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RESUMO

CICARELLI, L. M. Biomarcadores de risco cardiovascular em pacientes HIV positivos
tratados e nao tratados com terapia antirretroviral. 2016. 92p. Tese (Doutorado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

No advento dos antirretrovirais potentes, os individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) comegaram a apresentar risco maior para o desenvolvimento de doenga cardiovascular (DCV).
Este aumento do risco cardiovascular pode ser associado tanto a infecgdo viral quanto ao tratamento
antirretroviral (TARV), que provocam mudangas pré-aterogénicas como o aumento do colesterol total e
da lipoproteina de baixa densidade (LDL), além da diminuigdo da lipoproteina de alta densidade (HDL). A
ativagdo imune e as alteragdes lipidicas sdo mecanismos associados com a infecgéao pelo HIV e com o
risco de DCV. Este trabalho utilizou ensaios imunoenzimaticos para a determinagdo plasmatica de
biomarcadores emergentes de risco cardiovascular relacionados com modificagdes da lipoproteina de
baixa densidade, a saber: LDL eletronegativa [LDL(-)] e formas oxidadas da LDL, ou seja, LDL-oxi
(residuos lisina da apolipoproteina B100 modificados com malondialdeido), LDL-HNE (residuos lisina da
ApoB100 modificados com 4-hidroxinonenal) e LDL-CML (residuos lisina da ApoB100 modificados por
carboximetila), além de biomarcadores relacionados com a resposta imune-inflamatéria, ou seja,
autoanticorpos 1gG e IgM anti-LDL(-), imunocomplexo de LDL(-) [IC-LDL(-)], proteina amiloide sérica A
(SAA) e mieloperoxidase (MPO). Também foram determinadas as concentragbes séricas dos
biomarcadores de risco relacionados as apolipoproteinas: apolipoproteina A-I (ApoA-I), apolipoproteina B
(ApoB) e apolipoproteina E (ApoE). A populagado estudada incluiu individuos com infecgdo pelo HIV,
tratados (HIV-TARV) e néao tratados (HIV-NT) com terapia antirretroviral e individuos sem infecgéo pelo
HIV (controle). N&o foram identificadas diferengas para as concentragdes de LDL(-), IC-LDL(-), anti-
LDL(-)-IgM, SAA, ApoA-l, ApoB e ApoE entre os grupos estudados (HIV-TARV, HIV-NT e controle). A
ApoA-I correlacionou-se positivamente com ApoB e ApoE (rs= 0,418 e rs= 0,347, Spearman, p<0,01) e a
ApoB com a ApoE (rs= 0,286, Spearman, p<0,01). Verificou-se correlagdo inversa entre as
concentragbes de LDL(-) e IC-LDL(-) (rs= -0,214, Spearman, p<0,05). Os niveis de anti-LDL(-)-lgG
correlacionaram-se positivamente com |IC-LDL(-) e anti-LDL(-)-IgM (rs= 0,240, Spearman, p<0,05 e rs=
0,348, Spearman, p<0,01). As concentragdes de LDL-CML correlacionaram-se positivamente com
LDL(-), LDL-oxi, LDL-HNE e IC-LDL(-) (rs= 0,212, Spearman, p<0,05; rs= 0,214, Spearman, p<0,05; rs=
0,573, Spearman, p<0,01 e rs= 0,219, Spearman, p<0,05). O grupo HIV-NT apresentou niveis mais
elevados de anticorpos anti-LDL(-)-lgG comparado ao grupo controle (Kruskal-Wallis, p<0,01). Em
contraste, observou-se no grupo HIV-NT diminuigdo das concentragdes de MPO, LDL-HNE e LDL-CML
em relagdo ao grupo controle (Kruskal-Wallis, p<0,01). A comparagao dos grupos HIV-NT e HIV-TARV
demonstrou que o TARV promoveu diminuicdo das concentragbes dos anticorpos anti-LDL(-)-IgG e
aumentou os niveis de LDL-oxi (Kruskal-Wallis, p<0,01). O grupo HIV-TARV apresentou aumento das
concentragbes de LDL-oxi e diminuicdo dos niveis de MPO, LDL-HNE e LDL-CML em relagdo ao
controle (Kruskal-Wallis, p<0,01). Em conclusdo, a infec¢gdo pelo HIV modificou o biomarcador de
inflamagao MPO e o perfil de biomarcadores relacionados as modificagdes da LDL (menor formagao de
LDL-HNE e LDL-CML), além aumentar a resposta imune-humoral a LDL eletronegativa [anti-LDL(-)-1gG],
enquanto o tratamento com antirretrovirais inibiu esta resposta. Os outros biomarcadores estudados nao
foram modificados pela infecgéo viral ou pelo tratamento antirretroviral.

Palavras-chave: Aterosclerose, HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana), Biomarcadores, LDL(-)
(Lipoproteina de Baixa Densidade Eletronegativa), ELISA (Ensaio Imunoenzimatico).






ABSTRACT

CICARELLI, L. M. Biomarkers of cardiovascular risk in HIV-positive patients treated and
untreated with antiretroviral therapy. 2016. 92p. Thesis. Faculty of Pharmaceutical Sciences,
University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

In the advent of potent antiretroviral therapy, individuals infected with human immunodeficiency virus
(HIV) have showed an increased risk for developing cardiovascular disease (DCV). Studies have
discussed that the increased risk may be related to both the disease and antiretroviral treatment (TARV),
that produced pro-atherogenic changes such as increased of total cholesterol and low density lipoprotein
(LDL) and decreased high density lipoprotein. The immune activation and the lipid modifications are well
known mechanisms related to HIV infection and the risk of DCV. This study used immunoassays for
plasma quantification for emerging biomarkers of cardiovascular risk related to modification of low density
lipoprotein: electronegative LDL [LDL(-)] and oxidized forms of LDL, LDL-oxi (lysine residues of
apolipoprotein B100 modified by malondialdehyde), LDL-HNE (lysine residues of ApoB100 modified by
4-hydroxynonenal) and LDL-CML (lysine residues of ApoB100 modified by carboxymethyl) and
biomarkers associated to immune and inflammatory responses, IgG and IgM autoantibodies anti-LDL(-)
and immunecomplexe of LDL(-) [IC-LDL(-)], serum amyloid A protein (SAA) and myeloperoxidase (MPO).
Also, were determined serum concentrations of risk biomarkers related to apolipoproteins: apolipoprotein
A-l (ApoA-l), apolipoprotein B (ApoB) and apolipoprotein E (ApoE). The studied population included
patients with HIV infection, treated (HIV-TARV) and untreated (HIV-NT) with antiretroviral therapy and
individuals without HIV infection (controle). No differences were identified for concentrations of LDL(-), IC-
LDL(-), anti-LDL(-)-lgM, SAA, ApoA-I, ApoB and ApoE between studied groups (HIV-TARV, HIV-NT and
controle). The ApoA-lI was positively correlated to ApoB and ApoE (rs= 0,418 e rs= 0,347, Spearman,
p<0,01) and ApoB to ApoE (rs= 0,286, Spearman, p<0,01). There was an inverted correlation between
LDL(-) and IC-LDL(-) (rs= -0.214, Spearman, p<0,05). The levels of anti-LDL(-)-IgG were positively
correlated to IC-LDL(-) and antibodies anti-LDL(-)-IgM (rs= 0.240; Spearman; p <0.05 and rs= 0.348;
Spearman; p <0.01). The concentrations of LDL-CML were positively correlated to LDL(-), LDL-oxi, LDL-
HNE e IC-LDL(-) (rs= 0,212, Spearman, p<0,05; rs= 0,214, Spearman, p<0,05; rs= 0,573, Spearman,
p<0,01 e rs= 0,219, Spearman, p<0,05). The HIV-NT group showed higher levels of anti-LDL(-)-IgG
compared to Control group (Kruskal-Wallis, p<0,01). In contrast, was observed lower levels for HIV-NT
group to MPO, LDL-HNE and LDL-CML when compared to Control group (Kruskal-Wallis, p<0,01). The
comparison of HIV-NT and HIV-TARV groups demonstrated that TARV caused a decrease of
concentrations of anti-LDL(-)-IgG antibodies and an increased of LDL-oxi levels (Kruskal-Wallis, p <0.01).
The HIV-TARV group showed increased LDL-oxi concentrations and decreased at levels of MPO, LDL-
HNE e LDL-CML when compared to Control (Kruskal-Wallis, p<0,01). In conclusion, the HIV infection
changed the biomarker of inflammation MPO and the profile of biomarkers related to modifications of LDL
(lower concentrations of LDL-HNE and LDL-CML), as well as increased the humoral-immune response to
electronegative LDL [anti-LDL(-)-IgG], while treatment with antiretroviral therapy inhibited this response.
The other studied biomarkers were not modified either by viral infection or antiretroviral treatment.

Keywords: Atherosclerosis, HIV (Human Immunodeficiency Virus), Biomarkers, LDL(-) (Electronegative
Low Density Lipoprotein), ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).






1.INTRODUGAO

Em regides com acesso universal aos cuidados em saude, o tratamento
antirretroviral (TARV) melhorou o prognéstico dos individuos infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), diminuindo a mortalidade relacionada com a sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (aids) e aumentando os casos de mortalidade devido a
doencga cardiovascular (DCV). Na Europa e América do Norte, houve diminui¢do de
hospitalizagdo por doencas relacionadas com aids e o aumento por doencas néao
relacionadas com aids, como a DCV. O TARV eficaz aumentou a idade média dos
individuos com infeccéo pelo HIV, ampliando sua expectativa de vida e favorecendo o
desenvolvimento de comorbidades associadas ao envelhecimento e a alteracbes
cardiovasculares, como diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo, doencga renal crénica e
osteoporose (BELTRAN et al., 2015; NOU et al, 2016a). Complicacdes
cardiovasculares sao mais comuns em individuos infectados com o HIV, do que em
individuos néo infectados com a mesma faixa etaria (BJORKBACKA; FREDRIKSON;
NILSSON, 2013; HSUE; DEEKS; HUNT, 2012).

Atualmente no Brasil, ocorre uma transigdo epidemioldgica caracterizada
por alteragdes no quadro populacional e de morbimortalidade. Na década de 50, as
mortes por doengas infectocontagiosas correspondiam a 40% dos registros no Pais,
hoje nao ultrapassam 10%. O contrario ocorreu com as DCVs que correspondiam a
12% das mortes registradas na década de 1950 e hoje representam mais de 40% dos
casos. Em um curto periodo de tempo, o Brasil mudou de um perfil de
morbimortalidade tipico de populagdo jovem, para um perfil relacionado com
enfermidades mais complexas, onerosas e crénicas, comuns de faixas etarias mais
avangadas (GORDILHO et al., 2000).

As doengas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) sdo o problema de
saude publica de maior magnitude no Pais. Nas Uultimas décadas, o Brasil
experimentou importantes transformacées no seu padrao de mortalidade e morbidade,
devido aos processos de transicdo demografica, epidemioldgica e nutricional, incluindo
a urbanizagao e o crescimento econdmico e social que também contribuem para o
maior risco de desenvolvimento de DCNT pela populagdo. Houve importante reducao
de doencas infecciosas e aumento das DCNT, acidentes e violéncias, além das

mudancas no padrao de vida, comportamentos e exposicdes. O Brasil € um pais que



envelhece e a carga de doengas cronicas tende a aumentar, exigindo um novo modelo
de atengao a saude para a populacédo (BRASIL, 2015).

As DCVs sao a principal causa de morte no Pais, apesar da mortalidade
ter caido ao longo dos anos (cerca de 44% para doengas cardiacas), ela ainda
permanece alta. Em 2004, a mortalidade atribuivel as DCVs foi de 286 por 100mil
habitantes, sendo aquelas que geram maiores custos de internagdes hospitalares. De
acordo com dados do ELSA-Brasil', a prevaléncia de doenca coronariana e infarto na
populacao entre 35 e 74 anos foram de 4,7% e 1,7% respectivamente (SCHMIDT, 2015
apud BRASIL, 2015).

No Brasil, aproximadamente 734mil pessoas viviam com HIV/aids em
2014, correspondendo a uma prevaléncia de 0,4%. Entre os individuos de 15 a 49
anos, a prevaléncia é de 0,6%, sendo 0,7% para homens e 0,4% para mulheres. Nos
ultimos cinco anos, foram registrados em média 39,7mil casos de aids no Brasil. A taxa
de deteccdo de aids no Pais apresentou estabilizagdo nos ultimos dez anos, com
média de 20,5 casos para cada 100mil habitantes, sendo a Regido Sudeste a unica
com tendéncia de queda significativa. A concentragdo dos casos de aids no Brasil esta
entre os individuos com idade entre 25 a 39 anos para ambos os sexos. Avaliacdo do
coeficiente de mortalidade padronizado demonstra uma tendéncia significativa de
queda nos ultimos dez anos, de 6,1 6bitos para cada 100mil habitantes em 2004, para
5,7 em 2013, representando uma queda de 6,6% (BRASIL, 2015).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o
numero de casos confirmados de aids no Brasil aumentou gradativamente na década
de 90, alcangando a estabilidade nos ultimos anos (FIGURA 1). O numero de 6bitos
por aids também se manteve estavel na ultima década (FIGURA 1), demonstrando que
o Pais oferece condi¢bes adequadas para o diagndstico e a assisténcia, incluindo
acdes educativas e medidas individuais para a prevengao da doenca (IBGE, 2010;
IBGE, 2009). O Brasil, juntamente com os paises Latino-americanos e do Caribe,
estabeleceu metas especificas para continuidade das acdes de atengcao em HIV/aids.
Essas metas foram denominadas “90/90/90” e incluem 90% das pessoas com HIV com
conhecimento de sua condigdo sorolégica, 90% das pessoas com HIV recebendo
TARV e 90% das pessoas em TARV alcangando supresséo viral até 2020. O Ministério
da Saude estruturou o programa de gestdo compartilhada para a atengdo aos

pacientes com HIV/aids na rede de Atencao Basica, incorporando novas apresentacoes

" SCHMIDT, M. I. et a. Cohort profile: longitudinal study of adult health (ELSA-Brasil). International Journal of Epidemiology, v.44, n.1, p.68-75,
2015.



terapéuticas e aperfeicoando sistemas informatizados para o acompanhamento do
cuidado continuo (BRASIL, 2015).
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FIGURA 1: Incidéncia de Aids e Nimero de Obitos por Aids no Brasil, no Periodo de 1990 a 2009. Taxa
de incidéncia da doenga (circulo cheio) por 100mil habitantes e casos de 6bitos (circulo vazio)
por 100mil habitantes. Fonte: IBGE, 2010; IBGE, 2009.

Aids: sindrome da imunodeficiéncia adquirida; DST: doencas sexualmente transmissiveis; IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Assim, na era dos antirretrovirais altamente potentes, os individuos
infectados pelo HIV comecaram a apresentar risco maior para o desenvolvimento de
DCVs. Estudos discutem que o aumento do risco cardiovascular pode ser associado
tanto a infeccdo viral, quanto ao TARV, que provocam mudangas pré-aterogénicas
como aumento de colesterol total e da lipoproteina de baixa densidade (LDL), além da
diminuicao da lipoproteina de alta densidade (HDL). A ativagdo imune e as alteragdes
lipidicas sdo mecanismos conhecidamente associados com a infecgao pelo HIV e com
o risco de DCV.

Este trabalho utilizou ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para a
determinacdo plasmatica de biomarcadores emergentes de risco cardiovascular
relacionados com modificagdes lipidicas, ou seja, LDL eletronegativa [LDL(-)] e formas
oxidadas da LDL, ou seja, LDL-oxi (residuos lisina da apolipoproteina B100 - ApoB100
- modificados com malondialdeido), LDL-HNE (residuos lisina da ApoB100 modificados

com 4-hidroxinonenal) e LDL-CML (residuos lisina da ApoB100 modificados por



carboximetila) e biomarcadores relacionados com a resposta imune-inflamatéria, ou
seja, autoanticorpos IgG e IgM anti-LDL(-), imunocomplexo de LDL(-) [IC-LDL(-)],
proteina amiloide sérica A (SAA) e mieloperoxidase (MPQO). Também foram
determinadas as concentracbes séricas dos biomarcadores de risco relacionados as
lipoproteinas: apolipoproteina A-I (ApoA-I), apolipoproteina B (ApoB) e apolipoproteina
E (ApoE).

A populagao estudada incluiu individuos com infeccao pelo HIV, tratados
(HIV-TARV) e n&o tratados (HIV-NT) com terapia antirretroviral e individuos sem

infeccao pelo HIV (controle).



2.PROCESSO DA ATEROSCLEROSE

Estudos demonstram o papel da inflamagdao no desenvolvimento da
doenca arterial coronariana. A resposta inflamatéria de células endoteliais desempenha
papel chave na patogénese de varios estagios da aterosclerose, incluindo o inicio e
progressao da placa de ateroma, sua instabilidade e rompimento. Varias fontes
potenciais podem ser relacionadas com esse processo, incluindo forcas
hemodinamicas, estresse oxidativo e lipoproteinas modificadas (ZAKYNTHINOS;
PAPPA, 2009).

O elemento chave para o desenvolvimento da placa aterosclerética
consiste na captacdo de LDL por macréfagos que leva a formacédo de células
espumosas carregadas de lipidios (HSUE; DEEKS; HUNT, 2012; ZAKYNTHINOS;
PAPPA, 2009). As particulas lipidicas pro-aterogénicas, que infiltram a intima arterial,
ativam células endoteliais provocando aumento da expressado de moléculas de adesao
e inflamatodrias, que atraem as células inflamatérias (HSUE; DEEKS; HUNT, 2012). As
células mononucleares e placa gordurosa estimulam a liberagdo de citocinas, como
interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6), e o recrutamento de outras células
inflamatdrias, incluindo macréfagos, mastécitos e células T ativadas, gerando nova
captacao e oxidagcdo de LDL. As citocinas estimulam a proliferagdo de células
musculares lisas e o desenvolvimento da capa fibrosa de colageno, que cobre o centro
necrotico inflamatério da placa. O colageno produzido pelas células musculares lisas
fornece resisténcia mecanica e estabilidade da capa fibrosa (HSUE; DEEKS; HUNT,
2012; ZAKYNTHINOS; PAPPA, 2009). Entretanto, macréfagos ativados também
podem secretar metaloproteinases de matriz (MMPs) que degradam o colageno,
tornando essa capa fibrosa fraca e favorecendo sua ruptura (ZAKYNTHINOS; PAPPA,
2009).

A etapa inicial da aterosclerose é a disfuncdo endotelial que promove
inflamacéo, estresse oxidativo e agregacao plaquetaria. As particulas de LDL entram
na parede do vaso, tornando-se oxidadas (LDL-oxi — lipoproteina de baixa densidade
oxidada), enquanto uma acentuada resposta inflamatéria é induzida pela expressao de
citocinas pré-inflamatérias. Os mondécitos da circulagédo sanguinea também entram na
parede celular, diferenciando-se em macrofagos e acumulando particulas LDL-oxi,
favorecendo a formacao de células espumosas. Ha também um acumulo extracelular

de lipidios modificados na parede vascular, bem como infiltracdo de neutrdfilos e



linfocitos. Esse processo inflamatério resulta no desenvolvimento da placa de ateroma
(SIASOS et al.,, 2015). Alteragdes no metabolismo lipidico promovem o acumulo
patolégico de lipideos na parede dos vasos, oxidagado e inflamagédo crbnica e a
formacgdo das lesdes aterosclerdticas, culminando nos eventos clinicos (TSIMIKAS;
MILLER, 2011).

2.1. PROCESSO DA ATEROSCLEROSE EM PACIENTES HIV
POSITIVOS

Com o acesso universal aos cuidados em saude, a TARV melhorou o
prognéstico dos individuos infectados pelo HIV, diminuindo a mortalidade relacionada
com a aids e aumentado os casos de mortalidade devido a DCV (BELTRAN et al.,
2015; LO, 2011; NOU et al., 2016a). Assim, os cuidados com esse individuos passaram
do tratamento de doencas relacionadas com a imunodeficiéncia para o
acompanhamento de doengas cronicas como a aterosclerose (NOU et al., 2016a). O
amplo acesso aos modernos tratamentos tornou os niveis plasmaticos de RNA (acido
ribonucleico) do HIV indetectaveis pelos testes convencionais e a supressao mediada
pelo tratamento resultou na reconstituicdo da imunidade, menor morbidade e aumento
da expectativa de vida. Por razbes ainda nao identificadas, individuos com longo tempo
de TARV apresentam maior prevaléncia de aterosclerose e alteragcbes vasculares, que
individuos néo infectados na mesma faixa etaria (HSUE; DEEKS; HUNT, 2012), sendo
a dislipidemia altamente prevalente entre pacientes com infeccdo crbnica pelo HIV,
conferindo risco aumentado para DCV nestes individuos (LO, 2011).

Complicagdes cardiovasculares, incluindo eventos clinicos e subclinicos,
sao mais comuns em individuos infectados com HIV, do que em individuos nao
infectados da mesma faixa etaria (BELTRAN et al, 2015; BJORKBACKA;
FREDRIKSON; NILSSON, 2013; HSUE; DEEKS; HUNT, 2012). A taxa de morte subita
por causas ateroscleréticas e/ou arritmia entre individuos com HIV é 4,5 vezes maior
do que na populagédo geral. Individuos com HIV apresentam mais eventos clinicos
cardiovasculares, como doenca cardiaca coronariana e doenca arterial periférica; e
mais danos cardiovasculares subclinicos, como aumento da espessura da camada
intima-média, calcificagdo coronariana, isquemia miocardica, disfuncdo endotelial e
doenca isquémica (BELTRAN et al., 2015).



A idade média da populagao infectada pelo HIV esta aumentando, tanto
pela efetividade da TARV, como pelo aumento da expectativa de vida destes
individuos, o que favorece o desenvolvimento de morbidades associadas a idade,
como DCV, diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo e doencga renal crénica. Também
acredita-se que individuos com HIV apresentam envelhecimento biolégico acelerado, o
que contribui ainda mais para o desenvolvimento precoce das morbidades relacionadas
a idade, incluindo a osteoporose (BELTRAN et al., 2015).

Entre os fatores determinantes para DCV em individuos com infeccao
pelo HIV pode-se citar a inflamacao e ativagcao imune persistentes determinadas pelo
proprio virus, as alteracdes metabdlicas e a disfungao endotelial, além daqueles fatores
relacionados com o estilo de vida e predisposicdo pessoal. Também pode-se incluir a
influéncia da TARV que, apesar de algumas drogas antirretrovirais promoverem
alteracbes deletérias, determinam um impacto positivo para a inflamacao, ativagao
imune e disfungdo endotelial, que superam os efeitos deletérios (BAKER; DUPREZ,
2010; BELTRAN et al., 2015). Outro fator que deve ser considerado é a possibilidade
de coinfecgdo com outros virus, como hepatite C, citomegalovirus e herpes, que
também contribuem para essa rede de interagdes. Estes fatores e suas interacbes com
a DCV estao apresentados esquematicamente na FIGURA 2 (BELTRAN et al., 2015).
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FIGURA 2: Fatores Determinantes de Doenga Cardiovascular em Individuos com Infecgéo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (adaptado de: BELTRAN et al., 2015).

DCV: doenga cardiovascular; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; TARV: terapia antirretroviral



Assim, o elevado risco cardiovascular observado em individuos com HIV
pode ser atribuido a alteracbes metabdlicas associadas com a TARV, como os
inibidores de protease viral, cuja introducéo na pratica clinica coincide com os primeiros
casos reportados de doencga cardiaca isquémica nestes individuos. Entre os efeitos
metabdlicos deletérios pode-se destacar o desenvolvimento de hipercolesterolemia, a
resisténcia a insulina e o diabetes mellitus tipo 2. Estas etiologias foram associadas ao
tratamento com inibidores de protease viral, inibidores da transcriptase reversa
analogos a nucleosideos/nucleotideos e inibidores da transcriptase reversa nao
analogos a nucleosideos/nucleotideos. O inicio da TARV foi associado com aumento
de lipidios plasmaticos, triglicérides e colesterol total com a elevagao de LDL e pode
ser parcialmente associado com ganho de peso observado apos o inicio do tratamento.
Alguns antirretrovirais, principalmente inibidores de protease e inibidores de
transcriptase reversa analogos a nucleosideos/nucleotideos, foram relacionados com
efeitos deletérios na fungdo endotelial e com o aumento de estresse oxidativo e
inflamac&o (BELTRAN et al., 2015).

O efeito positivo da TARV sobre o risco de DCV foi relacionado com a
capacidade do tratamento em reduzir a inflamagao, a ativacdo imune e a disfungao
endotelial pela supressao da replicagao viral. Assim, o proprio tratamento € um fator
importante para a preveng¢ao de DCV em individuos com infeccéo pelo HIV. Entretanto,
deve-se salientar que a TARV nado reverte completamente as alteragdes,
permanecendo um estado residual de ativacdo imune, inflamacgao e ativacdo endotelial
que poderia justificar a frequéncia aumentada de DCV nestes individuos, mesmo na
presenca de supress&o da replicacdo viral (BELTRAN et al., 2015).

Os provaveis mecanismos pelos quais a infeccido viral pelo HIV pode
aumentar o risco cardiovascular estao detalhados na FIGURA 3 e incluem inflamacéao e
ativacao imune persistentes, secundarias a translocacdo microbiana induzida pelo virus
e a baixa endotoxemia; dano endotelial, atividade trombdtica, estresse oxidativo
aumentados e efeitos indiretos no metabolismo, incluindo efeitos diretos do virus e de
proteinas virais no metabolismo de colesterol de macrofagos; e dislipidemia
relacionada com a TARV (BELTRAN et al., 2015; CROWE et al., 2010). A ativacdo de
vias inflamatérias promove liberacédo de citocinas e expressdo de moléculas de adesao
endotelial estreitando a relagao entre disfungcdo endotelial e ativagao inflamatéria e
imune. Esta ativagcdo € acompanhada pelo aumento de marcadores de ativagao de

mondcitos/macréfagos, relacionados com o surgimento e o desenvolvimento da



aterosclerose. A infecgao pelo HIV aumenta a proporcdo de mondcitos com fendtipo
ativado, aumentando assim a secregdo de citocinas pré-inflamatérias (BELTRAN et al.,
2015).

Metabolismo Inflamagéo Desenvolvimento Sangue
do Colesterol da Placa
Translocag&o microbioana
o & endotoxemia
| E d
H'V LS v mgﬁg?ggoes —» Regresséo da placa
Inflamagéo sistémica
' ¢ HIV __ Citocinas e quimiocinas
o Ativacdo de mondcitos pré-inflamatérias
Dislipidemia *
l Migragéo de mondcitos
LDL Inflamagéao
local
O
| — ®
v Monécitos & DesenvolvimebA
LDL C ontoctos d de células Apoptose,
modificada EIRERED 05 espumosas necrose
lipideos A
HIV — Reducéao no transporte reverso Artéria
de colesterol

FIGURA 3: Mecanismos Propostos para o Processo da Aterosclerose em Individuos com Infecgao pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (adaptado de: CROWE et al., 2010).

HIV: virus da imunodeficiéncia humana; LDL: lipoproteina de baixa densidade; MMPs: metaloproteinases de matriz

Na FIGURA 3 pode-se destacar dois principais fatores de risco para DCV
em individuos com infec¢ao pelo HIV: (a) aumento crénico de LDL plasmatica e/ou
diminuicdo de HDL; e (b) ativagdo pré-inflamatéria de monécitos e do endotélio
vascular, com intensificagcdo da migragao dessas células para a lesdo aterosclerética e
sua transformagdo em macréfagos e em células espumosas ricas em lipideos. Uma
regressao na placa aterosclerética pode ser associada com o egresso de macrofagos
do seu interior, ao contrario do acumulo de células espumosas no local. Em pacientes
com hipercolesterolemia, a produgcdo de fatores proé-aterogénicos pode promover
apoptose, necrose, expansido e instabilidade da placa, resultando em eventos
cardiovasculares. A infecgao viral pode afetar cada etapa deste processo, aumentando
assim os riscos de DCV tradicionalmente conhecidos (CROWE et al., 2010).

Os mondcitos exercem papel importante na aterosclerose e na infeccao
pelo HIV, pois sdo os precursores de macréfagos das lesdes aterosclerdticas e das

células espumosas ricas em lipideos. A infeccdo pelo HIV provoca mudangas em
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monadcitos e macrofagos, que adquirem fenétipo ativado, o que pode gerar impactos no
processo aterogénico, apesar da relagcao entre fenétipo de mondcitos e DCV nao estar
suficientemente caracterizada. Além disso, o virus interfere com a habilidade dos
macrofagos controlarem o excesso de colesterol e a inibigdo do transporte reverso de
colesterol, que sdao mecanismos que podem impactar no inicio e progressao das placas
aterosclerdticas (CROWE et al., 2010). Assim, a infeccdo pelo HIV pode acelerar o
processo aterosclerético, ndo so pela ativagao de mondcitos/macréofagos, mas também
pela alteragao funcional destas células (NOU et al., 2016a).

A FIGURA 3 também esquematiza os fatores envolvidos no processo de
aterosclerose relacionados com a presenca de dislipidemia devido as drogas
antirretrovirais, como inibidores de proteinases, associados com aumento de LDL e
triglicerideos plasmaticos e diminuicado de HDL. A propria infecgao pelo HIV contribui
para a dislipidemia pelos efeitos no metabolismo do colesterol. O virus também tem
efeito sobre o egresso de macrofagos da placa aterosclerética e o acumulo de células
espumosas. Estudos in vitro demonstram que o egresso de macréfagos por migragao
pelo endotélio vascular estda comprometido em macréfagos de individuos infectados
pelo HIV. O acumulo de células espumosas resultante da internalizagcdo de
lipoproteinas também sofre influencia da redugcédo na capacidade migratéria. A infecgao
viral também afeta o transporte reverso de colesterol, o que favorece também o
acumulo de células espumosas na placa. As células espumosas também produzem
fatores pré-aterogénicos como quimiocinas, citocinas e MMPs, que favorecem a
expansao da placa de ateroma e sua instabilidade que podem ocasionar o surgimento
de apoptose e/ou necrose em ambiente de hipercolesterolemia (CROWE et al., 2010).

Portanto, tanto os efeitos metabdlicos da infecgcao pelo HIV, quanto a
exposicao a TARV, favorecem o processo de aterogénese pela diminuicdo de HDL e
apolipoproteina A-l (ApoA-1) e pelo aumento de colesterol, triglicérides e LDL, incluindo
a associagao com a alta prevaléncia de particulas pequenas e densas pro-aterogénicas
de LDL (BAKER; DUPREZ, 2010; BELTRAN et al., 2015; LO, 2011). Varias vias
enzimaticas, assim como a replicacéo viral podem ser relacionadas com aumento do
risco para DCV, por efeito parcialmente mediado pelo processo inflamatdrio cronico e
por efeitos no metabolismo lipidico (HSUE; DEEKS; HUNT, 2012).

Tanto a ativacdo imune, como as alteracdes lipidicas sdo mecanismos
associados com a infecgao pelo HIV e com o risco de DCV. Assim, a infeccao pelo HIV

provoca alteragdes no perfil lipidico, bem como a TARV apresenta efeitos complexos
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nas concentragdes destes lipidios, gerando agentes pré-inflamatérios e potencialmente
prejudiciais que persistem durante a infec¢do nao tratada e tratada (HSUE; DEEKS;
HUNT, 2012).

Estudos indicam que varios biomarcadores plasmaticos inflamatdrios,
usados para predizer eventos cardiovasculares na populagao em geral, estdo elevados
em individuos HIV positivos tratados, podendo também predizer eventos
cardiovasculares (HSUE; DEEKS; HUNT, 2012). Varios biomarcadores de inflamagao,
de ativagao imune e de disfungcao endotelial, associados com DCV na populagdo em
geral, tém sido estudados em pacientes HIV, apresentando-se aumentados nestes
individuos (BELTRAN et al., 2015).
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3.BIOMARCADORES DE RISCO CARDIOVASCULAR

Biomarcadores de risco cardiovascular tradicionais foram definidos na
V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose (XAVIER et al.,
2013) e em diretrizes internacionais, sendo recomendados para o acompanhamento e
avaliagao de risco para DCVs.

Para o presente estudo, avaliou-se os biomarcadores emergentes e nao
tradicionais que podem ser utilizados para complementar a avaliagdo de risco
cardiovascular (TABELA 1) na populagdo geral, bem como em individuos com a
infeccado pelo HIV. A aplicagdo dos biomarcadores emergentes tem sido discutida em
varias situacdes clinicas, sendo esses parametros relacionados com as modificacdes
lipidicas das particulas de LDL, com resposta imune-inflamatéria e com estresse
oxidativo. Para os biomarcadores nao tradicionais, a literatura possui resultados
discutidos, mas ainda nao foram incluidos nos escores de avaliagao de pacientes com
risco de DCV (XAVIER et al., 2013).

TABELA 1: Biomarcadores Tradicionais, Nao Tradicionais e Emergentes Relacionados com a Avaliagao
de Risco Cardiovascular.

Tradicional N3o Tradicional Emergente”
Colesterol total Apolipoproteina A-I LDL eletronegativa
Triglicérides Apolipoproteina B Anticorpos IgG anti-LDL eletronegativa
LDL-colesterol Apolipoproteina E Anticorpos IgM anti-LDL eletronegativa
HDL-colesterol Imunocomplexos de LDL eletronegativa
Proteina C reativa LDL oxidada®
LDL-HNE”
LDL-CML®

Proteina amiloide sérica A

Mieloperoxidase

Fonte: V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengéo da Aterosclerose. Adaptado de: XAVIER et al., 2013.

" Biomarcadores de composicao proteica de lipoproteinas; " Biomarcadores de modificagao lipidica, de resposta imune-inflamatéria
e estresse oxidativo

@ LDL oxidada com residuos de lisina da apolipoproteina B100 modificados com malondialdeido (MDA); ® LDL oxidada com
residuos de lisina da apolipoproteina B100 modificados com 4-hidroxinonenal; © LDL oxidada com residuos de lisina da
apolipoproteina B100 modificados por carboximetila

CML: carboximetila; HDL: lipoproteina de alta densidade; HNE: 4-hidroxinonenal; IgG: imunoglubulina G; IgM: imunoglobulina M; LDL: lipoproteina
de baixa densidade
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3.1. BIOMARCADORES DE MODIFICAGAO LIPIiDICA

3.1.1. LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE ELETRONEGATIVA [LDL(-)]

A LDL e seus produtos oxidados possuem importante papel na formacao
da placa aterosclerética. Essa lipoproteina compreende um espectro heterogéneo de
particulas, classificadas de acordo com sua densidade, composi¢cdao quimica e
propriedades fisicas. As particulas pequenas e densas de LDL tém sido consideradas
altamente aterogénicas e associadas com DCV e com risco de eventos
cardiovasculares. A alteragao quimica mais frequente da LDL é a oxidacdo que leva a
formagado da LDL-oxi, encontrada em placas coronarianas e na circulagao sanguinea
(NICCOLI et al., 2012), cujas concentragbes variam de 0,01 a 0,5% da LDL total.
Hipoteses para modificagdo lipidica sugerem que a oxidagdo € o evento inicial da
aterosclerose e as variantes da LDL, como LDL-oxi e LDL pequena e densa estariam
associadas com a promog¢ao da aterogénese e com as DCVs (BRUNELLI et al., 2014;
KE et al., 2014).

Outra forma de LDL minimamente oxidada que tem ganhado
reconhecimento pelo seu papel aterogénico e relagdo com o desenvolvimento da
aterosclerose é a LDL eletronegativa [LDL(-)]. H4 mais de duas décadas o termo LDL(-)
tem sido usado para descrever uma LDL com mobilidade eletroforética relativamente
aumentada em eletroforese em gel de agarose (KE et al., 2014; MELLO et al., 2011).
Avogaro, Cazzolato e Bittolo-Bon (1991) foram os pioneiros na identificacdo desta
pequena particula, com maior carga eletronegativa em amostras de plasma humano,
bem como na discussdo sobre sua possivel formagao in vivo, pela modificacido por
processo peroxidativo, e de suas provaveis propriedades aterogénicas (AVOGARO;
CAZZOLATO; BITTOLO-BON, 1991). Atualmente, utilizando-se a técnica de FPLC
(cromatografia liquida rapida de proteinas) com colunas de troca-ibnica, a LDL
plasmatica pode ser dividida em 5 fragbes cujas cargas negativas aumentam
sequencialmente, sendo designadas de L1 a L5. Essa técnica tem sido considerada
método padrdo para o isolamento de LDL(-) (KE et al., 2014). Nos ultimos anos, as
propriedades fisicas da LDL foram estudadas, sendo a LDL(-) reconhecida como uma
nova classe de LDL, cuja propor¢cao aumentada também foi observada em pacientes

com risco cardiovascular (NICCOLI et al., 2012), sendo uma particula diferente em
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tamanho e densidade, na composicao lipidica e proteica, com atividade de fosfolipase e
com uma conformacao diferente para a ApoB100 (ESTRUCH et al., 2015).

Semelhantemente a LDL-oxi, a LDL(-) pode ser internalizada pelas
células endoteliais, provocando resposta aterogénica, morte celular por apoptose,
citotoxicidade e inflamacdo (ESTRUCH et al., 2015; STANCEL et al.,, 2016).
Diferentemente da LDL-oxi, a fracdo L5 ocorre naturalmente sendo uma LDL
minimamente oxidada. Esta LDL altamente eletronegativa tem sido chamada de fragao
L5 (ou simplesmente L5) porque corresponde a quinta subfragdo mais eletronegativa
da LDL. Ambas, LDL-oxi e a fragdo L5 tém sido identificadas como potenciais
biomarcadores de DCV. Concentracbes plasmaticas aumentadas de L5 foram
identificadas em pacientes com risco cardiovascular, como fumantes, pacientes com
diabetes mellitus e pacientes com hipercolesterolemia. A porcentagem da fragdo L5 em
relacdo a LDL total (L5%) foi relacionada com fatores de risco classicos para DCV,
sendo consideradas particulas aterogénicas que induzem inflamagao e contribuem
para a patogénese da doenca arterial coronariana (STANCEL et al., 2016).

A LDL(-) é uma forma naturalmente modificada da LDL, com
caracteristicas relacionadas ao processo de oxidacado e outros tipos de modificagao,
presente na circulagao sanguinea em individuos saudaveis, representando 2 a 10% da
LDL total. Em individuos com risco cardiovascular aumentado pode alcancgar
concentragdes superiores a 10% da LDL total. Estudos reportaram correlagao entre
niveis aumentados de LDL(-) e marcadores de risco cardiovascular, assim como com a
gravidade da doenca arterial coronariana. Outros estudos demonstraram a contribui¢gao
da LDL(-) na aterogénese, por meio de diferentes mecanismos que podem incluir
atividades pré-inflamatérias e pro-apoptoticas (BRUNELLI et al., 2014; MELLO et al.,
2011). A LDL(-) estd aumentada em casos de hipercolesterolemia familiar,
hipertrigliceridemia, esteatohepatite ndo alcodlica, diabetes mellitus e doenca arterial
coronariana, bem como em pacientes submetidos a hemodiadlise e atletas apoés
exercicio aerébico (MELLO et al., 2011). A LDL(-) promove citotoxicidade, apoptose e
inflamacao (ESTRUCH et al., 2015).

Varias modificagcdes aterogénicas das particulas de LDL no plasma
sanguineo humano tém sido descritas. A FIGURA 4 apresenta esquematicamente as
modificagdes aterogénicas ocorridas na LDL e sua transformagdo em LDL(-). Essas
alteracdes incluem a perda de colesterol livre e colesterol ésteres, de fosfolipides e

triglicerideos, aumento da densidade da particula e diminuicdo do seu tamanho,
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aumento de carga negativa, levando a formagao da fragao eletronegativa, na qual
modificagdes da ApoB foram reportadas. Nos estagios finais, observa-se aumento da
oxidacdo, diminuicdo do conteudo antioxidante e a formacdo de complexos altamente
aterogénicos, devido a autoagregacao das particulas modificadas de LDL e a formagao
de autoanticorpos (IVANOVA; BOBRYSHEV; OREKHOV, 2015). Assim, a subfragao
LDL(-) constitui-se de uma mistura heterogénea de particulas de LDL, com carga
negativa aumentada por varios mecanismos (SANCHEZ-QUESADA; VILLEGAS;
ORDONEZ-LLANOS, 2012).

LDL nativa ModificagSes
1 densidade

M
| tamanho
g Perda de lipideos
.’ Ganho de carga
.’ n negativa (-) Oxidagao Autoagregagao
J | vitamina E Formagio de autoanticorpos

‘. Alteragées em ApoB Circulagio de imunocomplexos
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FIGURA 4: Modificagdes Aterogénicas da Lipoproteina de Baixa Densidade e a Formagido da
Lipoproteina de Baixa Densidade Eletronegativa (adaptado de: IVANOVA; BOBRYSHEYV;

OREKHOV, 2015).
ApoB: apolipoproteina B; LDL: lipoproteina de baixa densidade

As propriedades aterogénicas mais estudadas da LDL(-) sdo suas
atividades proé-inflamatéria e apoptética em cultura de células endoteliais, linfocitos,
mondcitos e macrofagos. Estudos indicam que essas particulas agregam-se
espontaneamente, favorecendo a agregacao de LDL nativa, e também sugerem que
essa sub-fracdo tem papel relevante na aterogénese pela atuagcdo como fator
estimulador da agregacao de lipoproteinas. A LDL(-) pode ser gerada no plasma por
mecanismos que incluem lipoperoxidagao, glicacdo, carbamilagédo, Ilipdlise ou

protedlise, de acordo com fatores individuais e da doenca de base, adquirindo
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propriedades aterogénicas que desencadeiam resposta inflamatéria localizada,
promovem o recrutamento de leucécitos e o desenvolvimento dos eventos relacionados
com a aterosclerose. Também pode ser formada no espaco subendotelial e liberada de
proteoglicanos por processo de oxidagao mediado por mieloperoxidase (MPO), o que
possibilita seu retorno ao sangue (SANCHEZ-QUESADA; VILLEGAS; ORDONEZ-
LLANOS, 2012). A interagao de LDL(-) com células endoteliais promove a liberagao de
citocinas e contribui para aumento da formacado de células espumosas, ampliando o
estresse oxidativo na intima e modificando a composicdo da matriz extracelular do
ateroma (MELLO et al., 2011). A LDL(-) induz a liberagao de mediadores inflamatérios
pelas células endoteliais e leucécitos. Entretanto, os mecanismos pelo quais a resposta
inflamatodria € ativada pela LDL(-) ainda nao foram totalmente definidos (ESTRUCH et
al., 2015).

Os mecanismos pro-aterogénicos da LDL(-) podem ser multiplos. A LDL(-)
também tem sido considerada citotoxica, por ser mais densa e mais suscetivel a
oxidacdo que a LDL nativa, por promover a liberacdo de fatores pro-inflamatorios e
aterogénicos em células endoteliais e induzir o recrutamento de leucdcitos, sugerindo
um novo papel para a LDL(-) na aterogénese (MELLO et al.,, 2011; NICCOLI et al.,
2012).

3.1.2. FORMAS OXIDADAS DE LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE

Na oxidagao da LDL, os acidos graxos insaturados sdao decompostos a
malondialdeido (MDA) e 4-hidroxinonenal (HNE), dentre outros produtos. Estes
compostos podem reagir com os residuos de lisina da apolipoproteina B100
(ApoB100), neutralizando-os e interferindo na capacidade de Iligagdo com
glicosaminoglicanos da matriz extracelular arterial. Assim, os varios modelos de
oxidagao podem produzir particulas de LDL incapazes de se ligarem a essas estruturas
(PENTIKAINEN; OORNI; KOVANEN, 2001).

O processo de oxidagao das lipoproteinas, em particular da LDL, pode ser
considerado como mediador de varias vias pro-aterogénicas e pré-inflamatérias. Varios
mecanismos in vivo foram descritos para a oxidagao da LDL, envolvendo a participacao

de metais, como cations bivalentes, heme, diferentes sistemas enzimaticos, como
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lipoxigenases, MPO, NADPH (nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato na forma
reduzida) oxidases e 6xido nitrico sintases (TSIMIKAS; MILLER, 2011).

As modificacbes oxidativas das lipoproteinas, especialmente da LDL,
estdo reconhecidamente associadas a aterosclerose, sendo que varios estudos
detectaram particulas de LDL oxidadas em humanos. A LDL-oxi resulta da exposi¢ao
da LDL a um numero de agentes oxidantes, como anion superéxido e perdxido de
hidrogénio presentes em células, especialmente macréfagos da parede arterial;
enzimas, como lipoxigenase e produtos da MPO. Essa exposi¢ao causa a deplegao de
compostos antioxidantes e posterior oxidacdo de componentes lipidicos e proteicos das
particulas de LDL (MELLO et al., 2011).

Individuos com infeccao pelo HIV apresentam concentracbes aumentadas
de LDL-oxi, relacionada com doenca vascular e aterosclerose, por sua atividade proé-
inflamatdria e pelo desenvolvimento de células espumosas, representando a ligagao
entre lipideos, inflamacao e aterosclerose. Também contribuem para a proliferacdo de
células musculares lisas e para a ativacdo de células endoteliais das artérias, etapas
importantes na formagao da placa aterosclerética (HILEMAN et al., 2016; NOU et al.,
2016b; ZIDAR et al., 2015). Mudangas na concentragcao de LDL-oxi foram relacionadas
com alteracbes no volume de placas ndo calcificadas, independentemente da
concentracdo de LDL, em individuos com infecgcdo pelo HIV, que também foram
tratados com estatinas (NOU et al., 2016b). Também foram identificadas correlagdes
entre as concentracbes plasmaticas de LDL-oxi e a espessura média-intima das
caroétidas em individuos com infecgao pelo HIV. As concentracdes alteradas de lipideos
pro-inflamatérios, como a LDL-oxi, em individuos com infeccdo pelo HIV foram
relacionadas com a ativagao de mondécitos in vitro (ZIDAR et al., 2015).

O papel da inflamagdo na aterosclerose e na fragilidade da placa
aterosclerdtica estd bem reconhecido, entretanto, somente nos ultimos anos tem se
tornado evidente que a inflamagao € modulada pela resposta imune contra antigenos
da placa como a LDL-oxi. Curiosamente, ambas as respostas imunes protetora e
patogénica existem e dados experimentais sugerem que a modulagao destas respostas
imunes representam um alvo promissor para o tratamento da doenca cardiovascular
(BJORKBACKA; FREDRIKSON; NILSSON, 2013).
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3.2. BIOMARCADORES DE RESPOSTA IMUNE-INFLAMATORIA E
ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo tem sido relacionado com o desenvolvimento das
lesdes ateroscleroéticas, pois alguns biomarcadores foram relacionados com o risco
para eventos cardiovasculares (HILEMAN et al., 2016). Tanto a cascata inflamatdria
como a ativagdo celular do sistema imune contribuem para a progressao da
aterosclerose e podem ser usados como indicadores progndsticos adicionais em
pacientes com doenca aterosclerotica estavel ou instavel (SIASOS et al., 2015).

A inflamagdo é considerada uma importante etapa na progressao da
aterosclerose e envolve varias células, mediadores e sinalizagdes celulares. Assim, um
biomarcador capaz de determinar o estagio de inflamagao vascular € necessario, uma
vez que a combinacdo de biomarcadores inflamatérios com fatores de risco classicos
poderdo prover futuras informagdes sobre a progressdo da aterosclerose e do risco
cardiovascular (SIASOS et al., 2015). Estudos indicam que varias proteinas associadas
a lipoproteinas, cujas concentragdes se alteram durante a inflamagao aguda e cronica,

poderiam servir como marcadores de doenga cardiovascular (CHAIT et al., 2005).

3.2.1. ANTICORPOS ANTI-LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE
ELETRONEGATIVA [ANTI-LDL(-)]

A LDL(-) apresenta propriedades pré-inflamatérias e imunogénicas. A
LDL(-), assim como a LDL-oxi, € capaz de ativar as respostas inflamatéria e imune,
mas o real impacto dos autoanticorpos anti-LDL(-) no processo aterosclerético e outras
doencas crénicas ainda nao foi esclarecido. A concentragao de anticorpos anti-LDL(-)
em pacientes com angina instavel e estavel foi maior que em individuos saudaveis,
reforcando a ideia do potencial efeito negativo desses anticorpos (MELLO et al., 2011).

A FIGURA 5 apresenta os mecanismos propostos para a interacédo entre
LDL(-) e o processo de aterogénese, incluindo a formagdo de autoanticorpos e
imunocomplexos. As modificagdes da LDL nativa podem ocorrer no plasma sanguineo
ou durante sua migracao para o espaco subendotelial, onde a particula sofre oxidagao
e mudancgas estruturais resultando na produgao de LDL(-). A formagao de LDL(-) inclui

além das modificagbes oxidativas, modificagdes fisicas e bioldgicas como sua glicagao
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ndo enzimatica, aumento na atividade enzimatica devido as enzimas associadas a
superficie destas particulas (ex.: PAF-acetil hidrolase e fosfolipase A2), enriquecimento
do conteudo de acidos graxos nao esterificados (NEFA), hemoglobina, além do
aumento no conteudo de ApoClll (apolipoproteina CllIl) e ApoE (apolipoproteina E) na
LDL. A interagdo de LDL(-) com as células endoteliais promove a liberagao de citocinas
e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que contribuem para aumentar sua
oxidagdo e posterior internalizacdo por macrofagos com a formacao de células
espumosas que amplificam o estresse oxidativo na camada intima arterial. Os epitopos
da LDL(-) sdo apresentados as células B, estimulando-se a produgdo de anticorpos
anti-LDL(-). Apds esta etapa, IC-LDL(-) formados podem precipitar e estimular a
manutencgado das respostas imune e inflamatérias. Assim, a LDL(-), seus anticorpos e
imunocomplexos podem alcangcar a circulacdo e serem detectados como
biomarcadores do processo de formagao das lesdes ateroscleréticas (MELLO et al.,
2011).
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FIGURA 5: Mecanismos Propostos para o Processo de Produgédo de Autoanticorpos e Imunocomplexos
de Lipoproteina de Baixa Densidade Eletronegativa na Aterogénese (adaptado de: MELLO et
al., 2011).

Anti-LDL(-): autoanticorpos anti-lipoproteina de baixa de densidade eletronegativa; ApoClIl: apolipoproteina CllI; ApoE: apolipoproteina E; IC-
LDL(-): imunocomplexos de lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; IL-1: interleucina 1; INF+y: intérferon gama; LDL: lipoproteina de baixa
densidade; LDL(-): lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; MHC: complexo principal de histocompatibilidade; M®: macréfagos; M®/Th1:
macréfagos ativado por células T citotdxicas (Th1); NEFAs: acidos graxos ndo esterificados; TNFa: fator de necrose tumoral alfa; VLDL(-):
lipoproteina de muito baixa densidade
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Ainda nao foi esclarecido o papel dos anticorpos contra varios epitopos de
lipoproteinas modificadas, se estes possuem caracteristicas pro-aterogénicas ou anti-
aterogénicas. Estudos apresentaram controvérsias sobre as fungdes de anticorpos das
classes IgG e IgM, que parecem refletir processos fisiopatoldgicos distintos. Em geral,
evidéncias sugerem que anticorpos IgG contra LDL-oxi podem ser associados com as
propriedades pro-aterogénicas. Os anticorpos IgG anti-LDL(-) também foram
correlacionados com o grau de aterosclerose e sua progressdo, demonstrando que
individuos com sindrome coronariana aguda tém niveis mais elevados destes
anticorpos, quando comparados com individuos com sindrome coronariana crbnica ou
saudaveis, sugerindo que tais anticorpos possam ser usados como indicativos nao
somente de sindrome coronariana, mas também de instabilidade da placa
aterosclerdtica (OLIVEIRA et al., 2006).

Verifica-se uma crescente necessidade de estudos para a identificacédo e
a validacao de biomarcadores imunoldgicos relacionados com a caracterizagao do risco
cardiovascular, bem como no desenvolvimento de biomarcadores relacionados com o
monitoramento do efeito de vacinas para aterosclerose em estudos clinicos. Alguns dos
marcadores propostos incluem autoanticorpos antigeno-especificos contra a placa,
anticorpos contra antigenos da vacina e anticorpos que caracterizam células
circulantes do sistema imune envolvidas com o processo da doenga. Para se garantir
sensibilidade adequada, esses biomarcadores baseados em autoanticorpos também
precisam ser antigeno-especificos (BJORKBACKA; FREDRIKSON; NILSSON, 2013).

A LDL-oxi também ¢é alvo de autoanticorpos IgG, cujo papel no
desenvolvimento da aterosclerose ainda nao estd esclarecido, assim como sua
associagdao com a gravidade da aterosclerose e com o risco cardiovascular precisam
de comprovacgao por estudos clinicos. A dificuldade reside na falta de padronizagao
para o antigeno de LDL oxidada que deve ser usado na produgédo de anticorpos para
0s ensaios imunoenzimaticos, apesar de estudos baseados em antigenos peptidicos
da apolipoproteina B100 (ApoB100) terem demonstrado resultados consistentes.
Concentragdes aumentadas de autoanticorpos IgG contra peptideos da ApoB tém sido
geralmente associados com casos menos graves de aterosclerose e com baixo risco
cardiovascular (BJORKBACKA; FREDRIKSON; NILSSON, 2013).
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3.2.2. IMUNOCOMPLEXOS DE LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE
ELETRONEGATIVA [IC-LDL(-)]

As lipoproteinas modificadas contribuem para o desenvolvimento da
aterosclerose por diversos mecanismos, incluindo sua capacidade de desencadear a
resposta imune com producgao de autoanticorpos e subsequentemente a formacao de
imunocomplexos. O envolvimento de imunocomplexos de LDL (IC-LDL) na patogénese
da aterosclerose foi sugerido em estudos que demonstraram a presenga de LDL-oxi e
seus correspondentes anticorpos IgG em lesdes ateromatosas de humanos e coelhos.
A incubacdo de macréfagos com IC-LDL, preparado com LDL humana e anticorpos
anti-LDL de coelho, induzem a formacado de células espumosas in vitro mais
eficientemente que qualquer outro mecanismo (MIRONOVA et al., 2000).

Alguns trabalhos demonstraram correlagdo positiva entre as
concentracdes de LDL-oxi e IC-LDL, ambos aumentados em pacientes com doenca
cardiaca coronariana (BING et al., 2004). Também foi demonstrado que concentragdes
aumentadas de IC-LDL modificada podem ser associados com a progressao da
espessura das camadas intima e média da cardtida em pacientes com diabetes tipo |,
favorecendo formacdo ou deposicdo de imunocomplexos com lipoproteinas
modificadas na parede vascular (LOPES-VIRELLA et al., 2007).

3.2.3. PROTEINA AMILOIDE SERICA A (SAA)

A amiloide sérica A (SAA) é uma apolipoproteina transportada na
circulagao primariamente em associagao com HDL (CHAIT et al., 2005), deslocando a
apolipoproteina A-lI (ApoA-l) desta particula (UHLAR; WHITEHEAD, 1999). SAA
associada a lipoproteina pode ter papel no transporte de colesterol, aumentando a
entrega deste para células periféricas. Na circulagdo, a SAA livre pode associar-se a
HDL na parede arterial ou ser secretada pelas proprias células da parede arterial.
Portanto, SAA associada ou nao associada a lipoproteinas podera apresentar
diferentes papéis para o transporte de colesterol para as células em sitios inflamatorios
ou de lesdes (CHAIT et al., 2005).

Como a proteina C reativa (PCR), a SAA também aumenta sua

concentragao rapidamente em inflamagdes agudas (CHAIT et al., 2005), por ser uma
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proteina de fase aguda. A SAA liga-se as particulas de HDL, promovendo diminuigao
dos niveis de HDL durante a resposta de fase aguda. Também esta relacionada com a
producdo de pequenas particulas de HDL, que sao posteriormente degradadas
(SIASOS et al., 2015).

Estudos indicam que a concentragao sérica de SAA, apés o evento de
infarto do miocardio, pode auxiliar na predicdo de risco de novos eventos
cardiovasculares (ZAKYNTHINOS; PAPPA, 2009). Concentragdes aumentadas de SAA
foram relacionadas com o risco de doencga arterial coronariana em humanos. Estudos
em animais demonstraram o papel desta proteina na aterogénese, uma vez que RNA
mensageiro foi detectado na maioria dos tipos celulares presentes em lesdes
aterosclerdticas. Concentracbes aumentadas de SAA também foram associadas com
condi¢des relacionadas com o aumento do risco cardiovascular como obesidade,
resisténcia a insulina, sindrome metabdlica, diabetes e artrite reumatoide (CHAIT et al.,
2005). Modelos de animais hiperlipidémicos sugerem o papel mediador da SAA na
aterosclerose e bem como de marcador para DCV. Foram encontradas concentracoes
aumentadas de PCR e SAA em individuos com sindrome metabdlica (CHAIT et al.,
2005). Considerada como novo biomarcador de inflamagédo, associado com a
progressao da aterosclerose, a SAA pode também funcionar como marcador do
metabolismo lipidico, pois foi associada com eventos cardiovasculares, apés 30 dias,

em pacientes com sindromes coronarianas agudas (SIASOS et al., 2015).

3.2.4. MIELOPEROXIDASE

A mieloperoxidase (MPO) é uma heme-proteina produzida por neutréfilos
ativados, mondcitos e macrofagos teciduais, envolvida com a modificagdo de LDL,
evento critico no processo de aterogénese. Estudos sugerem a associagao entre as
concentracdées de MPO e doencga arterial coronariana, indicando que a MPO poderia
ser usada na estratificacdo do risco (ZAKYNTHINOS; PAPPA, 2009). Também foi
demonstrada a relagdo de MPO no processo de oxidagao de HDL em pacientes com
aterosclerose (CHAIT et al., 2005). Considerada como novo biomarcador de inflamagao
associado com a progressao da aterosclerose, a MPO pode atuar como marcador de
ativagao leucocitaria, relacionado com infarto do miocardio e com o prognéstico de

mortalidade hospitalar para pacientes com alteragdes cardiovasculares (SIASOS et al.,
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2015). Estudos demonstraram aumento nas concentragées de MPO em individuos com
doenca arterial coronariana (SIASOS et al., 2015).

A MPO promove o estresse oxidativo, sendo responsavel pela
peroxidacao lipidica, nitracdo e pela instabilidade da placa aterosclerdtica por ativar
enzimas de matriz, como as MMPs. A MPO também esta presente em neutrdfilos,
mondcitos e macréfagos teciduais, podendo ser usada para identificar pacientes com
alto risco, cujos niveis plasmaticos de troponina estavam negativos (SIASOS et al.,
2015).

Uma vez que lesdes ateroscleréticas humanas demonstraram a presenca
MPO e lipoproteinas modificadas por hipoclorito, estudos sugerem que a MPO
secretada por mondcitos/macréfagos na intima arterial poderia oxidar e extrair LDL da
matriz extracelular, com subsequente captacdo de LDL oxidada pelos macréfagos e,
entdo, levando a formacdo das células espumosas (PENTIKAINEN; OORNI;
KOVANEN, 2001). Na intima arterial, as particulas de LDL oxidadas podem ser
modificadas por lipoxigenase, peroxinitrito, radicais de oxigénio e acido
hipoclorito/hipocloroso. Estudos sugerem que a MPO poderia atuar como provavel
fonte de acido hipoclorito/hipocloroso, pois € secretada por macrofagos ativados. Além
disso, foi demonstrado que lesdes ateroscleréticas humanas possuem MPO com
atividade catalitica (PENTIKAINEN; OORNI; KOVANEN, 2001).

Pentikainen, Odrni e Kovanen (2001) demonstraram que a LDL liberada
de heparina por acdo de MPO apresentou-se mais eletronegativa e com menos
residuos ndo modificados de lisina, do que a LDL que permaneceu ligada a heparina.
Este estudo demonstrou que o acido hipoclorito/hipocloroso produzido pela MPO pode
liberar LDL da ligacdo com heparina. Portanto, os macréfagos da intima secretariam
MPO, que atuariam na ligacdo de LDL a matriz extracelular (PENTIKAINEN; OORNI;
KOVANEN, 2001).

A inducao de estresse oxidativo promove modificagdes na LDL, producao
de moléculas de adeséo e liberagao de citocinas pro-inflamatérias que estao envolvidas
na formacdo da placa aterosclerdtica. Assim, a inflamacdo tem papel decisivo na
progressao da aterosclerose e estudos tém pesquisado um biomarcador que reflita
essa condicao inflamatéria do microambiente vascular. O biomarcador ideal deveria
apresentar caracteristicas como ser altamente sensivel e especifico e ser faciimente
detectado com baixo custo, além de apresentar estabilidade e confiabilidade. A

combinacdo de biomarcadores inflamatérios com os fatores de risco classicos
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poderiam prover mais informagdes sobre a progressao da aterosclerose e sobre o risco
cardiovascular. Alguns biomarcadores inflamatérios que participam na iniciagdo ou
progressao da aterosclerose tém sido estudados nos ultimos anos, como a CRP, a
MPO e a SAA (SIASOS et al., 2015).

3.3. BIOMARCADORES DE COMPOSICAO PROTEICA DE
LIPOPROTEINAS

3.3.1. APOLIPOPROTEINA A-l (ApoA-)

Embora a apolipoproteina A-l1 (ApoA-l), principal proteina da HDL, nao
seja amplamente considerada como uma molécula inflamatdria, os niveis de ApoA-I
claramente diminuem durante a resposta inflamatéria aguda em coelhos, camundongos
e humanos (CHAIT et al.,, 2005). Estudos sugerem que a HDL também tem
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes potentes, embora seus mecanismos
ainda nao sejam completamente compreendidos (CHAIT et al., 2005; DOMINICZAK;
CASLAKE, 2011). As determinagdes de ApoA-lI e ApoB podem ser uteis na avaligdo do
risco de doenga cardiovascular em pacientes com sindrome metabdlica (DOMINICZAK;
CASLAKE, 2011).

Em adigdo a concentragdo plasmatica, ApoA-l pode ser marcador de
aterosclerose quando oxidada. Formas alteradas de HDL aumentam quando a ApoA-I|
€ oxidada pela mieloperoxidase, uma heme enzima produzida por macréfagos (CHAIT
et al.,, 2005). Estudos demonstram que a concentracdo plasmatica de ApoA-lI é
inversamente associada com risco cardiovascular (DOMINICZAK; CASLAKE, 2011).

Em humanos, os niveis de ApoA-l e HDL também estdo reduzidos
durante a inflamagdo aguda, bem como em condi¢des associadas com inflamagao
crénica, como obesidade e sindrome metabdlica. Proteinas de fase aguda negativas
como a ApoA-I tem recebido menor atencdo como marcador de inflamagao, do que as
proteinas de fase aguda positivas como CPR e SAA. A ApoA-l, a principal
apolipoproteina da HDL, diminui durante a inflamag¢ao aguda e crénica. A proteina de
fase aguda SAA pode deslocar ApoA-I da HDL in vitro (CHAIT et al., 2005).
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3.3.2. APOLIPOPROTEINA B (ApoB)

A apolipoproteina B (ApoB) é a principal apolipoproteina estrutural da
LDL. A ApoB100 serve como marcador das particulas de VLDL e LDL (DOMINICZAK;
CASLAKE, 2011). Mudancgas estruturais da ApoB foram identificadas em particulas de
LDL(-) (MELLO et al., 2011).

A concentracdo plasmatica da ApoB é positivamente associada com o
risco cardiovascular. A relacdo ApoB/ApoA-l tem sido interpretada, a semelhanca da
relagdo colesterol total/HDL-colesterol, como reflexo do balanco entre o potencial
aterogénico de VLDL, IDL e LDL e o efeito anti-aterogénico da HDL. As determinagdes
de ApoA-lI e ApoB podem ser uteis na avalicdo do risco de doenga cardiovascular em
pacientes com sindrome metabdlica (DOMINICZAK; CASLAKE, 2011).

3.3.3. APOLIPOPROTEINA E (ApoE)

A apolipoproteina E (ApoE) esta amplamente distribuida em todas as
classes de lipoproteinas e presente nas quilomicrons, VLDL, LDL e HDL.
Aproximadamente, 60% da ApoE plasmatica esta presente na HDL, para trocas com
outras lipoproteinas. Também ¢é sintetizada por macréfagos, incluindo aqueles
presentes em lesdes aterosclerdticas. A ApoE controla o fluxo de colesterol das
células, juntamente com a ApoA-lI (DOMINICZAK; CASLAKE, 2011).

Os estudos relacionados com ApoE concentram-se mais na identificacao
de suas isoformas do que na sua concentragdao plasmatica, pois esta pode sofrer
influéncia da dieta. Nao ha evidéncias claras sugerindo o uso da concentragao de ApoE
rotineiramente, apesar de alguns estudos demonstrarem a associagao entre genoétipos
de ApoE e a doenca cardiovascular (DOMINICZAK; CASLAKE, 2011).
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4.OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a concentragao de biomarcadores
emergentes de risco cardiovascular relacionados com modificagbes das lipoproteinas,
LDL(-) e as formas oxidadas de LDL (LDL-oxi, LDL-HNE e LDL-CML); de
biomarcadores emergentes relacionados com a resposta imune-inflamatéria no
processo aterosclerético, anti-LDL(-)-IgG, anti-LDL(-)-IgM, IC-LDL(-), SAA e MPO; e de
biomarcadores nao tradicionais relacionados as apolipoproteinas, ApoA-l, ApoB e
ApoE em amostras de soro ou plasma de individuos com a infecgao pelo HIV, tratados

ou nao com terapia antirretroviral (TARV) altamente potente.

O estudo avaliou se o perfil de biomarcadores emergentes e nao
tradicionais de risco cardiovascular em individuos com infecgao pelo HIV, tratados
(HIV-TARV) ou néo tratados (HIV-NT) apresentou alteragdes, quando comparados com

individuos sem infecg¢ao pelo HIV (controle).

Além disso, analisou-se a presenca de associacbes entre o0s

biomarcadores emergentes e os n&o tradicionais na amostragem deste estudo.

Por fim, buscou-se identificar a influéncia da infec¢ao pelo HIV e da TARV
na concentracédo dos biomarcadores emergentes, marcadores de modificagdes lipidicas
e de inflamacao, e nao tradicionais de risco cardiovascular, bem como da TARV nestes

marcadores.
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5.CASUISTICA E METODOS

5.1. CASUISTICA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF-USP), com cadastro
no site da Plataforma Brasil (http://www.saude.gov.br/plataformabrasil) e numero CAAE
25639513.9.0000.0067 (Anexo II-A).
As amostras de plasma e soro utilizadas foram obtidas a partir de banco
de material bioldgico conservado em freezer -80°C, que foi estabelecido na realizagao
do Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagdo de Ateromatose Subclinica em Pacientes
HIV/aids: Determinacdo da Velocidade de Onda de Pulso e da Espessura Média intima
de Cardtidas” (Registro CEP-HU/USP: 807/08, Registro SISNEP-CAAE:
0019.0.198.015-08, Anexo II-B).
Os participantes deste estudo foram divididos em 3 grupos:
= Individuos com infec¢ao pelo HIV tratados (n= 29) com TARV altamente potente,
incluindo inibidor de protease ou inibidor de transcriptase reversa ndo analogo a
nucleosideo/nucleotideo; denominado grupo HIV-TARV.

= Individuos com infecgdo pelo HIV (n= 28) sem uso de TARV, denominado grupo
HIV-NT.

= Individuos sem infeccdo pelo HIV (n= 32), funcionarios da Universidade de Séao
Paulo ou instituigdes associadas; denominado grupo controle.

Os critérios de inclusdo e exclusdo foram relacionados no momento da
selecdo dos participantes, sendo apresentados no Anexo IV (EIRA, 2009). A TARV
utilizada pelos individuos com infec¢ao pelo HIV (grupo HIV-TARV) foi composta por
combinagdes de medicamentos, conforme apresentado na TABELA 2, sendo o periodo

médio de tratamento para a maioria dos individuos (82,7%) de 6 a 15 anos.
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TABELA 2: Combinagdes de Terapias Antirretrovirais Utilizadas pelos Individuos com Infecgéo pelo HIV
(Grupo HIV-TARV).

Terapia Antirretroviral Altamente Potente (n= 29)

+ Efavirenz (n=8)

+ Lopinavir (Kaletra) e Ritonavir (n=7)

Zidovudina (AZT) e

o + Atazanavir e Ritonavir (n=2)
Lamivudina (n=19)

+ Estavudina e Efavirenz (n=1)

+ Darunavir e Ritonavir (n=1) + Vicrivirox (n=1)

+ Vicriviroc (n=1)
+ Lopinavir (Kaletra) e Ritonavir (n=4)

+ Abacavir (n=1)
+ Tenofovir (n=6)

+ Darunavir e Ritonavir (n=1) + Vicriviroc (n=1)
Lamivudina (3TC) (n= 8)

+ Efavirenz (n=1)

+ Didanosina (n= 1) + Lopinavir (Kaletra) e Ritonavir (n=1)

+ Estavudina (n=1) + Efavirenz (n=1)

) o + Lopinavir (Kaletra) e Ritonavir (n= 1)
Tenofovir (n=2) + Emtricitabina (n=2)
+ Atazanavir e Ritonavir (n=1)

As caracteristicas demograficas, clinicas, laboratoriais e funcionais para
os grupos controle, HIV-NT e HIV-TARV foram apresentadas nas TABELAS | a XIII do
Anexo V (EIRA, 2009). O banco de dados demogréficos, clinicos e laboratoriais do
Projeto de Pesquisa (Anexo II-B) foi gentiimente cedido pelo responsavel do estudo
anterior, para complementacao das informagdes do presente estudo.

O perfil demografico dos grupos foi semelhante e ndo foram identificadas
diferencgas significativas quanto a género, idade, peso, altura, indice de massa corpérea
e tabagismo. Os grupos apresentaram frequéncias semelhantes quanto ao diagndstico
prévio de hipertensio e diabetes (EIRA, 2009).

5.2. DETERMINAGAO DE BIOMARCADORES POR ENSAIO
IMUNOENZIMATICO (ELISA)

Este estudo baseou-se na utilizagdo de reagentes para ensaio
imunoenzimatico (ELISA) produzidos pelo grupo de Pesquisa em Bioquimica Clinica
(Prof* Dr® Dulcineia S. P. Abdalla) do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas da FCF-USP, bem como em reagentes comerciais para o0s
biomarcadores selecionados.

Foram realizadas determinagdes para os biomarcadores emergentes de
risco cardiovascular relacionados com modificagdes lipidicas, ou seja, LDL

eletronegativa [LDL(-)] e formas oxidadas da LDL, ou seja, LDL-oxi (residuos lisina da
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apolipoproteina B100 — ApoB100 — modificados com malondialdeido), LDL-HNE
(residuos lisina da ApoB100 modificados com 4-hidroxinonenal) e LDL-CML (residuos
lisina da ApoB100 modificados por carboximetila) e biomarcadores relacionados com a
resposta imune-inflamatéria, ou seja, autoanticorpos IgG e IgM anti-LDL(-),
imunocomplexos de LDL(-) [IC-LDL(-)], proteina amiloide sérica A (SAA) e
mieloperoxidase (MPQO). Também foram determinadas as concentragbes séricas dos
biomarcadores de risco relacionados as lipoproteinas: apolipoproteina A-I (ApoA-l),

apolipoproteina B (ApoB) e apolipoproteina E (ApoE).

5.2.1. DETERMINACAO DE BIOMARCADORES DE MODIFICAGAO DA
LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE

52.1.1.ELISA PARA LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE
ELETRONEGATIVA [LDL(-)]

A FIGURA 6 esquematiza o ELISA utilizado na determinagdo LDL(-),
conforme protocolo desenvolvido no laboratério de pesquisa em Bioquimica Clinica da
FCF-USP (FAULIN, 2010). Os anticorpos monoclonais (MAb) especificos anti-LDL(-)
1A3H2 e 2C7D5F10 foram obtidos em hibridomas de camundongo, conforme protocolo
estabelecido anteriormente (TELLES, 2008).
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Conjugado de estreptavidina-
peroxidase

\ /—-> MAb1A3H2

FIGURA 6: Representagao Esquematica do Ensaio Imunoenzimatico para Determinagéo de Lipoproteina
de Baixa Densidade Eletronegativa. Placa foi sensibilizada com MAb1A3H2 para captura de
LDL(-) presente nas amostras, que posteriormente ligou-se ao MAb2C7D5F 10 biotilinado. Apds

adicao de estreptavidina conjugada com peroxidase, a reagao foi revelada com substrato OPD.
LDL(-): lipoproteina de baixa de densidade eletronegativa; MAb: anticorpo monoclonal; OPD: o-fenilenediamina dihidrocloreto

A placa de poliestireno (Corning Costar; numero de catalogo 3590) foi
sensibilizada com 10ug/mL de MAb1A3H2 diluido em tampao carbonato-bicarbonato
0,05M pH9,6 (50uL/pocgo) e incubadas a 4°C overnight (16 a 18h). Apos esse periodo,
a placa foi lavada 3 vezes com 200uL de tampao PBS pH7,4 com tweenyy 0,05% (TP
Washer Basic, ThermoPlate). Os sitios remanescentes foram bloqueados com 150uL
de leite desnatado a 2% (BioRad®) em tamp&do PBS pH7,4 com tweens 0,01% e a
placa incubadas a 37°C por 1h30min. Apds ciclo de lavagem como descrito
anteriormente, as amostras de plasma foram diluidas 1:1000 em leite desnatado a 1%
em tampao PBS pH7,4 com tweeny 0,01% e foram adicionadas em triplicata aos
pocos da placa (50uL). A curva-padrao foi preparada com LDL(-) nas concentragdes de
20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 e 0,313ug/mL também diluidas em leite desnatado a 1% em
tampao PBS pH7,4 com tweeny 0,01%. O branco da reagao foi obtido com leite
desnatado a 1% em tampao PBS pH7,4 com tweenyy 0,01%. Incubou-se a placa a
37°C por 1h30min e apdés o ciclo de lavagem, foi adicionado conjugado de
MADb2C7D5F 10-biotinilado anti-LDL(-) humana na concentragédo de 10ug/mL diluido em
leite desnatado a 1% em tampao PBS pH7,4 com tweenyz 0,01% (50uL) para nova
incubacao a 37°C por 1h. A placa foi, entdo, lavada e posteriormente acrescentou-se

50uL de conjugado de estreptavidina-peroxidase (Invitrogen®) diluido 1:100000 para
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outra incubacdo a 37°C por 1h. Apos esse periodo, a placa foi lavada 4 vezes com
tampao PBS pH7,4 com tweenyy 0,05%, deixando-se o tampao por mais 30 segundos
no ultimo ciclo de lavagem. Apds esta etapa, adicionou-se 50uL de substrato OPD
(Sigma®) em tampso citrato-fosfato pH5,3 e perdxido de hidrogénio por 15min a 37°C.
O desenvolvimento de cor foi interrompido com solugao de H,SO4 2M e a leitura final

realizada a 492nm (Synergy 2, BioTek Instruments).

5.2.1.2. ELISA PARA LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE OXIDADA
MODIFICADA POR MALONDIALDEIDO (LDL-o0xi)

A determinacdo de LDL-oxidada (LDL-oxi) humana foi realizada com
“Mercodia Oxidized LDL ELISA” (Mercodia, numero de catalogo 10-1143-01). O método
utilizado é ELISA tipo sanduiche com anticorpos monoclonais especificos (MAb4EG)
para determinacao de LDL-oxi em amostras de soro e plasma.

As amostras de soro foram diluidas 1:6561 e os padrdes para curva de
calibracido foram preparados nas concentracdes de 23,8, 12,8, 6,32, 3,13, 1,47 e
OmUJ/L. Aos orificios da placa cobertos com anticorpo monoclonal especifico para LDL-
oxi, foram adicionadas as pré-diluicbes de amostras, controle baixo, controle alto e
calibradores (25uL), em duplicatas, e posteriormente preenchidos com 100uL de
diluente de ensaio. Apds incubagao por 2h a temperatura ambiente com agitagao (SlI-
600, Lab. Companion), a placa foi lavada 6 vezes com 700uL de tampao de lavagem
(Atlantis 2 Asys, Biochrom). Entdo, foi incubada com 100uL de anti-apolipoproteina B
humana conjugado com peroxidase por 1h a temperatura ambiente com agitagao. Apods
novo ciclo de lavagem, conforme descrito na etapa anterior, foi adicionado 200uL de
solugcdo substrato TMB para incubacdo por 15min a temperatura ambiente sem
agitacdo. A reacéao foi bloqueada com 50uL de solugao de parada e a leitura final das
absorbancias realizada a 450nm (Sunrise, Tecan). Os resultados foram calculados com

software Microsoft® Excel® para Mac 2011, versdo 14.6.3.
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5.2.1.3. ELISA PARA LIPOPROTEINA BAIXA DENSIDADE MODIFICADA
POR 4-HIDROXINONENAL (LDL-HNE)

A determinacdo de LDL-HNE humana foi realizada com “OxiSelect™
Human Oxidized LDL ELISA Kit (HNE-LDL Quantitation)” (Cell Biolabs, numero de
catalogo STA-389). O método foi baseado em ELISA tipo sanduiche com anticorpos
anti-HNE especificos para determinacido de LDL-oxi em amostras de soro e plasma.

Amostras de soro foram tratadas com solugao precipitante (1:1) por 5min
a temperatura ambiente e posteriormente centrifugadas a 2000g por 20min (EBA 12,
Hettich Zentrifugen). Apos descarte do sobrenadante, o precipitado foi dissolvido em
volume padronizado de tampao PBS e diluido 1:100 em tamp&o de diluicdo de ensaio.
Os padrdes para curva de calibragdo foram preparados nas concentracdes de 10, 5,
2,5, 1,25, 0,625, 0,313, 0,156 e Oug/mL. Aos orificios da placa cobertos com anticorpo
anti-HNE, foram adicionadas as diluicdes de amostras e calibradores (100uL) em
duplicata. Apoés incubacao por 1h a temperatura ambiente com agitagao (SI-600, Lab.
Companion), a placa foi lavada 3 vezes com 250uL de tampao de lavagem (Atlantis 2
Asys, Biochrom). Entao, foi adicionado 100uL de reagente bloqueador para a préxima
incubacéao por 1h a temperatura ambiente com agitagao. Apds esse periodo, a placa foi
lavada 5 vezes com 250uL de tampao de lavagem, para adi¢ao de 100uL de anticorpo
anti-ApoB100 humana biotinilado com outra incubacao por 1h a temperatura ambiente
com agitagdo. Um novo ciclo de lavagem foi realizado, conforme descrito na etapa
anterior, para incubagao com 100uL de conjugado enzimatico de estreptavidina por 1h
a temperatura ambiente com agitagao. Apds lavagem final, conforme etapa anterior, foi
acrescentado 100uL de solugcdo substrato para incubacdo por 15 a 20min a
temperatura ambiente com agitagdo. A reagao enzimatica foi bloqueada com 100uL de
solugdo de parada, sendo a leitura da absorbancia realizada a 450nm (Sunrise, Tecan).
Os resultados foram calculados com software Microsoft® Excel® para Mac 2011, vers&o
14.6.3.
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5.2.1.4.ELISA PARA LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE
MODIFICADA POR CARBOXIMETILA (LDL-CML)

A determinagdo de LDL-CML humana foi realizada com o reagente
“OxiSelect™ Human Oxidized LDL ELISA Kit (CML-LDL Quantitation)” (Cell Biolabs,
numero de catalogo STA-389). O método foi baseado em ELISA tipo sanduiche com
anticorpos anti-CML especificos para determinacao de LDL-CML em amostras de soro
e plasma.

Amostras de soro foram tratadas com solugao precipitante (1:1) por 5min
a temperatura ambiente e posteriormente centrifugadas a 2000g por 20min (EBA 12,
Hettich Zentrifugen). Ap6s descarte do sobrenadante, o precipitado foi dissolvido em
volume padronizado de tampao PBS e diluido 1:100 em tamp&o de diluicdo de ensaio.
Os padrdes para curva de calibragdo foram preparados nas concentracdes de 10, 5,
2,5, 1,25, 0,625, 0,313, 0,156 e Oug/mL. Aos orificios da placa cobertos com anticorpo
anti-CML, foram adicionadas as diluicdes de amostras e calibradores (100uL) em
duplicata. Apoés incubacao por 1h a temperatura ambiente com agitagao (SI-600, Lab.
Companion), a placa foi lavada 3 vezes com 250uL de tampao de lavagem (Atlantis 2
Asys, Biochrom). Entao, foi adicionado 100uL de reagente bloqueador para a préxima
incubacéao por 1h a temperatura ambiente com agitagcao. Apds esse periodo, a placa foi
lavada 5 vezes com 250uL de tampao de lavagem, para adi¢ao de 100uL de anticorpo
anti-ApoB100 humana biotinilado com outra incubacao por 1h a temperatura ambiente
com agitagdo. Um novo ciclo de lavagem foi realizado, conforme descrito na etapa
anterior, para incubagao com 100uL de conjugado enzimatico de estreptavidina por 1h
a temperatura ambiente com agitagao. Apds lavagem final, conforme etapa anterior, foi
acrescentado 100uL de solugcdo substrato para incubacdo por 15 a 20min a
temperatura ambiente com agitagdo. A reagao enzimatica foi bloqueada com 100uL de
solugdo de parada, sendo a leitura da absorbancia realizada a 450nm (Sunrise, Tecan).
Os resultados foram calculados com software Microsoft® Excel® para Mac 2011, versao
14.6.3.
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5.2.2. DETERMINAGCAO DE BIOMARCADORES DE RESPOTA IMUNE-
INFLAMATORIA E ESTRESSE OXIDATIVO

5.2.2.1. ELISA PARA AUTOANTICORPOS ANTI-LIPOPROTEINA DE BAIXA
DENSIDADE ELETRONEGATIVA [ANTI-LDL(-)]

A FIGURA 7 apresenta a representacdo esquematica dos ELISAs

utilizados para as determinagdes de autoanticorpos das classes IgG e IgM anti-LDL(-).

~ ‘ Anti-IgG humana-peroxidase
} ou anti-lgM humana-peroxidase

L ——  Autoanticorpos anti-LDL(-)

FIGURA 7: Representagdo Esquematica dos Ensaios Imunoenzimaticos para Determinagdes de
Autoanticorpos IgG e IgM Anti-Lipoproteina de Baixa Densidade Eletronegativa. Placa foi
sensibilizada com LDL(-), que posteriormente ligou-se aos autoanticorpos presentes nas
amostras. Apés adigao de anti-IgG ou anti-lgM humana conjugado com peroxidase, a reagao

foi revelada com substrato TMB.

Anti-LDL(-): autoanticorpos anti-lipoproteina de baixa de densidade eletronegativa; IgG: imunoglobulina G; IgM: imunoglobulina M; LDL(-):
lipoproteina de baixa de densidade eletronegativa; TMB: 3,3’,5,5"-tetrametilbenzidina

52.21.1. ELISA PARA  AUTOANTICORPOS IgG  ANTI-
LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE ELETRONEGATIVA
[ANTI-LDL(-)-IgG]

Este ELISA foi desenvolvido no laboratério de pesquisa em Bioquimica
Clinica da FCF-USP (FAULIN, 2010). A placa de poliestireno (Corning Costar; numero
de catalogo 3590) foi sensibilizada com 1ug/mL de LDL(-) em tampao carbonato-
bicarbonato 0,05M pH9,6 (50uL/pogo) e incubada a 4°C overnight (16 a 18h). Apds
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esse periodo, a placa foi lavada 3 vezes com 250uL/pogo de tampao PBS pH7,4 com
tweenyo 0,05% (Atlantis 2 Asys, Biochrom). Em seguida, os sitios remanescentes foram
bloqueados com 150uL de leite desnatado a 2% (BioRad®) em tampéao PBS pH7,4 com
tweenyy 0,01% e posterior incubagao da placa a 37°C por 1h30min. Apds novo ciclo de
lavagem como descrito anteriormente, as amostras de plasma diluidas 1:100 em leite
desnatado a 1% em tampao PBS pH7,4 com tweeny, 0,01% foram adicionadas aos
pocos da placa (50uL). Também foram adicionadas as diluicbes da curva-padrao com
MADb2C7D5F10 (50uL) nas concentragées de 0,125, 0,063, 0,031, 0,016, 0,008, 0,004
e 0,002ug/mL diluidas em leite desnatado a 1% em tampéo PBS pH7,4 com tweeny
0,01%. O branco da reagao (50uL) foi obtido com leite desnatado a 1% em tampao
PBS pH7,4 com tweeny 0,01%. As amostras e os pontos da curva-padrao foram
processados em triplicatas. Entdo, a placa foi incubada a 37°C por 1h30min e lavada
novamente. Na etapa seguinte, foi adicionado 50uL de anti-IlgG de camundongo
conjugado com peroxidase (Invitrogen™) no titulo de 1:500 aos pogos com pontos da
curva-padrao e 50uL de anti-lgG humana conjugado com peroxidase (Invitrogen™) no
titulo de 1:3000 aos pogos de amostras, ambos preparados em leite desnatado a 1%
em tampao PBS pH7,4 com tweeny, 0,01%. Apds incubacéo a 37°C por 1h, a placa foi
lavada e acrescentado 50uL de substrato TMB (Sigma®) por 10min a 37°C. O
desenvolvimento de cor foi interrompido com 50uL de solugcédo de H,SO, 0,5M e a
leitura final realizada a 450nm (Sunrise, Tecan). Os resultados foram calculados com

software Microsoft® Excel® para Mac 2011, vers&o 14.6.3.

5221.2. ELISA PARA  AUTOANTICORPOS IgM  ANTI-
LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE ELETRONEGATIVA
[ANTI-LDL(-)-IgM]

Este ensaio foi baseado em ELISA desenvolvido no laboratério de
pesquisa em Bioquimica Clinica da FCF-USP (FAULIN, 2010). A placa de poliestireno
(Corning Costar; numero de catalogo 3590) foi sensibilizada com 1ug/mL de LDL(-) em
tampao carbonato-bicarbonato 0,05M pH9,6 (50uL/pogo) e incubada a 4°C overnight
(16 a 18h). Apds esse periodo, a placa foi lavada 3 vezes com 250uL/pogo de tampao
PBS pH7,4 com tweenyy 0,05% (Atlantis 2 Asys, Biochrom). Em seguida, os sitios

remanescentes foram bloqueados com 150uL de leite desnatado a 2% (BioRad®) em
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tampao PBS pH7,4 com tweeny 0,01% e incubagdo da placa a 37°C por 1h30min.
Apds novo ciclo de lavagem como descrito anteriormente, as amostras de plasma
diluidas 1:200 em leite desnatado a 1% em tampao PBS pH7,4 com tweeny, 0,01%
foram adicionadas aos pogos da placa (50uL). Também foram adicionadas as dilui¢des
da curva-padrao com MAb2C7D5F10 (50uL) nas concentragdes de 0,125, 0,063,
0,031, 0,016, 0,008, 0,004 e 0,002ug/mL diluidas em leite desnatado a 1% em tampao
PBS pH7,4 com tweeny 0,01%. O branco da reagao (50uL) foi obtido com leite
desnatado a 1% em tampao PBS pH7,4 com tweenyy 0,01%. As amostras e os pontos
da curva-padrao foram processados em ftriplicatas. Entédo, a placa foi incubada a 37°C
por 1Th30min e lavada novamente. Na etapa seguinte, foi adicionado 50uL de anti-lgG
de camundongo conjugado com peroxidase (Invitrogen™) no titulo de 1:500 aos pogos
com pontos da curva-padrao e 50uL de anti-IlgM humana conjugado com peroxidase
(Invitrogen™) no titulo de 1:1000 aos pogos de amostras, ambos preparados em leite
desnatado a 1% em tampao PBS pH7,4 com tweenyy 0,01%. Apds incubagéo a 37°C
por 1h, a placa foi lavada e acrescentado 50uL de substrato TMB (Sigma®) por 10min
a 37°C. O desenvolvimento de cor foi interrompido com 50uL de solucdo de H.SO,4
0,5M e a leitura final realizada a 450nm (Sunrise, Tecan). Os resultados foram

calculados com software Microsoft® Excel® para Mac 2011, vers&o 14.6.3.

5.2.2.2. ELISA PARA IMUNOCOMPLEXOS DE LIPOPROTEINA DE BAIXA
DENSIDADE ELETRONEGATIVA [IC-LDL(-)]

A FIGURA 8 apresenta o esquema para o ELISA utilizado na
determinacdo de IC-LDL(-), conforme protocolo desenvolvido no laboratério de
pesquisa em Bioquimica Clinica da FCF-USP (FAULIN et al., 2012; FAULIN, 2010).
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I —  Fab de MAb2C7D5F10
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FIGURA 8: Representacdo Esquematica do Ensaio Imunoenzimatico para Determinagao de
Imunocomplexos de Lipoproteina de Baixa Densidade Eletronegativa. Placa foi sensibilizada
com Fab de MAb2C7D5F10, que posteriormente ligou-se aos Imunocomplexos de LDL(-)
presentes nas amostras. Apos adicdo de anti-lgG humana conjugado com peroxidase, a

reacao foi revelada com substrato TMB.

Fab: fragmento de ligagdo ao antigeno; IgG: imunoglobulina G; LDL(-): lipoproteina de baixa de densidade eletronegativa; MAb: anticorpo
monoclonal; TMB: 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina

A placa de poliestireno (Corning Costar; numero de catalogo 3590) foi
sensibilizada com 10ug/mL de Fab de MADb2C7D5F10 em tampao carbonato-
bicarbonato 0,05M pH9,6 (50uL/pogo) e incubada a 4°C overnight (16 a 18h). Apds
esse periodo, a placa foi lavada 5 vezes com 200uL/pogo de tampao PBS pH7,4 com
tweenyo 0,05% (TP Washer Basic, ThermoPlate), deixando de molho por 30 segundos
na ultima lavagem. Em seguida, os sitios remanescentes foram bloqueados com 150uL
de leite desnatado a 5% (BioRad®) em tampdo PBS pH7,4 com tweeny 0,01% e
incubacao da placa a 37°C por 1h30min. Ap6s novo ciclo de lavagem como descrito
anteriormente, as amostras de plasma diluidas 1:11 em leite desnatado a 1% em
tampao PBS pH7,4 com tweenyy 0,01% foram adicionadas aos pogos da placa (50uL).
Também foram adicionadas as diluigdes da curva-padrao com IgG total (50uL) nas
concentragdes de 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25mg/dL em leite desnatado a
1% em tampéao PBS pH7,4 com tweenyy 0,01%. O branco da reagao (50uL) foi obtido
com leite desnatado a 1% em tampao PBS pH7,4 com tweeny 0,01%. As amostras e
os pontos da curva-padrao foram processados em ftriplicatas. Entdo, a placa foi
incubada a 37°C por 1h30min e lavada novamente. Na etapa seguinte, foi adicionado

50uL de anti-Fc de IgG humana conjugado com peroxidase (Sigma®) no titulo de
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1:1000 em leite desnatado a 1% em tampao PBS pH7,4 com tweenyy 0,01%. Apds
incubacao a 37°C por 1h, a placa foi lavada e acrescentado 50uL de substrato TMB
(Sigma®) por 10min a 37°C. O desenvolvimento de cor foi interrompido com 50puL de
solugdo de H,SO, 0,5M e a leitura final realizada a 450nm (Synergy 2, BioTek
Instruments). Os resultados foram calculados com software Microsoft® Excel® para Mac
2011, versao 14.6.3.

5.2.2.3. ELISA PARA PROTEINA AMILOIDE SERICA A (SAA)

A determinacdo de SAA humana foi realizada com “Human SAA ELISA
Kit’ (Invitrogen™, numero de catdlogo KHA0011). O método foi baseado em ELISA tipo
sanduiche com anticorpo monoclonal especifico para determinagdo de SAA em
amostras de soro e plasma.

Amostras de soro foram diluidas 1:200 em tampao de diluicdo e os
padrdes para curva de calibragao preparados nas concentragdes de 600, 300, 150, 75,
37,5, 18,8, 9,4 e Ong/mL. Aos orificios da placa cobertos com anticorpo anti-SAA
humana, foram adicionados 100uL de tampao de diluicdo, 100uL das diluicdes de
amostras e calibradores em duplicata e 50uL de conjugado biotinilado de SAA-biotina.
Apods incubacao por 2h a temperatura ambiente, a placa foi lavada 4 vezes com 400uL
de tampéao de lavagem (Atlantis 2 Asys, Biochrom). Entdo, foi adicionado 100uL de
solucdo de estreptavidina-peroxidase para nova incubacao por 30min a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, a placa foi lavada novamente, conforme descrito
anteriormente, sendo adicionado 100uL de solugdo de cromoégeno estabilizado para
incubacao por 30min a temperatura ambiente protegido da luz. A reagado enzimatica foi
bloqueada com 100uL de solucado de parada, sendo a leitura da absorbancia realizada
a 450nm (Sunrise, Tecan). Os resultados foram calculados com software Microsoft®

Excel® para Mac 2011, versao 14.6.3.

5.2.2.4. ELISA PARA MIELOPEROXIDASE (MPQ)

A determinagdo da concentragdo sérica de mieloperoxidase (MPO)

humana foi realizada com “Quantikine® ELISA Human Myeloperoxidase Immunoassay”
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(R&D Systems, numero de catdlogo DMYEOQOB). Utiliza-se um ELISA tipo sanduiche
com anticorpos monoclonais especificos para determinacdo de MPO em amostras de
soro e plasma.

As amostras de soro foram diluidas 1:51. Os padrdes para curva de
calibracdo foram diluidos nas concentracbées de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,313 e
0,156ng/mL. Os orificios da placa cobertos com anticorpo monoclonal especifico para
MPO foram preenchidos com 100uL de diluente de ensaio e, posteriormente,
adicionadas as pré-diluicbes de amostras e calibradores (50uL). Apds incubagéao por 2h
a temperatura ambiente com agitacdo, a placa foi lavada 4 vezes com 400uL de
tampao de lavagem (TP Washer Basic, ThermoPlate). Entédo, a placa foi incubada com
200uL de conjugado de anticorpo policlonal especifico para MPO por 2h a temperatura
ambiente com agitagdo. Apds novo ciclo de lavagem, como descrito anteriormente, foi
adicionado 200uL de solugdo substrato para incubacdo da placa por 30min a
temperatura ambiente sem agitagcdo e protegido da luz. A produgdo de cor foi
bloqueada com 50uL de solugdo de parada e a leitura final em 450nm (Synergy 2,
BioTek Instruments). Os resultados foram calculados com ferramenta online para
analise de dados com curva-padréo logistica 4 parametros (“Four Parameter Logistic
Curve”, MyAssays, Ltd., http://www.myassays.com/four-parameter-logistic-curve.assay,
acesso em: 20/07/2014).

5.2.3. DETERMINACAO DE BIOMARCADORES DE COMPOSICAO
PROTEICA DE LIPOPROTEINAS

5.2.3.1. ELISA PARA APOLIPOPROTEINA A-I (ApoA-I)

A determinagao de apolipoproteina A-lI (ApoA-l) humana foi realizada com
“Apolipoprotein Al (APOA1) Human ELISA Kit’ (Abnova®, nimero de catalogo KA0460).
O ensaio foi baseado em ELISA competitivo para determinagao de ApoA-I em amostras
de soro e plasma.

Amostras de soro foram diluidas 1:200. Os padrbes para curva de
calibragao foram diluidos nas concentragbes de 20; 10; 5; 2,5; 1,25 e Oug/mL. As pré-

diluicbes de amostras e calibradores foram adicionadas aos orificios da placa cobertos
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com anticorpo policlonal especifico para ApoA-l (25uL) em duplicata. Adicionou-se,
entdo, 25uL de proteina ApoA-I humana biotinilada em cada orificio da placa. Apés
incubacao por 2h a temperatura ambiente, as placas foram lavadas 6 vezes com 300uL
de tampdo de lavagem (TP Washer Basic, ThermoPlate). Entdo, a foram adicionados
50uL de conjugado estreptavidina-peroxidase para incubagao por 30min a temperatura
ambiente. Apds novo ciclo de lavagem, como descrito anteriormente, foi adicionado
50uL de solugdo substrato cromoégeno para incubagao por 15min a temperatura
ambiente. A producdo de cor foi bloqueada com 50uL de solucédo de parada, sendo a
leitura final realizada em 450nm (Synergy 2, BioTek Instruments). Os resultados foram

calculados com ferramenta online para analise de dados com curva-padrao logistica 4

parametros (“Four Parameter Logistic Curve’”, MyAssays, Ltd.,
http://www.myassays.com/four-parameter-logistic-curve.assay, acesso em:
12/10/2014).

5.2.3.2. ELISA PARA APOLIPOPROTEINA B (ApoB)

A determinagédo de apolipoproteina B (ApoB) humana foi realizada com
“Quantikine® ELISA Human Apolipoprotein B / ApoB Immunoassay’ (R&D Systems,
numero de catalogo DAPB00). O ensaio foi baseado em um ELISA tipo sanduiche com
anticorpos monoclonais especificos para determinagdo de ApoB em amostras de
plasma e soro.

As amostras de soro foram diluidas 1:1000. Os padrbes para curva de
calibracdo foram diluidos nas concentracbes de 2500; 1250; 625; 313; 156; 78,1 e
39,1ng/mL. Os orificios da placa cobertos com anticorpo especifico para ApoB foram
preenchidos com 200uL de diluente de ensaio e, posteriormente, foi adicionado 50uL
das pré-diluicdes de amostras e calibradores. Apds incubagao por 2h a temperatura
ambiente com agitacdo, a placa foi lavada 3 vezes com 400uL de tampéao de lavagem
(TP Washer Basic, ThermoPlate). Entdo, a placa foi incubada com 200uL do conjugado
de anticorpo policlonal especifico para ApoB por 2h a temperatura ambiente com
agitacado. Apds novo ciclo de lavagens, como descrito na etapa anterior, foi adicionado
200uL de solugdo substrato para incubacdo da placa por 30min a temperatura
ambiente sem agitacao e protegido da luz. A produgao de cor foi bloqueada com 50uL

de solugdo de parada e a leitura final realizada em 450nm (Synergy 2, BioTek
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Instruments). Os resultados foram calculados com ferramenta online para analise de
dados com curva-padrao logistica 4 parametros (“Four Parameter Logistic Curve’,
MyAssays, Ltd., http://www.myassays.com/four-parameter-logistic-curve.assay, acesso
em: 28/10/2014).

5.2.3.3. ELISA PARA APOLIPOPROTEINA E (ApoE)

A determinacdo dos niveis circulantes de apolipoproteina E (ApoE)
humana foi realizada com “Quantikine® ELISA Human Apolipoprotein E / ApoE
Immunoassay’ (R&D Systems, numero de catalogo DAPEQOQ). O ensaio foi baseado em
um ELISA tipo sanduiche com anticorpos policlonais especificos para determinacao de
ApoE em amostras de soro e plasma.

Amostras de soro foram diluidas 1:500. Os padrbes para curva de
calibracdo foram diluidos nas concentragcdes de 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e
3,13ng/mL. Os orificios da placa cobertos com anticorpo policlonal especifico para
ApoE foram preenchidos com 100uL de diluente de ensaio e, posteriormente, foi
adicionado 50uL de pré-diluicbes de amostras e calibradores em duplicata. Apds
incubacado por 3h a temperatura ambiente com agitagéo, a placa foi lavada 4 vezes
com 400uL de tampéo de lavagem (TP Washer Basic, ThermoPlate). Entdo, a placa foi
incubada com 200uL de conjugado de anticorpo monoclonal especifico para ApoE
humana por 1h a temperatura ambiente com agitagdo. Apds novo ciclo de lavagens,
como descrito anteriormente, foi adicionado 200uL de solugdo substrato para
incubacgao da placa por 30min a temperatura ambiente sem agitagao e protegido da luz.
A producgao de cor foi bloqueada com 50uL solucédo de parada e a leitura final realizada
em 450nm (Synergy 2, BioTek Instruments). Os resultados foram calculados com
ferramenta online para analise de dados com curva-padrao logistica 4 parametros
(“Four Parameter Logistic Curve”, MyAssays, Ltd., http://www.myassays.com/four-

parameter-logistic-curve.assay, acesso em: 28/10/2014).
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5.3. ANALISE ESTATISTICA

Os biomarcadores foram analisados, sendo as variaveis separadas nos
grupos controle, HIV-NT e HIV-TARV e avaliadas quanto ao tipo de distribuigao,
utilizando-se histogramas, valores de média, mediana, desvio-padrdo e intervalo
interquartilico. Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov e as avaliagbes de
assimetria e curtose para se verificar a normalidade dos dados. Como os
biomarcadores estudados nesta amostragem n&do se apresentaram normalmente
distribuidos, foram aplicados testes nao paramétricos para analise de diferencas e de
associagdes entre as variaveis. Os resultados e graficos foram apresentados com
valores de mediana e intervalo interquartilico.

As diferengas entre os grupos controle, HIV-NT e HIV-TARV foram
avaliadas com o teste de Kruskal Wallis, sendo as diferencas estatisticamente
significantes analisadas posteriormente com o teste LSD de Fisher (ANOVA para
ordens, comparacdo multipla das médias das ordens para identificacdo da menor
diferenga significante entre os grupos). O estudo das associagbes entre as variaveis
estudadas foi realizado pelo teste de correlagdo de Spearman (rs).

O nivel de significancia para as analises estatisticas realizadas foi de 0,05
(5%). As avaliagdes foram realizadas utilizando-se os softwares SPSS 19 (SPSS Inc.,
Chicago, IL) ou Minitab® 17.1.0. Os graficos foram elaborados com software GraphPad
Prism® versdo 5.03, 2009 para Windows (www.graphpad.com; San Diego, Califérnia)
ou SPSS 19 (SPSS Inc., Chicago, IL). O banco de dados foi criado no software

Microsoft® Excel® para Mac 2011, vers&o 14.6.3.
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6.RESULTADOS

6.1. CARACTERISTICAS LABORATORIAIS DOS PARTICIPANTES
DO ESTUDO

O grupo HIV-TARV apresentou diagnostico prévio de hipercolesterolemia
e uso de medicamento hipolipemiante, com concentragdes aumentadas de triglicérides
(FIGURA 9). Nao foram identificadas diferengas significativas entre os grupos para
concentragdo de PCR ultrassensivel (FIGURA 10). Os grupos estudados nao
apresentaram co-infecgao pelo virus da hepatite B, sendo que apenas um individuo do
grupo HIV-NT apresentou co-infecgéo pelo virus da hepatite C. Nao foram identificadas
diferengas significativas entre os 3 grupos quanto a espessura média-intima da
carétidas direita e esquerda ou quanto a presenga da placa aterosclerética (FIGURA
11). O grupo HIV-TARV apresentou maior frequéncia de sindrome metabdlica (41,4%)
comparado com os grupos HIV-NT (25,0%) e controle (28,1%) (EIRA, 2009).
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FIGURA 9: Perfil Lipémico para Grupos Controle (n= 32), HIV-NT (n= 28) e HIV-TARV (n=29). Dados
apresentados como média e desvio-padrao. Os valores de p foram determinados por ANOVA
(*p<0,05).

ANOVA: andlise de variancia; COL: colesterol; Controle: individuos sem infecgédo pelo HIV; HDL: lipoproteina de alta densidade; HIV-NT: individuos

com infecgdo pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV:
virus da imunodeficiéncia humana; LDL: lipoproteina de baixa densidade; TG: triglicerideos
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FIGURA 10: Concentragao de Proteina C Reativa para Grupos Controle (n= 32), HIV-NT (n= 28) e HIV-

TARV (n=29). Dados apresentados como média e desvio-padrao.

Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos
com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; PCR: proteina C reativa
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FIGURA 11: Espessura da Camada Média-intima das Artérias Carétidas Direita e Esquerda para Grupos
Controle (n= 32), HIV-NT (n= 28) e HIV-TARV (n=29). Dados apresentados como média e

desvio-padrao.

Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos

com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretrovira

6.2. PADRONIZAGAO DE ENSAIOS IMUNOENZIMATICOS PARA
AUTOANTICORPOS ANTI-LDL(-) E IC-LDL(-)

6.2.1. ELISA PARA AUTOANTICORPOS IgG E IgM ANTI-LDL(-)

Para as determinagdes de autoanticorpos IgG e IgM anti-LDL(-) foram

realizadas avaliacbes para verificacdo da padronizacdo proposta anteriormente
(FAULIN et al., 2012; FAULIN, 2010).

Para a etapa de sensibilizacdo, foram analisadas as reacbes para as

placas adsorvidas com 0,5, 1 e 2ug/mL de LDL(-), onde foi verificada a concentragao

adequada para adsorcdo nas placas de ELISA. Verificou-se que a concentracdo de
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1ug/mL de LDL(-) pode ser mantida tanto para a determinag¢ao de anti-LDL(-)-lgG como
de anti-LDL(-)-IgM.

Foi verificada também a curva de calibracdo com MAb2C7D5F10, sendo
definidas as concentragdes de 0,125, 0,063, 0,031, 0,016, 0,008, 0,004 e 0,002ug/mL
para utilizacdo nos dois ELISAs anti-LDL(-)-IgG e anti-LDL(-)-IgM. O titulo do
conjugado o anti-lgG de camundongo com peroxidase (Invitrogen™), usado na
padronizagcao da curva-padrao, foi verificado para os titulos 1:500, 1:1000, 1:2000 e
1:4000. Verificou-se que a diluicdo de 1:500 apresentou os resultados esperados para
elaboragdo da curva-padréo para os ensaios tanto de anti-LDL(-)-lgG como de anti-
LDL(-)-IgM.

As FIGURAS 12, 13 e 14 apresentam as curvas de calibracido obtidas nas

padronizagoes realizadas para o ELISA de autoanticorpos IgG e IgM anti-LDL(-).
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FIGURA 12: Curvas de Calibragdo Obtidas para ELISA de Autoanticorpos IgG e IgM Anti-LDL(-) com
Placas Sensibilizadas com 0,5ug/mL de LDL(-) e Avaliagao do Conjugado com Peroxidase (A)
titulo 1/500, (B) titulo 1/1000, (C) titulo 1/2000 e (D) titulo 1/4000.

Anti-LDL(-): autoanticorpos anti-lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; ELISA: ensaio imunoenzimatico; LDL(-): lipoproteina de baixa
densidade eletronegativa
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FIGURA 13: Curvas de Calibragdo Obtidas para ELISA de Autoanticorpos IgG e IgM Anti-LDL(-) com
Placas Sensibilizadas com 1ug/mL de LDL(-) e Avaliagdo do Conjugado com Peroxidase (A)
titulo 1/500, (B) titulo 1/1000, (C) titulo 1/2000 e (D) titulo 1/4000.

Anti-LDL(-): autoanticorpos anti-lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; ELISA: ensaio imunoenzimatico; LDL(-): lipoproteina de baixa
densidade eletronegativa
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FIGURA 14: Curvas de Calibragdo Obtidas para ELISA de Autoanticorpos IgG e IgM Anti-LDL(-) com
Placas Sensibilizadas com 2ug/mL de LDL(-) e Avaliagdo do Conjugado com Peroxidase (A)
titulo 1/500, (B) titulo 1/1000, (C) titulo 1/2000 e (D) titulo 1/4000.

Anti-LDL(-): autoanticorpos anti-lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; ELISA: ensaio imunoenzimatico; LDL(-): lipoproteina de baixa
densidade eletronegativa
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Para a avaliacdo da presenca de autoanticorpos nas amostras, foram
utilizados conjugados anti-IgG e anti-lgM humanas. Foram testados os titulos de 1:500,
1:1000, 1:2000, 1:3000, 1:4000 e 1:5000 para anti-lgG humana conjugada com
peroxidase (Abcam). A diluicdo de 1:3000 foi definida para realizagdo do ELISA anti-
LDL(-)-lgG. Também foram testados os titulos de 1:500, 1:1000 e 1:2000 para anti-IgM
humana conjugada com peroxidase (Invitrogen™). A diluicdo de 1:1000 foi definida
para realizagao do ELISA anti-LDL(-)-IgM.

A avaliacdo das diluicbes de amostras de plasma recomendadas foi
realizada para os ensaios de anti-LDL(-)-IgG e anti-LDL(-)-IgM. Foram verificadas as
diluicdes de 1:11, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800 de plasma. Para o ELISA
anti-LDL(-)-IgG foi definida a diluigdo de 1:100 e para o ELISA anti-LDL(-)-IgM foi de
1:200.

6.2.2. ELISA PARA IMUNOCOMPLEXOS DE LDL(-)

Para a determinagdo de IC-LDL(-) foram realizadas avaliagdes para
verificagcdo da padronizacdo proposta anteriormente (FAULIN et al., 2012; FAULIN,
2010).

Primeiramente, foi verificada a concentragdo de Fab do anticorpo
monoclonal MAb2C7D5F10 para a adsorgcdo nas microplacas de ELISA. Foram
testadas as concentragdes de 2,5; 5 e 10ug/mL, sendo definida a concentragéo de
10ug/mL para adsorgdo as microplacas. Também foi realizada a verificagdo para o
titulo do anticorpo anti-IgG humana Fc especifico conjugado com peroxidase, utilizado
na etapa de revelagdo do ELISA para IC-LDL(-), sendo testados os titulos 1:2000,
1:4000 e 1:800. O titulo do conjugado foi definido na diluigdo de 1:2000.

As FIGURAS 15 e 16 apresentam as curvas de calibragao obtidas nas

padronizagdes realizadas para o ELISA de IC-LDL(-).
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FIGURA 15: Curvas de Calibragao Obtidas para ELISA de IC-LDL(-) com Placas Sensibilizadas com Fab
do MAb 2C7D5F10 (A) 10ug/mL, (B) 5ug/mL e (C) 2,5ug/mL.

ELISA: ensaio imunoenzimatico; Fab: fragmento de ligacdo ao antigeno, porgdo Fab da molécula de anticorpo; IC-LDL(-): imunocomplexos de
lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; MAb: anticorpo monoclonal
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FIGURA 16: Curvas de Calibragdo Obtidas para ELISA de IC-LDL(-) com Placas Sensibilizadas com
10pug/mL de Fab do MAb 2C7D5F10 e Avaliagdao do Conjugado com Peroxidase (A) titulo
1/2000, (B) titulo 1/4000 e (C) titulo 1/8000.

ELISA: ensaio imunoenzimatico; Fab: fragmento de ligacdo ao antigeno, porgdo Fab da molécula de anticorpo; IC-LDL(-): imunocomplexos de
lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; MAb: anticorpo monoclonal
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6.3. DETERMINAGAO DOS BIOMARCADORES DE RISCO
CARDIOVASCULAR EMERGENTES E NAO TRADICIONAIS

No presente estudo foram realizadas as determinacdes de biomarcadores
emergentes de risco cardiovascular (TABELA 3) relacionados com modificacbes das
lipoproteinas: LDL(-) e as formas oxidadas de LDL (LDL-oxi, LDL-HNE e LDL-CML); de
biomarcadores emergentes relacionados com a resposta imune-inflamatéria no
processo aterosclerético: anti-LDL(-)-IgG, anti-LDL(-)-IgM, IC-LDL(-), SAA e MPO; e de
biomarcadores n&o tradicionais relacionados as apolipoproteinas, ApoA-l, ApoB e
ApoE em amostras de soro ou plasma de individuos com a infecgao pelo HIV, tratados

ou ndo com TARV.

TABELA 3: Biomarcadores Emergentes e Nao Tradicionais de Risco Cardiovascular em Individuos com
Infecgao pelo HIV, Tratados e Nao Tratados com Terapia Antirretroviral.

Biomarcador Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n= 29)
LDL(-) (mg/L) 2217,8 (876,8 - 6533,5) 1432,8 (791,3 - 4876,4) 2264,7 (780,7 - 7157,9)
LDL-oxi (U/L) 46,4 (37,1-61,2)° 54,9 (42,5 - 69,5)° 67,7 (59,0 - 86,2)"

LDL-HNE (mg/L)
LDL-CML (mg/L)
Anti-LDL(-)-1gG (mglL)
Anti-LDL(-)-IgM (mg/L)
IC-LDL(-) (mgiL)

SAA (mg/L)

MPO (mg/L)

ApoA-I (mg/L)

ApoB (mg/L)

ApoE (mg/L)

1729,1 (14075 - 2266,1
1440,5 (1238,5 - 1866,6
4,172 (1,856 - 8,071)°
3,165 (1,707 - 6,810)
2750,0 (1971,4 - 3848,9)
126,0 (86,3 - 137,4)
0,200 (0,134 - 0,312)'
968,3 (705,9 - 1133,8)
674,2 (553,2 - 854,2)
48,2 (36,1-52,3)

)C,d

)e,f

573,1 (515,5 - 763,9)°
914,6 (140,2 - 1590,3)°
17,961 (5,683 - 59,767)%"
2,623 (1,631 - 8,007)
2239,0 (1908,1 - 3230,9)
129,9 (108,5 - 143 ,5)
0,112 (0,089 - 0,142y
970,0 (717.9 - 1277,8)
649,3 (568,0 - 843,9)
40,3 (28,7 - 52,3)

567,3 (491,0 - 677,1)"

772,7 (403,3 -1434,2)'
4,134 (2,354 - 6,656)"
1,705 (1,154 - 3,362)
1991,9 (1601,9 - 2966,0)
141,1 (111,6 - 156,6)
0,115 (0,088 - 0,141)"
1102,0 (791,8 - 1315,0)
652,2 (566,3 - 857,1)
48,2 (36,1 - 64,6)

Resultados apresentados como mediana (intervalo interquartilico). O p-valor foi determinado pelo teste de Kruskal
Wallis com poés-teste SLD de Fisher, com as diferencas entre grupos sinalizadas para valores de p significantes
(p<0,05).

@ grupo controle # grupo HIV-NT; b grupo HIV-NT # grupo HIV-TARV; ° grupo controle # grupo HIV-NT; d grupo
controle # grupo HIV-TARV; ° grupo controle # grupo HIV-NT; fgrupo controle # grupo HIV-TARV: ¢ grupo controle #
grupo HIV-NT; h grupo HIV-NT # grupo HIV-TARV; ’grupo controle # grupo HIV-TARYV; i grupo HIV-NT # grupo HIV-
TARV

#: diferente; Anti-LDL(-)-IgG: autoanticorpos IgG anti-lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; Anti-LDL(-)-IgM: autoanticorpos IgM anti-
lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; ApoA-l: apolipoproteina A-l; ApoB: apolipoproteina B; ApoE: apolipoproteina E; Controle: individuos
sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV ndo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos com infecgdo pelo
HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; IC-LDL(-): imunocomplexos de lipoproteina de baixa densidade
eletronegativa; LDL(-): lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; LDL-CML: lipoproteina de baixa densidade oxidada modificada por
carboximetila; LDL-HNE: lipoproteina de baixa densidade oxidada modificada por 4-hidroxinonenal; LDL-oxi: lipoproteina de baixa densidade oxidada
modificada por malondialdeido; MPO: mieloperoxidase; SAA: proteina amildide sérica A
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A FIGURA 17 apresenta a distribuicdo das concentragbes de LDL(-), de
IC-LDL(-) e de autoanticorpos anti-LDL(-)-IgG e anti-LDL(-)-IgM para os grupos
controle, HIV-NT e HIV-TARV.
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FIGURA 17: Distribuicdo das Concentragées de LDL(-), IC-LDL(-), Anticorpos Anti-LDL(-)-IgG e Anti-
LDL(-)-lgM (mg/L) para Grupos Controle (n= 32), HIV-NT (n= 28) e HIV-TARV (n= 29). Dados
apresentados como mediana e intervalo interquartilico, incluindo valores extremos (pontos). Os
valores de p foram determinados pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste LSD de Fisher

(ANOVA para ordens).

ANOVA: andlise de variancia; Anti-LDL(-)-lgG: autoanticorpos IgG anti-lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; Anti-LDL(-)-IgM:
autoanticorpos IgM anti-lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo
pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da
imunodeficiéncia humana; IC-LDL(-): imunocomplexos de lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; LDL(-): lipoproteina de baixa densidade
eletronegativa; LSD: menor diferenca significante

Nao foram identificadas diferengas para as concentra¢des de LDL(-) entre
os grupos controle, HIV-NT e HIV-TARV, apesar do grupo HIV-NT apresentar
tendéncia para valores mais baixos que os demais, essa diferenca nao foi
estatisticamente significante. Também n&o foram identificadas diferencas para as
concentragdes de IC-LDL(-) e anti-LDL(-)-IgM entre os grupos controle, HIV-NT e HIV-
TARV. Apesar das diferengas graficas entre os grupos e dos pontos extemos, nao
ocorreram diferengas estatisticamente significantes, mesmo considerando a
comparagao entre ordens (ANOVA, comparagdo multipla de médias das ordens), que
elimina a influéncia dos valores extremos. Foram identificadas diferencas para anti-

LDL(-)-lgG entre os grupos controle e HIV-NT (p<0,05; Kruskal Wallis e pés-teste LSD
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de Fisher) e entre os grupos HIV-NT e HIV-TARV (p<0,01; Kruskal Wallis e pés-teste
LSD de Fisher). O grupo HIV-NT apresentou concentragdes aumentadas de anticorpos
anti-LDL(-)-lgG quando comparado aos grupos controle e HIV-TARV. A comparagao
dos grupos HIV-NT e HIV-TARV demonstrou que o TARV promoveu diminuicao das
concentragdes dos anticorpos anti-LDL(-)-1gG.

A FIGURA 18 apresenta a distribuicdo das concentracbes de LDL-oxi,
LDL-HNE e LDL-CML para os grupos controle, HIV-NT e HIV-TARV.
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FIGURA 18: Distribuicdo das Concentragdes de LDL-oxidada (UI/L), LDL-HNE e LDL-CML (mg/L) para
Grupos Controle (n= 32), HIV-NT (n= 28) e HIV-TARV (n= 29). Dados apresentados como
mediana e intervalo interquartilico, incluindo valores extremos (pontos). Os valores de p foram
determinados pelo teste de Kruskal-Wallis e pés-teste LSD de Fisher (ANOVA para ordens).

ANOVA: andlise de variancia; Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV ndo tratados com terapia
antirretroviral; HIV-TARV: individuos com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; LDL-CML:
lipoproteina de baixa densidade oxidada modificada por carboximetila; LDL-HNE: lipoproteina de baixa densidade oxidada modificada por 4-
hidroxinonenal; LSD: menor diferenga significante

Foram identificadas diferencas para as concentragdes de LDL-oxi entre os
grupos controle e HIV-NT (p<0,05; Kruskal Wallis e pos-teste LSD de Fisher) e entre os
grupo HIV-NT e HIV-TARV (p<0,01; Kruskal Wallis e pos-teste LSD de Fisher). A
comparacgao dos grupos HIV-NT e HIV-TARV demonstrou que o TARV aumentou os
niveis de LDL-oxi. Também foram identificadas diferengas entre grupos para as
concentragdes de LDL-HNE e LDL-CML entre os grupos controle e HIV-NT (p<0,01;
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Kruskal Wallis e pés-teste LSD de Fisher) e entre os grupos controle e HIV-TARV
(p<0,01; Kruskal Wallis e pos-teste LSD de Fisher). Tanto LDL-HNE como LDL-CML
apresentaram tendéncia para concentragbes menores no grupo HIV-NT em
comparagao com o grupo controle, que nao foram estatisticamente significantes e
apresentaram o mesmo comportamento. O grupo HIV-TARV apresentou aumento das
concentracdes de LDL-oxi e diminuigao dos niveis de LDL-HNE e LDL-CML em relagao
ao grupo controle.

A FIGURA 19 apresenta a distribuicdo das concentracées de MPO e de
SAA para os grupos controle, HIV-NT e HIV-TARV. Nao foram identificadas diferengas
para as concentracbes de SAA entre os grupos controle, HIV-NT e HIV-TARV. Foram
identificadas diferencas para MPO entre os grupos controle e HIV-TARV (p<0,01;
Kruskal Wallis e pos-teste LSD de Fisher) e entre os grupos HIV-NT e HIV-TARV
(p<0,01; Kruskal Wallis e pos-teste LSD de Fisher). Observou-se nos grupos HIV-NT e
HIV-TARV valores diminuidos para as concentragdbes de MPO em comparacédo ao
grupo controle.
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FIGURA 19: Distribuicao das Concentragcées de SAA e MPO (mg/L) para Grupos Controle (n= 32), HIV-
NT (n=28) e HIV-TARV (n= 29). Dados apresentados como mediana e intervalo interquartilico,
incluindo valores extremos (pontos). Os valores de p foram determinados pelo teste de Kruskal-
Wallis e pés-teste LSD de Fisher (ANOVA para ordens).

ANOVA: andlise de variancia; Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV ndo tratados com terapia
antirretroviral; HIV-TARV: individuos com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; LSD: menor
diferenca significante; MPO: mieloperoxidase; SAA: proteina amiloide sérica A

A FIGURA 20 apresenta a distribuicdo das concentracdes de ApoA-I, de
ApoB e de ApoE para os grupos controle, HIV-NT e HIV-TARYV, que nao apresentaram

diferengas estatisticamente significante entre os grupos estudados.
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FIGURA 20: Distribuicdo das Concentragdes de ApoA-I, ApoB e ApoE (mg/L) para Grupos Controle (n=
32), HIV-NT (n= 28) e HIV-TARV (n=29). Dados apresentados como mediana e intervalo
interquartilico, incluindo valores extremos (pontos). Os valores de p foram determinados pelo
teste de Kruskal-Wallis e pds-teste LSD de Fisher (ANOVA para ordens).

ANOVA: andlise de variancia; ApoA-l: apolipoproteina A-I; ApoB: apolipoproteina B; ApoE: apolipoproteina E; Controle: individuos sem infeccéo
pelo HIV; HIV-NT: individuos com infeccédo pelo HIV ndo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos com infeccédo pelo HIV tratados
com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; LSD: menor diferenga significante

Também foram analisadas as associagdes entre os biomarcadores
estudados, sendo verificada correlagao inversa entre as concentragoes de LDL(-) e IC-

LDL(-) (rs=-0,214, Spearman, p<0,05), representada graficamente pela FIGURA 21.
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FIGURA 21: Dispersao da Correlagao entre Concentragbes de LDL(-) e IC-LDL(-) (mg/L em escala
logqp). Pontos representado os grupos controle (circulo vazio), HIV-NT (quadrado vazio) e HIV-

TARYV (triangulo vazio). O valor de p foi determinado pelo teste de correlagdo de Spearman.
Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos
com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; IC-LDL(-): imunocomplexos de lipoproteina de
baixa densidade eletronegativa; LDL(-): lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; rs: coeficiente de correlagdo de Spearman
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As concentragcdes de LDL-CML correlacionaram-se positivamente com
LDL(-), LDL-oxi, LDL-HNE e IC-LDL(-) (rs= 0,212, Spearman, p<0,05; rs= 0,214,
Spearman, p<0,05; rs= 0,573, Spearman, p<0,01 e rs= 0,219, Spearman, p<0,05),
conforme representado pela FIGURA 22 (A, B, C e D).
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FIGURA 22: Dispersao das Correlagbes entre Concentragdes de LDL-CML (mg/L) e Biomarcadores (A)
LDL(-) (mg/L), (B) IC-LDL(-) (mg/L), (C) LDL-oxi (Ul/L) e (D) LDL-HNE (mg/L). Pontos
representado os grupos controle (circulo vazio), HIV-NT (quadrado vazio) e HIV-TARV

(triangulo vazio). O valor de p foi determinado pelo teste de correlagdo de Spearman.

Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgédo pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos
com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; IC-LDL(-): imunocomplexos de lipoproteina de
baixa densidade eletronegativa; LDL-CML: lipoproteina de baixa densidade oxidada modificada por carboximetila; LDL-HNE: lipoproteina de baixa
densidade oxidada modificada por 4-hidroxinonenal; LDL-oxi: lipoproteina de baixa densidade oxidada com modificada por malondialdeido; LDL(-):
lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; rs: coeficiente de correlagdo de Spearman

Os autoanticorpos anti-LDL(-)-IgG correlacionaram-se positivamente com
IC-LDL(-) e autoanticorpos anti-LDL(-)-IgM (rs= 0,240, Spearman, p<0,05 e rs= 0,348,
Spearman, p<0,01), sendo representados pela FIGURA 23 (A e B).



55

30000,0-
e 25000,0 . 100000,00-]
a 2
& 200000 g
3, 15000,04 g
E £ 10000,00 ©
% 10000,0 o 4
o o
o
A A o 1000,00~ o
@ — —
3 4 o =@ rs= 0,240 rs= 0,348
a 50000 5 ) a )
- ] o
2 o ©° . e p<0,05 2 p<0,01
od H 100,00 o
o o g o = o o = o
as o
SP* o g & 2
o Po o O . o
o O%A@@Duﬁ o a 10,00 o o oa
XS . =] 0s0 A O a0
& 4an © 2 O
N | o o o o
a A % A o
a 1,00 o A o O o 4
0
1,‘00 10}00 100',00 100‘0,’30

Anticorpos IgG anti-LDL eletronegativa (mg/L) - log10

T
1,00

T
10,00

T
100,00

T
1000,00

Anticorpos IgG anti-LDL eletronegativa (mg/L) - log10

FIGURA 23: Dispersao das Correlagdes entre Concentragdes de Anticorpos Anti-LDL(-)-IgG (mg/L em
escala logqg) e (A) IC-LDL(-) (mg/L em escala logso) e (B) Anticorpos Anti-LDL(-)-IgM (mg/L em
escala logyg). Pontos representado os grupos controle (circulo vazio), HIV-NT (quadrado vazio)

e HIV-TARV (tridangulo vazio). O valor de p foi determinado pelo teste de correlagao de
Spearman.

Anti-LDL(-)-IgG: autoanticorpos IgG anti-lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; Anti-LDL(-)-lgM: autoanticorpos IgM anti-lipoproteina de
baixa densidade eletronegativa; Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV n&o tratados com terapia
antirretroviral; HIV-TARV: individuos com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; IC-LDL(-):
imunocomplexos de lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; rs: coeficiente de correlacdo de Spearman

As concentragbes de SAA correlacionaram-se com ApoE (rs= 0,289,
Spearman, p<0,01), essa relagao nao foi apresentada graficamente.

As concentracdes de ApoA-I correlacionaram-se positivamente com ApoB
e ApoE (rs= 0,418 e rs= 0,347, Spearman, p<0,01). As concentragdes de ApoB
também correlacionaram-se positivamente com as concentragdes de ApoE (rs= 0,286,

Spearman, p<0,01), conforme representado pela FIGURA 24 (A, B e C).
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FIGURA 24: Dispersao das Correlagbes entre Concentragdes de ApoA-I (mg/L) e (A) ApoB (mg/L) e (B)
ApoE (mg/L) e entre Concentragbes de (C) ApoB e ApoE (mg/L). Pontos representado os
grupos controle (circulo vazio), HIV-NT (quadrado vazio) e HIV-TARYV (tridngulo vazio). O valor

de p foi determinado pelo teste de correlagdo de Spearman.

ApoA-I: apolipoproteina A-l; ApoB: apolipoproteina B; ApoE: apolipoproteina E; Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos
com infecgdo pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV:
virus da imunodeficiéncia humana; rs: coeficiente de correlagdo de Spearman

Além disso, as concentragbes de IC-LDL(-) também correlacionaram-se
positivamente com LDL-HNE (rs= 0,209, Spearman, p<0,05). As concentragbes de
LDL-oxi apresentaram correlagado inversa com os autoanticorpos anti-LDL(-)-IgM, com
baixa significancia estatistica (rs= -0,205, Spearman, p=0,05). Os graficos para essas
avaliagdes nao foram apresentados.

Foram realizadas avaliagdes de correlacao entre os biomarcadores deste
estudo e os marcadores determinados no momento da coleta das amostras, onde
p<0,01). As
concentragdes de LDL-colesterol correlacionaram-se com LDL-oxi e com LDL-CML (rs=

verificou-se correlagdo entre SAA e PCR (rs= 0,467, Spearman,

0,654 e rs= 0,304, Spearman, p<0,01), assim como, com as concentragdes de ApoA-I,
ApoB e ApoE (rs= 0,368, rs= 0,781 e rs= 0,314, Spearman, p<0,01). As concentragdes
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de HDL-colesterol correlacionaram-se positivamente com ApoB (rs= 0,208, Spearman,
p=0,05) e com autoanticorpos anti-LDL(-)-IgM (rs= 0,284, Spearman, p<0,01).
Verificou-se também que as determinag¢des de LDL(-) realizadas no momento da coleta
das amostras apresentaram correlagdo significativa com as concentragbes de LDL(-)
realizadas neste estudo (rs= 0,922, Spearman, p<0,01), demonstrando a estabilidade
dos materiais.

A avaliacéo das correlagdes dos biomarcadores com carga viral e células
CD4 entre os grupos HIV-NT e HIV-TARV demonstrou que as concentragdes de ApoE
e LDL-oxi apresentaram correlagao inversa com a carga viral (rs= -0,261, Spearman,
p=0,05 e rs= -0,360, Spearman, p<0,01). Entretanto, as concentragdes de
autoanticorpos anti-LDL(-)-IgG apresentaram correlagdo com a carga viral (rs= 0,311,
Spearman, p<0,05). N&o foram identificadas correlagbes entre os demais
biomarcadores e a carga viral. Também nao foram identificadas correlagdes dos
biomarcadores estudados com as determinagdes de células CD4 entre os grupos HIV-
NT e HIV-TARV.
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7.DISCUSSAO

Pacientes com infec¢ao pelo HIV apresentam risco de DCV aumentado
devido a infecgdo propriamente dita e devido a outros fatores como alteracdes
metabdlicas associadas a TARV, estilo de vida ou coexisténcia de infeccdes crbnicas
(BELTRAN et al, 2015). Neste estudo investigou-se biomarcadores de risco
cardiovascular tradicionais, nao tradicionais e emergentes, incluindo a presenca de
particulas modificadas de LDL em individuos com a infecgao pelo HIV em comparacao
com individuos saudaveis sem infeccao.

As metodologias utilizadas para determinacdo de LDL(-) em varios
estudos estdo baseadas em sistemas de cromatografia de troca ibnica, cujos
resultados séo reportados em porcentagem de LDL(-) contida no soro em relagao a
concentragdo de LDL total (NICCOLLI et al., 2012). Algumas diferengas observadas
entre os estudos da LDL(-) podem ser atribuidas as diferentes origens dos reagentes
utilizados, uma vez que os pesquisadores utilizam metodologias como FPLC
(cromatografia liquida rapida de proteinas), HPLC (cromatografia liquida de alto
desempenho) e ELISA. Este estudo utilizou ensaios imunoenzimaticos com anticorpos
especificos para formas modificadas de LDL, podendo caracterizar e diferenciar as
particulas envolvidas no processo de formacao da aterosclerose. O uso dos anticorpos
para quantificacdo da LDL(-) demonstraram niveis aumentados deste biomarcador de
modificagao lipoproteica em pacientes com sindrome coronariana aguda, como angina
instavel e estavel (OLIVEIRA et al., 2006) e também em pacientes submetidos a
hemodidlise (LOBO et al.,, 2008). Entretanto, alguns trabalhos discutem se essas
abordagens e suas conclusdes poderiam ser verificadas pelas técnicas utilizadas
atualmente para a determinagao de LDL(-), como a cromatografia de troca i6nica (KE et
al., 2014). A comparagao das metodologias utilizadas para determinacao de LDL(-) e
da fracdo eletroforética L5, que apresenta maior proporcdo de carga negativa,
demonstraram que as diferengas observadas na relagao entre LDL(-) e LDL total ou
entre as subfracbes L5 e L1 podem ser resultado das variacdes entre os diferentes
métodos utilizados para a separagdo cromatografica, uma vez que os intervalos de
separacao da LDL podem ser diferentes entre as técnicas utilizadas (KE et al, 2014).

Assim, sabendo-se que as modificagcbes enddgenas das particulas de
LDL podem apresentar grande potencial como biomarcadores de risco cardiovascular

e, de certa forma, como alvo terapéutico na prevencdo de DCV, sugere-se que 0s



59

estudos realizados devam considerar o estabelecimento de método padrdao para a
determinacao de LDL(-), facilitando sua aplicagdo em avaliagbes populacionais e na
identificacdo de estratégias para eliminagdo destas particulas no sangue (KE et al.,
2014). O presente estudo utilizou teste ELISA padronizado com anticorpo especifico
para a identificacdo de LDL(-), bem como para identificagdo de autoanticorpos e
imunocomplexos. As vantagens da utilizagdo de anticorpos monoclonais especificos
para a particula de LDL(-) incluem sua detecgdo direta no plasma, dispensando
isolamento prévio, alta sensibilidade e especificidade, uso de pequenos volumes e
possibilidade de realizacdo de varias analises concomitantes, permitindo estudos
clinicos e epidemiolégicos (DAMASCENO et al., 2006).

A LDL(-) encontrada no plasma humano € considerada altamente
aterogénica e sua concentragdo estda aumentada em individuos com risco
cardiovascular. Seu aumento tem sido demonstrado em varias doengas (KE et al.,
2014) e sua presenca foi detectada em lesdes ateroscleréticas de humanos e coelhos
(DAMASCENO et al., 2006). Niccoli e colaboradores (2012) mostraram que a LDL(-) foi
associada com a gravidade da DCV, mas essa associagdo nao foi observada com a
LDL nativa, demonstrando que o papel aterogénico da LDL pode ser mediado
preferencialmente por suas subfragbes modificadas (NICCOLI et al., 2012).
Concentragdo aumentada da LDL(-) tem sido observada em pacientes com risco
aumentado de DCV, como a hipercolesterolemia familiar, hipertrigliciredemia, diabetes
tipo 1 e 2 e em pacientes submetidos a hemodialise (MELLO et al., 2011). Sabe-se que
a resposta autoimune estimula as modificagdes da LDL, bem como a produgdo de
anticorpos contra essas particulas modificadas e a formacdo de imunocomplexos,
eventos importantes no processo da aterosclerose (MIRONOVA et al., 2000).

No entanto, no presente estudo néo foram identificadas alteracdes para
as concentragdes de LDL(-) entre os individuos com infecgéo pelo HIV, tratados e nao
tratados com TARV. Um dos fatores que poderia alterar a concentracado plasmatica de
LDL(-) e contribuir para esse resultado seria a formagao de imunocomplexos, uma vez
que haveria diminuicdo do antigeno livre, ou seja, de LDL(-) detectado pelo ELISA.
Apesar de ter sido observada uma correlagao inversa entre as concentragdes de LDL(-)
e IC-LDL(-) (rs= -0,214, Spearman, p<0,05) ndo se constatou diferengas significativas
para os imunocomplexos IC-LDL(-) entre os grupos estudados. Uma interferéncia
possivel para os ensaios de deteccao de anticorpos contra as formas modificadas de

LDL é a baixa avidez destes anticorpos. Estudos demonstraram que os anticorpos
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complexados apresentam maior avidez do que anticorpos livres circulantes. Também
foi reportada correlagao inversa entre as concentragcdes circulantes de IC-LDL e as
concentracdes séricas de anticorpos contra LDL-oxi, demonstrando que, na presenca
de IC-LDL soluveis, os ensaios para anticorpos contra a forma oxidada da LDL
poderiam subestimar a concentracdo total de anticorpos na circulagdo (LOPES-
VIRELLA; VIRELLA, 2013; VIRELLA; LOPES-VIRELLA, 2003).

As modificagdes oxidativas das particulas de LDL sdo reconhecidas como
importantes no processo da aterosclerose e o aumento das concentracées de LDL-oxi
foi associado com obesidade abdominal e sindrome metabdlica (DUONG et al., 2006).
Duong e colaboradores demonstraram que individuos com infecgédo pelo HIV que
desenvolveram lipodistrofia durante a TARV apresentaram baixa expressao de
receptores de LDL e aumento das concentragdes de plasmaticas de LDL-oxi (DUONG
et al., 2006). Entre os marcadores de peroxidacao lipidica associados a LDL, a LDL-oxi
aumentou nos grupos HIV-NT e HIV-TARV em relagdo ao controle. Em contraste, a
LDL-HNE e a LDL-CML diminuiram nos grupos HIV-NT e HIV-TARV em relagao ao
controle, sugerindo que a infecgcédo viral afeta distintamente as diferentes etapas de
modificacdo oxidativa da LDL, podendo haver predominancia da formacido de
malondialdeido (MDA), que origina o epitopo MDA-lisina reconhecido pelo anticorpo
utilizado no imunoensaio para deteccdo de LDL-oxi. Durante a oxidacdo da LDL, a
ApoB100 degrada-se em varios epitopos que podem se ligar covalentemente com
aldeidos como o MDA, cujas modificagdes resultam em estruturas reconhecidas pelo
sistema imune como novos antigenos (NILSSON, et al., 2007).

Sabe-se hoje que a inflamagdo esta intimamente associada com o
processo da aterosclerose, ndo apenas pelo acumulo de lipideos pro-inflamatorios e
potencialmente citotdxicos, mas também pela complexa rede das respostas imune
inata e adaptativa. Este fato sugere que o sistema imune poderia ser alvo para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para prevengao e tratamento da
DCV. Interessantemente, a LDL continua sendo uma particula amplamente estudada
no processo aterogénico sob varios aspectos ao longo dos ultimos anos. A oxidagao da
LDL produz varios mediadores pro-inflamatérios e a LDL modificada é alvo das
respostas imune inata e adaptativa (NILSSON et al., 2007).

Em relacdo aos biomarcadores relacionados a resposta imune-
inflamatdria aqui estudados, nao foram identificadas diferencas para as concentragoes
de IC-LDL(-), anti-LDL(-)-IgM e SAA entre os individuos com infeccao pelo HIV,
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tratados e nao tratados com TARV, quando comparados com individuos sem infecgao.
Embora ndo tenham sido observadas diferengas entre os grupos estudados para os
niveis de IC-LDL(-) e anti-LDL(-)-IgM, observou-se correlagdo positiva das
concentragdes de anti-LDL(-)-lgG com esses biomarcadores (rs= 0,240, Spearman,
p<0,05 e rs= 0,348, Spearman, p<0,01, respectivamente). No entanto, verificou-se
aumento nas concentragdes de autoanticorpos IgG anti-LDL(-) em individuos com
infeccdo pelo HIV ndo tratados com TARV em comparacdo aos nao-infectados
(Kruskal-Wallis, p<0,01). Isto pode indicar que os neoepitopos formados na particula de
LDL(-), como consequéncia da infeccao viral, sdo importantes para a indugdo do
sistema imune-humoral e da resposta imune adaptativa. Estudos também
demonstraram que anticorpos IgG contra as formas oxidadas de LDL podem ser
encontrados em concentracbes aumentadas em individuos com infecgcao pelo HIV
tratados com TARV (DA CUNHA et al., 2013; ORELLANA et al., 2013).

O presente estudo também demonstrou a presenga de anticorpos IgM
especificos contra LDL(-) na circulagdo de individuos com e sem infec¢ao pelo HIV.
Alguns autores discutem o carater protetor destes anticorpos IgM no processo da
aterosclerose, uma vez que devido a configuragdo molecular tenderiam a ficar restritos
na circulacdo. Esse fato limitaria seu depdsito no espaco subendotelial na forma de
imunocomplexos, reforcando a evidéncia de que os anticorpos isolados de lesdes
ateromatosas sao da classe IgG (LOPES-VIRELLA; VIRELLA, 2013).

A comparagao dos grupos HIV-NT e HIV-TARV demonstrou que a TARV
promoveu diminuigdo das concentragdes dos anticorpos anti-LDL(-)-IgG e aumentou os
niveis de LDL-oxi (Kruskal-Wallis, p<0,01), demonstrando que a TARV diminui a
resposta imune-humoral adaptativa especifica para a particula de LDL minimamente
modificada endogenamente (LDL-), mesmo na presenga de maior oxidacao lipidica
(indicada pela LDL-oxi). Estudos também demonstraram concentragdes séricas
aumentadas da LDL-oxi em individuos com infeccdo pelo HIV tratados com TARYV,
principalmente quando relacionada com a presenca de lipodistrofia, em comparacao
com individuos sem infeccdo pelo HIV. Esse aumento da forma oxidada de LDL
associado a outros fatores de risco como alteragdes endoteliais e metabdlicas,
incluindo resisténcia a insulina, poderiam aumentar o risco e favorecer a progressao da
aterosclerose nestes individuos. Também foi demonstrado aumento nas concentracoes
de anticorpos IgG contra LDL-oxi em individuos com infecgao pelo HIV com diminui¢gao
de células CD4 (ORELLANA et al., 2013).
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A aterosclerose € um processo acompanhado por inflamacao e ativacao
imune persistente. O desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas antes do inicio do
TARV pode ser parcialmente responsavel pelo aumento persistente de biomarcadores
inflamatdrios e de ativacdo imune (BELTRAN et al., 2015). Estudos demonstraram
concentragodes ligeiramente menores de IgM anti-LDL-MDA em individuos com infec¢ao
pelo HIV e concentragbes aumentadas de IgG anti-LDL-MDA, anti-LDL-oxi e 1gG total,
quando comparados com individuos sem infecgao pelo HIV (YILMAZ; JENNBACKEN;
FOGELSTRAND, 2014). Da Cunha e colaboradores (2013) também reportaram que
individuos infectados pelo HIV apresentaram concentragbes aumentadas de IgG anti-
LDL oxidada por cobre. Forte correlagao entre IgG anti-LDL-MDA e IgG anti-LDL-oxi e
entre IgM anti-LDL-MDA e IgM anti-LDL-oxi foram identificadas para pacientes HIV
positivos (DA CUNHA et al., 2013). As concentragcbes baixas de IgM contra formas
oxidadas de LDL foram associadas com risco aumentado de aterosclerose. O aumento
de IgG anti-LDL(-) observados nos pacientes HIV positivos em nosso estudo esta de
acordo com os dados reportados por Da Cunha e colaboradores (2013) e com as
concentragbes aumentadas de IgG contra LDL-oxi e LDL-MDA descritas por Yilmaz,
Jennbacken e Fogelstrand (2014). Esse aumento de imunoglobulinas IgG reativas as
formas modificadas de LDL pode refletir o aumento na atividade do sistema imune
humoral contra auto-antigenos formados devido a infecgao pelo HIV.

Alguns estudos demonstraram aumento de anticorpos IgG contra LDL-oxi
em pacientes com doenga coronariana arterial verificada por angiografia, quando
comparados com individuos saudaveis, enquanto outros estudos nao conseguiram
evidenciar essa relacdo. A associacdo dos autoanticorpos contra LDL-oxi a
aterosclerose tem sido realizada pela avaliacdo da espessura média-intima das
carétidas verificada por ultrassonografia. Estudos verificaram relagao inversa entre os
titulos de anticorpos IgG e IgM contra particulas de LDL oxidadas e a espessura
medial-intimal em homens e mulheres (NILSSON et al., 2007). Em relagao a espessura
meédia-intima das cardtidas direita e esquerda, ndo foram identificadas diferencas
significativas entre os grupos estudados.

A resposta imune é composta de dois sistema intimamente relacionados,
a resposta inata e a resposta adaptativa, que se regulam um ao outro. A imunidade
inata representa uma resposta inflamatéria rapida contra microrganismos invasores,
mas também apresenta interagcdo com varios antigenos enddgenos modificados,

envolvendo receptores, producdo de citocinas, fatores do sistema complemento e
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anticorpos. A resposta adaptativa € mais especifica e pode necessitar de alguns dias
ou semanas para ser efetiva, envolvendo as células B e T na producdo de
imunoglobulinas que reconhecem os auto-antigenos (NILSSON et al.,, 2007). A
particula de LDL(-) € alvo de ambas as respostas inata e adaptativa, pois seus
anticorpos e imunocomplexos foram detectados em amostras de plasma dos
participantes deste estudo.

Estudos sobre a producao de citocinas relacionadas com as repostas Th1
(mediada por células) e Th2 (humoral) demonstraram que individuos com infecg¢ao pelo
HIV apresentam alteracbes na resposta imune humoral. A hipotese proposta para
essas alteragdes relaciona-se ao balangco entre a resposta imune Th1 e Th2, onde as
atividades celulares Th1 estdo diminuidas, enquanto as atividades Th2 aumentam em
individuos com a infeccao pelo HIV. De fato, as alteracbes criticas no balanco de
citocinas poderiam explicar as contradigdes encontradas nos estudos realizados com
esses individuos. As proteinas virais seriam responsaveis pela inducao da sintese de
citocinas da resposta Th2, pois atuariam como alergénos na indugcdo da resposta
imune humoral. Assim, individuos com infec¢ao pelo HIV apresentariam uma troca da
reposta imune protetora Th1 para um perfil dominante de citocinas da resposta Th2, a
medida que ocorre progressao para aids (BECKER, 2004). Neste estudo, foi verificado
aumento de anticorpos anti-LDL(-)-lgG no grupo HIV-NT, que poderia ser relacionado
com o perfil Th2 de resposta imune nestes individuos. Estudos sugerem que a resposta
Th1 contribuiria para o processo da aterosclerose, enquanto a reposta Th2 teria um
papel protetor (NILSSON et al., 2007).

A SAA foi relacionada com a inducdo de alteragdes endoteliais, sendo
sugerida sua participagdo no processo aterogénico e possivel papel como alvo
terapéutico. Estudos epidemioldgicos demonstraram concentragbes aumentadas de
SAA associadas com angina instavel e infarto agudo do miocardio, indicando
prognésticos desfavoraveis. Lesdes ateroscleroticas humanas também expressaram
SAA, sugerindo sua contribuicdo para a formagao da placa de ateroma (HUA et al.,
2009). Neste estudo, as concentracées de SAA nao apresentaram diferengas entre os
grupos estudados.

A MPO tem sido considerada como um biomarcador de risco de DCV,
pois estd aumentada em pacientes com doenga arterial coronariana (SIASOS et al.,
2015), sendo também relacionada com o processo de oxidagdo da LDL no espaco

subendotelial (STROBEL et al., 2011). Entretanto, em nosso estudo observamos
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diminuicao das concentragdes de MPO nos grupos HIV-NT e HIV-TARV em relagao ao
grupo controle (Kruskal-Wallis, p<0,01), indicando que a infecgao viral estd modulando
a resposta inflamatéria e oxidativa nestes individuos. Esse comportamento também foi
encontrado em estudos realizados com individuos com infeccao pelo HIV, onde
concentragbes de MPO foram negativamente relacionadas com eventos
cardiovasculares como infarto, isquemia ou revascularizacdo do miocardio.
Concentragdes diminuidas de MPO foram demonstradas em individuos com infeccao
pelo HIV, quando comparados com individuos saudaveis. Hipoteses sugerem que a
fisiopatologia do processo aterosclerético em pacientes com infecgéo pelo HIV seria
diferente quando comparada com individuos sem infecgdo (STROBEL et al., 2011).

O virus HIV também promove aterogénese por seus efeitos no
metabolismo lipidico, incluindo diminuicado de HDL e ApoA-I e aumento de triglicérides
e LDL-colesterol (BELTRAN et al. 2015). Como esperado, esse perfil também foi
encontrado nos individuos do presente estudo, conforme avaliado anteriormente por
EIRA (2009). As apolipoproteinas ApoA-lI e ApoB, representam a parte proteica das
particulas de HDL e LDL, respectivamente. Yilmaz e col. (2014) ndo encontraram
diferencas para ApoB e ApoA-lI entre individuos HIV positivos e individuos nao
infectados. Como esperado, encontraram correlagdo positiva entre as concentragcoes
de ApoB e as concentragdes de colesterol, bem como entre ApoA-lI e HDL-colesterol
(YILMAZ; JENNBACKEN; FOGELSTRAND, 2014). No presente estudo, os
biomarcadores de composicao proteica de lipoproteinas, ApoA-lI, ApoB e ApoE,
também nao apresentaram diferengas entre os grupos estudados (HIV-TARV, HIV-NT
e controle) e verificou-se que a ApoA-I correlacionou-se positivamente com ApoB e
ApoE (rs= 0,418 e rs= 0,347, Spearman, p<0,01) e a ApoB com ApoE (rs= 0,286,
Spearman, p<0,01).

Para estes mesmos grupos estudados, Eira e colaboradores (2012)
descreveram aumento da velocidade de onda de pulso (VOP) para o grupo HIV-TARYV,
principalmente entre mulheres, concluindo que rigidez arterial esta relacionada a TARV,
mas nao a infecgdo viral. A rigidez arterial tem sido considerada para avaliagao
progndstica de hipertensao e eventos cardiovasculares e a medida de VOP é realizada
de forma nao invasiva e com técnicas reprodutiveis em estudos epidemioldgicos.
Valores aumentados de VOP sugerem aumento da rigidez arterial indicando perda da
elasticidade da parede arterial, podendo ser relacionada a eventos cardiovasculares

futuros (EIRA et al., 2012). Entretanto, ndo foram identificadas diferengas para
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variabilidade de batimentos cardiacos entre estes mesmos grupos estudados, nem
associagéo entre esta taxa de variabilidade e as concentragbes de PCR (BENSENOR
et al.,, 2011). Também foi demonstrado que o grupo HIV-TARV apresentou maior
prevaléncia de sindrome metabdlica e escore de risco de Framingham aumentado
quando comparado com os grupos controle e HIV-NT, favorecendo o maior risco para
esse grupo de individuos (EIRA, 2009). De fato, pacientes com infecgao pelo HIV
apresentam alta prevaléncia (25%) de sindrome metabdlica (BELTRAN et al., 2015).

Estd bem documentado que individuos com risco aumentado de DCV
apresentam concentragcdes aumentadas de LDL circulante e diminuicdo na proporg¢ao
de HDL circulante. LDL é a principal fonte de colesterol e lipideos que contribuem para
o desenvolvimento da placa aterosclerética, enquanto a HDL nao é aterogénica e suas
concentragdes se correlacionam inversamente com o risco cardiovascular (IVANOVA,;
BOBRYSHEV; OREKHOQV, 2015).

Uma caracteristica amplamente reconhecida do processo aterosclerético
€ o acumulo de lipideos, na maioria das vezes LDL, no espago subendotelial,
estimulando a resposta inflamatdria local, a formacao de células espumosas e da placa
de ateroma. Nas ultimas duas décadas, varios estudos investigaram as modificagdes
da LDL, que tem sido consideradas capazes de transformar essas lipoproteinas de
carregadores saudaveis de colesterol em gatilhos ameagadores da aterogénese
(BRUNELLI et al., 2014). A dislipidemia € um dos fatores modificaveis relacionados
com o risco cardiovascular e tem sido demonstrada em individuos com infeccdo pelo
HIV tratados com TARV. Individuos com infeccdo pelo HIV nao tratados com TARV
também apresentam alteragdes lipidicas devido a infeccdo viral. Esse individuos
apresentam um perfil lipidico aterogénico com diminuicdo de HDL, aumento de
triglicérides e aumento de LDL, especialmente de suas formas modificadas. Também
foi observada maior prevaléncia de aterosclerose subclinica em homens com infecgao
pelo HIV (GIANNARELLI; KLEIN; BADIMON, 2011). Assim, buscou-se observar se
individuos HIV positivos, tratados ou ndo tratados, possuem niveis alterados de
biomarcadores de risco cardiovascular, incluindo as formas de LDL modificada, quando
comparados com individuos nao infectados pelo HIV.

As limitacbes deste estudo incluem o pequeno tamanho amostral, que
implica em menor poder das associacdes estatisticas limitando as conclusdes dos
resultados, além do desenho transversal que nao permite identificar a relacdo com o

desfecho clinico de DCV, apesar de permitir associacdes com dados de ateromatose
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subclinica coletados no momento da obtengdo das amostras, que nao foi objeto deste
estudo.

Em resumo, os principais achados do presente estudo realizado com
individuos com infeccéo pelo HIV, tratados e nao tratados com TARV, estao indicados

no quadro a seguir:

Biomarcador Principal Achado
LDL(-) sem diferencgas entre grupos
controle < HIV-NT
LDL-oxi
HIV-NT < HIV-TARV
controle >HIV-NT
LDL-HNE
controle > HIV-TARV
controle > HIV-NT
LDL-CML

controle > HIV-TARV
controle < grupo HIV-NT
HIV-NT > HIV-TARV

Anti-LDL(-)-IgG

Anti-LDL(-)-IgM sem diferencgas entre grupos

IC-LDL(-) sem diferencgas entre grupos

SAA sem diferengas entre grupos
MPO controle > HIV-TARV
HIV-NT < HIV-TARV

ApoA-I| sem diferencgas entre grupos

ApoB sem diferencgas entre grupos

ApoE sem diferencgas entre grupos

Anti-LDL(-)-IgG: autoanticorpos IgG anti-lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; Anti-LDL(-)-lgM: autoanticorpos IgM anti-lipoproteina de
baixa densidade eletronegativa; ApoA-I: apolipoproteina A-l; ApoB: apolipoproteina B; ApoE: apolipoproteina E; Controle: individuos sem infecgdo
pelo HIV; HIV-NT: individuos com infeccédo pelo HIV ndo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos com infeccédo pelo HIV tratados
com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; IC-LDL(-): imunocomplexos de lipoproteina de baixa densidade eletronegativa;
LDL(-): lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; LDL-CML: lipoproteina de baixa densidade oxidada modificada por carboximetila; LDL-HNE:
lipoproteina de baixa densidade oxidada modificada por 4-hidroxinonenal; LDL-oxi: lipoproteina de baixa densidade oxidada modificada por
malondialdeido; MPO: mieloperoxidase; SAA: proteina amildide sérica A
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8.CONCLUSOES

Em conclusao,

= A infeccdo pelo HIV modificou o biomarcador de inflamacdo MPO e o perfil de
biomarcadores relacionados as modificagdes oxidativas da LDL (menor formagéao
de LDL-HNE e LDL-CML), além de aumentar a resposta imune-humoral a LDL
eletronegativa [anti-LDL(-)-IgG], enquanto o tratamento com antirretrovirais inibiu

esta resposta.

= Os biomarcadores LDL(-), anti-LDL(-)-IgM, IC-LDL(-), SAA, ApoA-I, ApoB e ApoE

nao foram modificados pela infeccao viral ou pelo tratamento antirretroviral.

= Os individuos com infecgdo pelo HIV, tratados com TARV (HIV-TARV)
apresentaram diminuicdo das concentragdes de autoanticorpos anti-LDL(-)-IgG e
aumento das concentracdes de LDL-oxi, quando comparados com individuos com

infeccao pelo HIV nao tratados com TARV.

= Os biomarcadores LDL(-) e IC-LDL(-) apresentaram correlagdo inversa, enquanto
os autoanticorpos anti-LDL(-)-IgG foram relacionados positivamente com [C-LDL(-)

e com os autoanticorpos anti-LDL(-)-IgM.
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ANEXO |

Informagoes para os Membros de Bancas Julgadoras de Mestrado/Doutorado

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de P6s-Graduagao

Informacgdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duragao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argliicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para arglir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a argliicao na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argliicao por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovagdo ou
reprovagao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguicdo.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pos-
Graduacao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da FCF-USP

FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICASDA ‘GG -
UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinacdo de Biomarcadores de Risco Cardiovascular em Pacientes HIV Positivos

Pesquisador: Dulcineia Saes Parra Abdalla

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 25639513.9.0000.0067

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 663.120
Data da Relatoria: 28/04/2014

Apresentacao do Projeto:

Individuos infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) apresentam maior incidéncia de
complicagdes cardiovasculares do que individuos da mesma faixa etéria ndo infectados. Por outro lado, a
terapia antirretroviral reduz o risco cardiovascular em individuos tratados. O estudo de biomarcadores de
risco cardiovascular em pacientes HIV positivos pode contribuir para a identificacdo de marcadores
relacionados ao desenvolvimento da placa de ateroma, permitindo a avaliagéo do risco de doenga arterial
coronariana nestes individuos. Assim, na pesquisa proposta, serdo empregados métodos por imunoensaio
para quantificacao plasmatica de marcadores lipidicos como lipoproteina de baixa densidade eletronegativa
(LDL(-)), autoanticorpos anti-LDL(-), imunocomplexos IC-LDL(-), proteina C reativa, proteina amiloide sérica
A, mieloperoxidase, apoliproteina A-1, apoliproteina B e apolipoproteina E em pacientes HIV positivos, para

verificar sua relagdo com marcadores conhecidos na avaliagéo do risco cardiovascular.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo da pesquisa € avaliar a relagéo entre marcadores lipidicos em pacientes HIV positivos tratados,
em pacientes HIV positivos ndo tratados e em pacientes saudaveis (grupo controle) e avaliar a relagdo entre
estes marcadores e o perfil inflamatério e imunolégico dos pacientes

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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estudados para identificar marcadores de risco cardiovascular em pacientes HIV positivos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

A pesquisa é descrita como de risco minimo, com garantia de confidencialidade das informacdes e dados
gerais dos participantes da pesquisa. Nao foram identificados beneficios diretos para os participantes, pois o
objetivo da pesquisa é identificar diferencas de biomarcadores entre os grupos estudados. O beneficio da
pesquisa € contribuir para a compreenséo das condigoes relacionadas ao risco cardiovascular em pacientes
HIV positivos.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Este estudo utilizara amostras provenientes de biorrepositério de material biolégico constituido por ocasido
da pesquisa intitulada "Avaliacdo de ateromatose subclinica em pacientes HIV/AIDS: determinagédo da
velocidade de onda de pulso e da espessura média intima de carétidas", dos pesquisadores Paulo Andrade
Lotufo (pesquisador principal), Margareth da Eira, Egidio Lima Dérea, llka Regina de Oliveira, Ana Llcia
Sassaki, Isabela Martins Bensefior e Gelba de Almeida Pinto, aprovada pelo CEP do Hospital Universitario
(HU) da USP (Registro CEP-HU/USP: 807/08) e registrada no sistema SISNEP-CAAE sob o niumero
0019.0.198.015-08.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Foram anexados: declaragdo de anuéncia do pesquisador Paulo Andrade Lotufo, pesquisador principal do
projeto que originou as amostras; declaragdo de participagdo de Luciane Marzzullo Cicarelli, aluna de
doutorado do Programa de Pés-graduacdo em Analises Clinicas da FCF-USP; declaragdo de anuéncia do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da FCF-USP; cronograma (no projeto de pesquisa

detalhado); TCLE do projeto de pesquisa "Avaliacao de ateromatose subclinica em pacientes HIV/AIDS:

determinacao da velocidade de onda de pulso e da espessura média intima de car6tidas", que originou as
amostras, no qual é informado que o estudo tem por objetivo avaliar o risco cardiovascular em pacientes HIV
positivos, que a amostra de sangue coletada ser4 armazenada para dosagens futuras, que os resultados
parciais serdo divulgados aos participantes e que o material coletado sera usado exclusivamente para os
objetivos daquela pesquisa. Alguma analises que seréo realizadas no presente projeto nao estdo descritas
no TCLE, entretanto s&o andlises afins as previstas no projeto que originou as amostras.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
As recomendacdes do parecer anterior deste CEP foram atendidas.
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Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Néo

Consideracodes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista as considerag¢des acima, este CEP entende que o projeto pode ser aprovado.

SAO PAULO, 27 de Maio de 2014

Assinado por:

Mauricio Yonamine
(Coordenador)
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Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da FM-USP
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Sao Paulo, 16 de maio. de 2008.
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> Prof. Dr. Paulo Andrade Lotufo
Superintendéncia
Hospital Universitario
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

REFERENTE: Projeto de Pesquisa “Aferosclerose subclinica em pacientes HIV/aids
em tratamento ou ndo com inibidores da protease: determinagdo da velocidade de onda
de pulso e da espessura média-intima de cardtidas” - Co-autor(es): Margareth da Eira,
Dr. Egidio Lima Dérea, Dra. Ilka Regina de Oliveira, Dra. Ana Lucia Sassaki, Profa.
Dra. Isabela Martins Bensefior, Dra. Gelba de Almeida Pinto — CEP-HU/USP: 807/08
— SISNEP CAAE: 0019.0.198.015-08. ;

Prezado(a) Senhor(a)

>

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério da Universidade
de Sdo Paulo, em reunifio ordinaria realizada no dia 16 de maio de 2008, analisou o
Projeto de Pesquisa acima citado, considerando-o como APROVADO, bem como o
seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
8 Lembramos que cabe ao pesquisador elaborar ¢ apresentar a este Comité,
relatérios anuais (parciais ou final, em fungo da duragdo da pesquisa), de acordo com a
Resolug:ﬁo 196/96 do Conselho Nacional de Satde, item IX.2.c.

O primeiro relatério esta previsto para 16 de maio de 2009.

Atenciosamentf},

\4 Dr. Mauricio Seckler
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Universitdrio da USP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA USP
Avenida Professor Lineu Prestes, 2565 — Cidade Universitaria — 05508-000 Sio Paulo - SP
Tels.: (11) 3091-9457 ou 9479 — Fax: (11) 3091-9452 - E-mail: cep@hu.usp.br
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Sao Paulo, 16 de maio de 2008.
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Prof. Dr. Paulo Andrade Lotufo
Superintendéncia

,Hospltal Universitéario
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

REFERENTE: Projeto de Pesquisa “Aferosclerose subclinica em pacientes HIV/aids
em tratamento ou ndo com inibidores da protease: determinagdo da velocidade de onda
de pulso e da espessura média-intima de cardtidas” - Co-autor(es): Margareth da Eira,
Dr. Egidio Lima Dérea, Dra. Ilka Regina de Oliveira, Dra. Ana Lucia Sassaki, Profa.
Dra. Isabela Martins Bensefior, Dra. Gelba de Almeida Pinto — CEP-HU/USP: 807/08
— SISNEP CAAE: 0019.0.198.015-08.

Prezado(a) Senhor(a)

>

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério dé Universidade
de Sio Paulo, em reunifio ordindria realizada no dia 16 de maio de 2008, analisou o
: Projeto de Pesquisa acima citado, considerando-o como APROVADO, bem como o
seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Lembramos que cabe ao pesquisador elaborar ¢ apresentar a este Comité,
relatérios anuais (parciais ou final, em fungdo da duragdo da pesquisa), de acordo com a
Resolug:ﬁo 196/96 do Conselho Nacional de Satde, item IX.2.c. ‘

O primeiro relatério esta previsto para 16 de maio de 2009.

Atenciosamentf,

1 /)\.; e v —‘————\.__“\\

\‘. Dr. Mauricio Seckler
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Universitdrio da USP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA USP
Avenida Professor Lineu Prestes, 2565 — Cidade Universitaria — 05508-000 Sao Paulo - SP
Tels.: (11) 30_91-9457 ou 9479 — Fax: (11) 3091-9452 - E-mail: cep@hu.usp.br
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Sao Paulo, 16 de maio.de 2008.

e el
Prof. Dr. Paulo Andrade Lotufo
Superintendéncia
Hospital Universitério
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

REFERENTE: Projeto de Pesquisa “Aterosclerose subclinica em pacientes HI V/aids
em tratamento ou néio com inibidores da protease: determinagdo da velocidade de onda
de pulso e da espessura média-intima de cardtidas” - Co-autor(es): Margareth da Eira,
Dr. Egidio Lima Dérea, Dra. Ilka Regina de Oliveira, Dra. Ana Lucia Sassaki, Profa.
Dra. Isabela Martins Bensefior, Dra. Gelba de Almeida Pinto — CEP-HU/USP: 807/08
— SISNEP CAAE: 0019.0.198.015-08. ;

Prezado(a) Senhor(a)

>

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade
de S3o Paulo, em reunido ordinaria realizada no dia 16 de maio de 2008, analisou o
Projeto de Pe‘squisa acima citado, considerando-o como APROVADO, bem como o
seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. :

Lembramos que cabe ao pesquisador elaborar ¢ apresentar a este Comité,
relatrios anuais (parciais ou final, em fungéo da duragdo da pesquisa), de acordo com a
Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Satde, item IX.2.c. :

O primeiro relatério esta previsto para 16 de maio de 2009.

I

Atenciosament?fg

N e
Do —
Dr. Mauricio Seckler

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Universitdrio da USP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA USP
Avenida Professor Lineu Prestes, 2565 — Cidade Universitiria — 05508-000 Sio Paulo— Sp
Tels.: (11) 3091-9457 ou 9479 — Fax: (11) 3091-9452 - E-mail: cep@hu.usp.br
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Ficha do Aluno

Fanus - Sistema Administrativo da P6s-Graduacgdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 964016/2 - Luciane Marzzullo Cicarelli

Email:

Data de Nascimento:

Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduagao:

Mestrado:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depésito:

Orientador:

Co-orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovagao no Exame de
Qualificagao:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacgao da
Banca:

Data de Aprovagao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histoérico de Ocorréncias:

lucianemc@usp.br
19/12/1971
RG-19.684.497-6 - SP
Estado de S&o Paulo
Brasileira

Farmacéutico-Bioquimico - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Universidade de Sdo Paulo - Sdo Paulo - Brasil - 1996

Mestre em Farmacia - Area: Analises Clinicas - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - Universidade de Sdo Paulo - Sdo Paulo - Brasil - 2003

Doutorado

Farmacia (Analises Clinicas)

Andlises Clinicas

04/07/2012

04/07/2012

04/07/2016

Prof(a). Dr(a). Dulcineia Saes Parra Abdalla - 04/07/2012 até o presente.
Email: dspa@usp.br

Prof(a). Dr(a). Martinho Isnard Ribeiro de Aimeida - 27/09/2012 até
22/07/2014. Email: martinho@usp.br

Inglés, Aprovado em 04/07/2012

Aprovado em 29/08/2014

Primeira Matricula em 04/07/2012

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagdo USP (Resolugao n® 5473 em vigor de 18/09/2008 até

19/04/2013).

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 01/02/2016

Impresso em: 26/04/2016 16:18:04



Janus - Sistema Administrativo da P6s-Graduagdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO
9136 - 964016/2 - Luciane Marzzullo Cicarelli
EDM5791- Metodologia do Ensino Superior Pré-
5/9 (Faculdade de Educacgéao - 15/08/2012  30/11/2012 120 - N matricula
Universidade de S&o Paulo) indeferida
Aspectos Pedagdgicos do Ensino Pré
FSP5703- Superior em Saude (Faculdade de g
12 Saude Publica - Unversidade de Sao /002012 1811012012 45 ; N matricula
indeferida
Paulo)
Andlise do Ambiente Organizacional
EAD5943. Parao Planejamento Estratégico
32 (Faculdade de Economia, 04/03/2013  28/06/2013 120 93 N  Concluida
Administragéo e Contabilidade -
Universidade de S&o Paulo)
FBC5803- Sistemas de Garantia da Qualidade em 5815013 19/08/2013 30 100 N Concluida
32 Laboratérios de Ensaio
FBC4%57- Topicos em Andlises Clinicas Il 06/08/2013  18/11/2013 15 100 N Concluida
MCM5880- Bioestatistica | (Faculdade de Medicina .
3N - Universidade de So Paulo) 06/03/2014  16/04/2014 90 92 N  Concluida
FBC5780- Andlise de Dados Apiicados as 10/03/2014  20/04/2014 90 88 N  Concluida
2/2 Pesquisas Bioldgicas
MCM5909- Bioestatistica Aplicada a Clinica Médica
Usando R (Faculdade de Medicina - 17/04/2014  11/06/2014 120 88 N Concluida
171 ) . =
Universidade de S&o Paulo)
FBTS700- Preparo de Artigos Clentificos naArea —oo)050015  gg/07/2015 90 90 N Concluida
3/2 de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica
Disciplinas: 0 37
Estagios:
Total: 0 37

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Conceito a partir de 02/01/1997:

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

A- Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado;
T - Transferéncia.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 01/02/2016
Impresso em: 26/04/2016 16:18:04
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Critérios de Inclusao e Exclusao dos Individuos Selecionados para

Participacao no Estudo (EIRA, 2009).

3. METODOS
3.1 Tipo de estudo

O estudo teve um delineamento transversal com populagdo
selecionada composta de individuos HIV-positivos (tratados com HAART e

nao-tratados) e individuos HIV-negativos (diabéticos e grupo controle).
3.2 Local e época de realizagdo do estudo

No periodo compreendido entre fevereiro de 2008 e julho de 2009, o
presente estudo foi conduzido no Ambulatério de HIV/aids do Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (IIER — S&o Paulo), em parceria com a Divisdo de
Clinica Médica do Hospital Universitario da USP e com a Unidade de

Radiologia do Hospital Universitario da USP.
3.3 Populagao do estudo

Foram convidados a participar deste estudo pacientes do ambulatério
de HIV/aids devidamente matriculados no IIER e pacientes do ambulatério
de Doengas Metabdlicas da Divisdo de Clinica Médica do Hospital
Universitario da USP, que compareceram para visita de rotina no periodo
citado. Além disto, funcionarios saudaveis de ambos os sexos da
Universidade de S&o Paulo e institutos associados (Pesquisa Tecnologica e
Pesquisas em Energia Nuclear) foram recrutados através de carta-convite a
participar voluntariamente como grupo controle. Os individuos deviam
atender aos critérios de inclusdo estabelecidos e ndo podiam se enquadrar
em nenhum dos critérios de exclusdo. Antes de quaisquer procedimentos do
estudo, deviam ser capazes de fornecer o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE — Anexo B) por escrito, segundo as normas vigentes.

16



Foram incluidos 118 participantes de ambos os sexos com idade

entre 20 e 69 anos. Os pacientes selecionados foram distribuidos em 4

grupos:

1.

individuos com infecgdo pelo HIV que ndo estavam em uso de terapia
anti-retroviral — grupo naive (n=28).

individuos HIV/aids tratados com terapia anti-retroviral altamente potente
(grupo HAART), incluindo ou um IP ou um ITRNN (n= 29)

individuos diabéticos nao insulino-dependentes, em acompanhamento no
ambulatério de Doengas Metabdlicas do HU-USP (n=29).

controle - individuos saudaveis, funcionarios da Universidade de S&o
Paulo ou de instituigbes associadas (n=32).

Os grupos controle e diabetes deviam ser pareados aos grupos 1 e 2

segundo sexo e idade, tentando-se ao maximo respeitar a proporcionalidade

em relagdo a estes parametros da populagdo de pacientes do ambulatério
de HIV/aids.

3.4 Critérios de inclusao

Os critérios de inclusdo estabelecidos para o estudo foram os

seguintes (gerais e grupo-especificos):

1.
2.

idade entre 20 e 69 anos, ambos 0s sexos (todos 0s grupos);

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido lido e assinado (todos os
grupos);

acompanhamento médico regular, com auséncia de faltas as trés ultimas
consultas agendadas (grupos 1, 2 e 3);

infecgdo pelo HIV documentada por diagnéstico com método sorolégico
ou PCR (grupos 1 e 2);

serem individuos infectados com o HIV-1, porém n&o estarem em uso ou
indicagado de uso de terapia anti-retroviral até o momento da inclusdo no
estudo (grupo 1);

serem assintomaticos ou com diagndstico pregresso de aids, porém nao

apresentarem doengas  definidoras de  aids (tais  como

17
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neurotoxoplasmose ou tuberculose extra-pulmonar) que necessitem de
tratamento no momento da inclusao no estudo (grupos 1 e 2);

7. para os pacientes HIV/aids em tratamento, estar em uso de HAART por
um periodo > 12 meses e < 15 anos (grupo 2);

8. individuos com diabetes mellitus n&o insulino-dependentes e HIV

negativos (grupo 3).

3.5 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo definidos para este estudo foram os seguintes

(validos para os quatro grupos):

1. histéria prévia ou atual de infarto agudo do miocardio ou de
revascularizagao cirdrgica ou angiografica do miocardio;

2. histéria prévia ou atual de acidente vascular cerebral;

3. histdria prévia ou atual de doenga arterial periférica oclusiva;

4. insuficiéncia renal cronica definida como depuragao de creatinina abaixo
de 60 ml/minuto/1,73m?

5. uso de insulina;

6. doenca neoplasica (exceto cancer de pele ndo-melanoma) ou infecgao
oportunista recentemente diagnosticada;

Os individuos selecionados dos 150 convidados receberam
informagdes detalhadas sobre o estudo, seus procedimentos, seus possiveis
beneficios ou eventuais riscos, tendo total liberdade para participar ou nao
do estudo, sem nenhum prejuizo ao seu atendimento ambulatorial de rotina
na instituicado. Uma vez fornecido o TCLE, todos os participantes de todos os

grupos foram submetidos ao protocolo descrito a seguir.

3.6 Protocolo do Estudo:

Apés a aceitagdo e agendamento, todos os participantes do estudo
foram submetidos a coleta de sangue apés jejum de 12 horas, no mesmo dia

da realizagéo do protocolo. Segunda coleta de sangue em jejum foi realizada

18
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ANEXO V

Tabelas com Caracteristicas Demograficas, Clinicas, Laboratoriais e

Funcionais para os Grupos Controle, HIV-NT e HIV-TARV

TABELA |: Caracteristicas Gerais dos Participantes para Grupos Controle (n=32), HIV-NT (n=28) e HIV-
TARV (n=29) (adaptado de EIRA, 2009).

Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n= 29) Valor de p

Idade (anos) 42,8 (8,1) 42,0 (6,7) 43,6 (8,6) 0,77
Mulheres 15 (46,9) 10 (35,7) 9 (31,0) 0,42
Escolaridade 0,90

Analfabeto 0 (0) 0 (0) 1(3,5)

1 a 8 anos 6 (18,8) 7 (25,0) 4 (13,8)

9a 11 anos 14 (43,7) 11 (39,3) 12 (41,4)

> 11 anos 12 (37,5) 10 (35,7) 12 (41,4)
Racga 0,59

Branca 13 (40,6) 14 (50,0) 13 (44,8)

Parda 16 (50,0) 12 (42,9) 10 (34,5)

Negros 3(9,4) 2(7,1) 5(17,2)

Outros 0 (0) 0 (0) 1(3,5)

Resultados apresentados como média (desvio-padréo) ou numero de participantes (porcentagem).

Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos
com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana

TABELA II: Antropometria dos Participantes para Grupos Controle (n=32), HIV-NT (n=28) e HIV-TARV
(n=29) (adaptado de EIRA, 2009).

Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n=29) Valorde p
Peso (kg) 77,5 (17,7) 73,2 (13,4) 74,2 (13,0) 0,53
IMC (kg/m?) 29,2 (10,4) 26,2 (4,9) 25,8 (3,8) 0,13
Medida de cintura (cm) 89,7 (13,7) 86,9 (11,4) 90,4 (10,8) 0,53
Medida do quadril (cm) 102,9 (9,0)° 98,0 (8,6) 96,7 (7,8)° 0,01
Relacso cintura-quadril 0,87 (0,07)° 0,87 (0,08) 0,93 (0,09)° 0,004

Resultados apresentados como média (desvio-padréo).
@ grupo controle # grupo HIV-TARV; b grupo controle # grupo HIV-TARV

#: diferente; Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV ndo tratados com terapia antirretroviral; HIV-
TARV: individuos com infeccéo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; IMC: indice de massa corporea
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TABELA llI: Frequéncia de Fumantes para Grupos Controle (n=32), HIV-NT (n=28) e HIV-TARV (n=29)
(adaptado de EIRA, 2009).

Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n=29) Valordep
Nunca fumante (%) 16 (50) 14 (50) 11 (37,9) 0,56
Ex-fumantes (%) 10 (31,3) 8 (28,6) 11 (37,9) 0,16
Fumantes ativos (%) 6 (18,7) 6 (21,4) 7 (24,2) 0,95
Fumantes passivos (%) 11 (34,4) 11 (39,3) 16 (55,2) 0,24

Resultados apresentados como numero de participantes (porcentagem).

Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos
com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana

TABELA 1IV: Frequéncia de Diagndstico e Uso de Medicamentos para Tratamento da Hipertensao
Arterial para Grupos Controle (n=32), HIV-NT (n=28) e HIV-TARV (n=29) (adaptado de EIRA,

2009).
Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n=29) Valordep
Diagndstico prévio de 6 (18,8) 7 (25,0) 11 (37,9) 0,37
hipertenséo arterial
Uso de medicamento para 9 (28,1) 5(17,9) 7 (24,1) 0,69
tratamento de hipertensao
Diagndstico final de 9 (28,1) 8 (28,6) 12 (41,4) 0,47

hipertenséo arterial

Resultados apresentados como numero de participantes (porcentagem). A hipertenséo foi definida como presenca
prévia de hipertensdo confirmada por médico ou uso de medicamento para tratar hipertensdo ou presséo arterial

sistélica média 2140mmHg ou pressao arterial diastdlica média 290mmHg.

Controle: individuos sem infecgéo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos
com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana

TABELA V: Frequéncia de Diabéticos e de Intolerantes a Glicose e Perfil Glicémico para Grupos
Controle (n=32), HIV-NT (n=28) e HIV-TARV (n=29) (adaptado de EIRA, 2009).

Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n=29) Valordep

Diagndstico prévio de 0 (0) 1(3,6) 4 (13,8) 0,056
diabetes mellitus

Uso de medicamento para

tratamento de diabetes 0(0) 1(3,6) 3(10,3) 0,14
mellitus
Diagndstico final de 14 (43,8) 8 (28,6) 6 (20,7) 0,28
intolerancia a glicose
Diagndstico final de diabetes 2(6,2) 1(3,6) 5(17,2) 016
mellitus ' ' ' ’
Glicemia em jejum (mg/dL) 103,1 (9,8)° 98,0 (10,1)*° 109,1 (17,2)° 0,005
Glicemia pds-carga* (mg/dL) 137,6 (26,9) 122,2 (27,3) 133,8 (38,9) 0,37
Hemoglobina glicada (%) 6,0 (0,4)° 5,6 (0,6)° 5,2 (0,8)%° <0,0001
Insulina em jejum (pU/mL) 7,5 (6,7) 6,6 (4,9) 8,0 (5,2) 0,63

Resultados apresentados como numero de participantes (porcentagem) ou média (desvio-padrao). O diagnéstico de
intolerancia a glicose foi definido apods teste de tolerancia oral a glicose. O diagnéstico de diabetes mellitus foi
definido como presenga prévia de diabetes mellitus confirmada por médico ou uso de medicamento para tratar
diabetes mellitus ou diagndstico de diabetes mellitus apos teste de tolerancia oral a glicose.

* Glicemia pds-carga corresponde ao teste de tolerancia oral a glicose realizado nos tempos 0 e 120min, com
ingestdo de 759 de glicose anidra.

@ grupo controle # grupo HIV-NT; b grupo HIV-NT # grupo HIV-TARV; ¢ grupo controle # grupo HIV-TARV; d grupo
HIV-NT # grupo HIV-TARV

#: diferente; Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV ndo tratados com terapia antirretroviral; HIV-
TARV: individuos com infeccéo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana
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TABELA VI: Frequéncia de Diagnéstico e Uso de Medicamentos para Tratamento de Alteragbes
Lipidicas e Perfil Lipidico para Grupos Controle (n=32), HIV-NT (n=28) e HIV-TARV (n=29)
(adaptado de EIRA, 2009).

Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n=29) Valordep

Diagndstico prévio de 8 (25)° 11 (39’3):: 22 (75,9)a,b <0,0001
alteracéo de colesterol
Uso de medicamento para

tratamento de 7 (21,9)° 10 (35,7)° 21 (72,4)%° <0,0001
hipercolesterolemia

Diagndstico final de alteragéo 20 (62,5) 22 (78,6) 27 (93,1) 0,017
do colesterol

Diagnéstico final de 13 (40,6) 8 (28,6) 15 (51,7) 0,21
hipertrigliceridemia

Diagnostico final de 23 (71,9) 23 (82,1) 27 (93,1) 0,10
dislipidemia

LDL-colesterol (mg/dL) 119,8 (28,4) 113,9 (31,2) 120,1 (27,2) 0,66

HDL-colesterol (mg/dL) 49,5 (15,2) 42,2 (9,2) 47,1 (10,5) 0,07

Triglicérides (mg/dL) 147,2 (87,3)° 137,3 (108,6)' 233,7 (193,4)% 0,02

Colesterol (mg/dL)* 198,8 (37,7) 181,6 (36,1) 208,8 (37,8)

Resultados apresentados como numero de participantes (porcentagem) ou média (desvio-padrao). O diagnéstico de
alteragédo de colesterol (hipercolesterolemia) foi definido como presenga prévia de hipercolesterolemia confirmada
por médico ou uso de medicamento para tratar hipercolesterolemia ou concentragbes de LDL-colesterol 2130mg/dL
ou HDL-colesterol <40mg/dL. O diagnéstico de hipertrigliciridemia foi definido como concentragdes de triglicérides
>150mg/dL. O diagnoéstico de dislipidemia foi definido como presenga de hipercolesterolemia ou hipertrigliciridemia
confirmada.

* Valores obtidos a partir do banco de dados original do estudo.

& grupo controle # grupo HIV-TARV; b grupo HIV-NT # grupo HIV-TARV:; ¢ grupo controle # grupo HIV-TARV; d grupo
HIV-NT # grupo HIV-TARV; ° grupo controle # grupo HIV-TARV; fgrupo HIV-NT # grupo HIV-TARV

#: diferente; Controle: individuos sem infeccdo pelo HIV; HDL: lipoproteina de alta densidade; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV néo
tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos com infecgédo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia
humana; LDL: lipoproteina de baixa densidade

TABELA VII: Perfil Bioquimico para Grupos Controle (n=32), HIV-NT (n=28) e HIV-TARV (n=29)
(adaptado de EIRA, 2009).

Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n=29) Valor de p

Creatinina (mg/dL) 0,89 (0,18) 0,91 (0,16) 0,96 (0,21) 0,09
Sédio (mEg/dL) 143,2 (3,0) 142,0 (2,4) 142,3 (1,5) 0,10
Potassio (MEqg/dL) 42 (0,4) 42 (0,4) 42 (0,4) 0,89
Fésforo (mg/dL) 3,4 (0,5)° 3,7 (0,6)*° 3,4 (0,5)° 0,045
Célcio (mg/dL) 9,7 (0,4) 9,4 (0,4) 9,5 (0,3) 0,06
Acido urico (mg/dL) 5,6 (1,6) 6,2 (1,6) 5,5 (1,6) 0,17
Microalbuminria (mg/L) 41,0 (51,5) 25,5 (29,4) 70,5 (256,6) 0,69

Resultados apresentados como média (desvio-padréo).
@ grupo controle # grupo HIV-NT; b grupo HIV-NT # grupo HIV-TARV

#: diferente; Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV ndo tratados com terapia antirretroviral; HIV-
TARV: individuos com infeccéo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana
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TABELA VIIl: Perfil Hematoldgico e Concentragdo de Proteina C Reativa Ultrassensivel para Grupos
Controle (n=32), HIV-NT (n=28) e HIV-TARV (n=29) (adaptado de EIRA, 2009).

Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n=29) Valor de p

Hemoglobina (g/dL) 14,2 (1,5) 13,8 (1,5) 14,3 (1,5) 0,31
Hematécrito (%) 435 (4,2) 42,6 (4,0) 437 (4,8) 0,58
Leucécitos (células/mm®) 6828 (1783)° 5596 (1422)° 6817 (1805) 0,02
Plaquetas (células/mm®) 242562 (55721) 220464 (55094) 231689 (56906) 0,32
PCR ultrassensivel (mg/L) 2,2 (1,7) 3,3 (4,2) 2,6 (2,6) 0,39

Resultados apresentados como média (desvio-padréo).
@ grupo controle # grupo HIV-NT

#: diferente; Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV ndo tratados com terapia antirretroviral; HIV-
TARV: individuos com infeccéo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; PCR: proteina C reativa

TABELA IX: Concentragao de CD4 e Carga Viral e Frequéncia de Sorologia Positiva para Hepatites B e
C para Grupos HIV-NT (n=28) e HIV-TARV (n=29) (adaptado de EIRA, 2009).

HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n= 29) Valor de p
Menor CD4 (células/uL)* 449 (176)° 208 (191)° <0,0001
CD4 (células/uL)* 609 (307) 701 (400) 0,33
Carga viral maxima (copias/mL)** 48690 (74621)° 169520 (205319)° 0,005
Carga viral (copias/mL)** 13683 (25314)° 76 (61)° 0,005
Hepatite B 0 (0) 0 (0)
Hepatite C 0 (0) 1(3,6) 0,33

Resultados apresentados como média (desvio-padréo) ou numero de participantes (porcentagem).

* Menor CD4 corresponde a menor concentragdo de CD4, desde o momento do diagndstico inicial de infecgao pelo
HIV/aids; ** Valores obtidos no momento da selegédo dos individuos para participagdo no estudo; *** Carga viral
maxima corresponde ao maior resultado obtido, desde o momento do diagndstico inicial de infecgédo pelo HIV/aids

@ grupo HIV-NT # grupo HIV-TARV; bgrupo HIV-NT # grupo HIV-TARV; °grupo HIV-NT # grupo HIV-TARV

#: diferente; aids: sindrome da imunodeficiéncia adquirida; CD4: contagem de linfécitos T CD4 positivo; HIV-NT: individuos com infecgéo pelo HIV
ndo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da
imunodeficiéncia humana

TABELA X: Avaliacdo da Espessura Média-intima das Carétidas Direita e Esquerda para Grupos
Controle (n=32), HIV-NT (n=28) e HIV-TARV (n=29) (adaptado de EIRA, 2009).

Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n=29) Valordep

Espessura de carétida direita 0,50 (0,16) 0,53 (0,15) 0,51 (0,11) 0,83
(mm)

Espessura de carotida 0,54 (0,18) 0,49 (0,10) 0,62 (0,37) 0,15
esquerda (mm)

Presencga de aterosclerose a 3(9,4) 2(7,1) 5(17,2) 0.44
direita ' '

Presencga de aterosclerose a
3(9,4) 4 (14,3) 5(17,2) 0,66
esquerda

Resultados apresentados como média (desvio-padréo) ou numero de participantes (porcentagem).

Controle: individuos sem infecgéo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos
com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana
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TABELA XI: Velocidade de Onda de Pulso para Grupos Controle (n=32), HIV-NT (n=28) e HIV-TARV
(n=29) (adaptado de EIRA, 2009).

Controle (n=32) HIV-NT (n=28) HIV-TARV (h=29) Valordep

Velocidade de onda de pulso, 8,7 (1,4) 8,8 (1,5) 9.7 (1,8)° 0.03
sem ajustes (m/seg) T T B ’
Velocidade de onda de pulso, 8,9 (0,3)* 9,1 (0,3)* 9,8 (0,3)* <0,0001

ajustada para idade (m/seg)

Velocidade de onda de pulso,
ajustada para idade e press&o 8,9 (0,2)* 9,2(0,3)" 9,7 (0,3) <0,0001
arterial sistdlica (m/seg)

Resultados apresentados como média (desvio-padréo) ou média (erro-padréo), sinalizado com *.
@ grupo controle # grupo HIV-TARV

Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV néo tratados com terapia antirretroviral; HIV-TARV: individuos
com infecgdo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana

TABELA XII: Escore de Risco de Framingham para Participantes dos Grupos Controle (n=32), HIV-NT
(n=28) e HIV-TARV (n=29) (adaptado de EIRA, 2009).

Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n=29) Valordep

Risco baixo 32 (100)° 27 (96,4) 19 (65,5)° 0,04
Risco moderado 0(0) 1(3,6) 2(6,9) 0,43
Risco alto 0 (0)° 0 (0)*° 8 (27,6)° 0,0001

Resultados apresentados como nimero de participantes (porcentagem). O risco baixo foi definido como risco em 10
anos de doenga cardiaca isquémica <10%. O risco moderado foi definido como risco em 10 anos de doenca
cardiaca isquémica >10% e <20%. O risco alto foi definido como risco em 10 anos de doenca cardiaca isquémica
220%.

@ grupo controle # grupo HIV-TARV; b grupo controle # grupo HIV-NT; ° grupo HIV-NT # grupo HIV-TARV

#: diferente; Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV ndo tratados com terapia antirretroviral; HIV-
TARV: individuos com infeccéo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana

TABELA XIll: Frequéncia de Sindrome Metabdlica para Participantes dos Grupos Controle (n=32), HIV-
NT (n=28) e HIV-TARV (n=29) (adaptado de EIRA, 2009).

Controle (n= 32) HIV-NT (n= 28) HIV-TARV (n=29) Valordep

Sindrome metabdlica 9 (28,17 7 (25,07 12 (41,4)77 0,0001

Resultados apresentados como numero de participantes (porcentagem).
@ grupo controle # grupo HIV-TARV; b grupo HIV-NT # grupo HIV-TARV

#: diferente; Controle: individuos sem infecgdo pelo HIV; HIV-NT: individuos com infecgdo pelo HIV ndo tratados com terapia antirretroviral; HIV-
TARV: individuos com infeccéo pelo HIV tratados com terapia antirretroviral; HIV: virus da imunodeficiéncia humana



