
1 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS 

FARMACÊUTICAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

João Felipe Peres Rezer 

 

 

 

 

 

 

 

 

MARCADORES INFLAMATÓRIOS, CARDÍACOS E EXPRESSÃO 

DE  ECTOENZIMAS DO SISTEMA PURINÉRGICOEM 

PLAQUETAS DE PACIENTES HIV POSITIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

Santa Maria, RS 

2016 

 



2 

João Felipe Peres Rezer 

 

 

 

 

 

 

 

 

MARCADORES INFLAMATÓRIOS, CARDÍACOS E EXPRESSÃO 

DE  ECTOENZIMAS DO SISTEMA PURINÉRGICOEM 

PLAQUETAS DE PACIENTES HIV POSITIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientadora: Profª Drª Daniela Bitencourt Rosa Leal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Santa Maria, RS 

2016 

 

 

Tese apresentada ao Curso de Pós- 

graduação em Ciências Farmacêuticas, da 

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, 

RS), como requisito parcial para obtenção do 

título de Doutor em Ciências Farmacêuticas – 

Análises Clínicas e Toxicológicas.  

 

 



3 

João Felipe Peres Rezer 

 

 

 

 

MARCADORES INFLAMATÓRIOS, CARDÍACOS E EXPRESSÃO 

DE  ECTOENZIMAS DO SISTEMA PURINÉRGICOEM 

PLAQUETAS DE PACIENTES HIV POSITIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aprovado em 25 de abril de 2016: 

 

 

_____________________________________________ 

Daniela Bitencourt Rosa Leal Drª (UFSM) 

Presidente/orientador 

 

_____________________________________________ 

Fabio Vasconcellos Comim Dr. (UFSM) 

 

_____________________________________________  

Jamile Fabbrin Gonçalves Drª (IFF) 

 

_____________________________________________ 

Vera Maria Melchiors Morsch Drª (UFSM) 

 

______________________________________________ 

Cláudio Alberto Martins Leal Dr. (UFRGS) 

 

 

 

Santa Maria, RS 

 

2016 

 

 

 

Tese apresentada ao Curso de Pós- 

graduação em Ciências Farmacêuticas, da 

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, 

RS), como requisito parcial para obtenção do 

título de Doutor em Ciências Farmacêuticas – 

Análises Clínicas e Toxicológicas.  

 

 



4 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais João Aramis e Dalva Rezer; 

Aos meus irmãos Jean e Naila, minha afilhada Brenda; 

Minha noiva Carina; 

 

Estes, que sempre estiveram presentes, mesmo quando eu estive fisicamente 

ausente! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

AGRADECIMENTOS 

 

Deus, obrigado por ter me guiado sempre... 

Mãe e Pai, obrigado por serem tão amáveis, exemplares e me 

permitirem mesmo que com alguns obstáculos chegar até aqui, o sonho se 

realizou a partir da força que vocês sempre me transmitiram. Estas frases não 

conseguem expressar minha gratidão e sentimentos por vocês! 

Meus irmãos e cunhados, obrigado por me transmitirem uma 

tranquilidade única, um apoio que sei que sempre terei, por estarem presentes 

na minha vida! Brendinha, obrigado por permitir que meu espirito de criança 

seja cada dia renovado.  

Carina, Nina meu amor... obrigado, estamos juntos nessa vida, 

compartilhando momentos, sonhos e desafios. Teu amor e tua forma de ver o 

mundo fizeram com que a trajetória até aqui fosse muito mais leve, mais 

especial. Te amo, te amo! Obrigado por me fazer sempre entender que o hoje é 

um dia que vale a pena viver. 

Agradeço muito a UFSM, esta universidade com grandes profissionais, 

que ao longo dessa jornada fizeram parte dos meus dias... 

Colegas e amigos do Laboratório 4229, anos de convivência, desafios e 

amizade... A caminhada é longa e quando encontramos pessoas especiais pelo 

caminho, o tempo passa mais rápido. Muito sucesso a todos vocês sempre. 

Obrigado! 

Professores, funcionários e alunos da UNIJUÍ. Obrigado por entenderem 

este momento e sempre me apoiarem. Compartilhando palavras e 

experiências. 

 Obrigado ao HUSM, pela oportunidade. Muito obrigado aos pacientes, a 

luta é grande, mas a batalha não é em vão!  

 Obrigado ao PPGCF, secretários, coordenação sempre solícitos. 

Agradeço especialmente a minha orientadora Professora Daniela 

Bitencourt Rosa Leal, profissional que me inspirou a chegar onde estou. Desde 

minha formação na graduação.Sempre com o seu apoio e as suas orientações.  

Agradeço a banca, que destinou o seu tempo para avaliar este trabalho. 

Por fim, agradeço a todos que estiveram presentes em minha vida, 

pessoal ou profissional durante essa etapa.  

 



6 

EPÍGRAFE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

“Nossa cultura é frágil demais em consciência da finitude humana. 

Falta maturidade, integridade, realidade. O tempo acaba, mas a maioria das pessoas não 

percebe que quando olha o relógio repetidas vezes esperando o fim do dia, na verdade estão 

torcendo para que sua morte se aproxime mais rápido. Quando passamos a vida esperando 

pelo fim do dia, pelo fim de semana, pelas férias, pelo fim do ano, pela aposentadoria, estamos 

torcendo para que o dia da nossa morte se aproxime mais rápido. 

Dizemos que depois do trabalho vamos viver, mas esquecemos que a opção “vida” não é um 

botão “on/off” que a gente liga e desliga conforme o clima ou o prazer de viver. 

Com ou sem prazer, estamos vivos 100% do tempo. 

Vida é coisa constante. 

Vida acontece todo dia e poucas vezes as pessoas parecem se dar conta disso”. 

 

 

 

(Ana Cláudia Quintana Arantes) 
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RESUMO 

 

MARCADORES INFLAMATÓRIOS, CARDÍACOS E EXPRESSÃO 

DE  ECTOENZIMAS DO SISTEMA PURINÉRGICOEM 

PLAQUETAS DE PACIENTES HIV POSITIVOS 

 

AUTOR: João Felipe Peres Rezer 

ORIENTADORA: Daniela Bitencourt Rosa Leal 

Local e Data: Santa Maria, 25 de abril de 2016.  

 

Estudos atuais têm demonstrado que a infecção pelo HIV e o tratamento 

antirretroviral podem favorecer um estado pró-coagulante e dislipidemias, os 

quais contribuem para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares. As 

plaquetas estão envolvidas nas cardiopatias, e possuem numerosas enzimas, 

entre elas as ectoenzimas do sistema purinérgico, responsáveis pela hidrólise 

de nucleotídeos de adenina. Estes nucleotídeos e o nucleosídeo da adenina 

induzem nas células diferentes respostas como proliferação, diferenciação, 

quimiotaxia, liberação de citocinas, angiogênese, ativação de células 

endoteliais e agregação plaquetária. São eles o ATP, o ADP, o AMP e a 

adenosina, cujas concentrações extracelulares são 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 pró e anti-inflamatórias (IL-6, IL-17, IFN-gamma, TNF, IL-10, IL-4, 

IL-2); e os marcadores cardíacos (troponina, LDH, CK, CK-MB, PCR); avaliar a 

atividade e expressão de ectoenzimas em plaquetas de pacientes HIV 

positivos, verificando assim a importância da sinalização purinérgica na 

tromborregulação, na resposta imune e inflamatória. Avaliou-se ainda, a 

agregação plaquetária, o perfil lipídico e a atividade in vitro destas ectoenzimas 

utilizando doses próximas às terapêuticas. Foram incluídos no estudo 

pacientes HIV positivos, em acompanhamento no ambulatório de infectologia 

do HUSM. Os resultados revelaram alterações na atividade das ectoenzimas 

(E-NTPDase, E-5’-nucleotidase e E-ADA) em plaquetas, sem apresentar 

alteração na expressão. A E-NTPDase mostrou alteração (P<0.05) na hidrólise 

do ATP em no grupo HIV em relação ao grupo controle. Para a hidrólise de 

ADP foi observada uma menor atividade (P<0.05) no grupo HIV HAART em 

comparação com o grupo de controle. O grupo HIV HAART em comparação 

com o grupo HIV diminuiu 1,2 vezes a hidrólise do ADP (P<0,05). Hidrólise 

enzimática do AMP aumentou em 53% (P<0.05) no grupo HIV, em comparação 

com o grupo de controle. Entre o grupo controle e HIV HAART não houve 

diferença significativa (P>0,05) na hidrólise do AMP. E-ADA apresentou uma 

redução de 49.6% na sua atividade no grupo HIV HAART em comparação com 

o grupo controle. Também foi observada uma redução de 34,8% na atividade 

de E-ADA, quando comparado o grupo HIV com o grupo controle (P<0,05). Não 

houve diferença significativa entre os grupos HIV HAART e HIV (P>0,05) na 
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atividade da E-ADA.  A agregação plaquetária destes pacientes revelou-se 

aumentada, em 26% e 40% usando o agonista ADP (P<0,05). Foram observadas 

alterações no perfil lipídico, com aumento nos níveis séricos de colesterol LDL, redução 

no colesterol HDL e aumento de triglicerídeos no grupo de pacientes HIV 

positivos sob o uso de terapia antirretroviral. Estes pacientes apresentaram 

uma elevação (P<0.05) nas concentrações séricas de IL-6 e INF-gamma 

(P<0.05), sem alteração de marcadores cardíacos específicos; com exceção da 

proteína C reativa (PCR) que também é marcador inflamatório. Não houve 

alteração significativa na atividade in vitro das ectoenzimas em plaquetas 

quando incubadas com os fármacos antirretrovirais. Os resultados sugerem 

que as ectoenzimas do sistema purinérgico estão envolvidas no processo de 

tromborregulação dos pacientes HIV positivos. Indicam ainda alterações nos 

perfis inflamatório, lipídico e de agregação plaquetária que podem corroborar 

para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Os parâmetros relatados 

neste estudo podem ser úteis na identificação do risco cardiovascular, no 

monitoramento da patologia e no acompanhamento da evolução do tratamento 

antirretroviral no seu uso crônico. 

   

Palavras –chave: HIV. Plaquetas.  CD39. CD73. Inflamação.  
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ABSTRACT  

 

INFLAMMATORY MARKERS / CARDIACS, ECTOENZYMES 

ACTIVITY AND EXPRESSION IN PLATELETS OF PATIENTS HIV 

POSITIVE  

 

AUTHOR: João Felipe Peres Rezer 

GUIDANCE: Daniela Bitencourt Rosa Leal 

Place and Date: Santa Maria, April 25, 2016. 

 

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 
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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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INTRODUÇÃO 

 

A infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) é acompanhada 

por alterações funcionais relacionadas ao sistema imunológico e a respostas 

bioquímicas. Este vírus é transmitido basicamente pelas vias sexual, parenteral 

e vertical (UNAIDS, 2014). Desde sua descoberta, no início 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 destruição dessas 

células pode ocorrer pelo efeito citopático do vírus. Adicionalmente, existe um 

aumento da apoptose dessas células e, por expressarem antígenos virais no 

nível da membrana, as células podem também ser destruídas por 

citotoxicidade mediada pela célula TCD8+, fenômeno que também contribui 

para a redução das células CD4+. Sendo a célula TCD4+ uma das mais 

importantes na cooperação da resposta imune, a diminuição numérica e a 

alteração de sua função levam a uma supressão da resposta imunológica 

(MACHADO e CARVALHO, 2004) e ao envolvimento de mecanismos 

inflamatórios. 

A terapia antirretroviral (TARV), baseada em esquemas contendo pelo 

menos três fármacos, mostra-se altamente eficaz na redução da mortalidade 

associada à infecção pelo HIV. Entretanto, a TARV pode induzir complicações 

metabólicas graves, tais como resistência à insulina, síndrome metabólica, 

lipodistrofia e doenças cardiovasculares. Os efeitos metabólicos da TARV no 

incremento do risco de aterosclerose precoce e acelerada, em pacientes 

infectados por HIV, são cada vez mais evidentes KELESIDIS & CURRIER, 

2014; ASHK et al., 2015; ESTRADA et al., 2015). 

Desta forma, com os avanços tecnológicos e o melhor conhecimento da 

etiopatogenia da AIDS, a avaliação de ectoenzimas em plaquetas e os perfis 

lipídico, inflamatório e cardíaco, são importantes para melhor compreensão da 

tromborregulaçao e o risco cardiovascular na infecção pelo HIV.  
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REFERÊNCIAL BIBLIOGRÁFICO 

 

A síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) é causada pelo vírus 

da imunodeficiência humana (HIV) e esta doença é caracterizada por ser uma 

infecção crônica (KLIMAS et al., 2008). O HIV pertence a uma classe de micro-

organismos denominada de retrovírus e ao subgrupo lentivírus (CHIU e YANIV 

et al., 1985). Evidências relatam que o HIV, anteriormente teria como seu 

hospedeiro natural o chipanzé e foi transmitido para o homem no início do 

século XX nos países do oeste africano (KEELE et al., 2006).    

 No ano de 1981, a epidemia da infecção pelo HIV teve seu início, 

quando o Center for Disease Control and Prevention (CDC) relatou a morte de 

cinco indivíduos homossexuais masculinos devido a uma infecção pulmonar 

rara causada pelo agente Pneumocystis carinii (CENTER FOR DISEASE 

CONTROL AND PREVENTION, 1981), hoje denominado Pneumocystis 

jeroveci. A identificação do agente causador desta epidemia foi reconhecida 

somente no ano de 1983 (FAUCI, 1999; ELEOPULOS et al., 2004).  

Este vírus tem sua estrutura (FIGURA 1) formada por um envelope, uma 

bicamada lipídica derivada da célula do hospedeiro e as glicoproteínas gp120 e 

gp41, responsáveis pela entrada do vírus na célula do hospedeiro. 

Internamente, uma matriz proteica (p17) envolve o capsídeo viral (p24). No 

interior do capsídeo está o genoma viral que consiste de duas fitas simples de 

RNA associadas a três 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 vírus predominante nas regiões da Europa, Estados 

Unidos, África Central e América do Sul, incluindo o Brasil, sendo o mais 

prevalente entre os dois tipos. O HIV-2 é encontrado principalmente em 

indivíduos infectados na região oeste do continente Africano, possuindo 

características muito similares ao HIV-1, visto que tem o mesmo tropismo por 

células do sistema imune e causa a síndrome da imunodeficiência aguda 

(TEBIT et al., 2007).  
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Figura 1: Estrutura do HIV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            

Fonte: Adaptado de BRASIL; 2013. 

 

A transmissão do HIV acontece durante o contato sexual sem o uso de 

preservativos, de mãe para filho, na exposição a produtos contaminados com 

sangue e em usuários de drogas injetáveis que podem contaminar-se com o 

vírus assim como em pessoas que manipulam inadequadamente produtos 

contendo sangue contaminado (SLEASMAN; GOODENOW, 2003).  

Dados atuais revelam que desde o início da epidemia de AIDS no Brasil, 

até junho de 2015, foram registrados no país 798.366 casos de AIDS. Além 

disso, o último boletim epidemiológico destaca que, em 2014, o ranking das 

Unidades da Federação com as maiores taxas de detecção de HIV/AIDS, 

mostra que o estado do Rio Grande do Sul, apresenta a segunda maior taxa de 

detecção, com valores de 38,3 casos para cada 100 mil habitantes, ficando 

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

Como citado anteriormente, a maioria das infecções pelo HIV ocorre 

através das mucosas do trato genital ou retal durante a relação sexual. Nas 

primeiras horas após a infecção pela via sexual, o HIV e células infectadas 
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atravessam a barreira da mucosa, permitindo que o vírus se estabeleça no 

local de entrada e continue infectando linfócitos TCD4+ (TCD4+), além de 

macrófagos e células dendríticas (BRASIL, 2013).  

  Após a transmissão do HIV, as células dendríticas, os macrófagos e os 

linfócitos TCD4+ migram e hospedam o vírus para região dos tecidos linfoides 

durante um período de três a cinco dias. Essas células permitem que ocorra a 

replicação viral dentro de aproximadamente quatorze dias após a exposição 

(ZHANG et al., 1999). 

 O ciclo de vida do HIV pode ser dividido em fases precoces e tardia. 

Geralmente, a fusão viral inicia-se após uma interação entre as glicoproteínas 

virais e a superfície das células TCD4+. Isto é seguido pelo 

desencapsulamento do vírus e a transcrição reversa do genoma do RNA viral 

em DNA pró-viral. Subsequentemente, o DNA recém sintetizado é associado a 

um complexo de núcleo-proteína, denominado complexo de pré-integração 

(PIC), que inclui a proteína viral matriz, transcriptase reversa, integrase e a 

proteína acessória VPR (proteína viral R) (NISOLE; SAIB, 2004).   

Este ciclo viral tem sequência com a expressão do gene pró-viral pela 

maquinaria da célula hospedeira, o que resulta em poliproteínas precursoras 

virais. A poliproteína gag-pol, é clivada pela enzima viral protease, ocorrendo 

então a produção de proteínas virais maduras para a montagem do virion. Isto 

é seguido pelo brotamento, maturação viral e finalmente, a liberação de virions 

infectantes para novas células do hospedeiro (LAITH; NOURI, 2007).  

Fatores como infecções oportunistas, marcadores de ativação 

imunológica e perda de peso dos indivíduos infectados, estão associados com 

a progressão da doença causada pelo HIV. Em alguns casos, estes fatores, 

podem estar relacionados com a diminuição da sobrevida, os quais podem ser 

relacionados entre os indicadores da gravidade e/ou progressão da doença 

(SULLIVAN et al., 1998; SULLIVAN, 2002). 

A infecção pelo HIV-1 cursa com um amplo espectro de manifestações 

clínicas, desde a fase aguda até a fase avançada da doença. Em pessoas que 

se infectam com o HIV e não realizam tratamento, é estimado que o tempo 

médio entre o contágio e o aparecimento da doença esteja em torno de dez 

anos (BRASIL, 2013).  
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A evolução da infecção pelo HIV inicia com a infecção primária ou fase 

aguda da infecção, que geralmente é assintomática e corresponde ao período 

de elevada carga viral. Em geral, as manifestações começam a surgir de duas 

a quatro semanas após a contaminação e podem apresentar características 

clínicas inespecíficas como febre, linfadenopatia, cefaleia, mialgia, artralgia, 

anorexia, náusea, vômito, diarreia e exantema maculopapular eritematoso. Mas 

a fase aguda é autolimitante e rápida, com duração aproximada de até 30 dias. 

A infecção primária de curso mais severo tem sido relacionada a uma rápida 

progressão da doença. Nesta fase, os exames laboratoriais apresentam uma 

diminuição na contagem de células T CD4+ (BARTLETT; MOORE, 1999). 

A soroconversão em geral ocorre após duas a seis semanas do contágio 

e antes desse período, os testes sorológicos para a detecção de anticorpos 

anti-HIV-1 não são reagentes em decorrência da pequena quantidade de 

anticorpos produzida e também devido à sensibilidade dos testes. Este período 

é compreendido como janela imunológica, quando a resposta imune adaptativa 

é capaz de controlar parcialmente a infecção e a replicação viral (STAPRANS; 

FEINBERG, 2004). 

Com a resolução do quadro de infecção primária e a soroconversão, o 

paciente entra na fase crônica da infecção assintomática sendo conhecida 

como fase de latência clínica. Esta fase pode subsistir por vários meses ou até 

alguns anos. A replicação viral permanece nos órgãos linfoides, porém, 

identifica-se um processo de equilíbrio dinâmico no qual a destruição das 

células TCD4+ é parcialmente contrabalanceada pela sua produção. Por 

conseguinte, ocorre uma destruição lenta e gradativa de células TCD4+, 

macrófagos e células dendríticas (BARTLETT; MOORE, 1999; GESKUS et al., 

2007). 

Ao término do período de latência, com o declínio constante de células T 

CD4+, o sistema imunológico começa a evidenciar a sua fragilidade frente ao 

HIV-1; apresentando a contagem absoluta de células TCD4+ que pode chegar 

a níveis abaixo de 200 céls/mm3 e o surgimento de doenças oportunistas, 

caracterizando assim, o início da infecção sintomática 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 indivíduos infectados 

progredia para um estado de quase completa destruição das funções do 

sistema imunológico. Anteposto, vale destacar que somente a partir do ano de 

1996, com o surgimento da terapia antirretroviral (TARV), houve uma grande 

mudança no curso da história natural da infecção pelo HIV. O uso combinado 

dos antirretrovirais levou à redução acentuada da carga viral plasmática, 

elevação significativa e prolongada no número de linfócitos TCD4+ e, 

consequentemente, à diminuição 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 fármacos antirretrovirais disponíveis (FIGURA 2) para o uso podem 

ser divididos em quatro grupos de acordo com o mecanismo pelo qual eles 

interrompem o ciclo de vida do vírus. Estes grupos dividem-se entre: os 

Inibidores da transcriptase reversa, que inibem a transcriptase reversa viral por 

competição com os nucleotídeos naturais, ou por redução da sua atividade 

catalítica. Já os inibidores de protease desativam a protease e com isso, 

impedem a geração de novos virions capazes de infectar outras células.  Outra 

classe são os inibidores de integrase que atuam impedindo a integração do 

DNA viral no genoma nuclear. Os inibidores de fusão impedem a fusão entre o 

invólucro do vírus 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 observação, o uso 

da terapia antirretroviral foi fortemente associado com o risco de doença 

cardiovascular (FOWKES et al., 2003; KLEIN et al., 2005; UNAIDS/WHO, 

2008).  
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Figura 2 -  Fármacos atualmente utilizados na terapia antirretroviral (TARV) 

combinada com seu mecanismo de ação e principais efeitos adversos 

 

Fonte: Adaptado de KRAMER et al., 2008. 

Anterior ao início da terapia antirretroviral, pensou-se que a doença 

cardíaca coronariana relacionada ao HIV estava associada à infecção pelo 

citomegalovírus ou ao HIV per si, apesar da associação entre a infecção viral e 

lesões arteriais coronarianas não ter ficado bem estabelecida (ANDERSON et 

al., 1990). Posteriormente, estudos imuno-histoquímicos possibilitaram a 

documentação objetiva da presença do HIV em artérias coronárias 

comprometidas por inflamação e obstrução aterosclerótica (BARBARO et al., 

2001).   

Em avaliações internacionais (BATTEGAY et al.,2009; MARTNEZ et al., 

2009) e nacionais (PACHECO et al., 2008), foi revelado que as doenças 

cardiovasculares, bem como as anormalidades metabólicas pró-aterogênicas 

induzidas pela TARV e a inflamação crônica associada à infecção pelo HIV, 

influenciam na sobrevida dos pacientes infectados pelo HIV submetidos à 

TARV.  

Diversos distúrbios clínicos e laboratoriais de lipídios e metabolismo da 

glicose têm sido cada vez mais relacionados em pacientes com infecção por 
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HIV após o advento da terapia antirretroviral (VIRABEN; AQUILINA, 1999; 

BEHRENS et al., 1999). Várias vias metabólicas foram postuladas para explicar 

o uso da terapia antirretroviral associada a alterações no metabolismo lipídico, 

incluindo a indução da resistência à insulina, a inibição da lipoproteína-lipase 

causada por fator de necrose tumoral-alfa, a supressão da replicação do HIV, 

ou mudanças sutis no sistema endócrino e na homeostase (CALZA; 

MANFREDO; CHIODO, 2003). Estes e outros fatores estão ilustrados na figura 

3: 

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

durante a infecção pelo HIV 

 

 

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

 Algumas nomenclaturas já foram postuladas para a SLHIV (síndrome 

lipodistrófica do HIV (CARR, 2000), tais como síndrome da redistribuição da 

gordura corporal (HADIGAN, 2003), síndrome metabólica associada à terapia 

anti-retroviral (ARV) (MONTESSORI et al., 2004) ou, lipodistrofia dislipidêmica 

associada ao HIV/HAART (HADL) (BALASUBRAMANYAN et al., 2004). 
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Sposito e colaboradores (2007) evidenciaram que o aumento da 

incidência de eventos vasculares e trombóticos agudos nestes pacientes foi 

atribuído também à trombofilia e a um perfil lipídico desfavorável devido à 

redução dos níveis de HDL e à elevação de triglicerídeos e de lipoproteínas.  

Além disso, tem sido demonstrado que uma alta proporção de pacientes 

tratados com TARV, especialmente aqueles que incluem inibidores de protease, 

apresentam distúrbios metabólicos (dislipidemia, resistência à insulina) e 

alterações fisiológicas (lipodistrofia e lipoatrofia), bem como aumento do risco 

de doença cardiovascular (doença 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 Clínico e Diretrizes 

Terapêuticas para o Manejo da Infecção pelo HIV em Adultos” (PCDT), dando 

mais um importante passo para a resposta à epidemia, ao se tornar o primeiro 

país em desenvolvimento e o terceiro do mundo a recomendar o início imediato 

da TARV para todas as pessoas HIV positivas, independentemente da 

contagem de células CD4+. Vários estudos revelam que o início cada vez mais 

precoce da TARV não só melhora a qualidade de vida das pessoas vivendo 

com HIV/AIDS (INSIGHT et al., 2015), mas também reduz o risco da 

transmissão do vírus (COHEN et al., 2011; LIMA et al., 2015), e essa 

recomendação foi posteriormente adotada por diversos outros países e pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (BRASIL, 2015).  

As respostas adaptativas contra o HIV, principalmente, a de linfócitos T 

citotóxicos (CTL) específicos, suprimem a replicação viral, mas contribuem 

igualmente para o aumento da ativação imune crônica (KOTTILIL et al., 2000). 

A ativação celular de TCD8+ nos indivíduos infectados tem sido relacionada à 

diferenciação atípica na população de células T (CHAMPAGNE et al., 2001), 

devido a um processo que envolve a via de sinalização “proteína quinase 

ativada por mitógenos” (MAPK) (D’SOUZA et al., 2008). Esta via também 

contribui com a patogênese da doença, pois é ativada em resposta a estímulos 

contínuos de estresse e ao ambiente pró-inflamatório. Diversas das etapas do 

ciclo de replicação do HIV parecem depender desse estímulo de mitógenos, 
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como o desbloqueio da transcrição reversa e integração completa do DNA pró-

viral (ZYBARTH et al., 1999).  

As alterações inflamatórias subclínicas que ocorrem na parede arterial, 

desencadeadas por fatores de risco cardiovascular, são implicadas na 

patogênese da doença aterosclerótica (ROSS, 1999). Embora a infecção pelo 

HIV provoque imunossupressão e consequente diminuição da resposta 

inflamatória sistêmica, a mesma provoca profundas alterações da função 

endotelial, semelhante às encontradas na reação inflamatória subclínica própria 

da doença aterosclerótica difusa. Os níveis elevados de fator de von 

Willebrand, uma glicoproteína que provoca agregação plaquetária, são 

encontrados nestas duas situações e se correlacionam com níveis de citocinas 

pró-inflamatórias. Considerando que os níveis plasmáticos de fator de von 

Willebrand têm valor prognóstico na doença coronariana se faz necessário 

também salientar que a expressão da proteína S está diminuída na infecção 

pelo HIV e auto- anticorpos pró-trombóticos anti-fosfolípides são produzidos em 

maior quantidade nestes pacientes (SUDANO et al., 2006).   

 A avaliação sistemática da creatino quinase (CK total) e da subfração 

MB (CKMB) pós–intervenção coronária percutânea revela que 5% a 40% dos 

pacientes tratados com sucesso apresentam elevação do nível sérico destas 

enzimas, o que provavelmente representa necrose miocárdica em algum grau 

(ADELMEGUID, 1996; CALIFF et al., 1998; HOLMES, 2001). Sabe-se ainda, 

que a análise de outros marcadores bioquímicos muito sensíveis e específicos 

para a identificação de lesão miocárdica como a troponina, intensificou a 

detecção deste fenômeno, que tem sido muito mais frequentemente observado 

na população (CENTEMERO et al., 2000; STONE et al., 2001).  

Sabe-se que a infecção e a replicação do  HIV são continuamente 

regulados por uma rede de citocinas e várias das citocinas envolvidas nesta 

rede têm sido relatadas por modular a replicação de HIV-1 em células da 

linhagem de macrófagos (KEDZIERSKA et al., 2003). Com isso, a resposta 

inflamatória e tromborregulatória podem ter papéis importantes no 

desenvolvimento de doenças cardiovascular durante a infecção pelo HIV.  

Neste sentido, a função endotelial tem sido implicada na aterogênese, 

no controle do comportamento dinâmico de placa, e prevê a ocorrência 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 cicatrização de feridas 

durante o reparo tecidual e da hemostasia, são componentes envolvidos 

também nos processos inflamatórios e imunológicos (PAGE, 1989; WEKSLER, 

1992).  

As plaquetas desempenham um papel fundamental na hemostasia, 

intervindo rapidamente na presença de lesões endoteliais. Possuem 

aproximadamente 3 µm de diâmetro, sem núcleo, com forma e tamanho 

variável (FROJMOVIC & PANJWANI, 1976), resultando da fragmentação dos 

megacariócitos na medula óssea (CASTRO et al., 2006). A contagem normal 

em adultos é de 150-450 X 109/L, onde 70% estão presentes na circulação e 

30% no baço. A produção plaquetária leva aproximadamente 4 dias e possui 

uma vida média de 9 dias em um ser humano normal (HARKER & FINCH, 

1969). Vários hormônios e citocinas interferem no desenvolvimento dos 

megacariócitos, como eritropoetina e interleucinas 3 (IL-3), 6 (IL-6) e 11 (IL-11) 

(KAUSHANSKY, 1995).  

A membrana da plaqueta é constituída por uma camada bifosfolipídica, 

contendo muitos receptores responsáveis pelo desencadeamento da ativação 

plaquetária e de reações de adesão-agregação (ZAGO et al., 2004). Estes 

receptores são ativados por diferentes agonistas como o colágeno, fator de von 

Willebrand (FvW), ADP, ATP, epinefrina e a trombina. Os receptores 

plasmáticos são glicoproteínas (GPs) com estruturas distintas como, por 

exemplo, o receptor GPIb-IX-V, que é um complexo de proteínas da família das 

moléculas ricas em leucinas; o receptor GPVI da superfamília das 

imunoglobulinas; ou ainda os receptores de ADP/ATP ou de trombina, que são 

receptores purinérgicos e integrinas (HARTWIG, 2002).  

O citoesqueleto é composto por uma rede de estruturas filamentosas 

que fornece a sustentação para a forma discóide da plaqueta, e por um sistema 

contrátil que permite a mudança da forma discóide para a forma dendrítica, 

perante seu estado de ativação (LORENZI et al., 2003). Esta mudança permite 

o prolongamento de pseudópodos, a contração interna e a liberação dos 

constituintes granulares.  
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O sistema tubular denso é um conjunto de túbulos no citoplasma, que 

constitui o principal local de armazenamento do cálcio intraplaquetário 

(LORENZI et al., 2003). O sistema canalicular aberto consiste numa rede 

membranosa intracitoplasmática que permite a troca de moléculas com o meio 

externo, por onde ocorre a liberação dos grânulos de secreção quando a 

plaqueta está ativada (CASTRO et al., 2006).   

As plaquetas circulam normalmente no sangue como entidades isoladas 

que não interagem umas com as outras ou com outros tipos celulares. 

Entretanto, sob um trauma vascular ou tecidual, com exposição do 

subendotélio e do colágeno subjacente, as plaquetas rapidamente aderem ao 

local lesado, formando um tampão hemostático primário e iniciando uma série 

de fenômenos que tem por finalidade evitar a hemorragia (SCHAFER, 1996; 

LORENZI et al., 2003).    

Com isso, fica evidente que as plaquetas são as principais responsáveis 

pela manutenção da integridade vascular, sendo capazes de responder 

rapidamente frente a qualquer alteração no endotélio vascular devido a suas 

propriedades de adesão, liberação de substâncias e agregação. Ressalta-se 

ainda, que os eventos cardiovasculares resultantes da oclusão por trombos em 

locais que apresentam ruptura de placas devido à ativação, adesão de 

plaquetas e à formação de coágulo de fibrina são a principal causa de morte e 

invalidez mundial (BAKKER et al., 1994; BIRCK et al., 2002; MARCUS et   al., 

2001). Diversas biomoléculas são capazes de desempenhar papéis 

importantes nas funções plaquetárias. Considerando isto, vale ressaltar que 

aproximadamente 90% dos nucleotídeos presentes nas plaquetas são 

constituídos por nucleotídeos de adenina (LUTHJE & OGILVIE, 1983). 

 Sendo assim, é importante frisar que diversos estudos referem que os 

nucleotídeos, ATP e ADP, secretados por leucócitos, plaquetas e células 

endoteliais danificadas, servem como mediadores capazes de modular o 

processo inflamatório e trombose vascular (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). 

Após a infecção em humanos por agentes patogênicos, respostas imunes são 

montadas para controlar os agentes da infecção. O sistema de sinalização 

purinérgica desempenha um importante papel na modulação da resposta imune 

e inflamatória através de biomoléculas extracelulares, como os nucleotídeos da 
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adenina (ATP, ADP e AMP) e seu derivado nucleosídeo adenosina 

(ZIMMERMANN, 2000; RALEVIC & BURNSTOCK, 2003).   

Os nucleotídeos da adenina como ATP, ADP e AMP e o nucleosídeo 

adenosina não são capazes de atravessar a membrana celular, porém podem 

realizar suas ações biológicas através de receptores purinérgicos específicos 

que estão presentes na superfície celular (DI VIRGÍLIO et al., 2001). Ao 

interagirem com os receptores purinérgicos presentes na superfície celular, 

sinalizam vias de grande importância que medeiam diversos efeitos biológicos, 

incluindo a contração do músculo liso, a neurotransmissão, a resposta imune, a 

agregação plaquetária, a inflamação, a dor e a modulação da função cardíaca 

(RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). O ATP possui diversas funções fisiológicas, 

como a neurotransmissão, a inibição da agregação plaquetária, e a indução da 

secreção de importantes mediadores por parte dos linfócitos T como INF-α e IL-

2 que estão envolvidos na resposta imune (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). 

O ADP não possui um papel definido nos linfócitos (DI VIRGILIO et al, 2001), 

porém nas plaquetas, ele age como um importante mediador da agregação 

plaquetária e da tromborregulação, podendo ser liberado na circulação 

sanguínea após danos teciduais (ZIMMERMANN, 1999).  

Em condições fisiológicas, estes nucleotídeos são encontrados no meio 

extracelular em baixas concentrações (DI VIRGILIO et al, 2001). No entanto, 

altas concentrações do ATP extracelular podem formar poros nas membranas 

celulares, resultando em mudanças osmóticas na célula (LEAL et al., 2005), 

levando à morte celular.  

O ATP extracelular e seus metabólitos são reconhecidos por duas 

famílias de receptores purinérgicos P1 e P2, presentes na superfície de 

diversas células. Os purinoreceptores P2 podem ainda ser divididos em duas 

subclasses: acoplados à proteína G (chamados de P2Y) e os ligados a canais 

iônicos (designados P2X) (DI VIRGÍLIO et al, 2001). As enzimas que hidrolisam 

nucleotídeos extracelulares são as responsáveis por regular as concentrações 

de nucleotídeos extracelulares nos tecidos, sendo conhecidas como 

ectonucleotidases. Estas estão ancoradas à superfície celular e podem ser 

classificadas como família 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 ectonucleotidásica com a hidrólise dos nucleotídeos monofosfatados, 

resultando em adenosina (ZIMMERMANN, 1996). Essas enzimas atuam 

formando uma cascata enzimática que é continuada pela ação da ectoenzima 

adenosina desaminase (E-ADA; E.C 3.5.4.4) (CRISTALLI et al, 2001). Estas 

ectoenzimas são ilustradas em cascata na figura 4. 

 

Figura 4: Ectoenzimas envolvidas na degradação de nucleotídeos e 

nucleosídeos da adenina.  

 

Fonte: Adaptado de Yegutkin, 2008. 

 

A E-NTPDase inicia a cascata de hidrólise de nucleotídeos da adenina, 

sendo conhecida como um marcador de superfície celular (CD39). Esta enzima 

encontra-se presente em linfócitos, plaquetas e células do endotélio vascular, 

desempenhando importante controle da função dos linfócitos, incluindo o 

reconhecimento do antígeno e ativação de funções efetoras das células T 

citotóxicas (FILIPPINI et al., 1990), além da capacidade de gerar sinais que 

amplificam interações célula-célula (KACSMAREK et al., 1996).  
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Oito membros desta família já foram identificados e diferem quanto à 

especificidade de substratos, distribuição tecidual e localização celular. As E-

NTPDases 1, 2, 3 e 8 localizam-se na superfície celular com o sítio catalítico 

voltado para o meio extracelular. Já as E-NTPDases 5 e 6 tem expressão 

intracelular e as E-NTPDases 4 e 7 têm sua localização intracelular, voltada 

para o lúmen da organela citoplasmática (ROBSON et al., 2006).  

As E-NTPDases expressam seus genes  em vertebrados e também em 

invertebrados, plantas, fungos e importantes patógenos humanos, como 

Herpetomonas muscarum, Toxoplasma gondii, Leishmania amazonensis, 

Trichomonas vaginalis, Schistosoma mansoni e Trypanosoma cruzi, atuando 

como facilitadores da infecção, estando possivelmente envolvidos com a 

captação de purinas, capacidade infectiva e modulação 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 expressão da CD39 já foi observado em plaquetas de 

pacientes diabéticos e hipertensos; pacientes com doença de chagas (LUNKES 

et al., 2008; SOUZA et al., 2012). A presença de E-NTPDase, na membrana de 

células endoteliais, constitui um fator preponderante na manutenção da 

homeostasia vascular (BIRK et al., 2002). Enfatiza-se ainda, que as respostas 

trombóticas e inflamatórias podem ser moduladas pela expressão da 

CD39/ATPDase (KOZIAK et al., 1999). 

 

Por sua vez, a enzima ecto-5’-nucleotidase é um marcador de superfície 

celular (CD73), indicativo de maturação de linfócitos (THOMPSON et al., 1986). 

Esta amplamente distribuída em bactérias, plantas e animais, a enzima catalisa 

a hidrólise da ligação fosfodiéster de vários nucleosídeos 5’-monofosfatado 

(ex.: AMP) a seus respectivos nucleosídeos (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 localização 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 responsáveis pela degradação dos nucleotídeos e 

nucleosídeos da adenina (YEGUTKIN, 2008). Responsável por catalisar a 

desaminação irreversível 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 particulares propriedades bioquímicas (SHAROYAN 

et al., 2006).  A regulação da concentração extracelular de adenosina, foi uma 

das primeiras funções fisiológicas atribuídas à ecto-ADA, logo após sua 

descoberta na membrana celular (FRANCO et al., 1997).  

A adenosina é liberada de células, dependendo da sua concentração 

intracelular ou ser proveniente da degradação do ATP extracelular devido à 

ação de ectonucleotidases. O controle da sinalização adenosinérgica também 

pode ser exercido através da via de recuperação da adenosina através de 

transportadores de nucleosídeos, seguida por fosforilação à AMP pela 

adenosina quinase ou desaminação à inosina pela ADA citosólica (HASKÓ; 

CRONSTEIN, 2004). A adenosina é uma biomolécula que sinaliza processos 

endógenos regulando diversos processos tanto fisiológicos como patológicos 

(FREDHOLM et al., 2001). Este nucleosídeo é produzido em resposta a 

situações de estresse metabólico ou dano celular e altas concentrações de 

adenosina extracelular ocorrem em situações de isquemia, hipóxia inflamação 

e trauma (HASKÓ; CROSTEIN, 2004). As concentrações de adenosina 

extracelulares em situações hemostáticas ficam em níveis nanomolares (10 a 

20 nM), já em situações de estresse tecidual ou hipóxia estes níveis são 

elevados a concentrações micromolares (10 a 100µM) (FREDHOLM et al., 

2001).  

Com isso, sabe-se que os processos fisiológicos cardiovasculares são 

controlados por uma complexa rede de sinalização celular. Entre os seus 

mensageiros menos compreendidos, estão os nucleotídeos da adenina (ATP, 

ADP e AMP) e o seu derivado nucleosídeo (adenosina). Como referido 

anteriormente, essas moléculas regulam diferentes mecanismos. Os níveis 

extracelulares de ATP, ADP e AMP e do nucleosídeo adenosina, são regulados, 
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principalmente, pela sua hidrólise através das ectoenzimas E-NTPDase, E-5’-

nucleotidase e E-ADA citadas anteriormente. Este conjunto, juntamente com os 

receptores purinérgicos, formam o sistema purinérgico, que é caracterizado por 

ser uma via de sinalização importante, desencadeando múltiplos efeitos 

celulares, incluindo resposta imune, inflamação, dor, agregação plaquetária, 

vasodilatação mediada pelo endotélio, proliferação e morte celular 

(BURNSTOCK; KNIGHT, 2004). 

Diante do exposto, a avaliação da atividade e expressão de ectoenzimas 

que degradam nucleotídeos e nucleosídeo da adenina em plaquetas, dos perfis 

lipídico, inflamatório e de agregação plaquetária, bem como dos parâmetros 

cardíacos, é necessária para uma melhor compreensão da fisiopatologia do 

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

 Avaliar os marcadores inflamatórios e as ectoenzimas que degradam 

nucleotídeos e nucleosídeo da adenina em plaquetas de pacientes HIV 

positivos. 

 

Objetivos específicos:  

Em indivíduos controles e pacientes HIV positivos: 

 Determinar a atividade das enzimas E-NTPDase, E-5’-nucleotidase e E-

ADA em plaquetas; 

 Determinar a expressão de CD39 e CD73 em plaquetas; 

 Avaliar o perfil lipídico (colesterol total, LDL, HDL e triglicerídeos); 

 Avaliar a agregação plaquetária; 

 Determinar as concentrações de citocinas pró- inflamatórias (TNF-α, IL-6,  

IL-17, IFN-gamma) e anti-inflamatórias (IL-2, IL-4, IL-10) no soro. 

 Avaliar os níveis séricos de marcadores cardíacos (CK, CK-MB, troponina, 

PCR, DHL). 

 Verificar o efeito de doses terapêuticas 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 estão apresentados sob a 

forma de um artigo e um manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão e Referências Bibliográficas, encontram-se 

compondo o próprio artigo/manuscrito e representam a íntegra deste 

estudo.  

 

1) 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. 

 

 

 

2) 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 está estruturado de acordo com as 

normas da revista científica para o qual será submetido: Clinical 

Biochemistry.  
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ARTIGO 1  
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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 I 

CHANGES IN INFLAMMATORY/CARDIAC MARKERS OF HIV POSITIVE 

PATIENTS AND IN VITRO EFFECT OF ANTIRETROVIRAL THERAPY ON 

THE ACTIVITIES OF ECTONUCLEOTIDASES IN HUMAN PLATELETS  

 

João F. P. Rezera, Stephen A. Adefegha a, Assis Eckerb, Daniela Passosa, 

Renata Pereiraa, Tatiana M. D. Bertoldoa , Daniela B. R. Leala  

 

a Programa de pós-graduação em Ciências Farmacêuticas, Centro de Ciências 

da Saúde, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima, 97105-900, 

Santa Maria, RS, Brazil. 

bPrograma de Pós- graduação em Bioquímica Toxicológica, Centro de Ciências 

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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1. 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 plaque 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). 

 

2. 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 (8.5µM)], 

Lamivudine (8.8µM)], Didanosine (6.0µM) and [Tenofovir (5.0µM)];  

protease Inhibitor [Atazanavir (7.6µM)]; integrase inhibitor 

[Raltegravir(3.6µM)]; fusion inhibitor [Enfuvirtide (1.0µM)] and entry 

inhibitor [Maraviroc (1.7µM)] 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 µg/µl) 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.  [20] modified by Lunkes et al. [21]. Briefly, peripheral blood was 

collected in 0.129 M sodium citrate as anticoagulant and centrifuged at 

160 × g for 15 min. Afterwards, the PRP was centrifuged at 1,400×g for 

30 min and washed twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH 7.0, containing 

142 mM NaCl, 2.5 mM KCl 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 Th1/ Th2/ 

Th17 Cytokine (CBA) was used to determine the serum concentrations 

(pg / ml) TNF-α, 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 TNFα 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-α 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 



50 

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.  



51 

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. 
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TABLE 1  
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FIGURE 1 

 

 
 
 

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  

 

 

 

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 

responsáveis pelo metabolismo do ATP e os perfis inflamatório, cardíaco e 

lipídico de pacientes HIV positivos. Considerando que, atualmente, um dos 

maiores desafios na área de HIV/AIDS é compreender a ativação imunológica 

persistente, a inflamação crônica e os mecanismos que influenciam no 

desenvolvimento das doenças cardiovasculares.  

Apesar das vantagens da terapia antirretroviral (TARV) em longo prazo, 

como os benefícios clínicos (principalmente o controle da carga viral), o início 

do seu uso tem ocorrido cada vez mais rápido. Devido a este fato, percebe-se 

a ocorrência precoce de eventos adversos causados pela TARV como, 

citotoxicidade e transtornos metabólicos (FIDLER et al., 2008).  

Neste cenário, o aumento do risco cardiovascular em indivíduos HIV 

positivos é evidente e esta relacionado a inúmeros fatores, incluindo alterações 

no perfil lipídico e a indução de alterações vasculares. 

Dados da literatura, relatam que o uso da TARV pode potencializar a 

dislipidemia, caracterizada principalmente pela redução do HDL-colesterol, 

níveis elevados de triglicerídeos, elevação do colesterol total e de LDL-

colesterol plasmáticos. Neste ponto, estas alterações no perfil lipídico estão em 

consonância com nosso estudo, já que, foram observados o aumento nos 

níveis séricos do colesterol total, aumento do colesterol LDL, redução do 

colesterol HDL e aumento de triglicerídeos. Estudos anteriores, relatam que a 

dislipidemia encontrada nos indivíduos HIV positivos, geralmente é do tipo 

mista, caracterizada por níveis de triglicerídeos notavelmente elevados, 

aumento de colesterol total e de colesterol plasmáticos e redução de HDL 

(HEATH et., 2000; PENZAK & CHUCK et al., 2000; HAERTER et al., 2004). 

Além disso, os achados deste estudo relacionados as alterações no 

perfil lipídico, podem estar ocorrendo não só pelo HIV e pela TARV, mas 

também pelo o estilo de vida e os hábitos alimentares de cada indivíduo. Já 

que, ainda não está estabelecido se a dislipidemia ocorre por um efeito direto 

da TARV ou se é resultado da interação entre vários outros fatores como: a 

predisposição genética, fatores ambientais como dieta e exercício físico ou 

outros fatores como a resposta do hospedeiro à infecção pelo HIV (MASIÁ-

CANUTO et al., 2006).  
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Relata-se que a própria infecção pelo HIV pode induzir à disfunção 

endotelial (CHI, 2000), aumentar o nível da proteína C reativa, contribuindo 

para a aceleração da aterosclerose (HUI, 2003), e propiciar a apoptose de 

células endoteliais (SUDANO, 2006). Nossos achados estão de acordo com 

estes autores, os níveis séricos de proteica C reativa, também estavam 

aumentados nos pacientes aqui investigados, suportando a ideia de perfil pró-

inflamatório durante a infecção.  

Outro ponto relevante é que um dos mecanismos que participam da 

ativação imune e inflamação, é o desequilíbrio homeostático do tecido linfoide 

associado ao intestino (GALT), o qual promove ruptura da barreira epitelial e a 

translocação microbiana para a circulação, aferida pelas dosagens de 

lipopolissacarideo (LPS) e CD14 solúvel (sCD14), entre outros marcadores 

(APPAY & SAUCE, 2008; REDHAGE et al., 2009;  REUBEN et al., 2013; HSU  

et al., 2013;  COWELL et al., 2015) . Essa  ativação imune, que pode ser 

desencadeada via toll like receptors (TLRs), ativa o fator de  transcrição NFкB, 

que irá transcrever citocinas e outros produtos inflamatórios, tais como, IL-6, IL-

8, HMGB1 (high mobility group box protein-1) e aumenta a expressão 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 disfunções vasculares ocorrem devido a distúrbios no fluxo vascular, 

ou devido a fatores pró-aterogênicos, tais como lipoproteínas modificadas ou a 

presença de citocinas pró-inflamatórias (LIBBY, 2010). Com isso, observa-se 

que nossos resultados, revelam o aumento nos níveis plasmáticos de IL-6 e 

INF-gamma, que são citocinas pró-inflamatórias e estas podem estar 

envolvidas como resposta do organismo frente às disfunções vasculares.  

Além disso, vale destacar que um estudo de Bilbis e colaboradores 

(2010), revelam que parâmetros de inflamação como D- dímero, PCR e IL-6 

estão envolvidos na mortalidade de indivíduos HIV positivos, e nota-se que 

nossos resultados demostram alterações em PCR e IL-6. Estes e outros 

parâmetros relacionam-se, também, ao aparecimento de outras doenças, 

independentemente da infecção pelo HIV ou como consequência do 

envelhecimento precoce. Por exemplo, hepatopatias, doença renal crônica, 
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diabetes mellitus alterações ósseas e neoplásicas, e doença  de Alzheimer e 

Parkinson (LORD & ASHWORTH, 2012).   

Estudos relatam que as células endoteliais tem papel importante na 

geração da resposta inflamatória contra estímulos nocivos circulatórios, tais 

como colesterol, produtos derivados do tabaco ou agentes infecciosos (STEIN, 

2001). Destaca-se que os níveis de colesterol nos pacientes HIV positivos, 

mostraram-se elevados, neste sentido, podemos sugerir um possível dano no 

endotélio como resposta ao estímulo dos níveis elevados de colesterol 

circulantes.  

O endotélio estaria atuando na linha de frente do mecanismo de defesa 

contra o desenvolvimento da lesão vascular, exercendo sua ação protetora 

através da modulação do tônus vascular, da estrutura vascular e da interação 

com componentes sanguíneos, sendo a disfunção endotelial um evento chave 

para o início e a progressão da doença vascular aterosclerótica (WANG, 2007). 

Os produtos finais de glicação avançada (AGEs) são resultados de 

reações não enzimáticas entre açúcares redutores e componentes celulares, 

incluindo proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos que podem se acumular no  

tecido vascular. Tais produtos interagem com seus receptores (RAGE), 

membros da superfamília das imunoglobulinas que estão expressos na 

membrana de vários tipos celulares. A expressão de RAGE aumenta em 

consequência do acúmulo de seus ligantes, como AGE, HMGB1 (high mobility 

group box protein 1) e mediadores inflamatórios (SANDLER ET AL., 2011). 

Quando essa ligação entre produtos e receptor acontece, vias celulares pró -

inflamatórias e pró-coagulantes são ativadas, o que aumenta a produção de 

moléculas de adesão, de citocinas inflamatórias como a interleucina 6 (IL-6).  

Neste sentido, vale destacar, que vários hormônios e citocinas interferem 

no desenvolvimento dos megacariócitos, como eritropoetina e interleucinas 3 

(IL-3), 6 (IL-6) e 11 (IL-11) (KAUSHANSKY, 1995). De acordo com isso, a 

influência da IL-6 no desenvolvimento de megacariócitos pode ser sugerida em 

nosso estudo, já que observamos aumento dos níveis séricos de IL-6 e 

também aumento da agregação plaquetária. Essa maior agregação 

plaquetária, poderia estar acontecendo, para compensar a disfunção do 

endotélio vascular, objetivando reparar a lesão endotelial causada pelos níveis 

elevados de colesterol total, LDL e triglicerídeos.  
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Outros autores também relatam aumento no perfil de agregação 

plaquetária em condições patológicas inflamatórias como a artrite reumatóide 

(BECKER et al., 2010) e distinto do nosso resultado, uma diminuição na 

agregação plaquetária em condições parasitárias como na doença de chagas 

(SOUZA et al., 2012).  

Nossos dados, ao revelarem, uma excessiva agregação plaquetária, 

podem sugerir esses efeitos na vasculatura danificada como uma 

consequência não só do colesterol, mas também do processo inflamatório 

desencadeado na infecção pelo HIV e indicado pelo aumento dos níveis 

séricos de IL-6, IFN-gamma e PCR..  

Levando em consideração toda a sinalização purinérgica e o controle 

dos nívies extracelulares dos nucleotídeos da adenina pelas ectoenzimas, 

observamos que a TARV foi capaz de manter os níveis extracelulares de ATP e 

AMP em condições fisiológicas. No entanto, revelou envolvimento no processo 

pró-coagulante, por diminuir a hidrólise do ADP e aumentar a agregação 

plaquetária. A diminuição da atividade da E-NTPDase, sugere níveis elevados 

de ADP extracelular que é um potente indutor de agregação plaquetária.  

O nucleotídeo ADP no meio extracelular atua como mediador primário da 

ativação plaquetária, contribuindo para homeostasia e formação de trombos, 

através do seu efeito agregatório após danos teciduais. Tanto o perfil pró-

inflamatório com a secreção aumentada de IL-6 e PCR e ainda a redução na 

atividade da E-NTPDase para a hidrólise do ADP, são capazes de evidenciar 

que os pacientes HIV positivos estão com um perfil pró- agregante, o qual pode 

desencadear ou acelerar o desenvolvimento das doenças cardiovasculares, 

ainda mais com as alterações nos níveis de lipídios circulantes observados.  

Em relação ao grupo HIV que não fazia uso de terapia antirretroviral, 

verificou-se que a hidrólise de ATP e ADP são aumentados, sugerindo a 

presença de baixos níveis de ATP e ADP extracelular. Vale destacar que, 

durante situações de estresse metabólico, a libertação de ATP intracelular 

seguida por catabolismo deste nucleótido é a fonte mais importante para o 

aumento nos níveis de adenosina extracelular. Com a diminuição da atividade 

da E-ADA no grupo sem tratamento, sugere-se maior concentração 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 diminuição da  atividade da E-ADA em plaquetas de pacientes com a 

foram indeterminada da doença de chagas.  Estes achados podem  representar 

um mecanismo dinâmico do organismo, a fim de preservar os níveis de 

adenosina no ambiente extracelular. Desta forma, a ação cardioprotetora da 

adenosina (KITAKAZE et al., 1999) minimizaria as alterações estruturais e 

funcionais na microvasculatura coronariana, as quais são responsáveis pela 

isquemia e necrose focal, permitindo que os pacientes permaneçam 

assintomáticos, sem alteração nos níveis séricos de troponina e CK-MB, 

justificando nossos achados em relação aos marcadores cardíacos específicos 

de miocárdio.  

Sabe-se que a CD39 (E-NTPDase) é uma proteína de membrana que 

hidrolisa um fosfato do ATP, convertendo-o em ADP. Este também é 

responsável pela hidrólise do ADP, reduzindo-o a AMP. A CD73 (E-5’-

nucleotidase) é uma glicoproteína que completa o ciclo de degradação, 

hidrolisando até AMP e reduzindo-o a adenosina. Esses receptores são os 

responsáveis por degradar ATP, ADP e AMP no meio extracelular. Estas 

moléculas são liberadas no meio extracelular via canais de panexinas, lise ou 

danos celulares, o que desencadeia o processo inflamatório. Estes receptores 

são considerados as maiores ectoenzimas metabolizadoras de nucleotídeos. 

Diante disso, consta-se um aumento na expressão da CD39 observado em 

plaquetas de pacientes diabéticos/hipertensos e pacientes com doença de 

chagas (LUNKES et al., 2008; SOUZA et al., 2012). Porém, em nosso estudo, 

nos pacientes HIV positivos, não foram detectadas alterações na expressão 

destas ectoenzimas em plaquetas.  

Diante das vastas especulações sobre o efeito da TARV e sua relação 

com o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, ao avaliarmos o efeito in 

vitro dos antirretrovirais na atividade da E-NTPDase e E-5’-nucleotidase em 

paquetas, não foi observada alteração na hidrólise dos nucleotídeos ATP, ADP 

e AMP. Resultados semelhantes foram obtidos no estudo de Leal e 

colaboradores (2011), que não identificaram alterações na atividade destas 

enzimas in vitro em linfócitos humanos.  
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A compreensão do risco de doença cardiovascular nos indivíduos com 

HIV é complexa. Desde a introdução da TARV, eventos de complicações 

cardiovasculares ateromatosas têm sido relatados, porém não se sabe o 

quanto deste risco é atribuível à terapia e seus efeitos adversos ou mesmo a 

fatores genéticos, fatores de risco tradicionais ou, ainda, ao estado inflamatório 

associado ao HIV (ABERG, 2009). 

Vale destacar que o risco de doença cardiovascular em pessoas vivendo 

com HIV/AIDS (PVHA), já é normatizado pelo ministério da saúde e 

recomenda-se que esse risco, seja avaliado em todas as PVHA na abordagem 

inicial e a cada mudança na TARV, por meio da escala de risco de Framingham 

(BRASIL, 2016).  

Apesar disso, o conjunto destes resultados são muito importantes do 

ponto de vista subclínico, uma vez que, sugerem que o tratamento 

antirretroviral exerce importante influência, tanto na atividade das ectoenzimas 

do sistema purinérgico, quanto no perfil de agregação plaquetária, nos níveis 

séricos de colesterol e triglicerídeos e no perfil de citocinas inflamatórias, estes 

dados sugerem um dano acentuado ao endotélio vascular, que pode culminar 

no desenvolvimento da aterosclerose. 

Estes parâmetros aqui relatados, podem ser úteis na identificação do 

risco cardiovascular, no monitoramento da patologia e no acompanhamento da 

evolução do tratamento antirretroviral no seu uso crônico.  

Salienta-se, a importância da prevenção das doenças cardiovasculares 

atualmente prevalentes nos pacientes HIV positivos, controlando 

periodicamente a pressão arterial, o tabagismo, o diabetes, a dislipidemia, o 

sobrepeso, visto que, podem resultar no aparecimento de síndrome metabólica, 

relacionados com alterações inflamatórias e enzimáticas que podem influenciar 

no desenvolvimento de cardiopatias. 

  

 

5. CONCLUSÕES  
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 Alterações em ectoenzimas (E-NTPDase, E-5’-nucleotidase e E-ADA) 

nas plaquetas dos pacientes HIV positivos com e sem tratamento foram 

observadas.  A infecção pelo HIV e o uso da TARV foram capazes de 

alterar a atividade da E-NTPDase, tanto para a hidrólise do ATP quanto 

do ADP nas plaquetas dos pacientes. Com isso, sugere-se que a 

cascata purinérgica esta agindo para a formação do nucleosídeo 

adenosina.  

 

 A atividade da E-NTPDase para hidrólise do ATP e a atividade da E-5’-

nucleotidase para a hidrólise do AMP não foi alterada no grupo de 

pacientes sob uso de TARV. Estes dados demonstram que a terapia 

antirretroviral é capaz de manter os níveis de ATP e AMP em condições 

fisiológicas. 

 

 Em plaquetas a atividade da E-ADA de pacientes HIV em tratamento 

com TARV, mostrou-se diminuída em relação aos pacientes controles. 

Isto sugere que as concentrações de adenosina poderiam estar 

elevadas. Fato que pode estar ocorrendo para que a adenosina exerça 

seus efeitos vasodilatadores e cardioprotetores, diante do risco 

cardiovascular nos pacientes que fazem uso de TARV ou exerça seus 

antiinflamatórios nos pacientes que não faz o uso da TARV. 

 

 O uso de TARV alterou o perfil lipídico, indicado pelas alterações dos 

níveis séricos de colesterol HDL (redução), colesterol LDL (aumento) e 

triglicerídeos (aumento). Estas alterações podem indicar um elevado 

risco para o desenvolvimento de doença cardiovascular.  

 

 A expressão de CD39 (E-NTPDase) e CD73 (E-5’-nucleotidase) em 

plaquetas de pacientes HIV positivos que fazem uso de TARV não está 

alterada.  

 

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

diminuir a hidrólise do ADP e aumentar a agregação plaquetária, 
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sugerindo um risco maior de eventos tromboembólicos e 

cardiovasculares.  

 

 Observou-se um perfil pró-inflamatório nos pacientes estudados, 

indicados pelo aumento dos níveis séricos de IFN-gamma e IL-6. 

 

 Níveis séricos de Proteína C reativa estão alterados em relação aos 

outros marcadores cardíacos testados (CK, CK-MB, troponina e DHL), 

corroborando para o perfil pró-inflamatório e risco cardiovascular. 

 

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

em plaquetas “in vitro” 

 

 Por fim, sugere-se que a interação entre os parâmetros aqui relatados, 

possam servir como futuras estratégias no controle das doenças 

cardiovasculares em pacientes HIV positivos, ou ainda, retardar o 

aparecimento de comorbidades não associadas ao HIV/AIDS, tais como 

distúrbios metabólicos, tromborregulatórios e o desenvolvimento das 

doenças cardiovasculares. 
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APÊNDICE 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (GRUPO 

CONTROLE) 

Título do projeto: 

 MARCADORES INFLAMATÓRIOS, CARDÍACOS E EXPRESSÃO DE 

ECTOENZIMAS DO SISTEMA PURINÉRGICO EM  PLAQUETAS DE 

PACIENTES HIV POSITIVOS  
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Pesquisadora responsável: Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal 

Instituição/Departamento : Departamento de Microbiologia e Parasitologia– 

UFSM 

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

Comitê de Ética em Pesquisa: Av. Roraima,1000- Prédio da Reitoria-2º andar- 

sala Comitê de Ética -Campus Universitário- Bairro Camobi- 97105-900-

UFSM-Santa Maria-RS 

Tel: 0-xx-55 3220 9362 

Local de coleta de dados: __________________________________ 

Nome da paciente:__________________________ Idade:  ____ anos 

Responsável legal: ________________________________________ 

Objetivo do estudo/Riscos/Procedimentos/Benefícios/Sigilo: 

O senhor está sendo convidado a participar de uma pesquisa, onde será 

colhido 15ml de sangue por punção venosa, a coleta será realizada no 

laboratório de pesquisa do departamento de parasitologia e microbiologia, 

prédio 20 da UFSM. Voluntariamente você poderá fazer parte do grupo controle 

deste projeto, para tanto, será necessário um exame de sangue para 

determinar a sua sorologia anti-HIV. Este exame irá confirmar se você é 

infectado pelo HIV ou não. Seu exame não terá custo pessoal, nós 

pesquisadores iremos custear o exame. É fornecida uma cópia do TCLE ao 

participante da pesquisa. 

Objetivo: a pesquisa avaliará a atividade de algumas substâncias que 

compõem o sangue de pacientes com HIV, para melhor entendermos sobre o 

HIV e gerarmos informações capazes de futuramente auxiliar no controle e 

novos tratamentos, para isso precisamos de indivíduos saudáveis e com 

sorologia não reagente para anti-HIV, ou seja, indivíduos voluntários sem HIV. 

Procedimento e riscos: Na coleta de sangue haverá o risco de um pequeno 

desconforto devido à picada da agulha, e do local da coleta ficar dolorido ou 

arroxeado, voltando ao normal em poucos dias, não causando problemas a sua 

saúde.  

Benefícios: os resultados não irão trazer benefícios diretos, porém sua 

contribuição é importante. Com esse estudo, poderemos aprimorar nossos 

conhecimentos sobre a evolução e tratamento da doença. Ao participar desta 

pesquisa o senhor não terá gasto ou lucro financeiro. Não será feito pagamento 

pela sua participação na pesquisa. 

 Confidencialidade: Em nenhum momento será revelado ou utilizado seu 

nome. Os dados serão arquivados por um período de 5 anos, e depois 

destruídos. 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito deste estudo. Ficaram 

claros para mim quais são os objetivos deste estudo, os procedimentos a 
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serem realizados, seus desconfortos e riscos, assim como a garantia de que 

minhas informações serão preservadas. Ficou claro também que minha 

participação é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar 

deste estudo.  

Santa Maria, ...... de ....................................de ........................ 

______________________________________________________               

Assinatura do sujeito de pesquisa/representante legal /marca datiloscópica                    

N. identidade (para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, 

semi-analfabetos ou portadores de deficiência auditiva ou visual) 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 

Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a 

participação neste estudo. 

Santa Maria, ............. de ....................... de ................................. 

 

 

 

 _______________________________                                                                  

Assinatura do responsável pelo estudo                  

Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre 

em contato com os pesquisadores: 

 Daniela Bitencourt Rosa Leal:  55-3220-9581 –  

João Felipe Peres Rezer:  55-8435-6438 

 

 

Comitê de Ética em Pesquisa: Av. Roraima,1000-Prédio da Reitoria-2º andar-sala comitê de 

ética-Campus Universitário-Bairro Camobi -97105-900- Santa Maria- RS- Telefone: 0-xx-55-

3220-9362 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO  (GRUPO HIV+) 

Título do projeto: 

 MARCADORES INFLAMATÓRIOS, CARDÍACOS E EXPRESSÃO DE 

ECTOENZIMAS DO SISTEMA PURINÉRGICO EM  PLAQUETAS DE 

PACIENTES HIV POSITIVOS  

Pesquisadora responsável: Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal 



80 

Instituição/Departamento : Departamento de Microbiologia e Parasitologia– 

UFSM 

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

Comitê de Ética em Pesquisa: Av. Roraima,1000- Prédio da Reitoria-2º andar- 

sala Comitê de Ética -Campus Universitário- Bairro Camobi- 97105-900-

UFSM-Santa Maria-RS 

Tel: 0-xx-55 3220 9362 

Local de coleta de dados: __________________________________ 

Nome da paciente:__________________________ Idade:  ____ anos 

Responsável legal: ________________________________________ 

Objetivo do estudo/Riscos/Procedimentos/Benefícios/Sigilo: 

O senhor está sendo convidado a participar de uma pesquisa, onde será 

colhido 15ml de sangue por punção venosa, a coleta será realizada no 

consultório de infectologia do HUSM, no momento da consulta. As amostras de 

sangue serão processadas e analisadas no laboratório do Departamento de 

Microbiologia e Parasitologia pelo próprio pesquisador. O senhor, também, está 

sendo convidado a responder um questionário, de forma voluntária, tendo o 

direito de desistir a qualquer momento. Não haverá represália pela não 

participação no estudo. Isto é, o atendimento clínico ambulatorial está garantido 

independente da sua participação no projeto. É fornecida uma cópia do TCLE 

ao participante da pesquisa. 

Objetivo: a pesquisa avaliará a atividade de algumas substâncias que 

compõem o sangue de pacientes com HIV, para melhor entendermos sobre o 

HIV e gerarmos informações capazes de futuramente auxiliar no controle e 

novos tratamentos. 

Procedimento e riscos: Na coleta de sangue haverá o risco de um pequeno 

desconforto devido à picada da agulha, e do local da coleta ficar dolorido ou 

arroxeado, voltando ao normal em poucos dias, não causando problemas a sua 

saúde. Ao responder ao questionário pode haver cansaço. 

Benefícios: os resultados não irão trazer benefícios diretos, porém sua 

contribuição é importante. Com esse estudo, poderemos aprimorar nossos 

conhecimentos sobre a evolução e tratamento da doença. Ao participar desta 

pesquisa o senhor não terá gasto ou lucro financeiro. Não será feito pagamento 

pela sua participação na pesquisa. 

 Confidencialidade: as informações fornecidas no questionário serão de 

conhecimento apenas dos pesquisadores responsáveis. Em nenhum 

momento será revelado ou utilizado seu nome. Os dados serão 

arquivados por um período de 5 anos, e depois destruídos. 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito deste estudo. Ficaram 

claros para mim quais são os objetivos deste estudo, os procedimentos a 
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serem realizados, seus desconfortos e riscos, assim como a garantia de que 

minhas informações serão preservadas. Ficou claro também que minha 

participação é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar 

deste estudo.  

Santa Maria, ...... de ....................................de ........................ 

______________________________________________________               

Assinatura do sujeito de pesquisa/representante legal /marca datiloscópica                    

N. identidade (para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, 

semi-analfabetos ou portadores de deficiência auditiva ou visual) 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 

Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a 

participação neste estudo. 

Santa Maria, ............. de ....................... de ................................. 

 

 _______________________________                                                                  

Assinatura do responsável pelo estudo                  

Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre 

em contato com os pesquisadores: 

 Daniela Bitencourt Rosa Leal:  55-3220-9581 –  

João Felipe Peres Rezer:  55-8435-6438 

 

 

 

 

 

Comitê de Ética em Pesquisa: Av. Roraima,1000-Prédio da Reitoria-2º andar-sala comitê de 

ética-Campus Universitário-Bairro Camobi -97105-900- Santa Maria- RS- Telefone: 0-xx-55-

3220-9362 

 

 

ANEXO 1 

 

APROVAÇÃO COMITÊ DE ÉTICA 
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