-reactive protein; TNF-a: tumor
necrosis factor-a; IL: interleukin; LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein; NNRTI:
nonnucleoside analogue reverse-transcriptase inhibitor; Pl: protease inhibitor.
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Figure 1 Spearman rank correlation between adiponectin and carotid intima-media thickness
(cIMT), HIV-1 factors, inflammatory and metabolic biomarkers. Plasma levels of adiponectin were
negatively correlated with cIMT (r=0.319, p=0.026), time of HIV-1 diagnosis (r=-327, p=0.009), as well
as peripheral leukocytes (r=-0.442, p=0.002), interleukin (IL)-6 (-0.370, p=0.009), IL-10 (-0.394,
p=0.005), triglycerides (r=-0.564, p<0.001), and insulin (r=-0.487, p<0.001) and a trend toward a
negative correlation with tumor necrosis factor (TNF)-a (r=-0.278, p=0.053) in patients infected with
HIV-1. Moreover, adiponectin was positively correlated with high-density lipoprotein (HDL)

cholesterol (r= 0.573, p<0.001). r=Spearman correlation coefficient; the areas between lines

represent 95% confidence intervals of the relationship between the variables.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo permite as seguintes conclusdes:
° Pacientes com HIV-1 apresentaram niveis mais elevados de usPCR, TNF-aq, IL-6, IL-10,
triglicerideos e insulina e niveis mais baixos de adiponectina, colesterol total e LDL-C do que
os controles, apds ajuste por idade, sexo, etnia, circunferéncia abdominal e uso de
hipolipemiantes.
. A cIMT 20,9 mm ou placa aterosclerdtica nas artérias cardtidas foi observada em 24
(48,9%) pacientes infectados pelo HIV-1.
° Niveis diminuidos de adiponectina foram independentemente associados com cIMT
>0,9 mm, apds ajustados pelas possiveis varidveis de confusdo e explicaram 12,1% dos
resultados da variabilidade da cIMT.
. A idade e o tabagismo foram positivamente associados com cIMT 20,9 mm e os niveis
de adiponectina foram negativamente associados com cIMT; estas trés varidveis, juntas,
explicaram 27,3% das alteracdes dos valores da cIMT.
. Os niveis plasmaticos de adiponectina foram negativamente correlacionados com
cIMT, tempo de diagndstico do HIV-1, leucdcitos periféricos, IL-6, IL-10, triglicerideos e
insulina em pacientes infectados pelo HIV-1. Além disso, a adiponectina foi correlacionada
positivamente com o HDL-colesterol.
. As variaveis cART, contagem de LT CD4* e a carga viral de HIV-1 ndo apresentaram

associa¢do com a cIMT, estenose e presenca de placa.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste estudo ressaltam que pacientes com infecgao pelo HIV-1 e
tratados com cART, pelo menos ha cinco anos, apresentam um elevado nivel de inflamacgao,
disturbios metabdlicos e aterosclerose subclinica, e que todos esses fatores, juntamente
com a idade e o tabagismo, explicam, em parte, o aumento do risco de DCV nesses
individuos.

Nosso estudo apresentou algumas limitacdes, como os delineamentos transversais e
caso-controle, assim como a avaliacdo da cIMT em uma amostra restrita de individuos
infectados pelo HIV-1. Nosso estudo nao teve poder estatistico adequado para detectar uma
correlagao entre cIMT com algumas variaveis esperadas, como usPCR e TNF-a. No entanto,
os resultados ressaltam o papel potencial dos niveis de adiponectina para identificar
pacientes com HIV-1 com risco clinico de aterosclerose e futuros eventos cardiovasculares. A
associacdo negativa entre baixos niveis de adiponectina e cIMT permaneceu significativa
mesmo apos o ajuste de importantes determinantes dos niveis plasmaticos de adiponectina,
como idade, sexo, etnia, circunferéncia abdominal, HAS, DMT2, dislipidemia e o uso de anti-
hipertensivos, hipoglicemiantes e hipolipemiantes.

Embora seja um procedimento de custo acessivel e ndo invasivo, a USGD pode ndo
estar disponivel em todos os servicos de saude que atendem PVHA. Portanto, a identificacdo
de biomarcadores laboratoriais, como a adiponectina, que estdo associados a cIMT, pode
contribuir para o diagndstico mais rdpido e acessivel quanto ao custo e métodos disponiveis
comercialmente, da aterosclerose subclinica nesses pacientes, que podem se beneficiar de
estratégias terapéuticas personalizadas mais precoces e eficazes na prevencdo e tratamento
de DCV em individuos com infeccdo pelo HIV-1. Com o aumento da expectativa de vida
desses pacientes, € muito importante propor uma avalia¢do sistematica e precoce dos riscos

para eventos cardiovasculares nessa populacao.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associagdo entre marcadores inflamatorios, anti-inflamatorios
metabdlicos com as placas carotideas examinadas com doppler em pacientes vivendo
com
HIV/AIDS

Pesquisador: Edna Maria Vissoci Reiche

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 73547417.0.0000.5231

Instituigdo Proponente: CCS - Departamento de Patologia, Anélises Clinicas e Toxicologias
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.395.912

Apresentagido do Projeto:

Na fase inicial do estudo sera realizado um estudo ohservacional e transversal com dois grupos de
individuos, um grupo de PVHA (Portadores do Virus HIV/AIDS) e outro de individuos controles saudaveis,
em gue os marcadores inflamatérios, anti- inflamatérios e metabdlicos serdo descritos e comparados.
Posteriormente, estes marcadores serdo avaliados no grupo de PVHA categorizados de acordo com as
caracteristicas morfologicas da placa de aterosclerose, grau de estenose e ecogenicidade da placa de
aterosclerose. Serdo avaliados individuos adultos, de ambos os sexos e com diagnéstico de infecgdo pelo
HIV-1 ou AIDS ha pelo menos 5 anos, acompanhados no AEHU/UEL no periodo de 12 meses. Trata-se de
uma amostra consecutiva, de conveniéncia de tempo e local, com a inclusdo, prospectiva de
aproximadamente 100 pacientes com sorologia positiva para antiHIV-1 e tempo de doenca de pelo menos 5
anos, atendidos no AEHU/UEL. Como grupo controle, serdo utilizadas as amostras de material biologico de
200 individuos saudaveis que foram previamente inseridos no projeto de pesquisa ja aprovado pelo
CEP/UEL sob o Parecer 294/2011. Estes participantes de pesquisa sdo constituidos por doadores de
sangue fidelizados do Hemocentro Regional de Londrina e individuos saudaveis da populacdo em geral que
ja assinaram o TCLE para o projeto de pesquisa acima citado. As informacdes sobre os dados
demograficos, fatores de estilo de vida e histéria médica serdo obtidas por avaliacdo clinica com a
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aplicacdo de um questionario padrio respondido pelo paciente ou por seus responsaveis. Os dados serdo
também), obtidos por meio de consulta aos prontuarios médicos e a base de dados LABHOS do Laboratorio
de Andlises Clinicas (LAC) do HU/UEL. A duracdo da doenca e as terapias utilizadas serdo registradas para
cada paciente. Os participantes serdo questionados guanto ao uso de dieta especifica, medicamentos para
tratamento da hiperlipidemia, hipertensao, hiperglicemia ou suplementos antioxidantes e consumo de alcool.
O peso corporal sera medido com aproximacdo de 0,1 quilograma (kg) utilizando uma balanca eletrénica,
com os individuos vestindo roupas leves, sem sapatos e no periodo da manha. A altura sera medida com
uma aproximacdo de 0,1 centimetro (cm) por um estadiémetro. O indice de massa corporal (IMC) sera
calculado como peso (kg) dividido pela altura (m) ao quadrado. A circunferéncia abdominal sera mensurada
e expressa em cm. Trés afericdes de pressdo arterial serdo realizadas com um intervalo de um minuto com
o paciente sentado. A média destas aferi¢des, expressas em mmHg, serd utilizada na analise dos dados.
PAS 130 mmHg e PAD 90 mmHg ou uso de anti hipertensivo serdo os critérios considerados para definir
hipertensdo. Presenca de DMT2 sera definida como glicose em jejum 100 mg/dL, e ndo-jejum 200 mg/dL
e/ou 0 uso de medicamentos antidiabéticos. Dislipidemia sera definida pela presenca de uma ou mais das
concentracBes anormais de lipideos no soro, como colesterol total 200 mg/dL, LDL 130 mg/dL; colesterol de
lipoproteina de alta densidade (HDL) <40 mg/dL. O exame de USGD de carétidas sera realizado pelo no
HU/UEL. Todos os participantes da pesquisa serdo avaliados pelo mesmo examinador, colaborador deste
estudo. Os resultados serdo expressos de acordo com o grau de estenose, espessura da camada médio-
intima da carétida interna e ecogenicidade da placa. Os pacientes serdo classificados de acordo com as
caracteristicas morfologicas da placa, grau de estenose e ecogenicidade da placa de aterosclerose. Serdo
incluidos todos os pacientes, de ambos os sexos, adultos, maiores de 18 anos, acompanhados no
AEHU/UEL no periodo de 12 meses, com diagnostico de HIV/Aids ha pelo menos 5 anos, em uso de terapia
antirretroviral, que consentirem previamente sua participacdo voluntaria no estudo e assinarem o TCLE. Na
impossibilidade de o paciente manifestar seu consentimento, sua participacdo devera ser autorizada pelos
seus responsaveis por meio da assinatura do TCLE. Serdo excluidos os pacientes que: apresentem
processo inflamatédrio ou infeccioso em tratamento no momento da avaliacdo, que facam uso crénico de
corticosteroides ou imunossupressores, portadores de doenca renal crdnica, hepatopatia crénica, neoplasias
e doenca de Alzheimer, que apresentaram infarto do miocardio, acidente vascular encefalico, pds-operatério
imediato, trauma nos ultimos 30 dias. Uma primeira hipotese deste estudo éque individuos com maior
resposta inflamatdria e alteracSes metabdlicas, demonstradas pela elevacéo
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de marcadores inflamatérios e metabolicos, respectivamente, além de maior carga viral circulante,
apresentariam maiores alteragdes na clMT, com a presenca de placas de aterosclerose e maior grau de
estenose das mesmas. Esta associacdo indicaria que PVHA que apresentarem alteracdes nestes
marcadores apresentariam maior chance de ocorréncia de aterosclerose, e por consequente, maior risco de
DCV. Uma segunda hipétese é que a diminuicdo dos niveis de marcadores anti-inflamatérios pode ser
também um dos mecanismos moleculares envolvidos na formagao de aterosclerose. Sendo estas duas
hipoteses aceitas, o processo inflamatério e as alterac6es metabolicas poderdo ser importantes alvos
terapéuticos para o tratamento de PVHA com aterosclerose ainda subclinica.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Analisar a associacdo entre alteracdes na resposta inflamatéria, anti-inflamatoéria e
metabdlica com a doenca carotidea aterosclerética em um grupo de pacientes com sorologia positiva para
HIV-1, atendidos no Ambulatério de Especialidades do Hospital Universitario da Universidade Estadual de
Londrina. Objetivos Secundarios: Determinar os niveis séricos de marcadores inflamatérios,
antiinflamatérios e metabdlicos em um grupo de pacientes com sorologia positiva para HIV-1 e controles
saudaveis;: Determinar a espessura da camada intima média da cardtida, grau de estenose e
ecogenicidade da placa de aterosclerose em um grupo de pacientes com sorologia positiva para HIV-1;
Determinar a associagdo entre as alteragdes na resposta inflamatéria, anti-inflamatoria e metaholica com a
aterosclerose de carétidas internas avaliadas por USGD, segundo o grau de estenose e ecogenicidade da
placa de aterosclerose em pacientes HIV-1 positivos; Determinar a associacdo entre as alteracdes na
resposta inflamatéria, anti-inflamatéria e metabdlica, o grau de estenose e ecogenicidade da placa de
aterosclerose com o tempo de doenca, terapia antirretroviral utilizada, carga viral e contagem de células T
CD4+ na avaliacdo do paciente.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo a pesquisadora ndo ha riscos para os individuos inseridos no estudo. Nos pacientes, sera
realizado um exame nao invasivo de ultrassonografia com doppler da cardtida para avaliar a presenca e a
espessura de placas de aterosclerose. O exame ¢ indolor e ndo usa constrates, ndo trazendo risco ao
paciente. O sangue que sera coletado para a pesquisa sera parte da mesma coleta de exames de rotina
que sera realizada independentemente de sua participacdo ou nao no estudo e desta forma, ndo acarreta
em nenhum risco adicional. A coleta de sangue venoso sera realizada por profissionais treinados do
HU/UEL e pode ocasionar sinais decorrentes da puncio venosa e consiste em dor no local da puncéo
venosa ou pequeno hematoma e, muito raramente,
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vermelhidao ou infecgdo local. Mesmo sendo minimos, caso ocorra algum tipo de desconforto o participante
sera prontamente atendido e amparado pelos farmacéuticos responsaveis pela coleta de sangue e um dos
pesquisadores deste estudo.

Os beneficios esperados sdo um melhor conhecimento das alteragées inflamatérias e do metabolismo
associadas com a placa de aterosclerose na carétida que podera ser uma alternativa precoce e simples de
antever a evolucdo de doenca cardiovascular nos pacientes vivendo com HIV/Aids a fim de auxiliar na
decisdo terapéutica destes pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é relevante.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

A pesquisadora apresentou folha de rosto e autorizacdo da instituicdo devidamente assinadas. O
cronograma esta adequado.O TCLE foi apresentado em forma de convite e esta adequado. O orgamento
prevé os kits dos exames e a pesquisadora declara que o exame de imagem faz parte da rotina de
atendimento. Apresentou também Termos de confidencialidade e sigilo e prevé o armazenamento do
material biolégico.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Nao ha pendéncias ou inadequacdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P [ 01/11/2017 Aceito
do Projeto ROJETO _945845.pdf 22:58:01
Declaracdo de Parecer_HU_Elizabeth_Ursi.pdf 01/11/2017 |Edna Maria Vissoci Aceito
Instituicdo e 15:31:14  |Reiche
Infraestrutura
Outros Resposta_pendencias.pdf 01/11/2017 |Edna Maria Vissoci Aceito
15:27:44 | Reiche

Folha de Rosto Nova_folha_rosto.PDF 01/11/2017 |Edna Maria Vissoci Aceito
15:26:19  |Reiche

Projeto Detalhado / | Projeto_Comite_de_Etica.pdf 20/06/2017 |Edna Maria Vissoci Aceito

Brochura 14:46:36 |Reiche

Investigador

Outros Declara_Sigilio_Dados.PDF 20/06/2017 |Edna Maria Vissoci Aceito
10:16:52 | Reiche
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“ASSOCIAGAO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS, ANTI-INFLAMATORIOS E
METABOLICOS COM ATEROSCLEROSE SUBCLINICA EM PACIENTES COM VIVENDO COM
HIV/AIDS”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “ASSOCIACAO ENTRE
MARCADORES INFLAMATORIOS, ANTI-INFLAMATORIOS E METABOLICOS COM
ATEROSCLEROSE SUBCLINICA EM PACIENTES VIVENDO COM HIV/AIDS”, a ser realizada no
Ambulatério de Especialidades do Hospital Universitario da Universidade Estadual de
Londrina (AEHU/UEL)”. O objetivo da pesquisa é “analisar a associacdo entre alteraces na
resposta inflamatéria e no metabolismo de gorduras e de agicar com a presenca de placas
de aterosclerose na cardtida em um grupo de pacientes com sorologia positiva para HIV,
atendidos no AEHU/UEL”. Sua participacdo é muito importante e ela se daria da seguinte
forma: sua participacdo sera voluntdria para fornecer informacdes quanto ao sexo, idade,
etnia (raca), peso, altura, pressdo arterial, uso de medicamentos, habitos de vida como
atividade fisica, uso de alcool e fumo. Serd realizado um exame de ultrassonografia com
doppler da carétida para avaliar a presenca e a espessura de placas de aterosclerose.

O (a) senhor(a) participara com a coleta de uma amostra de sangue periférico (20 mL)
para a realizagao de exames laboratoriais que fazem parte da rotina de atendimento aos
pacientes, como hemograma, provas de coagulac¢do, avaliacao dos lipideos (como colesterol
e triglicerideos), glicose, insulina e provas inflamatorias.

Esclarecemos que sua participa¢do é totalmente voluntaria, podendo o (a) senhor (a):
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualguer momento, sem que isto acarrete
qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informacgdes serdo
utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Solicitamos ainda sua autorizacao
para que apods o término do presente estudo, o material de sangue coletado possa ser
armazenado em freezer no Setor de Imunologia Clinica do HU/UEL, identificado de maneira
sigilosa e sob a responsabilidade da equipe de pesquisadores, para ser utilizada em futuros

estudos sobre os fatores de risco associados a formacdo de aterosclerose a serem
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desenvolvidos por esta mesma equipe de pesquisadores. Caso nao autorize, informamos que
o material coletado para este estudo, sera descartado apds o término da presente pesquisa.

Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) ndo pagara e nem serda remunerado(a) por
sua participa¢ao. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa
serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participacao.

Os beneficios esperados sdao um melhor conhecimento das altera¢des inflamatodrias e
do metabolismo associadas com a placa de aterosclerose na cardtida que poderd ser uma
alternativa precoce e simples de antever a evolug¢ao de doencga cardiovascular nos pacientes
vivendo com HIV/Aids a fim de auxiliar na decisdo terapéutica destes pacientes.

Quanto aos riscos, informamos que sua participacdo ndao acarretara em qualquer
risco a sua saude nem alteragdao de qualquer um dos seus tratamentos. A ultrassonografia
com doppler de carétida € um exame indolor e nao invasivo que nao apresenta risco ao
paciente. O sangue que serd coletado para a pesquisa serd parte da mesma coleta de
exames de rotina que sera realizada independentemente de sua participacdo ou ndo no
estudo e desta forma, ndo vos acarreta em nenhum risco adicional. A coleta de sangue
venoso sera realizada por profissionais treinados do HU/UEL e pode ocasionar sinais
decorrentes da puncdo venosa e consiste em dor no local da pun¢do venosa ou pequeno
hematoma e, muito raramente, vermelhiddo ou infec¢do local. Mesmo sendo minimos, caso
ocorra algum tipo de desconforto o participante sera prontamente atendido e amparado
pelos farmacéuticos responsaveis pela coleta de sangue e um dos pesquisadores deste
estudo.

Caso o(a) senhor(a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera
nos contatar a professora e pesquisadora Edna Maria Vissoci Reiche, no Laboratdrio de
Andlises Clinicas do HU/UEL, na avenida Robert Koch, 60, Vila Operaria, pelos telefones 43-
3371-2321  (laboratério) ou 43-9991-1467 (celular), ou ainda por email

(reiche@sercomtel.com.br), ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres

Humanos da Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC — Laboratdrio

Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br.

Este termo deverd ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente

preenchida, assinada e entregue ao (a) senhor(a).

Londrina, de de 201 _.
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Pesquisador Responsavel

Professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche
RG: 1.242.514-7 (SSP-PR)

Telefone: 43-3371-2321

, tendo sido devidamente esclarecido sobre os

procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita
acima.

Assinatura (ou impressdo dactiloscépica):

Data:
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APENDICE 2 - QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS DOS INDIVIDUOS

Data de inclusdo / / Data da coleta / / Horario

IDENTIFICACAO

Nome: ID

Idade: anos Sexo: ( )M ( )F Etnia

Antecedentes Mdrbidos Pessoais:( ) HAS ( )DM tipo1l
( ) Dislipidemia ( )DMtipo2

() Doenga Autoimune ( ) Doenc¢a Hematoldgica
( ) Doenga Infecciosa ( )AVC ( )IAM ( )Outro:___

Medicamentos de uso continuo:

() anti-hipertensivo ( ) hipoglicemiante ( ) hipolipemiante ( ) anticoagulante

( )antioxidantes ( )vitaminas () Outro:

Terapia antirretroviral e tempo de uso:

Data do diagnéstico:

Ultimos exames (CD4 e carga viral):
/ /

/ /
Antecedentes Mérbidos Familiares: ( ) HAS ( ) DMtipo 2 ( ) Dislipidemia

( JAVC ( )IAM () Morte subita
( ybcv ( )Outro:

Condicdes e habitos de vida: ( ) Tabagismo ( )Etilismo ( ) Sedentarismo
Atividade fisica:

()SIM ( )1xsemana ( )2xsemana ( )3xsemana ( )>3xsemana
( )NAO

Exposicao solar:

Dieta: ( ) Normal ( )Vegano ( )Vegetariano ( ) Restricdo, qual?
Histdria Clinica e Exame Fisico da Entrada (baseline):

Peso (Kg) Altura (m) IMC (Kg/m?)

Pressdo arterial (mmHg) Circunferéncia abdominal (cm)




