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RESUMO

MARCADORES INFLAMATORIOS, CARDIACOS E EXPRESSAO
DE ECTOENZIMAS DO SISTEMA PURINERGICOEM
PLAQUETAS DE PACIENTES HIV POSITIVOS

AUTOR: Joao Felipe Peres Rezer
ORIENTADORA: Daniela Bitencourt Rosa Leal
Local e Data: Santa Maria, 25 de abril de 2016.

Estudos atuais tém demonstrado que a infeccéo pelo HIV e o tratamento
antirretroviral podem favorecer um estado pro-coagulante e dislipidemias, os
quais contribuem para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. As
plaguetas estdo envolvidas nas cardiopatias, e possuem numerosas enzimas,
entre elas as ectoenzimas do sistema purinérgico, responsaveis pela hidrdlise
de nucleotideos de adenina. Estes nucleotideos e o nucleosideo da adenina
induzem nas células diferentes respostas como proliferacdo, diferenciacéo,
quimiotaxia, liberacdo de citocinas, angiogénese, ativacdo de células
endoteliais e agregacao plaquetaria. Sdo eles o ATP, o ADP, o AMP e a
adenosina, cujas concentracdes extracelulares sdo controladas pela atividade
das enzimas E-NTPDase (CD39), E-5-nucleotidase (CD73), E-NPP e ecto-
adenosina deaminase (E-ADA). Diante disso, este estudo objetivou, quantificar
as citocinas pro e anti-inflamatoérias (IL-6, IL-17, IFN-gamma, TNF, IL-10, IL-4,
IL-2); e os marcadores cardiacos (troponina, LDH, CK, CK-MB, PCR); avaliar a
atividade e expressdo de ectoenzimas em plaquetas de pacientes HIV
positivos, verificando assim a importancia da sinalizacdo purinérgica na
tromborregulacdo, na resposta imune e inflamatéria. Avaliou-se ainda, a
agregacdao plaquetaria, o perfil lipidico e a atividade in vitro destas ectoenzimas
utilizando doses proximas as terapéuticas. Foram incluidos no estudo
pacientes HIV positivos, em acompanhamento no ambulatério de infectologia
do HUSM. Os resultados revelaram alteragfes na atividade das ectoenzimas
(E-NTPDase, E-5-nucleotidase e E-ADA) em plaguetas, sem apresentar
alteracdo na expressédo. A E-NTPDase mostrou alteracdo (P<0.05) na hidrdlise
do ATP em no grupo HIV em relacdo ao grupo controle. Para a hidrélise de
ADP foi observada uma menor atividade (P<0.05) no grupo HIV HAART em
comparacdo com o grupo de controle. O grupo HIV HAART em comparacao
com o grupo HIV diminuiu 1,2 vezes a hidrolise do ADP (P<0,05). Hidrdlise
enzimatica do AMP aumentou em 53% (P<0.05) no grupo HIV, em comparagao
com o grupo de controle. Entre o grupo controle e HIV HAART n&o houve
diferenca significativa (P>0,05) na hidrolise do AMP. E-ADA apresentou uma
reducdo de 49.6% na sua atividade no grupo HIV HAART em comparagao com
0 grupo controle. Também foi observada uma redugédo de 34,8% na atividade
de E-ADA, quando comparado o grupo HIV com o grupo controle (P<0,05). N&o
houve diferenca significativa entre os grupos HIV HAART e HIV (P>0,05) na



atividade da E-ADA. A agregacdo plaquetaria destes pacientes revelou-se
aumentada, em 26% e 40% usando o agonista ADP (P<0,05). Foram observadas
alteragdes no perfil lipidico, com aumento nos niveis séricos de colesterol LDL, reducé&o
no colesterol HDL e aumento de triglicerideos no grupo de pacientes HIV
positivos sob o uso de terapia antirretroviral. Estes pacientes apresentaram
uma elevacdo (P<0.05) nas concentracbes séricas de IL-6 e INF-gamma
(P<0.05), sem alteracdo de marcadores cardiacos especificos; com excecao da
proteina C reativa (PCR) que também é marcador inflamatorio. Ndo houve
alteracdo significativa na atividade in vitro das ectoenzimas em plaquetas
quando incubadas com os farmacos antirretrovirais. Os resultados sugerem
que as ectoenzimas do sistema purinérgico estdo envolvidas no processo de
tromborregulacdo dos pacientes HIV positivos. Indicam ainda alteragbes nos
perfis inflamatorio, lipidico e de agregacao plaquetaria que podem corroborar
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Os parametros relatados
neste estudo podem ser Uteis na identificagdo do risco cardiovascular, no
monitoramento da patologia e no acompanhamento da evolu¢do do tratamento
antirretroviral no seu uso cronico.

Palavras —chave: HIV. Plaguetas. CD39. CD73. Inflamacéao.
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INFLAMMATORY MARKERS / CARDIACS, ECTOENZYMES
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POSITIVE
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Recent studies have demonstrated that HIV infection and antiretroviral
treatment may favor a procoagulant state and dyslipidemia, which contribute to
developing cardiovascular diseases. Platelets are involved in heart disease,as
well as its enzymes, including purinergic system ectoenzymes responsible for
the hydrolysis of adenine nucleotides. ATP, ADP, AMP and adenosine are
adenine nucleotides and nucleosides that induce different cellular processes
such as proliferation, differentiation, chemotaxis, cytokine release,
angiogenesis, endothelial cell activation and platelet aggregation. Their
extracellular concentrations are controlled by the activity of the enzymes E-
NTPDase (CD39), and 5'-nucleotidase (CD73), E-NPP and ecto-adenosine
deaminase (E -ADA). Therefore, this study aimed to quantify the
proinflammatory and anti-inflammatory cytokines (IL-6, IL-17, IFN-gamma, TNF,
IL-10, IL-4, IL-2); and cardiac markers (troponin, LDH, CK, CK-MB, PCR);
evaluate the ectoenzymes activity and expression in platelets of HIV-positive
patients, thus verifying the importance of purinergic signaling in
thromboregulation, and immune and inflammatory responses. , Platelet
aggregation, lipid profile and in vitro activity of these ectoenzymes using close
to therapeutic doses were also evaluated. The study included HIV-positive
patients followed up at the infectious diseases clinic at HUSM. The results
showed changes in ectoenzymes (E-NTPDase, E-5'-nucleotidase and E-ADA)
activity in platelets without changes in expression. The hydrolysis of ATP was
altered in the HIV group when compared to the control group. Regarding the
hydrolysis ADP, lower activity was observed in HIV-HAART group compared to
the control group. The HIV-HAART group compared with the HIV group
decreased 1.2 times the hydrolysis of ADP. Enzymatic hydrolysis of AMP
increased by 53% in the HIV group compared to the control group. Between
the control group and HIV HAART there was no significant difference in the
hydrolysis of AMP. E-ADA showed a reduction of 49.6% in its activity in HIV
HAART group compared with the control group. It was also observed a
reduction of 34.8% in the activity of E-ADA compared the HIV group with the
control group. There was no significant difference between HIV HAART and HIV
groups in the E-ADA activity. The platelet aggregation of these patients revealed
it was increased by 26% and 40% using the agonist ADP (P<0.05). Changes in
the lipid profile, with an increase in serum levels of LDL cholesterol, reduced
HDL cholesterol and high triglycerides were observed in the group of HIV-
positive patients under antiretroviral therapy. These patients had an increase in
serum IL-6 and IFN-gamma with no changes in specific cardiac markers; with



the exception of C-reactive protein (CRP) which is also an inflammatory marker.
There was no significant change in the in vitro activity of platelet ectoenzymes
when incubated with antiretroviral drugs. The results suggest that ectoenzymes
purinergic system are involved in the process of thromboregulation in HIV
positive patients. In addition, these results indicate changes in inflammatory, and
platelet aggregation lipid profiles that may concur to the development of cardiovascular
diseases. The parameters reported in this study may be useful in the
identification of cardiovascular risk, monitoring of the disease and monitoring
the evolution of antiretroviral treatment in their chronic use.

Key words: HIV. Platelets. CD39. CD73. Inflammation.
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16
INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) € acompanhada
por alteracdes funcionais relacionadas ao sistema imunologico e a respostas
bioquimicas. Este virus € transmitido basicamente pelas vias sexual, parenteral
e vertical (UNAIDS, 2014). Desde sua descoberta, no inicio da década de 80,
até o ano de 2015, foram registrados no Brasil, 798.366 casos (BRASIL, 2015).

O HIV infecta predominantemente as células TCD4+, e a destruicdo dessas
células pode ocorrer pelo efeito citopatico do virus. Adicionalmente, existe um
aumento da apoptose dessas células e, por expressarem antigenos virais no
nivel da membrana, as células podem também ser destruidas por
citotoxicidade mediada pela célula TCD8+, fendmeno que também contribui
para a reducdo das células CD4+. Sendo a célula TCD4+ uma das mais
importantes na cooperacdo da resposta imune, a diminuicdo numérica e a
alteracdo de sua funcdo levam a uma supressao da resposta imunoldgica
(MACHADO e CARVALHO, 2004) e ao envolvimento de mecanismos

inflamatorios.

A terapia antirretroviral (TARV), baseada em esquemas contendo pelo
menos trés farmacos, mostra-se altamente eficaz na reducdo da mortalidade
associada a infeccao pelo HIV. Entretanto, a TARV pode induzir complicacdes
metabolicas graves, tais como resisténcia a insulina, sindrome metabdlica,
lipodistrofia e doencas cardiovasculares. Os efeitos metabdlicos da TARV no
incremento do risco de aterosclerose precoce e acelerada, em pacientes
infectados por HIV, sdo cada vez mais evidentes KELESIDIS & CURRIER,
2014; ASHK et al., 2015; ESTRADA et al., 2015).

Desta forma, com os avancos tecnoldgicos e o melhor conhecimento da
etiopatogenia da AIDS, a avaliacdo de ectoenzimas em plaquetas e os perfis
lipidico, inflamatdrio e cardiaco, sdo importantes para melhor compreensao da

tromborregulagao e o risco cardiovascular na infec¢éo pelo HIV.
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A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) é causada pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) e esta doenca é caracterizada por ser uma
infeccdo cronica (KLIMAS et al., 2008). O HIV pertence a uma classe de micro-
organismos denominada de retrovirus e ao subgrupo lentivirus (CHIU e YANIV
et al.,, 1985). Evidéncias relatam que o HIV, anteriormente teria como seu
hospedeiro natural o chipanzé e foi transmitido para o homem no inicio do
século XX nos paises do oeste africano (KEELE et al., 2006).

No ano de 1981, a epidemia da infeccdo pelo HIV teve seu inicio,
qguando o Center for Disease Control and Prevention (CDC) relatou a morte de
cinco individuos homossexuais masculinos devido a uma infec¢cdo pulmonar
rara causada pelo agente Pneumocystis carinii (CENTER FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 1981), hoje denominado Pneumocystis
jeroveci. A identificacdo do agente causador desta epidemia foi reconhecida
somente no ano de 1983 (FAUCI, 1999; ELEOPULOS et al., 2004).

Este virus tem sua estrutura (FIGURA 1) formada por um envelope, uma
bicamada lipidica derivada da célula do hospedeiro e as glicoproteinas gp120 e
gp4l, responsaveis pela entrada do virus na célula do hospedeiro.
Internamente, uma matriz proteica (pl7) envolve o capsideo viral (p24). No
interior do capsideo estd o genoma viral que consiste de duas fitas simples de
RNA associadas a trés enzimas virais, denominadas transcriptase reversa
(TR), integrase (IN) e protease (PR) (BARRE-SINOUSSI, 1996).

O HIV se subdivide em dois tipos geneticamente diferentes (BUTLER et
al., 2007). O HIV-1 é o virus predominante nas regibes da Europa, Estados
Unidos, Africa Central e América do Sul, incluindo o Brasil, sendo o mais
prevalente entre os dois tipos. O HIV-2 é encontrado principalmente em
individuos infectados na regido oeste do continente Africano, possuindo
caracteristicas muito similares ao HIV-1, visto que tem 0 mesmo tropismo por
células do sistema imune e causa a sindrome da imunodeficiéncia aguda
(TEBIT et al., 2007).
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Figura 1: Estrutura do HIV

RNA
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Fonte: Adaptado de BRASIL; 2013.

A transmissédo do HIV acontece durante o contato sexual sem o uso de
preservativos, de mée para filho, na exposi¢cdo a produtos contaminados com
sangue e em usuarios de drogas injetaveis que podem contaminar-se com o
virus assim como em pessoas que manipulam inadequadamente produtos
contendo sangue contaminado (SLEASMAN; GOODENOW, 2003).

Dados atuais revelam que desde o inicio da epidemia de AIDS no Brasil,
até junho de 2015, foram registrados no pais 798.366 casos de AIDS. Além
disso, o ultimo boletim epidemiologico destaca que, em 2014, o ranking das
Unidades da Federacdo com as maiores taxas de deteccdo de HIV/AIDS,
mostra que o estado do Rio Grande do Sul, apresenta a segunda maior taxa de
deteccdo, com valores de 38,3 casos para cada 100 mil habitantes, ficando

atrds somente do Amazonas com 39,2 casos (BRASIL, 2015).

Como citado anteriormente, a maioria das infecgbes pelo HIV ocorre
através das mucosas do trato genital ou retal durante a relacdo sexual. Nas

primeiras horas apds a infec¢do pela via sexual, o HIV e células infectadas



19

atravessam a barreira da mucosa, permitindo que o virus se estabeleca no
local de entrada e continue infectando linfécitos TCD4+ (TCD4+), além de
macréfagos e células dendriticas (BRASIL, 2013).

Apoés a transmissao do HIV, as células dendriticas, os macrofagos e os
linfécitos TCD4+ migram e hospedam o virus para regido dos tecidos linfoides
durante um periodo de trés a cinco dias. Essas células permitem que ocorra a
replicacdo viral dentro de aproximadamente quatorze dias apds a exposicdo
(ZHANG et al., 1999).

O ciclo de vida do HIV pode ser dividido em fases precoces e tardia.
Geralmente, a fusao viral inicia-se apds uma interacdo entre as glicoproteinas
virais e a superficie das células TCD4+. Isto €é seguido pelo
desencapsulamento do virus e a transcricdo reversa do genoma do RNA viral
em DNA pré-viral. Subsequentemente, o DNA recém sintetizado é associado a
um complexo de nucleo-proteina, denominado complexo de pré-integracéo
(PIC), que inclui a proteina viral matriz, transcriptase reversa, integrase e a
proteina acessoria VPR (proteina viral R) (NISOLE; SAIB, 2004).

Este ciclo viral tem sequéncia com a expressdo do gene pro-viral pela
maquinaria da célula hospedeira, o que resulta em poliproteinas precursoras
virais. A poliproteina gag-pol, € clivada pela enzima viral protease, ocorrendo
entdo a producado de proteinas virais maduras para a montagem do virion. Isto
€ seguido pelo brotamento, maturacéo viral e finalmente, a liberacdo de virions
infectantes para novas células do hospedeiro (LAITH; NOURI, 2007).

Fatores como infecgcbes oportunistas, marcadores de ativacao
imunoldgica e perda de peso dos individuos infectados, estdo associados com
a progressdo da doenca causada pelo HIV. Em alguns casos, estes fatores,
podem estar relacionados com a diminui¢do da sobrevida, os quais podem ser
relacionados entre os indicadores da gravidade e/ou progressdo da doenca
(SULLIVAN et al., 1998; SULLIVAN, 2002).

A infeccao pelo HIV-1 cursa com um amplo espectro de manifestacoes
clinicas, desde a fase aguda até a fase avangcada da doenca. Em pessoas que
se infectam com o HIV e nao realizam tratamento, € estimado que o tempo
meédio entre 0 contagio e o aparecimento da doenca esteja em torno de dez
anos (BRASIL, 2013).
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A evolucdo da infeccéo pelo HIV inicia com a infeccdo primaria ou fase
aguda da infeccdo, que geralmente € assintomética e corresponde ao periodo
de elevada carga viral. Em geral, as manifestacdes comecam a surgir de duas
a quatro semanas ap6s a contaminacdo e podem apresentar caracteristicas
clinicas inespecificas como febre, linfadenopatia, cefaleia, mialgia, artralgia,
anorexia, nausea, vomito, diarreia e exantema maculopapular eritematoso. Mas
a fase aguda é autolimitante e rdpida, com duracdo aproximada de até 30 dias.
A infeccdo priméaria de curso mais severo tem sido relacionada a uma rapida
progressdo da doenca. Nesta fase, os exames laboratoriais apresentam uma
diminuicdo na contagem de células T CD4+ (BARTLETT; MOORE, 1999).

A soroconversdo em geral ocorre apos duas a seis semanas do contagio
e antes desse periodo, os testes soroldgicos para a deteccdo de anticorpos
anti-HIV-1 ndo sdo reagentes em decorréncia da pequena quantidade de
anticorpos produzida e também devido a sensibilidade dos testes. Este periodo
€ compreendido como janela imunolégica, quando a resposta imune adaptativa
€ capaz de controlar parcialmente a infeccdo e a replicacao viral (STAPRANS;
FEINBERG, 2004).

Com a resolucdo do quadro de infeccdo priméaria e a soroconversao, o
paciente entra na fase cronica da infeccdo assintomética sendo conhecida
como fase de laténcia clinica. Esta fase pode subsistir por varios meses ou até
alguns anos. A replicacdo viral permanece nos 6rgdos linfoides, porém,
identifica-se um processo de equilibrio dindmico no qual a destruicdo das
células TCD4+ ¢é parcialmente contrabalanceada pela sua producdo. Por
conseguinte, ocorre uma destruicdo lenta e gradativa de células TCDA4+,
macrofagos e células dendriticas (BARTLETT; MOORE, 1999; GESKUS et al.,
2007).

Ao término do periodo de laténcia, com o declinio constante de células T
CD4+, o sistema imunolégico comeca a evidenciar a sua fragilidade frente ao
HIV-1; apresentando a contagem absoluta de células TCD4+ que pode chegar
a niveis abaixo de 200 célss/mm® e o surgimento de doencas oportunistas,
caracterizando assim, o0 inicio da infecgdo sintomatica pelo HIV e o
desenvolvimento de AIDS (KARON et al., 1992; BARTLETT, MOORE 1999,
STAPRANS; FEINBERG, 2004).
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Nos primeiros anos da epidemia, a maioria dos individuos infectados
progredia para um estado de quase completa destruicdo das fungdes do
sistema imunoldgico. Anteposto, vale destacar que somente a partir do ano de
1996, com o surgimento da terapia antirretroviral (TARV), houve uma grande
mudanca no curso da historia natural da infeccdo pelo HIV. O uso combinado
dos antirretrovirais levou a reducdo acentuada da carga viral plasmatica,
elevacdo significativa e prolongada no numero de linfocitos TCD4+ e,
consequentemente, a diminuicdo de qualquer processo definidor de AIDS e da
mortalidade relacionada ao HIV (HOGG et al., 1993; MARINS et al., 2003;
D’ARMINIO et al., 2005).

Os farmacos antirretrovirais disponiveis (FIGURA 2) para 0 uso podem
ser divididos em quatro grupos de acordo com o mecanismo pelo qual eles
interrompem o ciclo de vida do virus. Estes grupos dividem-se entre: os
Inibidores da transcriptase reversa, que inibem a transcriptase reversa viral por
competicdo com os nucleotideos naturais, ou por redugdo da sua atividade
catalitica. J4 os inibidores de protease desativam a protease e com isso,
impedem a geracdo de novos virions capazes de infectar outras células. Outra
classe séo os inibidores de integrase que atuam impedindo a integracdo do
DNA viral no genoma nuclear. Os inibidores de fusdo impedem a fuséo entre o
invélucro do virus e a membrana da célula hospedeira (APOSTOLOVA et al.,
2011).

Com o advento desta terapia, a sobrevida de pacientes infectados pelo
HIV melhorou significativamente. No entanto, em estudos de observacéo, o uso
da terapia antirretroviral foi fortemente associado com o risco de doenca
cardiovascular (FOWKES et al., 2003; KLEIN et al., 2005; UNAIDS/WHO,
2008).
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Farmacos atualmente utilizados na terapia antirretroviral (TARV)

combinada com seu mecanismo de acao e principais efeitos adversos

Classe Nome genérico Wecanismo de agdo Efeitos adversos
Iitidores da Transcriotase Reversa Abacavir (ABC), Didanosing (ddl), o toxicidzde mitocondrial; tovicidade
Aris s Nmm%m g Estavudina (d47T), Lamivuding (37C), ~ Impedemainfeccaoagudadas  hepética, lipoairofia, anemia, miopatia,
L (Y Zidovudina (AZT) Tenofouir [TOF]* Celllas, pois afuam sobre 8 neuropatia periférica, pancreatite
niiores da Trrecrotzze e transcriptase reversa, impedindo que Flvagho dasenzis el
nibidores da Transcriptase Reversa . - o RNAviral se fransforme em DHA gvacin das enzimas hepticas,
Nao-Anélages de Nuclecsidens Ffaiienz (EFZ), Nevraping (NF), lemanta dislipidemia, exantema e sindrome de
delavirding complementar
(ITRNN) Stevens-Johnson.
Fosamprenauit (FAPV), Aazanauir iy -
(T, D ORV), i~ Aamimpedndoaciagenda oo e MEBOCIE Ipodstofe
o . - ) - dislipidemia, hiperglicemia, resistencia
Inibidores de Proteass (IF) (10, Liopinavir {LFV), Nefnavir profease do polipeptides precursor R
NP, Ritonavi Saquinavir viral & blogueia a maturacdo do virus ainsuing, debels, inllerantia
(NP, Riorair (R1V, S ' % qstointesting, ovicdad hepiic
()
o [mpedem a enfrada do material Reafes de
Iibicores 6 erida 0o Y genéfico viral pela sua agdo no Hipersensibilidade, principaimente
o . . mezmo local da entrada do HIV na ocal, ou, mals raramenta
Iibidor ¢ usso Enaitda (12) Célula que expressa receptor CD4 Sistémica
*analogo de nucleotiden.

Fonte: Adaptado de KRAMER et al., 2008.

Anterior ao inicio da terapia antirretroviral, pensou-se que a doenca

bY

cardiaca coronariana relacionada ao HIV estava associada a infec¢do pelo
citomegalovirus ou ao HIV per si, apesar da associacao entre a infeccéo viral e
lesbes arteriais coronarianas nao ter ficado bem estabelecida (ANDERSON et
al.,, 1990). Posteriormente, estudos imuno-histoquimicos possibilitaram a
documentacdo objetiva da presenca do HIV em artérias coronarias
comprometidas por inflamacéo e obstrucdo aterosclerética (BARBARO et al.,
2001).

Em avaliacdes internacionais (BATTEGAY et al.,2009; MARTNEZ et al.,
2009) e nacionais (PACHECO et al., 2008), foi revelado que as doencas
cardiovasculares, bem como as anormalidades metabdlicas pro-aterogénicas
induzidas pela TARV e a inflamacdo cronica associada a infeccdo pelo HIV,
influenciam na sobrevida dos pacientes infectados pelo HIV submetidos a
TARV.

Diversos disturbios clinicos e laboratoriais de lipidios e metabolismo da

glicose tém sido cada vez mais relacionados em pacientes com infecgdo por
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HIV apés o advento da terapia antirretroviral (VIRABEN; AQUILINA, 1999;
BEHRENS et al., 1999). Varias vias metabdlicas foram postuladas para explicar
0 uso da terapia antirretroviral associada a alterac6es no metabolismo lipidico,
incluindo a inducédo da resisténcia a insulina, a inibicdo da lipoproteina-lipase
causada por fator de necrose tumoral-alfa, a supresséao da replicagcdo do HIV,
ou mudancas sutis no sistema endécrino e na homeostase (CALZA;
MANFREDO; CHIODO, 2003). Estes e outros fatores estao ilustrados na figura
3:

Figura 3: Fatores de risco para o desenvolvimento de doenca cardiovascular

durante a infecgdo pelo HIV

Doenca
Cardiovascular

//'\

Dislipidemia Compeosigio

T Triglicérides Resist&nci — Corporal
LHDL esisténcia BT inflamacso & 2 Tl
1

insulinica
T Acidos graxos livres Lipohipertrofia
TLDL

Fatores do Hospedeiro
Genéticos, tabagismo, sedentarismo, dieta, obesidade,
hipertensio e doenca renal

Fonte: Adaptado de GRUNFELD, C. et al., 2008

Algumas nomenclaturas ja foram postuladas para a SLHIV (sindrome
lipodistréfica do HIV (CARR, 2000), tais como sindrome da redistribuicdo da
gordura corporal (HADIGAN, 2003), sindrome metabdlica associada a terapia
anti-retroviral (ARV) (MONTESSORI et al., 2004) ou, lipodistrofia dislipidémica
associada ao HIV/HAART (HADL) (BALASUBRAMANYAN et al., 2004).
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Sposito e colaboradores (2007) evidenciaram que 0 aumento da
incidéncia de eventos vasculares e tromboéticos agudos nestes pacientes foi
atribuido também a trombofilia e a um perfil lipidico desfavoravel devido a

reducado dos niveis de HDL e a elevacéao de triglicerideos e de lipoproteinas.

Além disso, tem sido demonstrado que uma alta proporcao de pacientes
tratados com TARV, especialmente aqueles que incluem inibidores de protease,
apresentam disturbios metabdlicos (dislipidemia, resisténcia a insulina) e
alteracdes fisioldgicas (lipodistrofia e lipoatrofia), bem como aumento do risco
de doenca cardiovascular (doenca arterial coronariana e acidente vascular
cerebral) (MULLIGAN et al., 2000; BARBARO, 2003; SWEET, 2005;
GRINSPOON; CARR, 2005).

Em dezembro de 2013, o Brasil publicou o “Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas para o Manejo da Infecgao pelo HIV em Adultos” (PCDT), dando
mais um importante passo para a resposta a epidemia, ao se tornar o primeiro
pais em desenvolvimento e o terceiro do mundo a recomendar o inicio imediato
da TARV para todas as pessoas HIV positivas, independentemente da
contagem de células CD4+. Vérios estudos revelam que o inicio cada vez mais
precoce da TARV nao s6 melhora a qualidade de vida das pessoas vivendo
com HIV/AIDS (INSIGHT et al.,, 2015), mas também reduz o risco da
transmissdo do virus (COHEN et al.,, 2011; LIMA et al.,, 2015), e essa
recomendacao foi posteriormente adotada por diversos outros paises e pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) (BRASIL, 2015).

As respostas adaptativas contra o HIV, principalmente, a de linfécitos T
citotéxicos (CTL) especificos, suprimem a replicagdo viral, mas contribuem
igualmente para o aumento da ativacao imune cronica (KOTTILIL et al., 2000).
A ativacéo celular de TCD8+ nos individuos infectados tem sido relacionada a
diferenciacédo atipica na populacdo de células T (CHAMPAGNE et al., 2001),
devido a um processo que envolve a via de sinalizagado “proteina quinase
ativada por mitégenos” (MAPK) (D’'SOUZA et al.,, 2008). Esta via também
contribui com a patogénese da doenca, pois é ativada em resposta a estimulos
continuos de estresse e ao ambiente pro-inflamatorio. Diversas das etapas do

ciclo de replicacdo do HIV parecem depender desse estimulo de mitégenos,
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como o desbloqueio da transcricéo reversa e integracdo completa do DNA pré-
viral (ZYBARTH et al., 1999).

As alteragfes inflamatoérias subclinicas que ocorrem na parede arterial,
desencadeadas por fatores de risco cardiovascular, sdo implicadas na
patogénese da doenca aterosclerética (ROSS, 1999). Embora a infeccéo pelo
HIV provoque imunossupressdo e consequente diminuicdo da resposta
inflamatodria sistémica, a mesma provoca profundas alteracdes da funcdo
endotelial, semelhante as encontradas na reacao inflamatéria subclinica propria
da doenca aterosclerotica difusa. Os niveis elevados de fator de von
Willebrand, uma glicoproteina que provoca agregacdo plaquetéria, sao
encontrados nestas duas situacdes e se correlacionam com niveis de citocinas
pré-inflamatérias. Considerando que os niveis plasmaticos de fator de von
Willebrand tém valor prognostico na doenca coronariana se faz necessario
também salientar que a expressao da proteina S estd diminuida na infecgéo
pelo HIV e auto- anticorpos pré-trombéticos anti-fosfolipides sao produzidos em
maior quantidade nestes pacientes (SUDANO et al., 2006).

A avaliacdo sistematica da creatino quinase (CK total) e da subfracéo
MB (CKMB) pés—intervencdo coronaria percutanea revela que 5% a 40% dos
pacientes tratados com sucesso apresentam elevacao do nivel sérico destas
enzimas, o que provavelmente representa necrose miocardica em algum grau
(ADELMEGUID, 1996; CALIFF et al., 1998; HOLMES, 2001). Sabe-se ainda,
que a analise de outros marcadores bioquimicos muito sensiveis e especificos
para a identificacdo de lesdo miocérdica como a troponina, intensificou a
deteccado deste fendmeno, que tem sido muito mais frequentemente observado
na populacdo (CENTEMERO et al., 2000; STONE et al., 2001).

Sabe-se que a infeccdo e a replicacdo do HIV sé&o continuamente
regulados por uma rede de citocinas e varias das citocinas envolvidas nesta
rede tém sido relatadas por modular a replicacdo de HIV-1 em células da
linhagem de macrofagos (KEDZIERSKA et al., 2003). Com isso, a resposta
inflamatoria e tromborregulatéria podem ter papéis importantes no

desenvolvimento de doencgas cardiovascular durante a infeccéo pelo HIV.

Neste sentido, a funcdo endotelial tem sido implicada na aterogénese,

no controle do comportamento dinamico de placa, e prevé a ocorréncia de
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futuros eventos cardiovasculares (LAING et al.,, 1996; LOUW et al.,, 2008).
Consta-se que as plaquetas, além de participar da cicatrizacdo de feridas
durante o reparo tecidual e da hemostasia, sdo componentes envolvidos
também nos processos inflamatorios e imunoldgicos (PAGE, 1989; WEKSLER,
1992).

As plaquetas desempenham um papel fundamental na hemostasia,
intervindo rapidamente na presenca de lesfes endoteliais. Possuem
aproximadamente 3 pm de diametro, sem nucleo, com forma e tamanho
variavel (FROJMOVIC & PANJWANI, 1976), resultando da fragmentacao dos
megacariocitos na medula 6ssea (CASTRO et al., 2006). A contagem normal
em adultos é de 150-450 X 109/L, onde 70% estdo presentes na circulacao e
30% no baco. A producao plaguetaria leva aproximadamente 4 dias e possui
uma vida média de 9 dias em um ser humano normal (HARKER & FINCH,
1969). Varios hormdnios e citocinas interferem no desenvolvimento dos
megacariécitos, como eritropoetina e interleucinas 3 (IL-3), 6 (IL-6) e 11 (IL-11)
(KAUSHANSKY, 1995).

A membrana da plaqueta € constituida por uma camada bifosfolipidica,
contendo muitos receptores responsaveis pelo desencadeamento da ativacao
plaquetaria e de reacdes de adesdo-agregacdo (ZAGO et al.,, 2004). Estes
receptores sao ativados por diferentes agonistas como o colageno, fator de von
Willebrand (FvW), ADP, ATP, epinefrina e a trombina. Os receptores
plasmaticos séo glicoproteinas (GPs) com estruturas distintas como, por
exemplo, o receptor GPIb-IX-V, que é um complexo de proteinas da familia das
moléculas ricas em leucinas; o receptor GPVI da superfamilia das
imunoglobulinas; ou ainda os receptores de ADP/ATP ou de trombina, que sao
receptores purinérgicos e integrinas (HARTWIG, 2002).

O citoesqueleto € composto por uma rede de estruturas filamentosas
que fornece a sustentacdo para a forma discoide da plaqueta, e por um sistema
contratil que permite a mudanca da forma discéide para a forma dendritica,
perante seu estado de ativacdo (LORENZI et al., 2003). Esta mudanca permite
o prolongamento de pseuddpodos, a contracdo interna e a liberacdo dos

constituintes granulares.
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O sistema tubular denso € um conjunto de tubulos no citoplasma, que
constitui o principal local de armazenamento do célcio intraplaquetario
(LORENZI et al.,, 2003). O sistema canalicular aberto consiste numa rede
membranosa intracitoplasmatica que permite a troca de moléculas com o meio
externo, por onde ocorre a liberacdo dos granulos de secrecdo quando a
plagueta esta ativada (CASTRO et al., 2006).

As plaquetas circulam normalmente no sangue como entidades isoladas
gque nao interagem umas com as outras ou com outros tipos celulares.
Entretanto, sob um trauma vascular ou tecidual, com exposi¢cdo do
subendotélio e do coldgeno subjacente, as plaquetas rapidamente aderem ao
local lesado, formando um tampédo hemostatico primario e iniciando uma série
de fenbmenos que tem por finalidade evitar a hemorragia (SCHAFER, 1996;
LORENZI et al., 2003).

Com isso, fica evidente que as plaquetas sdo as principais responsaveis
pela manutencdo da integridade vascular, sendo capazes de responder
rapidamente frente a qualquer alteracdo no endotélio vascular devido a suas
propriedades de adesao, liberacdo de substancias e agregacdo. Ressalta-se
ainda, que os eventos cardiovasculares resultantes da oclusdo por trombos em
locais que apresentam ruptura de placas devido a ativacdo, adesdo de
plaguetas e a formacédo de coagulo de fibrina sdo a principal causa de morte e
invalidez mundial (BAKKER et al., 1994; BIRCK et al., 2002; MARCUS et al.,
2001). Diversas biomoléculas sao capazes de desempenhar papéis
importantes nas fungbes plaquetarias. Considerando isto, vale ressaltar que
aproximadamente 90% dos nucleotideos presentes nas plaquetas sédo

constituidos por nucleotideos de adenina (LUTHJE & OGILVIE, 1983).

Sendo assim, € importante frisar que diversos estudos referem que os
nucleotideos, ATP e ADP, secretados por leucécitos, plaquetas e células
endoteliais danificadas, servem como mediadores capazes de modular o
processo inflamatério e trombose vascular (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998).
Apés a infeccdo em humanos por agentes patogénicos, respostas imunes sao
montadas para controlar os agentes da infeccdo. O sistema de sinalizacao
purinérgica desempenha um importante papel na modulacédo da resposta imune

e inflamatéria através de biomoléculas extracelulares, como os nucleotideos da
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adenina (ATP, ADP e AMP) e seu derivado nucleosideo adenosina
(ZIMMERMANN, 2000; RALEVIC & BURNSTOCK, 2003).

Os nucleotideos da adenina como ATP, ADP e AMP e o nucleosideo
adenosina ndo sdo capazes de atravessar a membrana celular, porém podem
realizar suas acdes bioldgicas através de receptores purinérgicos especificos
que estdo presentes na superficie celular (DI VIRGILIO et al., 2001). Ao
interagirem com 0s receptores purinérgicos presentes na superficie celular,
sinalizam vias de grande importancia que medeiam diversos efeitos bioldgicos,
incluindo a contrag@o do musculo liso, a neurotransmissao, a resposta imune, a
agregacao plaquetaria, a inflamacéo, a dor e a modulacao da funcéo cardiaca
(RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). O ATP possui diversas func¢des fisioldgicas,
como a neurotransmissao, a inibicdo da agregacédo plaquetéria, e a inducéo da
secrecao de importantes mediadores por parte dos linfécitos T como INF-a e IL-
2 que estao envolvidos na resposta imune (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998).
O ADP néo possui um papel definido nos linfocitos (DI VIRGILIO et al, 2001),
porém nas plaquetas, ele age como um importante mediador da agregacao
plaguetaria e da tromborregulacdo, podendo ser liberado na circulacao
sanguinea ap0s danos teciduais (ZIMMERMANN, 1999).

Em condicbes fisiolégicas, estes nucleotideos sdo encontrados no meio
extracelular em baixas concentracdes (DI VIRGILIO et al, 2001). No entanto,
altas concentracbes do ATP extracelular podem formar poros nas membranas
celulares, resultando em mudancas osmoticas na célula (LEAL et al., 2005),

levando a morte celular.

O ATP extracelular e seus metabdlitos sdo reconhecidos por duas
familias de receptores purinérgicos P1 e P2, presentes na superficie de
diversas células. Os purinoreceptores P2 podem ainda ser divididos em duas
subclasses: acoplados a proteina G (chamados de P2Y) e os ligados a canais
ibnicos (designados P2X) (DI VIRGILIO et al, 2001). As enzimas que hidrolisam
nucleotideos extracelulares sdo as responsaveis por regular as concentracdes
de nucleotideos extracelulares nos tecidos, sendo conhecidas como
ectonucleotidases. Estas estdo ancoradas a superficie celular e podem ser
classificadas como familia das E-NTPDases (ecto-difosfoidrolases, apirase,
CD39, E.C 3.6.1.5) e ecto-5-nucleotidase (CD73; E.C 3.1.3.5), que finaliza a
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cascata ectonucleotidasica com a hidrolise dos nucleotideos monofosfatados,
resultando em adenosina (ZIMMERMANN, 1996). Essas enzimas atuam
formando uma cascata enzimética que é continuada pela acdo da ectoenzima
adenosina desaminase (E-ADA; E.C 3.5.4.4) (CRISTALLI et al, 2001). Estas

ectoenzimas sao ilustradas em cascata na figura 4.

Figura 4: Ectoenzimas envolvidas na degradacdo de nucleotideos e

nucleosideos da adenina.

7
& = 3 4 5
AT ADP AMP = Acde = Ine = Hyp

1. E-NPP ATP = AMP + PP;

2. E-NTPDase ATP - ADP + P;; ADP - AMP + P;
3. Ecto-5-nucleotidase AMP = adenosine + P;

4. Adenosine deaminase Adenosine = Inosine

5. PNP Inosine = hypoxanthine

Fonte: Adaptado de Yegutkin, 2008.

A E-NTPDase inicia a cascata de hidrélise de nucleotideos da adenina,
sendo conhecida como um marcador de superficie celular (CD39). Esta enzima
encontra-se presente em linfocitos, plaquetas e células do endotélio vascular,
desempenhando importante controle da funcdo dos linfocitos, incluindo o
reconhecimento do antigeno e ativacdo de funcdes efetoras das ceélulas T
citotoxicas (FILIPPINI et al., 1990), aléem da capacidade de gerar sinais que
amplificam interacdes célula-célula (KACSMAREK et al., 1996).
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Oito membros desta familia ja foram identificados e diferem quanto a
especificidade de substratos, distribuicdo tecidual e localizagéo celular. As E-
NTPDases 1, 2, 3 e 8 localizam-se na superficie celular com o sitio catalitico
voltado para o meio extracelular. Ja as E-NTPDases 5 e 6 tem expressao
intracelular e as E-NTPDases 4 e 7 tém sua localizac&o intracelular, voltada

para o limen da organela citoplasmética (ROBSON et al., 2006).

As E-NTPDases expressam seus genes em vertebrados e também em
invertebrados, plantas, fungos e importantes patdégenos humanos, como
Herpetomonas muscarum, Toxoplasma gondii, Leishmania amazonensis,
Trichomonas vaginalis, Schistosoma mansoni e Trypanosoma cruzi, atuando
como facilitadores da infeccdo, estando possivelmente envolvidos com a
captacao de purinas, capacidade infectiva e modulacdo da resposta imune do
hospedeiro (BERMUDES et al., 1994; BERREDO-PINHO et al., 2001; ALVES-
FERREIRA et al., 2003; DE JESUS et al., 2002; FIETTO et al., 2004; PENIDO
et al., 2007).

Um aumento na expressao da CD39 ja foi observado em plaquetas de
pacientes diabéticos e hipertensos; pacientes com doenga de chagas (LUNKES
et al., 2008; SOUZA et al., 2012). A presenca de E-NTPDase, ha membrana de
células endoteliais, constitui um fator preponderante na manutencdo da
homeostasia vascular (BIRK et al., 2002). Enfatiza-se ainda, que as respostas
trombodticas e inflamatérias podem ser moduladas pela expressdo da
CD39/ATPDase (KOZIAK et al., 1999).

Por sua vez, a enzima ecto-5’-nucleotidase € um marcador de superficie
celular (CD73), indicativo de maturacéo de linfocitos (THOMPSON et al., 1986).
Esta amplamente distribuida em bactérias, plantas e animais, a enzima catalisa
a hidrélise da ligacao fosfodiéster de varios nucleosideos 5-monofosfatado
(ex.: AMP) a seus respectivos nucleosideos (ex.: adenosina) (ZIMMERMANN,
1996). Até o momento, sete membros da enzima E-5-nucleotidase foram
isolados e caracterizados em humanos, diferindo entre si através das suas
propriedades moleculares e cinéticas, bem como de sua especificidade pelo
substrato e localizacao celular (BOROWIEC et al., 2006).
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A enzima adenosina desaminase (E-ADA; E.C. 3.5.4.4) é parte do
conjunto de enzimas responsaveis pela degradacdo dos nucleotideos e
nucleosideos da adenina (YEGUTKIN, 2008). Responsavel por catalisar a
desaminacgao irreversivel da adenosina e 2’-deoxiadenosina em inosina e 2’-
deoxinosina, respectivamente (RESTA et al., 1998; ROBSON et al., 2006).

A E-ADA pode ser encontrada em praticamente todos os vertebrados.
Nos humanos existe na forma de duas isoenzimas classificadas como ADA1 e
ADA2, cada uma com suas patrticulares propriedades bioquimicas (SHAROYAN
et al., 2006). A regulacdo da concentracdo extracelular de adenosina, foi uma
das primeiras funcdes fisioldgicas atribuidas a ecto-ADA, logo apds sua
descoberta na membrana celular (FRANCO et al., 1997).

A adenosina é liberada de células, dependendo da sua concentracdo
intracelular ou ser proveniente da degradacdo do ATP extracelular devido a
acao de ectonucleotidases. O controle da sinalizacdo adenosinérgica também
pode ser exercido através da via de recuperacdo da adenosina através de
transportadores de nucleosideos, seguida por fosforilacdo a AMP pela
adenosina quinase ou desaminacdo a inosina pela ADA citosolica (HASKO;
CRONSTEIN, 2004). A adenosina € uma biomolécula que sinaliza processos
endogenos regulando diversos processos tanto fisiolégicos como patoldgicos
(FREDHOLM et al., 2001). Este nucleosideo é produzido em resposta a
situacdes de estresse metabdlico ou dano celular e altas concentracbes de
adenosina extracelular ocorrem em situacfes de isquemia, hipdxia inflamacao
e trauma (HASKO; CROSTEIN, 2004). As concentracdes de adenosina
extracelulares em situacdes hemostaticas ficam em niveis nanomolares (10 a
20 nM), jA em situagbes de estresse tecidual ou hipOxia estes niveis séo
elevados a concentracdes micromolares (10 a 100uM) (FREDHOLM et al.,
2001).

Com isso, sabe-se que 0s processos fisioldgicos cardiovasculares sao
controlados por uma complexa rede de sinalizagdo celular. Entre os seus
mensageiros menos compreendidos, estdo os nucleotideos da adenina (ATP,
ADP e AMP) e o seu derivado nucleosideo (adenosina). Como referido
anteriormente, essas moléculas regulam diferentes mecanismos. Os niveis

extracelulares de ATP, ADP e AMP e do nucleosideo adenosina, sdo regulados,
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principalmente, pela sua hidrolise através das ectoenzimas E-NTPDase, E-5'-
nucleotidase e E-ADA citadas anteriormente. Este conjunto, juntamente com 0s
receptores purinérgicos, formam o sistema purinérgico, que € caracterizado por
ser uma via de sinalizacdo importante, desencadeando multiplos efeitos
celulares, incluindo resposta imune, inflamacédo, dor, agregacdo plaquetaria,
vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferacdo e morte celular
(BURNSTOCK; KNIGHT, 2004).

Diante do exposto, a avaliacdo da atividade e expressao de ectoenzimas
que degradam nucleotideos e nucleosideo da adenina em plaquetas, dos perfis
lipidico, inflamatério e de agregacdo plaquetaria, bem como dos paréametros
cardiacos, é necessaria para uma melhor compreensédo da fisiopatologia do

HIV/AIDS e do risco de doenca cardiovascular envolvido.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar os marcadores inflamatérios e as ectoenzimas que degradam
nucleotideos e nucleosideo da adenina em plaquetas de pacientes HIV

positivos.

Objetivos especificos:

Em individuos controles e pacientes HIV positivos:

e Determinar a atividade das enzimas E-NTPDase, E-5-nucleotidase e E-
ADA em plaquetas;

e Determinar a expressao de CD39 e CD73 em plaquetas;

¢ Avaliar o perfil lipidico (colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos);

¢ Avaliar a agregacao plaquetaria;

e Determinar as concentragcfes de citocinas pré- inflamatérias (TNF-a, IL-6,
IL-17, IFN-gamma) e anti-inflamatérias (IL-2, IL-4, IL-10) no soro.

e Avaliar os niveis séricos de marcadores cardiacos (CK, CK-MB, troponina,
PCR, DHL).

o Verificar o efeito de doses terapéuticas da terapia antirretroviral na
atividade de ectoenzimas (E-NTPDase e E-5-nucleotidase) em plaquetas

“in vitro”.
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4. METODOLOGIA E RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a
forma de um artigo e um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdao e Referéncias Bibliograficas, encontram-se
compondo o proprio artigo/manuscrito e representam a integra deste

estudo.

ARTIGO PUBLICADO:

“Effect of antiretroviral therapy in thromboregulation through the hydrolysis
of adenine nucleotides in platelets of HIV patients”. Publicado na revista
Biomedicine & Pharmacotherapy, 2016. Este artigo encontra-se em uma

arquivo em anexo.

MANUSCRITO:

“Changes in inflammatory/cardiac markers of HIV positive patients and in
vitro effect of antiretroviral therapy on the activities of ectonucleotidases in
human platelets”. O manuscrito estd estruturado de acordo com as
normas da revista cientifica para o qual serd submetido: Clinical

Biochemistry.
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Graphical abstract do artigo 1:

Group untreated HIV: The figure shows an increase in total cholesterol and
these patients an increase in activity of the enzyme is 5'-nucleotidase, indicating
that the hydrolysis of nucleotide AMP is high. In contrast to E-ADA enzyme
activity is decreased indicating that the nucleoside adenosine (Ado) is being
accumulated in the extracellular medium for their cardioprotective effects and
vasodilators are acting and / or neutralizing the damage caused by HIV.

HIV HAART group: The figure shows an increase in LDL cholesterol and
triglycerides. The activity of enzyme E-NTPDase is reduced to ADP indicates
that the nucleotide is at increased levels in the extracellular medium also
realizes the increase of platelet aggregation, as this agonist is ADP aggregation.
Since the E-ADA activity is decreased in order to maintain inventory adenosine
(Ado) in the extracellular medium which is to play its role cardioprotective
against cardiovascular risk generated by increased LDL cholesterol,
triglycerides and platelet aggregation.
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MANUSCRITO |

CHANGES IN INFLAMMATORY/CARDIAC MARKERS OF HIV POSITIVE
PATIENTS AND IN VITRO EFFECT OF ANTIRETROVIRAL THERAPY ON
THE ACTIVITIES OF ECTONUCLEOTIDASES IN HUMAN PLATELETS

Jodo F. P. Rezer?, Stephen A. Adefegha ?, Assis Ecker”, Daniela Passos?,
Renata Pereira®, Tatiana M. D. Bertoldo?, Daniela B. R. Leal?

% Programa de pos-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias
da Saude, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima, 97105-900,
Santa Maria, RS, Brazil.

Programa de Pés- graduacido em Bioguimica Toxicolégica, Centro de Ciéncias
Naturais e Exatas, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima, 97105-
900,Santa Maria, RS, Brazil.

Abstract

HIV replication promotes atherogenesis and participates in the immune
response to the virus, thereby influencing the inflammatory profile. These
changes may, in turn, contribute to the risk of cardiovascular diseases with
involvement of platelets. However, adenine nucleotides and nucleosides
involved in thromboregulation and modulation of immune response may
therefore be affected by these alterations. Objectives: This study sought to
evaluate the profile of pro and antiinflammatory cytokines (IL-10, IL-6, IL-17,
TNF, IL-4, IL-2 and IFN-gamma), cardiac markers (troponin, CK, CK MB, DHL,
CRP) in HIV-positive patients and assess the in vitro effect of antiretroviral
therapy on the activities of ectonucleotidases (E-NTPDase and E-5'-
nucleotidase) in human platelets. Design and Methods: Ten blood samples were
obtained from ten HIV positive patients at the Infectious Disease Clinic of the
Federal University of Santa Maria, Brazil and ten HIV negative individuals
(control group) for this study. Results: The results revealed that there were
significant (P<0.05) increases in serum levels in IL-6 and IFN-gamma with no
significant (P >0.05) change in the serum levels cardiac markers investigated
(CK, CK-MB, troponin, DHL and CRP). In addition, the ectonucleotidases (E-
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NTPDase and E-5'-nucleotidase) activities were not altered (P>0.05) in human
platelets when incubated with different antiretroviral drugs - in vitro.
Conclusions:This study suggests that the changes in some inflammatory
markers could indicate possible therapeutic targets in the management of HIV
and ectonucleotidases may serve as peripheral markers in patients undergoing

some antiretroviral drugs.

Key words: Inflammation; HIV; antiretroviral drug, E-NTPDase; E-5'-

nucleotidase.
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Introduction

The survival of patients infected with the Human
Immunodeficiency Virus (HIV) has improved significantly with the advent
of antiretroviral therapy. However, the use of antiretroviral therapy was
strongly linked with the risk of cardiovascular diseases [1, 2, 3]. Before
the commencement of antiretroviral therapy, it was thought that HIV-
related coronary heart disease was associated with cytomegalovirus
infection or HIV itself, even though association between viral infection
and coronary artery injuries has not been well-established [4]. Later,
immunohistochemical studies revealed an objective documentation of the
association between HIV and coronary arteries impaired by inflammation
and atherosclerotic obstruction [5]. Several clinical and laboratory
disorders of lipid and glucose metabolism have been increasingly
reported in patients with HIV infection after the advent of antiretroviral
therapy [6, 7].

Cardiac involvement in infection HIV/AIDS occurs without obvious
clinical manifestations that are masked by immunosuppressed above the
patient develops, but may lead to serious complications and consequent
death if not diagnosed (by clinical and laboratory testing) and treatment.

Platelets participate in wound healing, tissue repair, homeostasis
and are involved in inflammatory and immune processes [8, 9].
Furthermore, they are responsible for the maintenance of the integrity of
the vasculature and respond quickly against any change in vascular
endothelium due to their abilities to bind, release substances and
aggregate. It is worth noting that cardiovascular events resulting from the
occlusion by thrombus sites present in plague rupture due to the
activation and adhesion of platelets as well as formation of fibrin clot
leading to disability and death and [10, 11].

Several molecules play crucial roles in platelet function, including
adenine nucleotides (ATP, ADP and AMP). The enzyme E-NTPDase (EC
3.6.1.5; CD39) is responsible for the hydrolysis of ATP and ADP to AMP
and plays an important role in controlling blood flow by regulating the
catabolism of ADP. Moreover, micromolar concentrations of ADP are

known to be sufficient to induce platelet aggregation in humans [12]. At
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high concentrations, ATP is a competitive inhibitor of the mediated by
ADP-mediated action [13] and exerts proinflammatory function through
the stimulation and proliferation of lymphocytes [14].

The enzyme E-5-nucleotidase (EC 3.1.3.5, CD73) hydrolyzes
AMP, generates adenosine and completes the metabolism of ATP [15].
Adenosine is a potent inhibitor of platelet aggregation and an important
modulator of vascular tone [16]. It acts as a protective agent in tissues
and plays a vital role in the immune system by promoting the maturation
of monocytes [17] and lymphocytes [18]. Furthermore, adenosine has
potent antiinflammatory and immunosuppressive activities by inhibiting
the proliferation of T cells through the activation of A2A receptors and
release of antiinflammatory cytokines [19]. In HIV infection, the immune
cells are altered and these alterations could lead to the increase or
decrease of cytokine secretion and immunodeficiency. It is therefore
important to evaluate the profile of inflammatory cytokines and cardiac
markers of HIV positive patients and assess the effect of antiretroviral
drugs on the ectonucleotidases (E-NTPDase and E-5'-nucleotidase)

activities in human platelets (in vitro).

. Materials and methods

2.1 Materials
Nucleotides and Trizma base were purchased from Sigma (Saint-Louis,
MO, USA). All other reagents used in the experiments were of analytical

grade and of the highest purity.

2.2 Patients

The study was performed on ten (10) subjects with positive serology for
HIV that have diagnosed at Infectious Diseases clinic in the University
Hospital of Santa Maria. The control group consisted of ten (10) healthy
volunteers with confirmed of nonreactive serology for HIV, no history of
smoking, hypertension or diabetes and who had not been submitted to
any pharmacological treatment within the last 30 days. The volunteers

were randomly selected for different experiments. This work was
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appreciated and approved by the Research Ethics Committee of the

Federal University of Santa Maria under the number: 1122509.

2.3 Preparation of drug solutions and enzimatic assay
Based on pharmacokinetic information, therapeutic plasma

concentrations of four (4) different antiHIV drug classes; nucleoside

analog reverse transcriptase inhibitors [Zidovudine (8.5uM)],
Lamivudine (8.8uM)], Didanosine (6.0uM) and [Tenofovir (5.0uM)];
protease Inhibitor [Atazanavir (7.6uM)]; integrase inhibitor

[Raltegravir(3.6uM)]; fusion inhibitor [Enfuvirtide (1.0pM)] and entry
inhibitor [Maraviroc (1.7uM)] were tested on the activities of the
ectonucleotidases in vitro. The drugs (two concentrations above and one
below and apart the therapeutic dose) were incubated with human
platelets (0.2 — 0.6 pg/ul) and exogenous ATP/ADP/AMP substrates. E-
NTPDase and E- 5’- nucleotidase activities were determined using the

colorimetric malachite green phosphate assay.

2.4 Platelet preparation

Platelet-rich preparation (PRP) was performed using the method of Pilla
et al. % modified by Lunkes et al. [21]. Briefly, peripheral blood was
collected in 0.129 M sodium citrate as anticoagulant and centrifuged at
160 x g for 15 min. Afterwards, the PRP was centrifuged at 1,400xg for
30 min and washed twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH 7.0, containing
142 mM NacCl, 2.5 mM KCI and 5.5 mM glucose. The washed platelets
were resuspended in HEPES isosmolar buffer.

2.5 Protein determination

After separation of platelets, the protein was adjusted to 0.4-0.6 mg / ml
according to Bradford [22] using bovine serum albumin as the standard

for enzyme assays prior to the addition of the doses of drugs.
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2.6 Determination of cardiac markers

Cardiac markers analysis was carried out by well-established methods in
the clinical laboratory routine analysis. PCR and DHL in serum were
determined by immunoturbidimetry using the automated COBAS MIRA®
device. Serum troponin was measured by chemiluminescence using

routine methodology with the automated apparatus LIAISON®.

2.7 Concentration of cytokines

By means of a commercial kit BD Cytometric Bead Assay Thl/ Th2/
Th1l7 Cytokine (CBA) was used to determine the serum concentrations
(pg / ml) TNF-q, IL-6, IL-17, IFN, IL-2, IL-4 and IL-10 in serum according
to the manufacturer's instructions (BD Biosciences). The samples were

analyzed using flow cytometer BD Accuri™.
2.8 Statistical analysis

Data were analyzed by T test followed by Tukey-Kramer test,
considering a level of significance of 5%.

3. Results
3.1 Inflammatory markers

There was a significant increase in serum levels (P<0.05) in interleukin -
6 (IL-6) in HIV-positive group (26.47 * 8.35; n=7) when compared to the
control group (5.13 + 0.51; n=10) as shown in Figure 1. A significant
(P<0.05) increase in interferon gamma (IFN) was also observed in HIV-
positive group (3.983 + 0.711; n=8) when compared to the control group
(2.26 + 0.36; n=9) as presented in Figure 2. There were no significant
(P>0.05) differences in other analyzed cytokines (IL-10, IL-17, TNF, IL-4
and IL-2) of HIV™ and control groups.
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3.2 Cardiac markers

The results of cardiac markers in serum (CK, CK-MB, troponin, DHL and
CRP) were compared to the reference values established by the clinical
laboratory where the tests took place. The reference values are; CPK:
26-189 U/L, CPK-MB: 0-25 U/L, Troponin: <0.5 ng/mL, DHL: 200- 480
U/L and CRP: 0-6 mg/L. It was observed that all the cardiac markers
analyzed were within reference values in HIV" patients (n =10), except
for CRP that was increased by 40% (n=4) in HIV" patients (Table 1).

3.3 E-NTPDase and E-5'-nucleotidase activity platelets "in vitro" on

antiretroviral effects

The four classes of anti-HIV drugs tested showed no statistically
significant differences in relation to the control (without the anti-HIV
drugs). The hydrolyses of ATP, ADP and AMP were not significantly
(P>0.05) changed in any of the concentrations tested in the drugs
(Lamivudine, zidovudine, didanosine and tenofovir; Atazanavir;
Raltegavir and maraviroc when compared with the control (data not

shown).
2. Discussion

The resistance and the development of viral infections depend on
various effector mechanisms involving cytokines and chemokines, which
mediate early defense in innate and adaptive immunity [23]. The effects
of cytokines are pleiotropic and are influenced by concentrations,
presence or absence of other cytokines. Inflammatory and immune
interactions in the pathophysiology of HIV are very complex. A network
of cytokines may continuously regulate infection and replication of HIV
and several of the cytokines involved in the network that could modulate

HIV-1 replication in macrophage lineage cells [23].

The increased IL-6 level in plasma of HIV positive patients observed
in this study is in agreement with earlier studies where chronic activation

of the immune system was reported to be an important predictor of
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progression of HIV infection [24]. Increased CD38 and HLA-DR
expression in T cells as well as elevated plasma cytokine levels such as
IL-6 and TNFa cytokine are indicative of immune activation [24, 25, 26,
27]. In addition, antiretroviral therapy may enhance life expectancy and
control viral replication in HIV infection, but may leave the infected
patients with high risk of morbidity, including liver disease, cancer and

cardiovascular disease [28].

Considering the above, our results display an increased pro-
inflammatory profile in the HIV-positive patients, shown by increase
serum levels of IFN-gamma and IL-6. Elevated production of pro-
inflammatory cytokines caused by HIV infection can manifest itself

systemically with hemodynamic instability or metabolic disorders.

C-reactive protein (CRP) is a marker of inflammation that plays a
central role in cardiovascular disease. According to Stefano et al. [29],
CRP can be elevated even when changes in traditional markers such as
troponin are not identified. Furthermore, CRP may not be considered an
independent marker when it is elevated and troponin is undetectable (>
0.01 mg/L). There could be an indication of heart damage when
negative result is obtained in the determination of troponin due to the

assay sensitivity (0.2 mg/L) [29]. In addition, troponin and creatine

kinase (CK) are traditional markers of myocardial damage [30]. In this
study, evaluated HIV positive patients showed no changes in troponin
values and creatine kinase (CK), while there was 40% increase in the
levels of CRP. CRP is an acute phase protein synthesized by the liver
and regulated by cytokines, predominantly IL-6, TNF-a and IL-1 [31]. In
this sense, the increase in serum IL-6 levels identified in our study could
be corroborating the synthesis of CPR which also was high in HIV
positive patients.

It was observed that the IL-4 levels (anti-inflammatory) in HIV
positive individuals did not change when compared to the control group.

The results obtained agree with previous assertion in that increased
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levels of IFN-gamma (pro-inflammatory) and normal levels of IL-4, IL-10
(anti-inflammatory) were found in HIV patients. Inflammatory markers
can measure other characteristics besides the atherosclerotic mass.
These characteristics may include the activity of the population of
lymphocytes and macrophages or the degree of plaque destabilization
leading to ulceration and thrombosis [33] and mortality in HIV-positive
patients [34]. All of these factors (activation of lymphocytes and
macrophages) are modified in chronic infection HIV [35], which may
account for the high percentage levels of cytokines demonstrated here
(IL-6 and IFN-gamma) and the lack of association of myocardial of
disease biomarkers (troponin, LDH and CPK) observed here.

The activity of enzymes E-NTPDase and E-5'-nucleotidase were
not changed when incubated with different drugs of antiretroviral therapy
on platelets in vitro. Similar results were obtained in an earlier study on
peripheral lymphocytes of human blood, where ATP hydrolysis was not
affected by the addition of zidovudine at the concentrations tested. In
addition, there were no significant alterations in the hydrolysis when
didanosine or lamivudine were used. The same was observed regarding
ADP hydrolysis [36].

It should be noted that ectoenzymes purinergic system have been
revealed to play a major role in the hydrolysis of nucleosides and
adenine nucleotide platelet [37], which interferes with the signaling cells
to stimulate the changes of the coagulation parameters and, thus,

mitigate the effects procoagulant in HIV positive patients.

Cardiac changes in infectious diseases may arise with systolic
dysfunction, due to the deterioration of cardiomyocytes gradually and
also the aggression of viral capsids on the plasma membrane of these
cells (cardiomyocytes) with consequent release of CK-MB and other
enzymes to light the vessel [38]. Our results indicated no change in the
levels of CK-MB or troponin and this data can support the idea of

absence of cardiac damage in this group.
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However, the exaggerated and persistent response of
proinflammatory cytokines may contribute to target organ lesions,
leading to multiple organ failure. The results of CRP support a
proinflammatory status in HIV-positive patients, revealing the importance
of further studies in relation to inflammatory mechanisms and
cardiovascular risk. This study suggests that the changes in some
inflammatory markers could indicate possible therapeutic targets in the

management of HIV.

Therefore, changes in serum levels inflammatory and cardiac
markers indicate a pro-inflammatory state. The in vitro activity of the
studied ectoenzymes have not changed in platelets on the effect of

antiretroviral drugs.

Disclosure of conflicts of interests: Author declares there are no

actual or potential conflicts of interest.
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CARDIAC MARKERS OF HIV-POSITIVE PATIENTS ON ANTIRETROVIRAL

THERAPY (N = 10).

PATIENT CPK (UIL) CPK-MB | TROPONIN | DHL (U/L) | PCR(mgiL)
(UIL) (ng/mL)

1 80 16 Negative 265 40,5*
2 67 6 Negative 252 42 1*
3 71 9 Negative 280 1,2
4 82 13 Negative 260 2.8
5 38 4 Negative 257 3.1
6 49 6 Negative 222 4

7 62 9 Negative 225 1.4
8 67 11 Negative 290 74 6*
9 49 2 Negative 295 2.2
10 58 4 Negative 246 39.6*

Reference values: CPK: 26- 189 U/L. CPK-MB: 0 -25 U/L. Tropenin: < 0,5 ng/mL. DHL: 200-
480 U/L. PCR: 0- 6 mg/L. * Values above the reference value
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Figure 1: Anti-inflammatory cytokines (IL-2, IL-4 and IL-10) of healthy volunteers and HIV-
positive patients. There was no difference from control group (T test ; P > 0.05)
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Figure 2: Proinflammatory cytokines (IL-6, IL-17, TNF and IFN-gamma) of healthy volunteers
and HIV-positive patients. The asterisk symbol (*) represents statistical difference from control

group (T test; P < 0.05)
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O presente estudo avaliou em plaquetas o envolvimento de ectoenzimas
responsaveis pelo metabolismo do ATP e os perfis inflamatério, cardiaco e
lipidico de pacientes HIV positivos. Considerando que, atualmente, um dos
maiores desafios na area de HIV/AIDS é compreender a ativacado imunoldgica
persistente, a inflamag&o crbonica e os mecanismos que influenciam no
desenvolvimento das doencas cardiovasculares.

Apesar das vantagens da terapia antirretroviral (TARV) em longo prazo,
como os beneficios clinicos (principalmente o controle da carga viral), o inicio
do seu uso tem ocorrido cada vez mais rapido. Devido a este fato, percebe-se
a ocorréncia precoce de eventos adversos causados pela TARV como,
citotoxicidade e transtornos metabolicos (FIDLER et al., 2008).

Neste cenario, o aumento do risco cardiovascular em individuos HIV
positivos é evidente e esta relacionado a inUmeros fatores, incluindo alteracdes
no perfil lipidico e a indugéo de alteracbes vasculares.

Dados da literatura, relatam que o uso da TARV pode potencializar a
dislipidemia, caracterizada principalmente pela reducdo do HDL-colesterol,
niveis elevados de triglicerideos, elevacdo do colesterol total e de LDL-
colesterol plasméticos. Neste ponto, estas alteracdes no perfil lipidico estdo em
consonancia com nosso estudo, ja que, foram observados o aumento nos
niveis seéricos do colesterol total, aumento do colesterol LDL, reducdo do
colesterol HDL e aumento de triglicerideos. Estudos anteriores, relatam que a
dislipidemia encontrada nos individuos HIV positivos, geralmente é do tipo
mista, caracterizada por niveis de triglicerideos notavelmente elevados,
aumento de colesterol total e de colesterol plasméaticos e reducdao de HDL
(HEATH et., 2000; PENZAK & CHUCK et al., 2000; HAERTER et al., 2004).

Além disso, os achados deste estudo relacionados as alteracbes no
perfil lipidico, podem estar ocorrendo ndo s6 pelo HIV e pela TARV, mas
também pelo o estilo de vida e os habitos alimentares de cada individuo. Ja
qgue, ainda nao esta estabelecido se a dislipidemia ocorre por um efeito direto
da TARV ou se é resultado da interacdo entre varios outros fatores como: a
predisposicdo genética, fatores ambientais como dieta e exercicio fisico ou
outros fatores como a resposta do hospedeiro a infeccdo pelo HIV (MASIA-
CANUTO et al., 2006).



60

Relata-se que a proépria infeccdo pelo HIV pode induzir a disfuncéo
endotelial (CHI, 2000), aumentar o nivel da proteina C reativa, contribuindo
para a aceleracdo da aterosclerose (HUI, 2003), e propiciar a apoptose de
células endoteliais (SUDANO, 2006). Nossos achados estdo de acordo com
estes autores, 0s niveis séricos de proteica C reativa, também estavam
aumentados nos pacientes aqui investigados, suportando a ideia de perfil pré-
inflamatorio durante a infeccéo.

Outro ponto relevante € que um dos mecanismos que participam da
ativacdo imune e inflamacéo, € o desequilibrio homeostatico do tecido linfoide
associado ao intestino (GALT), o qual promove ruptura da barreira epitelial e a
translocacdo microbiana para a circulacdo, aferida pelas dosagens de
lipopolissacarideo (LPS) e CD14 solavel (sCD14), entre outros marcadores
(APPAY & SAUCE, 2008; REDHAGE et al., 2009; REUBEN et al., 2013; HSU
et al., 2013; COWELL et al.,, 2015) . Essa ativacdo imune, que pode ser
desencadeada via toll like receptors (TLRs), ativa o fator de transcricdo NFkB,
que ira transcrever citocinas e outros produtos inflamatorios, tais como, IL-6, IL-
8, HMGB1 (high mobility group box protein-1) e aumenta a expressao de RAGE
(receptor for advanced glycation end products) e outros receptores na
membrana celular (BRENCHLEY et al., 2006; YOUN et la., 2008; KALEA et al.,
2009).

As disfuncdes vasculares ocorrem devido a distlrbios no fluxo vascular,
ou devido a fatores pré-aterogénicos, tais como lipoproteinas modificadas ou a
presenca de citocinas proé-inflamatérias (LIBBY, 2010). Com isso, observa-se
gue nossos resultados, revelam o aumento nos niveis plasmaticos de IL-6 e
INF-gamma, que sdo citocinas pré-inflamatérias e estas podem estar
envolvidas como resposta do organismo frente as disfun¢des vasculares.

Além disso, vale destacar que um estudo de Bilbis e colaboradores
(2010), revelam que parametros de inflamacdo como D- dimero, PCR e IL-6
estdo envolvidos na mortalidade de individuos HIV positivos, e nota-se que
nossos resultados demostram alteracdbes em PCR e IL-6. Estes e outros
parametros relacionam-se, também, ao aparecimento de outras doencas,
independentemente da infeccdo pelo HIV ou como consequéncia do

envelhecimento precoce. Por exemplo, hepatopatias, doenca renal cronica,
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diabetes mellitus alteracbes Osseas e neoplasicas, e doenca de Alzheimer e
Parkinson (LORD & ASHWORTH, 2012).

Estudos relatam que as células endoteliais tem papel importante na
geracdo da resposta inflamatdria contra estimulos nocivos circulatorios, tais
como colesterol, produtos derivados do tabaco ou agentes infecciosos (STEIN,
2001). Destaca-se que os niveis de colesterol nos pacientes HIV positivos,
mostraram-se elevados, neste sentido, podemos sugerir um possivel dano no
endotélio como resposta ao estimulo dos niveis elevados de colesterol
circulantes.

O endotélio estaria atuando na linha de frente do mecanismo de defesa
contra o desenvolvimento da lesdo vascular, exercendo sua agado protetora
através da modulacdo do tbnus vascular, da estrutura vascular e da interacdo
com componentes sanguineos, sendo a disfuncdo endotelial um evento chave
para o inicio e a progressao da doenca vascular aterosclerotica (WANG, 2007).

Os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) sao resultados de
reacdes ndo enzimaticas entre aclUcares redutores e componentes celulares,
incluindo proteinas, lipideos e acidos nucleicos que podem se acumular no
tecido vascular. Tais produtos interagem com seus receptores (RAGE),
membros da superfamilia das imunoglobulinas que estdo expressos na
membrana de varios tipos celulares. A expressdo de RAGE aumenta em
consequéncia do acumulo de seus ligantes, como AGE, HMGB1 (high mobility
group box protein 1) e mediadores inflamatérios (SANDLER ET AL., 2011).
Quando essa ligacao entre produtos e receptor acontece, vias celulares pro -
inflamatorias e proé-coagulantes sdo ativadas, o que aumenta a producdo de
moléculas de adeséo, de citocinas inflamatérias como a interleucina 6 (IL-6).

Neste sentido, vale destacar, que varios hormonios e citocinas interferem
no desenvolvimento dos megacariécitos, como eritropoetina e interleucinas 3
(IL-3), 6 (IL-6) e 11 (IL-11) (KAUSHANSKY, 1995). De acordo com isso, a
influéncia da IL-6 no desenvolvimento de megacariécitos pode ser sugerida em
nosso estudo, jA que observamos aumento dos niveis séricos de IL-6 e
também aumento da agregacdo plaquetaria. Essa maior agregacao
plaquetaria, poderia estar acontecendo, para compensar a disfuncdo do
endotélio vascular, objetivando reparar a lesdo endotelial causada pelos niveis

elevados de colesterol total, LDL e triglicerideos.
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Outros autores também relatam aumento no perfil de agregacao
plaquetaria em condi¢bes patolégicas inflamatorias como a artrite reumatoéide
(BECKER et al.,, 2010) e distinto do nosso resultado, uma diminuicdo na
agregacao plaquetaria em condicdes parasitarias como na doenca de chagas
(SOUZA et al., 2012).

Nossos dados, ao revelarem, uma excessiva agregacao plaquetaria,
podem sugerir esses efeitos na vasculatura danificada como uma
consequéncia ndo sO6 do colesterol, mas também do processo inflamatério
desencadeado na infeccdo pelo HIV e indicado pelo aumento dos niveis
séricos de IL-6, IFN-gamma e PCR..

Levando em consideracdo toda a sinalizacdo purinérgica e o controle
dos nivies extracelulares dos nucleotideos da adenina pelas ectoenzimas,
observamos que a TARV foi capaz de manter os niveis extracelulares de ATP e
AMP em condicdes fisiolégicas. No entanto, revelou envolvimento no processo
pro-coagulante, por diminuir a hidrolise do ADP e aumentar a agregagao
plaquetéaria. A diminuicdo da atividade da E-NTPDase, sugere niveis elevados
de ADP extracelular que é um potente indutor de agregacéao plaquetaria.

O nucleotideo ADP no meio extracelular atua como mediador primario da
ativagcdo plaquetaria, contribuindo para homeostasia e formacéo de trombos,
através do seu efeito agregatorio apds danos teciduais. Tanto o perfil pré-
inflamatoério com a secrecdo aumentada de IL-6 e PCR e ainda a reducéo na
atividade da E-NTPDase para a hidrolise do ADP, sdo capazes de evidenciar
que os pacientes HIV positivos estdo com um perfil pr6- agregante, o qual pode
desencadear ou acelerar o desenvolvimento das doencas cardiovasculares,
ainda mais com as alteracdes nos niveis de lipidios circulantes observados.

Em relagdo ao grupo HIV que néo fazia uso de terapia antirretroviral,
verificou-se que a hidrolise de ATP e ADP sdo aumentados, sugerindo a
presenca de baixos niveis de ATP e ADP extracelular. Vale destacar que,
durante situagbes de estresse metabolico, a libertagdo de ATP intracelular
seguida por catabolismo deste nucleétido é a fonte mais importante para o
aumento nos niveis de adenosina extracelular. Com a diminuicdo da atividade
da E-ADA no grupo sem tratamento, sugere-se maior concentragcdo de
adenosina extracelular para minimizar os danos causados pelo HIV, a partir de

seus efeitos cardioprotetores e vasodilatadores.
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Somado a isso, Souza e colaboradores (2012), também encontraram
uma diminuicdo da atividade da E-ADA em plaquetas de pacientes com a
foram indeterminada da doenca de chagas. Estes achados podem representar
um mecanismo dinamico do organismo, a fim de preservar os niveis de
adenosina no ambiente extracelular. Desta forma, a acdo cardioprotetora da
adenosina (KITAKAZE et al.,, 1999) minimizaria as alteracbes estruturais e
funcionais na microvasculatura coronariana, as quais sao responsaveis pela
isquemia e necrose focal, permitindo que o0s pacientes permanecam
assintomaticos, sem alteracdo nos niveis séricos de troponina e CK-MB,
justificando nossos achados em relagdo aos marcadores cardiacos especificos

de miocéardio.

Sabe-se que a CD39 (E-NTPDase) € uma proteina de membrana que
hidrolisa um fosfato do ATP, convertendo-o em ADP. Este também é
responsavel pela hidrélise do ADP, reduzindo-o a AMP. A CD73 (E-5-
nucleotidase) € uma glicoproteina que completa o ciclo de degradacao,
hidrolisando até AMP e reduzindo-o a adenosina. Esses receptores sao 0s
responsaveis por degradar ATP, ADP e AMP no meio extracelular. Estas
moléculas séo liberadas no meio extracelular via canais de panexinas, lise ou
danos celulares, o que desencadeia o processo inflamatoério. Estes receptores
sdo considerados as maiores ectoenzimas metabolizadoras de nucleotideos.
Diante disso, consta-se um aumento na expressdo da CD39 observado em
plaguetas de pacientes diabéticos/hipertensos e pacientes com doenca de
chagas (LUNKES et al., 2008; SOUZA et al., 2012). Porém, em nosso estudo,
nos pacientes HIV positivos, ndo foram detectadas alteracdes na expressao

destas ectoenzimas em plaquetas.

Diante das vastas especulacdes sobre o efeito da TARV e sua relacéo
com o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, ao avaliarmos o efeito in
vitro dos antirretrovirais na atividade da E-NTPDase e E-5-nucleotidase em
paquetas, néo foi observada alteracdo na hidrolise dos nucleotideos ATP, ADP
e AMP. Resultados semelhantes foram obtidos no estudo de Leal e
colaboradores (2011), que nao identificaram alteracées na atividade destas

enzimas in vitro em linfé¢citos humanos.
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A compreensédo do risco de doencga cardiovascular nos individuos com
HIV é complexa. Desde a introducdo da TARV, eventos de complicacbes
cardiovasculares ateromatosas tém sido relatados, porém ndo se sabe o
quanto deste risco é atribuivel a terapia e seus efeitos adversos ou mesmo a
fatores genéticos, fatores de risco tradicionais ou, ainda, ao estado inflamatério
associado ao HIV (ABERG, 2009).

Vale destacar que o risco de doenca cardiovascular em pessoas vivendo
com HIV/AIDS (PVHA), ja@ é normatizado pelo ministério da saude e
recomenda-se que esse risco, seja avaliado em todas as PVHA na abordagem
inicial e a cada mudanca na TARYV, por meio da escala de risco de Framingham
(BRASIL, 2016).

Apesar disso, 0 conjunto destes resultados sdo muito importantes do
ponto de vista subclinico, uma vez que, sugerem que o0 tratamento
antirretroviral exerce importante influéncia, tanto na atividade das ectoenzimas
do sistema purinérgico, quanto no perfil de agregacao plaquetéria, nos niveis
séricos de colesterol e triglicerideos e no perfil de citocinas inflamatorias, estes
dados sugerem um dano acentuado ao endotélio vascular, que pode culminar

no desenvolvimento da aterosclerose.

Estes parametros aqui relatados, podem ser Uteis na identificacdo do
risco cardiovascular, no monitoramento da patologia e ho acompanhamento da

evolucéo do tratamento antirretroviral no seu uso cronico.

Salienta-se, a importancia da prevencao das doencas cardiovasculares
atualmente prevalentes nos pacientes HIV  positivos, controlando
periodicamente a pressao arterial, o tabagismo, o diabetes, a dislipidemia, o
sobrepeso, visto que, podem resultar no aparecimento de sindrome metabdlica,
relacionados com alterac@es inflamatérias e enzimaticas que podem influenciar

no desenvolvimento de cardiopatias.

5. CONCLUSOES
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Alteracbes em ectoenzimas (E-NTPDase, E-5-nucleotidase e E-ADA)
nas plaquetas dos pacientes HIV positivos com e sem tratamento foram
observadas. A infeccdo pelo HIV e o uso da TARV foram capazes de
alterar a atividade da E-NTPDase, tanto para a hidrolise do ATP quanto
do ADP nas plaquetas dos pacientes. Com isso, sugere-se que a
cascata purinérgica esta agindo para a formacdo do nucleosideo

adenosina.

A atividade da E-NTPDase para hidrolise do ATP e a atividade da E-5'-
nucleotidase para a hidrélise do AMP né&o foi alterada no grupo de
pacientes sob uso de TARV. Estes dados demonstram que a terapia
antirretroviral é capaz de manter os niveis de ATP e AMP em condi¢des

fisioldgicas.

Em plaquetas a atividade da E-ADA de pacientes HIV em tratamento
com TARV, mostrou-se diminuida em relacdo aos pacientes controles.
Isto sugere que as concentracbes de adenosina poderiam estar
elevadas. Fato que pode estar ocorrendo para que a adenosina exerca
seus efeitos vasodilatadores e cardioprotetores, diante do risco
cardiovascular nos pacientes que fazem uso de TARV ou exerca seus

antiinflamatdrios nos pacientes que nao faz o uso da TARV.

O uso de TARV alterou o perfil lipidico, indicado pelas alteracbes dos
niveis séricos de colesterol HDL (reducdo), colesterol LDL (aumento) e
triglicerideos (aumento). Estas alteracbes podem indicar um elevado

risco para o desenvolvimento de doenca cardiovascular.

A expressdo de CD39 (E-NTPDase) e CD73 (E-5-nucleotidase) em
plaquetas de pacientes HIV positivos que fazem uso de TARV néo esta

alterada.

A TARV, revelou estar envolvida no processo pro-coagulante, por

diminuir a hidrolise do ADP e aumentar a agregacdo plaquetaria,
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sugerindo um risco maior de eventos tromboembdlicos e

cardiovasculares.

e Observou-se um perfil pré-inflamatoério nos pacientes estudados,
indicados pelo aumento dos niveis séricos de IFN-gamma e IL-6.

¢ Niveis séricos de Proteina C reativa estdo alterados em relacdo aos
outros marcadores cardiacos testados (CK, CK-MB, troponina e DHL),

corroborando para o perfil pro-inflamatorio e risco cardiovascular.

e A TARV nao alterou a atividade da E-NTPDase e da E-5-nucleotidase

em plaquetas ‘in vitro”

e Por fim, sugere-se que a interacdo entre os parametros aqui relatados,
possam servir como futuras estratégias no controle das doencas
cardiovasculares em pacientes HIV positivos, ou ainda, retardar o
aparecimento de comorbidades ndo associadas ao HIV/AIDS, tais como
distarbios metabdlicos, tromborregulatérios e o desenvolvimento das

doencas cardiovasculares.
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PACIENTES HIV POSITIVOS
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Pesquisadora responsavel: Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal

Instituicdo/Departamento : Departamento de Microbiologia e Parasitologia—
UFSM

Telefone para contato: (55) 3220-9581 ou  (55) 9105-4701

Comité de Etica em Pesquisa: Av. Roraima,1000- Prédio da Reitoria-2° andar-
sala Comité de Etica -Campus Universitario- Bairro Camobi- 97105-900-
UFSM-Santa Maria-RS

Tel: 0-xx-55 3220 9362

Local de coleta de dados:

Nome da paciente: Idade: anos

Responsavel legal:

Objetivo do estudo/Riscos/Procedimentos/Beneficios/Siqilo:

O senhor estd sendo convidado a participar de uma pesquisa, onde sera
colhido 15ml de sangue por puncdo venosa, a coleta sera realizada no
laboratério de pesquisa do departamento de parasitologia e microbiologia,
prédio 20 da UFSM. Voluntariamente vocé podera fazer parte do grupo controle
deste projeto, para tanto, sera necessario um exame de sangue para
determinar a sua sorologia anti-HIV. Este exame ira confirmar se vocé é
infectado pelo HIV ou ndo. Seu exame ndo ter4 custo pessoal, noés
pesquisadores iremos custear o exame. E fornecida uma cépia do TCLE ao
participante da pesquisa.

Objetivo: a pesquisa avaliara a atividade de algumas substancias que
compdem o sangue de pacientes com HIV, para melhor entendermos sobre o
HIV e gerarmos informagdes capazes de futuramente auxiliar no controle e
novos tratamentos, para isso precisamos de individuos saudaveis e com
sorologia ndo reagente para anti-HIV, ou seja, individuos voluntarios sem HIV.

Procedimento e riscos: Na coleta de sangue havera o risco de um pequeno
desconforto devido a picada da agulha, e do local da coleta ficar dolorido ou
arroxeado, voltando ao normal em poucos dias, ndo causando problemas a sua
saude.

Beneficios: os resultados ndo irdo trazer beneficios diretos, porém sua
contribuicdo € importante. Com esse estudo, poderemos aprimorar NOSSos
conhecimentos sobre a evolucao e tratamento da doenca. Ao participar desta
pesquisa 0 senhor néo tera gasto ou lucro financeiro. Nao sera feito pagamento
pela sua participagédo na pesquisa.

Confidencialidade: Em nenhum momento sera revelado ou utilizado seu
nome. Os dados serdo arquivados por um periodo de 5 anos, e depois
destruidos.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito deste estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo 0s objetivos deste estudo, 0os procedimentos a
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serem realizados, seus desconfortos e riscos, assim como a garantia de que
minhas informacdes serdo preservadas. Ficou claro também que minha
participacdo € isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo.

Santa Maria, ...... (o [T de i

Assinatura do sujeito de pesquisa/representante legal /marca datiloscopica
N. identidade (para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos,
semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a
participacdo neste estudo.

Santa Maria, ............. (o [T (o [T

Assinatura do responsavel pelo estudo

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com os pesquisadores:

Daniela Bitencourt Rosa Leal: 55-3220-9581 —
Jodo Felipe Peres Rezer: 55-8435-6438

Comité de Etica em Pesquisa: Av. Roraima,1000-Prédio da Reitoria-2° andar-sala comité de
ética-Campus Universitario-Bairro Camobi -97105-900- Santa Maria- RS- Telefone: 0-xx-55-
3220-9362
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Titulo do projeto:
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80

Instituicdo/Departamento : Departamento de Microbiologia e Parasitologia—
UFSM

Telefone para contato: (55) 3220-9581 ou  (55) 9105-4701

Comité de Etica em Pesquisa: Av. Roraima,1000- Prédio da Reitoria-2° andar-
sala Comité de Etica -Campus Universitario- Bairro Camobi- 97105-900-
UFSM-Santa Maria-RS

Tel: 0-xx-55 3220 9362

Local de coleta de dados:

Nome da paciente: Idade: anos

Responsavel legal:

Obijetivo do estudo/Riscos/Procedimentos/Beneficios/Sigilo:

O senhor estd sendo convidado a participar de uma pesquisa, onde sera
colhido 15ml de sangue por pungdo venosa, a coleta sera realizada no
consultério de infectologia do HUSM, no momento da consulta. As amostras de
sangue serdo processadas e analisadas no laboratério do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia pelo proprio pesquisador. O senhor, também, esta
sendo convidado a responder um questionério, de forma voluntaria, tendo o
direito de desistir a qualquer momento. Nao havera represalia pela nao
participagdo no estudo. Isto €, o atendimento clinico ambulatorial esta garantido
independente da sua participagéo no projeto. E fornecida uma cépia do TCLE
ao participante da pesquisa.

Objetivo: a pesquisa avaliara a atividade de algumas substancias que
compdem o sangue de pacientes com HIV, para melhor entendermos sobre o
HIV e gerarmos informagdes capazes de futuramente auxiliar no controle e
novos tratamentos.

Procedimento e riscos: Na coleta de sangue havera o risco de um pequeno
desconforto devido a picada da agulha, e do local da coleta ficar dolorido ou
arroxeado, voltando ao normal em poucos dias, hdo causando problemas a sua
saude. Ao responder ao questionario pode haver cansaco.

Beneficios: os resultados ndo irdo trazer beneficios diretos, porém sua
contribuicdo € importante. Com esse estudo, poderemos aprimorar nossos
conhecimentos sobre a evolucao e tratamento da doenca. Ao participar desta
pesquisa 0 senhor ndo tera gasto ou lucro financeiro. Nao sera feito pagamento
pela sua participagédo na pesquisa.

Confidencialidade: as informacfes fornecidas no questionario serdo de
conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis. Em nenhum
momento serd revelado ou utilizado seu nome. Os dados serédo
arquivados por um periodo de 5 anos, e depois destruidos.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito deste estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo 0s objetivos deste estudo, 0os procedimentos a
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serem realizados, seus desconfortos e riscos, assim como a garantia de que
minhas informacdes serdo preservadas. Ficou claro também que minha

participacdo € isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo.

Santa Maria, ...... [0 [ [0 [T

Assinatura do sujeito de pesquisa/representante legal /marca datiloscopica
N. identidade (para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos,
semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a
participacdo neste estudo.

Santa Maria, ............. (o [T (o [T

Assinatura do responsavel pelo estudo

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com os pesquisadores:

Daniela Bitencourt Rosa Leal: 55-3220-9581 —
Jodo Felipe Peres Rezer: 55-8435-6438

Comité de Etica em Pesquisa: Av. Roraima,1000-Prédio da Reitoria-2° andar-sala comité de
ética-Campus Universitario-Bairro Camobi -97105-900- Santa Maria- RS- Telefone: 0-xx-55-
3220-9362

ANEXO 1

APROVACAO COMITE DE ETICA



82

ederay

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
o 4 & -
SANTA MARIA/ PRO-REITORIA ‘{CR8r A
DE POS-GRADUAGAO E

g,
%

o ersig
|
“Phy e

—]

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: MARCADORES INFL{\MATORIOS, CARDIACOS E EXPRESSAQ DE ECTOENZIMAS
DO SISTEMA PURINERGICO EM PLAQUETAS DE PACIENTES HIV POSITIVOS
Pesquisador: Daniela Bitencourt Rosa Leal

Area Temitica:
Versdo: 3
CAAE: 45452415.1.0000.5346

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Maria/ Pré-Reitoria de Pés-Graduacio e
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuimero do Parecer: 1.122.509
Data da Relatoria: 14/07/2015

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Apresenta termo de confidencialidade, TCLE, folha de rosto, autorizacdo institucional, registro do projeto,
devidamente redigidos e assinados.

Recomendagdes:

Veja no site do CEP - hitp:/fw3.ufsm.br/nuclecdecomites/index.php/cep - na aba "orientacfes gerais”,

modelos e orientacdes para apresentacio dos documentos. Acompanhe as orientacdes disponiveis, evite
pendéncias e agilize a tramitacdo do seu projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem pendéncias ou recomendacdes.

Situagio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Enderego:  Av. Roraima, 1000 - prédie da Reitoria - 2° andar
Bairro:  Camobi CEP: 97.105-970
UF: RS Municipio: SANTA MARIA

Telefone: (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com



