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A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é uma doenca de origem
infecciosa, causada pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). O virus infecta
principalmente linfocitos T auxiliares CD4*, gerando uma severa imunodepressdo e maior
susceptibilidade a infeccbes. A terapia antirretroviral de alta eficacia (HAART) reduz
significativamente a carga viral e restabelece o sistema imune. A infeccdo requer
acompanhamento do paciente ao longo de toda a vida, e a falha na adesdo e os efeitos
adversos provocados pela medicacdo sdo fatores limitantes do tratamento. As razdes para
estes efeitos parecem ser multifatoriais e entre ela temos os distirbios metabolicos, a
toxicidade dos antirretrovirais (ARV) e o impacto da replicacéo viral, resultando em aumento
de doencas ndo relacionadas a AIDS, aterosclerose subclinica e disfuncao endotelial. Sabe-se
que o endotélio desempenha um papel fundamental na sadde vascular. Pacientes HIV
positivos possuem a funcdo endotelial prejudicada, e uma das importantes causas de
morbidade e mortalidade prematuras sdo as complicac6es cardiovasculares. Nesse contexto, ja
foi demonstrado que o prejuizo das celulas endoteliais, in vivo e in vitro, pode envolver a
formacdo de espécies reativas de nitrogénio (ERNS) e alterar a biodisponibilidade do 6xido
nitrico (NO). Muitos mecanismos regulatérios do sistema cardiovascular tém o envolvimento
do NO, incluindo o ténus vascular, a estrutura vascular e as interac6es célula-célula nos vasos
sanguineos. Estudos tém sido realizados a fim de elucidar o papel do NO nas doencas
vasculares. Porém, existem poucos relatos sobre os niveis deste marcador em pacientes HIV
positivos. Assim, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de nitrito/nitrato
(NOX), metabdlitos do NO, em pacientes HIV positivos e verificar sua possivel alteragdo com
0 uso da HAART. Para isso, foram dosados 0s niveis séricos de NOx em 101 pacientes HIV
positivos, dos quais 18 nédo faziam uso da medicacdo, e em 46 pacientes HIV negativos. Os

pacientes HIV positivos apresentaram niveis de NOx [62.4 (28.4-116.0) pumol/L] inferiores



aos do gupo controle [86.8 (56.1-137.5) umol/L]. Quando comparados conforme o uso ou néo
do tratamento, pacientes em HAART tiveram concentracfes dos metabolitos ainda menores
[60.8(27.9-105.4) pumol/L] em relacdo aos ndo tratados [127.0(36.2-277.1) pmol/L]. Os
achados sugerem que estas diminui¢cdes podem ser um importante mecanismo que predispde
0s pacientes a terem um desfecho cardiovascular. Sendo assim, a manutengdo destes niveis
dentro dos limites normais pode ser uma estratégia terapéutica para reduzir as doengas

cardiovasculares.

Palavras-chave: Virus da Imunodeficiéncia Humana. Sindrome da Imunodeficiéncia

Adquirida. Terapia antiretroviral de alta eficacia. Oxido nitirico. Doenca Cardiovascular.
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The Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) is a disease of infectious origin,
caused by the human immunodeficiency virus (HIV). The virus infects primarily helper T
CD4* lymphocytes, generating a severe immunosuppression and increased susceptibility to
infections. Highly active antiretroviral therapy (HAART) significantly reduces viral load and
restores the immune system. The infection requires monitoring throughout life and
compliance failures and adverse effects of the medication are factors limiting treatment. The
reasons for these effects appear to be multifactorial and between them are metabolic
disorders, toxicity of antiretroviral drugs and the impact of viral replication, resulting in an
increase of non-AlIDS-related diseases, subclinical atherosclerosis and endothelial
dysfunction. It is known that the endothelium plays a central role in maintaining vascular
health. HIV-positive patients have impaired endothelial function and one of the major causes
of morbidity and premature mortality are cardiovascular complications. In this context it was
demonstrated that the loss of endothelial cells in vivo and in vitro, may involve the formation
of reactive nitrogen species (RNS) and alter the bioavailability of nitric oxide (NO). Many
regulatory mechanisms of the cardiovascular system have the involvement of NO, including
vascular tone, vascular structure and cell-cell interactions in blood vessels. Studies have been
conducted to elucidate the role of NO in vascular diseases. But there are few reports on the
levels of this marker in HIV positive patients. Thus, the main objective of this study was to
investigated the levels of nitrite/nitrate (NOXx) in HIV-infected patients and verified whether
the levels of this marker would alter with HAART. One hundred forty-seven volunteers were
included in this case-control study. The subjects were divided into two groups: HIV-infected
patients (n=101) and healthy subjects (n=46).Then, the HIV-infected patients were divided
into two groups: HIV-infected patients on highly active antiretroviral therapy (HAART)
(n=83) and HIV-infected patients without HAART (n=18). It was demonstrated that HIV-
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infected patients had significantly lower NOx levels [62.4 (28.4-116.0) umol/L] than healthy
individuals [86.8 (56.1-137.5) umol/L]. Additionally, it was also found significantly lower
NOXx levels among treated [60.8 (27.9-105.4) pmol/L] compared to untreated patients [127.0
(36.2-277.1) pmol/L]. The findings suggest that these changes may be an important
mechanism that predisposes patients to have a cardiovascular outcome and thus, the
maintenance of these levels within the normal range may be a therapeutic strategy to reduce

cardiovascular disease.

Keywords: Human immunodeficiency virus. Acquired Immunodeficiency Syndrome. Highly

active antiretroviral therapy. Nitric oxide. Cardiovascular disease.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo, o qual se encontra no item ARTIGO - EVALUATION OF NITRIC OXIDE IN
HIV INFECTION AND THE INFLUENCE OF ANTIRETROVIRAL THERAPY ON
SERUM LEVELS OS NITROC OXIDE METABOLITES. As secOes “Materiais e
Métodos” e “Resultados e Discussdo” encontram-se no proprio artigo e representam a integra
deste estudo. O item CONCLUSOES, encontrado no final desta dissertagio, apresenta
interpretacbes e comentéarios gerais sobre o0s resultados contidos neste trabalho. As
REFERENCIAS referem-se somente as citacdes que aparecem nos itens INTRODUCAO,
REVISAO DE LITERATURA e CONCLUSOES desta dissertacdo, uma vez que as

referéncias utilizadas para a elaboragdo do artigo estdo mencionadas no proprio artigo.



INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é uma doenca de origem
infecciosa, causada pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (COTRAN et al., 1996). E
transmissivel por meio de sangue, secre¢des humanas contaminadas e verticalmente de méae
para filho durante a gravidez e o parto e é uma consequéncia da a¢do deste virus no organismo
(HLADIK; MCELRATH, 2008). O HIV atua no hospedeiro infectando as células do sistema
imune, particularmente as que expressam a molécula CDas, principalmente linfécitos T
auxiliares CD4", mas também macrofagos e células dendriticas (RAFFANTI; HAAS, 2006).
O efeito citopatico exercido pelo virus leva a diminuicdo dos linfécitos T CD4* e, uma vez
que estes sdo o centro da resposta imune, sua deplecdo ao longo do tempo acaba gerando
severa imunodepressao e, consequentemente, maior suscetibilidade a infec¢bes (FAUCI et al.,
1991; DE CLERCQ, 2004; ABBAS; LICHTMAN, 2006). Aproximadamente 34 milhdes de
pessoas em todo o mundo estdo infectadas pelo HIV. No Brasil, é estimado que cerca de 718
mil pessoas portem o virus (JOINT UNITED NATIONS PROGRAMME ON HIV/AIDS,
2013a; BRASIL, 2013a).

Com a descoberta dos antirretrovirais (ARV), a infeccdo passou a ser reconhecida
como uma doenca cronica que requer tratamento ao longo de toda a vida (PERE et al., 2008).
A terapia antirretroviral de alta eficacia, conhecida pela sigla HAART, do inglés highly active
antiretroviral therapy, reduziu significativamente a carga viral, restabeleceu o sistema imune
e aumentou a expectativa de vida dos pacientes (HUNG; CHANG, 2004). Apesar de todo o
otimismo em relacdo a AIDS com o advento dos ARV, constata-se que alguns pacientes nao
usufruem de todos os beneficios oferecidos pelo uso dos medicamentos. 1sso ocorre, em parte,
devido a falha na adesdo ao tratamento, a qual é fundamental para o sucesso da terapia
(RABOUD et al., 2002). A dificuldade de adesdo acontece, principalmente, pela
complexidade da terapia antirretroviral, que exige organizacdo e compromisso por parte do
paciente, mas ha também outro obstaculo importante: os efeitos colaterais ocasionados pela
medicacdo (BAER; ROBERTS, 2002). A HAART estd associada a aterosclerose, acidose
latica, hiperlipidemia, intolerancia a glicose e lipodistrofia, e, mesmo com uma terapia eficaz,
0s pacientes HIV positivos tém maior risco de morbidade e mortalidade (GIL et al., 2005;
HSUE; DEEKS; HUNT, 2012; WADA et al., 2013). As complicagdes desta patologia
incluem céancer, doencas hepéticas, declinio neurocognitivo e desordens dsseas e vasculares
(DEEKS; PHILLIPS, 2009). As razbes nao estdo bem esclarecidas, mas parecem ser

multifatoriais. Entre elas, estdo os distarbios metabdlicos, a toxicidade dos ARV e o impacto
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da replicacdo viral, que resultam em aumento de doencas ndo relacionadas a AIDS,
aterosclerose subclinica e disfuncdo endotelial (BARBARO, 2003; FRIIS-MOLLER et al.,
2007; GRINSPOON et al., 2008; MASIA et al., 2013).

Sabe-se que o endotélio desempenha papel fundamental na manutencdo da saude
vascular (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989). Pacientes HIV positivos possuem fungéo
endotelial prejudicada, e uma das importantes causas de morbidade e mortalidade prematuras
sdo as complicacOes cardiovasculares (HO et al., 2012). Nesse contexto, ja foi demonstrado
que o prejuizo das células endoteliais, in vivo e in vitro, pode envolver a formacdo de espécies
reativas de nitrogénio (ERNs) e alterar a biodisponibilidade do Oxido nitrico (NO)
(WATTANAPITAYAKUL; BAUER, 2001).

O NO é um radical livre reativo, uma das mais simples moléculas conhecidas. Sua
formacdo € catalisada pelo Oxido nitrico sintase (NOS), via oxidacdo da L-arginina
(MONCADA; HIGGS, 1993). Uma variedade de mecanismos regulatorios do sistema
cardiovascular tem o envolvimento do NO, incluindo o ténus vascular, a estrutura vascular e
as interacOes célula-célula nos vasos sanguineos. Tendo em vista a combinacéo destes efeitos,
0 NO endotelial provavelmente representa a mais importante defesa antiaterogénica na
vasculatura (FORSTERMANN; MUNZEL, 2006).

Estudos tém sido realizados a fim de elucidar o papel do NO nas doencas vasculares
(STONER et al., 2012; HAFNER et al., 2014). Entretanto, existem poucos relatos sobre os
niveis deste marcador em pacientes HIV positivos. Além disso, segundo pesquisas realizadas
pela autora, o impacto da HAART sobre os metabolitos do NO ainda nédo foi reportado. Dessa
forma, é de extrema relevancia avaliar estes niveis em pacientes HIV positivos, bem como

verificar a sua possivel modificacdo devido a terapia antirretroviral.

Objetivo geral

Avaliar os niveis séricos de nitrito/nitrato (NOx) em pacientes HIV positivos e

comparar 0s niveis deste marcador entre pacientes submetidos ou ndo a HAART.

Objetivos especificos

e Comparar os niveis de NOx em pacientes HIV positivos e individuos controle HIV

negativo;
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investigar os niveis de NOx em pacientes HIV positivos submetidos e ndo submetidos a
HAART;

avaliar os niveis de glicose, T-colesterol, HDL-colesterol, LDL-colesterol,
triglicerideos, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e
compara-los entre os grupos do estudo;

verificar a variacdo dos parametros hematoldgicos: contagem total de eritrécitos
(RBC), contagem total de leucécitos (WBC), hematécrito (HT), hemoglobina (HB),
amplitude de distribuicdo dos eritrécitos (RDW), plaquetas (PLA) e volume plaquetario
médio (VPM) e comparé-los entre os grupos do estudo;

investigar os niveis de carga viral, linfocitos TCD4*, CDs" e Relagdo CD4/CDs €
compara-los entre 0s pacientes submetidos e ndo submetidos a HAART.



REVISAO DE LITERATURA

Virus da Imunodeficiéncia Humana e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

O HIV é o agente etiologico causador da AIDS, uma das pandemias mais mortais da
historia da humanidade (BISWAS, 2012). O virus causador da doenca foi isolado no ano de
1983, pela equipe de Luc Montagnier e, um pouco mais tarde, por Robert Gallo e Jay Levy
(COFFIN et al., 1986). Em 1986, um segundo virus com algumas diferengas nas suas
caracteristica antigénicas e relacGes filogenéticas foi descoberto (CLAVEL et al., 1986).
Assim, o HIV passou a ser classificado em HIV-1 e HIV-2 (CLAVEL et al., 1987). Ao passo
que o HIV-1 é responsavel pela pandemia global, o HIVV-2 é mais restrito a alguns paises da
Africa Ocidental, sendo também responsavel por casos da doenca em individuos africanos que
vivem em outros continentes (MARLINK et al. 1994; ARIEN et al. 2005; SANTOS;
COELHO-MARTINS; AZEVEDO, 2007 ). Os dois tipos de virus associados a AIDS foram
introduzidos na espécie humana por eventos de transmissdo de carater zoonotico. O Virus da
Imunodeficiéncia dos Simios (SIV) foi transmitido ao homem por exposi¢édo direta ao sangue
de primatas africanos naturalmente infectados, o que acabou gerando varias linhagens do HIV
(HAHN et al., 2000).

O HIV-1 é uma particula esférica que mede de 100 a 120 nm de didmetro e pertence a
Familia Retroviridae e ao Género dos Lentivirus (KLINGER; SHAI, 1997). Caracteriza-se
por possuir a enzima transcriptase reversa (TR), que copia o &cido ribonucléico (RNA) viral
na forma de um acido desoxiribonucléico (DNA) complementar (cDNA), o qual é integrado,
entdo, ao genoma da célula hospedeira (NOTTET; GENDELMAN,1996; DYER, 1998). O
fato de a TR ndo possuir mecanismo corretor durante a retrotranscricdo do genoma viral
resulta em uma maior taxa de erro na incorporagdo de nucleotideos, do que decorre a grande
variabilidade genética do virus (OVERBAUGH; BANGHAM, 2001). Além disso, outras
causas contribuem para a diversidade apresentada pelo HIV-1. Entre elas, estdo a rapida
replicacdo viral, a alta taxa de recombinacgdo intermolecular durante a sintese do cDNA e a
pressdo seletiva elevada exercida pelo sistema imune do hospedeiro e pela terapéutica
antirretroviral (PEETERS; AGHOKENG; DELAPORTE, 2010). Essa variabilidade genética
causa impacto em aspectos que vao desde o monitoramento das pessoas infectadas até a
eficacia do tratamento e desenvolvimento de uma vacina eficaz (GAMBLE; MATTHEWS,
2010; NDUNG’U; WEISS, 2012; DANGET]I, 2014).
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O virus apresenta, em seu nucleo, duas cépias de RNA de cadeia simples,
encapsuladas pelo nucleocapsideo e capsideo, e é externamente envolvido por um envelope
composto de dupla camada fosfolipidica (CARRASCO; ALMENDRAL DEL RIO, 2006).
Trés genes principais codificam as proteinas estruturais e as enzimas virais: env, gag e pol
(SORIANO et al., 2005). A abreviacdo gp é utilizada para glicoproteina e p para proteina,
seguidas de um numero que indica o peso molecular em kilodaltons (KD) (FRANKEL;
YOUNG, 1998). No envelope viral, sdo encontradas as glicoproteinas gp 160, gp 120 e gp 41,
codificadas pelo gene env. A partir da clivagem da proteina precursora gpl60, obtém-se a
glicoproteina de superficie gp 120 e a glicoproteina transmembranar gp41, as quais estdo
diretamente envolvidas na fusdo do virus as células do hospedeiro (SIERRA; KUPFER,;
KAISER, 2005). A gp 120 é responsavel pela ligagdo do virus com o receptor celular CD4 e
com correceptores presentes nas células alvo, ja a gp 41 encarrega-se da fusdo do involucro
viral com a membrana celular (GORRY; ANCUTA, 2011). O gene gag codifica a p55 , a
partir da qual as proteinas estruturais p6, p9, p17 e p 24 sdo formadas. Estas séo proteinas da
matriz, do capsideo e do nucleocapsideo (BALTER, 1998). Além da TR, as enzimas
integrase (IN) e protease (PR) séo cruciais no ciclo replicativo viral, sendo codificadas pelo
gene pol. A TR faz a conversdo do RNA viral de cadeia simples em cDNA proviral de cadeia
dupla. A IN esta envolvida no mecanismo de integracdo do cDNA retrotranscrito ao genoma
das células hospedeiras, e a PR é responsavel pelo processamento de poliproteinas durante a
fase de maturacdo, tornando, assim, infectantes as particulas virais (EMERMAN; MALIM,
1998; NISOLE; SAIB, 2004) (Figura 1). Completando o genoma, 0 virus ainda possui 0s
genes tat e rev, que codificam as proteinas reguladoras Tat e Rev, e 0s genes nef, vif, vpr e
vpu, que codificam as proteinas acessorias Nef, Vif, Vpr e Vpu. Entre as funcbes das
proteinas reguladoras e acessorias estdo o aumento da infectividade e o estimulo da replicacéo
viral e da liberacdo do virus (SWANSON; MALIM, 2008).
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Figura 1 — Estrutura do HIV-1.
Fonte: http://kellybiologia.blogspot.com.br/2013/03/caracteristicas-dos-seres-vivos-aula-5.html

A analise filogenética do genoma completo de numerosas estirpes virais, com origens
distintas geograficamente, permitiu a classificagdo do HIV-1 em grupos, subtipos, sub-
subtipos e formas recombinantes circulantes (CRFs). S&o, no total quatro grupos, dos quais o
M (major) tem distribuicdo global e € o responsavel pela pandemia. Este grupo possui
diversos subtipos (A-D, F-H, J,K), sub-subtipos (Al1-A4, F1-F2) e CRFs (OSMANOQV et al.,
2002; VALLARI et al., 2011). A distribuicdo dos subtipos é heterogénea, variando conforme
a regido geografica. Por exemplo, o subtipo B € frequentemente encontrado na Europa e nas
Américas, mas apresenta pouca frequéncia na Africa e na Asia, onde os subtipos A, C, D e E
sdo predominantes (REQUEJO, 2006). No Brasil, estudos indicam que o subtipo B é 0 mais
prevalente, seguido pelos subtipos F e C, com poucos casos identificados dos subtipos D e A
(BRIGIDO et al.,, 2007; QUEIROZ et al., 2007). Entretanto, a Regido Sul do pais tem
caracterizado-se por apresentar alta prevaléncia do subtipo C, principalmente no Estado do
Rio Grande do Sul (RS) (SIMON et al, 2010; NUNES et al., 2014). O grupo O (outlier) ja
provocou dezenas de milhares de infeccdes na Africa Centro-Ocidental, o grupo N (new) foi
encontrado em poucas pessoas na Africa, e o grupo P (prototip) foi recentemente identificado
em dois individuos originarios do Camardes (VAN HEUVERSWYN et al., 2006).

O HIV infecta particularmente células imunologicas que expressam a molécula CDa,
como macréfagos, células dendriticas e, especialmente, linfécitos T auxiliares, envolvidos
diretamente na defesa do organismo contra micro-organismos invasores (RAFFANTI; HAAS,
2006). O processo de infecgdo das celulas pelo HIV-1 tem inicio por meio da ligacdo da gp
120 com o receptor de membrana CD4. As mudangas conformacionais resultantes desta
ligagdo levam a exposicdo de novos locais desta glicoproteina, permitindo a sua ligagdo a

correceptores, ou seja, a proteinas da subfamilia das quimiocinas, responsaveis por facilitar a
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entrada do virus nas células do hospedeiro (DOMS, 2004; SORIANO et al., 2005). Os
correceptores virais mais importantes sdo 0 CCR5 e 0 CXCR4 (GORRY; ANCUTA, 2011).
Por sua vez, a formagdo do complexo gpl20/CDas/correceptor induz a um rearranjo na
conformacdo da gp4l, permitindo a exposicdo de uma regido hidrofobica, denominada
péptido de fusdo. Este insere-se na membrana da célula hospedeira possibilitando a entrada do
capsideo viral (SIERRA; KUPFER; KAISER, 2005). O capsideo viral é destruido pela acéo
de enzimas celulares e o material genético do virus é liberado no citoplasma da célula
hospedeira (FORSMAN; WEISS, 2008). E necessario, entdo, que o RNA viral seja transcrito
para cDNA, a fim de que o cddigo genético do HIV junte-se ao DNA da célula hospedeira.
Essa funcdo € exercida pela transcriptase reversa, que produz uma cadeia Unica de DNA a
partir do RNA do virus. A transcriptase reversa atua também como polimerase de DNA,
produzindo uma segunda cadeia de DNA igual a primeira. O resultado desse processo é uma
réplica em DNA de cadeia dupla do modelo do RNA original (GERARD; MAILLARD,
2000). J& no nacleo da célula infectada, a dupla cadeia de DNA viral é inserida ao acaso no
DNA humano pela atividade da IN, transformando a célula hospedeira numa espécie de
“fabrica” de novos virus (NISOLE; SAIB, 2004). Uma vez integrado, o0 DNA viral é copiado
para RNA mensageiro (mMRNA), que usa todos 0os mecanismos da célula hospedeira para
produzir as proteinas centrais do virus, proteinas de envelope, enzimas e proteinas reguladoras
essenciais para a replicacdo do HIV (DOMS, 2004). Novos virus sdo, entdo, formados na
superficie da célula humana. Gradualmente, eles brotam destas células e sdo liberados na
corrente sanguinea, ainda na forma imatura, portanto nao infectantes. A PR atua nesta fase,
clivando as poliproteinas do HIV. As proteinas individuais sdo remontadas para formar um
virus estruturado e maduro, incluindo cada uma das enzimas e proteinas necessarias para a
repeticdo do processo reprodutivo. Desse modo, este virus pode infectar outras células
(CUNNINGHAM, 1996; FREED, 2002) (Figura 2).
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Figura 2 — Ciclo replicativo do HIV.
Fonte: http://imgl.wikia.nocookie.net/_ cb20131004045826/aial317/pt-br/images/3/3b/Ciclo.jpg

A AIDS foi reconhecida como uma nova doenca em 1981, quando um grande ndmero
de homens, os quais eram jovens e homossexuais, morreu em decorréncia de infeccoes
oportunistas incomuns e de neoplasias raras (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 1981; GREENE, 2007). A transmissdo da doenca ocorre através de sangue e
secrecdes humanas contaminadas e verticalmente de mée para filho durante a gravidez e o
parto, mas, atualmente 80% dos adultos contraem o virus por via sexual (COHEN et al.,
2011). Com o passar dos anos, houve uma heterossexualizacdo da doenca, com as mulheres
representando metade das pessoas portadoras do virus em todo o mundo (JOINT UNITED
NATIONS PROGRAMME ON HIV/AIDS, 2013).

A infeccdo apresenta um curso de amplo espectro, desde a fase aguda até a fase mais
avancada da doenca. O tempo meédio estimado entre a infeccdo e o aparecimento da AIDS em
individuos ndo tratados é em torno de 10 anos (DAAR et al., 2001). Sintomas como febre,
adenopatias, faringite, fadiga, mialgia, diarreia e perda de peso podem aparecer em mais de

50% dos individuos de uma a trés semanas ap0s a exposicdo ao virus e esta fase é
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caracterizada pela alta replicacdo do HIV, elevada viremia e inversdo na razédo de linfocitos T
CD4/CDg" (COHEN et al., 2010). Essas manifestagdes clinicas, conhecidas como Sindrome
Retroviral Aguda (SRA) sdo semelhantes as ocasionadas por outras infecc¢des virais, assim, a
infeccdo pelo HIV normalmente ndo € diagnosticada neste periodo (PEDERSEN et al., 1989).
Quatro a seis semanas ap0s 0 contagio, acontece a soroconversao e, em consequéncia, uma
queda na viremia e o desaparecimento dos sintomas; a infeccdo entra na fase de laténcia. Essa
fase pode durar de meses até anos e dependera de fatores como grau de viruléncia, resposta
imunoldgica, outras infeccdes e do uso de ARV, sendo ainda objeto de estudo o que realmente
caracteriza o seu fim (FERREIRA; SOUZA, 2002). O HIV provoca a progressiva destruicao
do sistema imune do paciente, impedindo que o sistema cumpra seu papel. Assim, uma vez
passado o periodo de laténcia, o aparecimento de infeccdes oportunistas e neoplasias é
definidor para a AIDS (ABBAS; LICHTMAN, 2006). Neurotoxoplasmose, tuberculose
pulmonar, meningite criptococica, pneumonias, diarreia cronica, febre persistente, anemia,
neutropenia e trombocitopenia podem ocorrer, dependendo do grau da imunodeficiéncia.
Entre as neoplasias, as mais comuns sdo sarcoma de Kaposi, carcinoma cervical invasivo e
linfoma ndo Hodgkin (RACHID; SCHECHTER, 2008). O virus pode também causar dano
direto em alguns orgdos, levando a miocardiopatias, nefropatias e neuropatias (DEEKS,
2011). O namero de linfécitos TCD4", nesta fase, estara diminuido, com contagens muitas
vezes inferiores a 200 células/mm?® e os niveis de viremia estardo aumentados (JAMESON,
1998; ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).

Aproximadamente 34 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo HIV em todo o mundo
(JOINT UNITED NATIONS PROGRAMME ON HIV/AIDS, 2013). No Brasil, de 1980 até
junho de 2013, 709.477 casos de AIDS foram registrados e o Ministério da Saude estima que,
atualmente, 718 mil pessoas sdo portadoras de HIV/AIDS no pais. O ranking das taxas de
deteccdo, segundo as Unidades da Federacdo, mostra que desde 2006 o Rio Grande do Sul
apresenta as maiores taxas do pais (41,4 casos/100.000 habitantes). Também é neste estado
gue se encontra a maior taxa de deteccdo de AIDS em menores de 5 anos. Entre as capitais
brasileiras, Porto Alegre lidera a classificacdo por taxa de detec¢do de casos de AIDS, com
93,7 casos para cada 100.000 habitantes, bem a frente de Florianopolis, que ocupa o segundo
lugar, com 57,0 casos por 100.000 habitantes (BRASIL, 2013a). Estes indices fizeram com
que a Organizagdo das Nacgbes Unidas (ONU) criasse um Plano de Apoio Integrado com a
Secretaria Municipal de Saude de Porto Alegre, com politicas que visam reverter estes dados
(JOINT UNITED NATIONS PROGRAMME ON HIV/AIDS, 2013). Nunes et al. (2014) ja

demonstrou que o curso da doenca nesta regido independe do subtipo prevalente. Quanto ao
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perfil etario, nos Ultimos anos, as maiores taxas de detec¢do foram encontradas em individuos
com idades entre 30 e 49 anos. Além disso, tem sido observada uma tendéncia de aumento
nas taxas de deteccdo entre jovnes de 15 a 24 anos e entre adultos com mais de 50 anos
(BRASIL, 2013a).

Uma detalhada compreensdo do comportamento do HIV no hospedeiro ¢é
imprescindivel para o adequado entendimento do diagndstico. Em muitos paises, a descoberta
tardia da doenca continua sendo comum, o que contribui para 0 aumento da mortalidade
(WATERS; SABIN, 2011). No Brasil, é estimado que 95,5% das mortes ocorridas no
primeiro ano apds o diagndstico foram atribuidas ao diagndstico tardio (GRANGEIRO et al.,
2011). Devido a isso, 0 Ministério da Saude, baseado no sistema de estagiamento laboratorial
de Fiebig e colaboradores, elaborou cinco fluxogramas que possibilitam o diagnostico seguro
da infeccdo em diferentes situacOes e localidades. Esses fluxogramas contemplam testes
rapidos, imunoensaio de 3% e 42 geracdo, Western blot e testes moleculares, que pesquisam
anticorpos, antigenos e o proprio material genético do virus (FIEBIG et al., 2003; BRASIL,
2013b). Uma vez diagnosticado, o paciente infectado pelo HIV requer acompanhamento por
profissionais da saude ao longo de toda a vida, bem como rigorosa avaliacdo clinica e exames
que verificam a presenca de coinfeccdes e permitem visualizar o paciente como um todo
(PERE et al., 2008). Além disso, dois testes sdo fundamentais para 0 acompanhamento da
infeccdo e devem ser solicitados pelo menos semestralmente: a contagem de linfocitos T
CD4*, para monitorar o estado imunolégico do paciente, e a quantificagdo da carga viral, para
determinar o prognoéstico da doenca, monitorar o tratamento e avaliar possiveis falhas na
terapia (AMERICAN ASSOCIATION FOR THE STUDY OF LIVER DISEASES, 2011;
MACCARTHY, 2014).

Terapia antirretroviral de alta eficacia (HAART)

Tem-se procurado obter o controle da infec¢do pelo HIV e retardar o aparecimento da
AIDS por meio do tratamento com ARV. A HAART diminui a carga viral e aumenta
qualitativa e quantitativamente as funcdes imunes do paciente, principalmente os linfécitos
TCD4*, diminuindo as complicagdes decorrentes da infeccdo e acarretando, entdo, uma
melhora clinica geral (GRANICH et al., 2010). Devido ao uso da terapia, a morbidade e a
mortalidade relacionadas a infeccdo vém diminuindo significativamente, e ja se pode dizer
que a AIDS tornou-se uma doenga crénica (WYATT et al., 2007).
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O inicio da terapia antirretroviral aconteceu em 1987 com o uso da zidovudina (AZT),
um anélogo nucleosideo, inibidor da transcriptase reversa (ITRN). Depois da introdugdo do
AZT, outros analogos de nucleosideos foram aprovados, porém, mesmo associa¢des entre
esses medicamentos ndo se mostraram suficientes para prevenir o surgimento de resisténcia
do HIV a terapia (LABONTE; LEBBOS; KIRKPATRICK, 2003). Em 1995, o saquinavir
passou a ser o primeiro inibidor da protease (IP) a tornar-se disponivel nos Estados Unidos.
No ano seguinte, foi licenciado o primeiro inibidor da transcriptase reversa ndo nucleosideo
(ITRNN), o nevirapina (CAMERON et al., 1998). Outros medicamentos da mesma linha dos
anteriores foram licenciados nos anos seguintes para serem usados em associagdes (DE
CLERCQ, 2010). O inibidor de fusdo T-20 foi liberado em 2003 para uso em adultos e
criangas maiores de seis anos que ja tinham feito uso de outros ARV. Em 2007, foi aprovado
0 maraviroc, farmaco que impede que o virus se ligue ao coreceptor CCR5, impossibilitando,
assim, a sua entrada nas células (LABONTE; LEBBOS; KIRKPATRICK, 2003; DE
CLERCQ, 2004; KURITZKES; KAR; KIRKPATRICK, 2008; DE CLERCQ, 2010). O
raltegravir, farmaco inibidor da integrase (IIN), tornou-se, em 2007, o primeiro medicamento
dessa classe a ser aprovado pelo Food And Drug Administration (FDA) para o tratamento de
infeccdes pelo HIV-1 em combinagdo com outros ARV. Outro ITRNN, a etravirina, comegou
a ser usado em 2008 por pacientes que tinham variantes do virus resistentes aos demais
medicamentos desta classe (DEEKS et al., 2008; DE CLERCQ, 2010). O dolutegravir,
também IIN, foi o Gltimo medicamento aprovado pelo FDA, em agosto de 2013 (FDA, 2013).

Existem, atualmente, mais de 30 medicamentos aprovados para o uso na HAART, o0s
quais podem pertencer a uma das cinco classes de ARV existentes, ou seja, ITRNs, ITRNNS,
IP, inibidores de entrada e de fusdo e 1IN, cada uma atuando de maneira diversa, a fim de
evitar a replicacdo do virus (ROBERT; MICHAEL; DOLAN, 2012) (Figura 3). Os ITRNs sdo
pro-farmacos que necessitam de fosforilagdo para exercerem a sua fungdo antiviral. Séo
inibidores competitivos, sendo incorporados pela TR no DNA retrotranscrito, no lugar dos
desoxiribonucleotideos naturais, agindo, assim, como terminadores de cadeia (QUINONES-
MATEU et al., 2008; MONNO; SCUDELLER; BRINDICCI, 2009). Os ITRNNs sdo
pequenas moléculas de natureza hidrofébica que inibem especificamente a TR do HIV-1
(SLUIS-CREMER; TEMIN; BAHAR, 2004) e agem diretamente sobre a enzima, interferindo
na sua capacidade de converter RNA em cDNA (DE CLERCQ, 2008; MENENDEZ-ARIAS,
2009). Os IPs inibem a enzima competitivamente, impedindo a clivagem proteolitica e a
consequente maturacdo do virus. Da acdo deste inibidor, resultam particulas virais imaturas,

estruturalmente desorganizadas e incapazes de infectar novas células (KOHL et al., 1988;
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HORNAK; SIMMERLING, 2007). Os IIN bloqueiam a enzima, impedindo a insercdo do
cDNA viral no genoma da célula hospedeira (KATLAMA; MURPHY, 2009). Os inibidores
de entrada e os inibidores de fusdo interferem na capacidade do virus de ligar-se aos
receptores na superficie externa da célula e fundir-se com a membrana celular,
respectivamente (MENENDEZ-ARIAS, 2009).

Também ja estdo disponiveis multiclasses de medicamentos, ou seja, drogas
compostas por duas ou mais classes em um Unico produto (NATIONAL INSTITUTE OF
ALLERGY AND INFECTIOUS DISEASES, 2013). A terapia inicial, normalmente, combina
trés medicamentos, pertencentes a duas classes de ARV; dois ITRN e um terceiro com outro
mecanismo de acdo, como um ITRNN, IP ou IIN (RIDDLER et al., 2008; KOZAL et al.,
2012). A genotipagem como ferramenta de deteccdo de resisténcia aos ARV ainda é realizada
apenas em casos especiais, mas, dentre suas vantagens, destacam-se a possibilidade de
escolha de esquemas antirretrovirais com maior chance de supressdo viral, o uso de
medicamentos ativos por periodos mais prolongados, o impedimento da toxicidade de
medicamentos inativos e de trocas desnecessarias de do esquema de tratamentoo ARV.
(TANG; SCHAFFER, 2012).
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Figura 3 — Locais de acdo dos antirretrovirais.
Fonte: Adaptade de APOSTOLOVA, 2011.
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Apesar de a HAART ter diminuido significativamente a morbidade e a mortalidade
relacionadas ao HIV/AIDS e prolongado a vida dos pacientes, ela ndo erradicou a infeccao
(DEEKS et al., 2012). O tratamento suprime 0 virus mesmo a niveis indetectaveis, mas néo
consegue elimina-lo totalmente do organismo. Mecanismos que mantém o HIV-1 latente néo
estdo completamente elucidados, mas sabe-se que 0s reservatorios virais desempenham papel
fundamental. Esses reservatorios podem ser definidos como células ou sitios anatdmicos em
que 0 virus persiste, como o sistema nervoso central e os tecidos linfoides associados ao
intestino, locais ndo atingidos pela medicacdo (AMIJI; VYAS; SHAH, 2006; CHOMONT et
al., 2009). A interrupcdo do tratamento e/ou o seu uso irregular, inevitavelmente, resulta na
rapida recuperacdo da viremia e acelera o processo de resisténcia do virus. Por isso, qualquer
decisdo acerca dos medicamentos deve ser tomada em acordo com médico que acompanha o
soropositivo (VAN LINT; BOUCHAT; MARCELLO, 2013).

Desde o inicio do uso do primeiro antirretroviral, os protocolos de tratamento foram
sendo alterados ao longo do tempo. No inicio, somente eram tratados os pacientes com
contagens de linfocitos TCD4* menores do que 350 células/mm?® (BRASIL, 2008). Em 2012,
o tratamento passou a ser indicado quando a contagem fosse menor do que 500 células/ mm?®
(BRASIL, 2012). Atualmente, o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da
Infecccdo pelo HIV em Adultos, do Ministério da Salde, recomenda que todas as pessoas
portadoras de HIV/AIDS sejam estimuladas a iniciar imediatamente a HAART,
independentemente da contagem de linfocitos TCD4" (BRASIL, 2013c). Esta nova
recomendacéo tem por objetivo a reducdo da transmissibilidade do HIV, uma vez que, quando
conseguem-se niveis de carga viral indetectdveis nos fluidos bioldgicos, o risco de
transmissdo do virus diminui em mais de 95% (MONTANER, 2013; RODGER et al., 2014).
O paciente deve estar devidamente esclarecido sobre os beneficios e 0s riscos do uso das
medicacdes e sobre a importancia da regularidade da terapia (SABIN, 2013; FRANCO;
SAAG, 2013).

Além das recomendaces para pessoas infectadas, ja existem indicacGes de profilaxia
pré-exposicdo (PREP), ou seja, indicacBes para o uso diario de medicamentos ARV por
pessoas ndo infectadas pelo HIV, mas que apresentam maior comportamento de risco e, com
isso, estdo mais expostas ao virus. Os ensaios clinicos mostraram evidéncias de eficacia da
terapia em casais heterossexuais sorodiscordantes e de alto risco, homens e mulheres
transexuais que tem relacbes sexuais com outros homens e usuarios de drogas injetaveis
(GRANT et al., 2010, BAETEN et al., 2012; THIGPEN, 2012; CHOOPANYA et al., 2013).
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No sentido de corrigir problemas existentes com a HAART, procurar novos alvos para
tratar a infeccdo e encontrar uma vacina eficaz, muitos estudos estdo sendo realizados. Novos
esquemas terapéuticos com o objetivo de tratar os pacientes com menor nimero de
medicamentos e buscar o minimo de efeitos adversos vém sendo desenvolvidos
(DELFRAISSY et al., 2008; CAHN et al.,, 2014). Os nanomedicamentos podem ser, no
futuro, uma alternativa para melhorar a terapia antirretroviral, por meio de medicamentos de
liberacdo controlada, outras vias de administragdo, menor toxicidade e com a possibilidade de
tornarem todos os reservatorios virais acessiveis (LENJISA; WOLDU; SATESSA, 2014). O
CXCR4 também vem sendo alvo de estudos; modificacdes genéticas no correceptor para
bloquer a entrada do virus forneceriam uma nova estratégia ndo tdxica de combate a infec¢cdo
(LIU et al., 2014). Além disto, estudos afim de desenvolver vacinas que estimulem a
producdo de anticorpos amplamente neutralizantes estdo em andamento (HOFFENBERG et
al., 2013; JARDINE et al., 2013; VAN BRAECKEL et al., 2013).

Contudo, apesar de todas as melhoras na qualidade de vida dos pacientes e dos
beneficios incontestaveis da HAART, a AIDS ainda representa um problema de saude
publica, porque o acesso ao tratamento ndo € universal, 0s medicamentos ndo sdo curativos e
apesar dos estudos, a previsdo de uma vacina eficaz ainda é incerta (SHARP; HANN, 2011).
Aliadas a isso estdo as comorbidades que acometem os pacientes que estdo envelhecendo com
AIDS, a falha na adeséo ao tratamento e os efeitos colaterais que acompanham a terapia. Os
primeiros relatos dos efeitos colaterais envolvendo pacientes que utilizavam ARV datam de
1997. O FDA publicou, neste mesmo ano, um aviso sobre a associacdo do uso de inibidores
da protease com o desenvolvimento do diabetes mellitus (FDA, 1997).

Os efeitos adversos que podem ser provocados pela terapia vdo desde alteracdes
hematoldgicas (neutropenia, leucopenia e anemia macrocitica), nauseas, vomitos, diarreia,
alteracbes do apetite, cefaleia, febre, exantema, anorexia, fadiga, sintomas neuroldgicos,
aumento das transaminases, pancreatite, nefrotoxicidade até hiperlipidemias,
hiperbilirrubinemia, redistribuicdo da gordura corporal (conhecida como lipodistrofia),
sindrome da resisténcia periférica a insulina e diabetes, dependendo da medicacdo utilizada
(RACHID; SCHECHTER, 2008; BLAS-GARCIA; APOSTOLOVA; ESPLUGUES, 2011).
Os pacientes infectados pelo HIV, mesmo com a HAART, ainda apresentam maiores indices
de morbidade e mortalidade em relacdo as pessoas soronegativas da mesma idade (HSUE;
DEEKS; HUNT, 2012; WADA, 2013). As complicacdes incluem céncer, declinio
neurocognitivo, doencas do figado, Osseas e vasculares (DEEKS; PHILLIPS, 2009). As

causas ndo estdo totalmente elucidadas e parecem ser multifatoriais, incluindo distdrbios
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metabdlicos, toxicidade da terapia e impacto primario da replicacdo viral, resultando na
prevaléncia de doencas ndo relacionadas & AIDS, ateroesclerose subclinica e disfuncad
endotelial (BARBARO, 2003; FRIIS-MOLLER, 2007; GRINSPOON, 2008; MASIA et al.,
2013). E reconhecido que o endotélio possui funcdo essencial na manutencdo da salde
cardiovascular (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989). Pessoas com HIV/AIDS tém a funcéo
endotelial prejudicada, e uma das principais causas de morbidade e mortalidade prematuras
nestes pacientes sdo as complicacdes cardiovasculares (HO et al., 2012). Ja foi demonstrado
que o prejuizo da fungdo endotelial envolve a formacdo de espécies reativas de nitrogénio e
alteracdo na biodisponibilidade do 6xido nitrico (WATTANAPITAYAKUL; BAUER, 2001).

Oxido nitrico

Radicais livres (RL) sdo atomos ou moléculas que possuem um elétron
desemparelhado, ou seja, ocupando um orbital sozinho. Esta condi¢do os torna altamente
reativos e muito instaveis, com grande capacidade de combinarem-se com as diversas
estruturas integrantes das células. Ja espécies reativas € uma expressdo coletiva, que inclui
também alguns néo radicais, capazes de gerar RL. Assim, ha as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e as espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000).
As principais EROs distribuem-se em dois grupos, as radicalares: hidroxila (HO"), superdxido
(02), peroxila (ROO") e alcoxila (RO") e as ndo radicalares: oxigénio, peroxido de hidrogénio
(H202) e acido hipocloroso. Entre as ERNSs, incluem-se o 6xido nitrico (NO), 6xido nitroso
(N203), acido nitroso (HNOz) e peroxinitrito (OONO?) (ROBERTS; SINDHU, 2009). O
metabolismo das ERNs, as quais, por estarem envolvidas em varios processos, desempenham
papel fundamental no organismo, € iniciado pela formacdo do NO (NEDIANI et al.,2011).

O NO ¢é um RL reativo e gasoso, que constitui uma das menores e mais simples
moléculas conhecidas. Incolor e inorganico, possui um elétron ndo pareado, reagindo, assim,
facilmente com o oxigénio, o radical superdxido e 0s metais de transicao, como ferro, cobalto,
manganés e cobre (MONCADA; HIGGS, 1993). Este RL participa de uma variedade de
mecanismos regulatérios dos sistemas bioldgicos, incluindo vasodilatacdo, controle da
pressdo sanguinea, agregacdo e inibicdo plaquetaria, diminuicdo da producdo de células
musculares lisas e neurotransmissdo. Além disso, apresenta atividades antimicrobianas e
antitumorais (TORRE, PUGLIESE, SPERANZA, 2002; ZAHEDI, GHASEMI, AZIZI, 2008).
Dependendo do meio em que se encontra, 0 NO pode ser oxidante ou redutor e difundir-se

pelas membranas citoplasmaticas conforme o gradiente de concentracdo. Um aspecto
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importante desta molécula é a sua capacidade de ser benéfica ou potencialmente toxica, de
acordo com a sua concentragdo ou depuragdo tecidual. A rapida oxidacdo do NO pelo
oxigénio produz nitrito (NO2) e nitrato (NO3’), metabdlitos que podem ser convertidos de
volta a NO por acdo de substéncias redutoras (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001,
YAMAGUCHI et al., 2006).

A Oxido nitrico sintase (NOS) é a enzima que catalisa a biossintese do NO, via
oxidacdo da L-arginina, com a participacdo da forma reduzida da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) como um doador de elétron. Na primeira fase a L-arginina é
hidroxilada a N®-hidroxi-L-arginina por meio da utilizacdo de uma molécula de oxigénio e
duas de NADPH. A seguir, com um elétron proveniente do NADPH e outro da molécula de
oxigénio, a N®-hidroxi-L-arginina é convertida a L-citrulina e NO (GIULIVI, 2003) (Figura
4). Varios cofatores sdo requeridos para o funcionamento da enzima, incluindo
tetrahidrobiopterina (BH4), NADPH, dinucleotideo flavina adenina e mononucleotideo
flavina (NAPOLI; IGNARRO, 2009).

ﬁHh‘l'-.'l‘i :|
HIE[
o = NH, e
L MADPH MALF = HaO I
HH NH
{CI]] . i, K{:a"’j’/ I +ho
2k » CH,
L MO Sinlzse ( I el
I:IJ] — Coo- clu—-r:mr
SH NH

Figura 4 — Sintese do NO catalizada pela NOS.
Fonte: Adaptado de LEHNINGER (2002).

De acordo com a sua atividade, as NOS sdo classificadas em constitutivas (CNOS) e
induzidas (iNOS) (STUEHR; POU; ROSEN, 2001). Além desta classificagdo, também sdo
descritas como trés isoformas, baseadas no sequenciamento de trés genes diferentes: a NOS
induzida, inflamatéria ou tipo Il (iNOS), a NOS neuronal ou tipo I (nNOS) e a NOS
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endotelial ou tipo Il (eNOS), estas duas Ultimas sdo constitutivas. (GROSS; WOLIN, 1995;
MICHEL; FERON, 1997; SZABO; LIAUDET; SORIANO, 2000). As IiNOS, capazes de
sintetizar grandes quantias de NO por periodos relativamente longos, sdo liberadas por
macrdfagos independendemente da concentragdo intracelular de célcio/calmodulina, poucas
horas ap0s sua ativacdo e também por outras células sob acdo de citocinas (MONCADA,;
HIGGS, 1993). Este NO esta intimamente ligado aos sistemas de defesa do organismo e
relaciona-se aos processos destrutivos teciduais, a inflamagdo aguda ou crbnica e a apoptose
(TODA; IMAMURA; OKAMURA, 2010). As cNOS sintetizam pequenas quantidades de NO
por periodos de tempo menor, e a liberacdo destas enzimas depende da concentracdo
intracelular de célcio/calmodulina. (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001). A nNOS
gera NO, o qual responde por funcdes de neurotransmissdo, atua sobre a neurogénese e
memoria e melhora a liberagdo de outros neurotransmissores e horménios, além de auxiliar na
regulacdo do tréansito intestinal. H& estudos no sentido de comprovar que a NNOS também
estd envolvida na regulacdo da pressdo arterial (TORRE; PUGLIESE; SPERANZA, 2002;
MELIKIAN et al, 2009; ZHOU; ZHU, 2009).

A eNOS encontrada nas células endoteliais ¢ fundamental para combater a doenca
vascular. O NO proveniente da acao desta enzima mantém o tdnus vascular, regula a pressdo
sanguinea, inibe a adesdo e agregacdo plaquetarias, previne a adesdo de mondcitos e
neutrofilos ao endotélio vascular e exerce acdo antiproliferativa das células da camada
vascular (TORRE; PUGLIESE; SPERANZA, 2002; PACHER; BECKMAN; LIAUDET,
2007; NAPOLLI; IGNARRO, 2009). Com base na combinacdo destes efeitos, o NO endotelial
provavelmente representa 0 mais importante principio de defesa antiaterogénico na
vasculatura (FORSTERMANN; MUNZEL., 2006). A ativacdo da eNOS e a consequente
sintese de NO pelas células endoteliais ocorre a partir de estimulos quimicos ou fisicos. Os
estimulos quimicos sdo gerados por substancias como acetilcolina, bradicinina, adenosina
difosfato, susbstancia P e serotonina. Ja os fisicos sdo gerados pela forca que o sangue exerce
sobre a parede das artérias, denominada forca de cisalhamento ou shear stress (BUSCONI,
MICHEL, 1993; ZAGO; ZANESCO, 2006). Devido a caracteristica lipofilica e ao seu
pequeno tamanho, o NO produzido na célula endotelial difunde-se rapidamente na célula
muscular e no limem vascular (MONCADA et al., 1991). No interior da célula muscular lisa,
0 NO reage com o ferro de hemeproteinas ou com o ferro de proteinas sulfuradas, modulando,
assim, a atividade de enzimas intracelulares criticas, como, por exemplo, a guanilato ciclase,

que, na forma ativa, produz guanosina monofosfato ciclica (GMPc). A formagdo do GMPc
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promove a ativacdo da bomba de célcio dentro da célula muscular lisa, diminuindo as
concentragdes de calcio intracelular, o que promovera a reducdo do ténus vascular, isto €, o
relaxamento dos vasos (VANHOUTTE, 1998; ZAGO; ZANESCO, 2006). Os potentes efeitos
vasodilatadores do NO sdo estimulados por estes eventos bioquimicos, desencadeando 0s
mecanismos de sinalizacdo para estimulos da modulacdo do tdnus vascular e do fluxo
sanguineo(COGGINS; BLOCH, 2007) (Figura 5).
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Figura 5 — Papel do NO no relaxamento vascular.
Fonte: Vanhoutte (1998).

Apesar do NO ser uma molécula importante para a manutencdo vascular, trata-se de
um RL. A deplecdo dos seus niveis e o dano celular acontecem quando, na presenca de Oz, 0
NO é metabolizado a OONO". E possivel observar, desse modo, que, em situacdes de estresse
oxidativo (EQ), o efeito benéfico do NO é suprimido, ocorrendo o impedimento de suas acdes
fisiologicas no endotélio vascular (HSICH et al., 2000). O EO ocorre quando ha um
desequilibrio entre a quantidade de agentes pré-oxidantes e a capacidade de defesa
antioxidante do organismo (BARREIROS; DAVID, 2006; CUERDA et al, 2011). A

producdo excessiva de espécies reativas ou 0s niveis baixos de antioxidantes tem sido
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considerados importantes fatores no desenvolvimento da disfungdo endotelial e aterogénese
(HALLIWELL, 2001). Fortes evidéncias indicam que o EO participa dos processos de
envelhecimento, transformacdo e morte celular, tendo consequéncia direta em varias
patologias, tais como artrite, doengas do coragdo, catarata, disfuncbes cognitivas, cancer e
AIDS, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral (VASCONCELQOS, 2007).
Estudos demonstraram que o EO esta aumentado em pacientes infectados pelo HIV e é ainda
maior naqueles submetidos &8 HAART (MOLLACE, SALVEMINI, RILEY,2002; MANDAS
et al., 2009). Pesquisas quanto ao envelhecimento precoce vém sendo realizadas, no sentido
de elucidar se este processo esta ligado ao EO e a diminuigdo da funcdo mitocondrial
causados pelo proprio virus ou é maior devido a medicacdo utilizada (SMITH et al., 2013).

Muitas patologias podem acontecer por defeitos na via do NO, entre elas, desordens
no sistema nervoso central, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, acidente vascular cerebral,
aterosclerose, hipertensdo arterial e insuficiéncia cardiaca, sendo que na maioria delas a
disfuncdo endotelial esta envolvida (NAPOLI et al., 2006). A reducdo da biodisponibilidade
do NO, que leva a disfuncdo endotelial, é causada, principalmente, pelo aumento do Oy
oriundo do EO. Este anion desativa 0 NO para formar OONO", que € um potente oxidante e
pode oxidar o cofator BH4 levando ao fendmeno conhecido como “desacoplamento da enzima
NOS”. Como resultado, ocorre a sintese de Oz pela NOS, ao invés da producdo de NO
(BECKMAN et al., 2001; CAPELLINI et al., 2010).

O endotelio desempenha papel fundamental na manutencdo do ténus e da estrutura
vascular e na homeostase sanguinea, além de produzir substancias ativas, como o fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF), que é o proprio NO, o qual é considerado uma
molécula antiaterosclerética enddgena e, portanto, importante nas doencas vasculares
(DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 2007; JOHNSTONE et al., 1993). Disfuncao
endotelial € o termo utilizado para indicar reducdo da biodisponibilidade de vasodilatadores
derivados do endotélio, um aumento local na concentracdo de substancias antagonistas destes
vasodilatadores ou estes dois fatores associados. Também compreende anormalidades nas
interacdes do endotélio com leucdcitos, plaquetas e substancias reguladoras (ANDERSON,
1999; CARAMORI; ZAGO, 2000). A funcdo endotelial alterada tem sido identificada como
um marcador precoce de doenca cardiovascular e pode predizer a ocorréncia de doenca
arterial coronariana, antes que as alteracdes ateroscleroticas sejam evidentes (DEANFIELD;
HALCOX; RABELINK, 2007). Outro fator que pode estar envolvido na génese da disfuncao
endotelial é a presenca de inibidores enddgenos da sintese do NO, como a dimetilarginina

assimétrica (ADMA), que compete com a L-arginina na sintese do NO (JANG et al., 2011).



37

Uma vez que o NO tem meia-vida curta, a sua deteccdo torna-se dificil.
Consequentemente, a determinacdo de seus metabolitos, NOx, é frequentemente utilizada
(MOSHAGE et al., 1995). Existe uma forte correlacdo entre a producdo enddgena de NO e os
niveis séricos de NOx, indicando que a determinagdo destes metabdlitos inorganicos parece
ser a forma mais adequada para a quantificacdo da producdo de NO endégeno (ROMITELLI
et al.,, 2007). A reacdo colorimétrica de Griess, proposta em 1879, é a mais utilizada para
mensurar os metabdlitos do NO, devido ao seu custo-beneficio, sendo uma técnica padrao
para a determinacdo dos niveis do NOy™ inorganico (DUSSE et al., 2005; ASL, GHASEMI,
AZIZI, 2008). Ela é uma reacdo de diazotizacdo, na qual o NOy reage com a sulfanilamida
para produzir um ion diazdnio, o qual, liga-se, entdo, ao N-(1-naftil) etilenodiamina,
formando um cromoforo que apresenta um pico de absorbancia em 540 nm (BRYAN;
GRISHAM, 2007). A anéalise de NO3" pelo método de Griess requer a reducdo de NO3z” em
NOy", antes da reacdo de diazotizacdo, e a desproteinizacdo de amostras séricas é necessaria
para evitar interferéncias na leitura espectrofotométrica (DUSSE et al., 2005). No método de
Griess, um grande nimero de amostras pode ser processado em um curto espaco de tempo, 0
que torna este teste adequado para a rotina de laboratdrios clinicos (TATSCH et al., 2011).

Apesar das abundantes evidéncias de que o endotélio desempenha papel fundamental
na manutencgdo da saude vascular e de que pacientes HIV positivos apresentam anormalidades
vasculares, os mecanismos envolvidos ndo estdo totalmente esclarecidos (BOGER, 2004,
FORSTERMAN; MUNZEL, 2006; FURCHGOTT; VANHOUTTE, 2007). Ja foi verificada
uma diminuic&o significativa dos niveis de NO em funcdo da expressao de proteinas do HIV-
1 em ratos transgénicos (KLINE et al., 2008). Também ja foi demonstrada menor NO exalado
em pacientes infectados pelo HIV (PALM et al., 2000). Além disso, pacientes soropositivos,
paresentaram niveis aumentados de ADMA (JANG et al., 2011; BAKER et al., 2012).

Estudos epidemiolégicos mostram risco aumentado de eventos cardiovasculares em
pacientes HIV positivos e, apesar de a HAART ter diminuido significativamente as taxas de
mortalidade, as doencas ndo relacionadas a AIDS crescem nestes pacientes (GUARALDI et
al., 2011; DEEKS; TRACY; DOUEK, 2013). Ademais, evidéncias sugerem que os inibidores
de protease diminuem o NO endotelial e aumentam os riscos de alteracfes cardiovasculares
(SHANKAR; DUBE, 2004; MONDAL et al., 2013). Entretanto, ndo sdo muitos os relatos
referentes aos niveis séricos de NOx em pacientes HIV positivos e, o impacto da HAART
sobre 0s metabdlitos do NO ainda ndo foi reportado. Dessa forma, € de extrema relevancia
avaliar estes niveis em pacientes HIV positivos, bem como verificar a sua possivel

modificacdo devido & terapia antirretroviral.
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Abstract

Objectives: We investigated the levels of nitrite/nitrate (NOX) in HIV-infected patients and
verified whether the levels of this marker would alter with antiretroviral therapy.
Methods: One hundred forty-seven volunteers were included in this case-control study. The

subjects were divided into two groups: HIV-infected patients (n=101) and healthy subjects
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(n=46).Then, the HIV-infected patients were divided into two groups: HIV-infected patients
on highly active antiretroviral therapy (HAART) (n=83) and HIV-infected patients without
HAART (n=18). Basic chemistry panel, fasting lipid profiles, serum NOx and red blood cell
(RBC) indices were measured in all patients.

Results: It was demonstrated that HIV-infected patients had significantly lower NOx levels
[62.4 (28.4-116.0) pmol/L] than healthy individuals [86.8 (56.1-137.5) umol/L]. Multiple
regression analysis showed that the alterations of NOx levels were independent of gender,
liver enzymes, lipids and hematological parameters. Significant higher levels of RBC and
platelet count in healthy controls were observed, while the RDW was higher in the HIV-
infected patients. The healthy controls also had significantly higher levels of T- cholesterol
and the HDL-cholesterol. Additionally, it was also found significantly lower NOx levels
among treated [60.8 (27.9-105.4) umol/L] compared to untreated patients [127.0 (36.2-277.1)
pmol/L].

Conclusions: We present evidence that HIV-infected patients presented decreased NOXx
levels and, the HAART contributed to a higher decrease of these levels. These findings
suggest that NOx level alterations may be an important mechanism that predisposes the HIV-
infected patients to a cardiovascular onset. Thus, the maintenance of NOx levels may be a
potential therapeutic strategy and, consequently, reduce cardiovascular diseases.

Key words: HIV, nitric oxide, HAART.

Introduction
The human immunodeficiency virus (HIV) infects approximately 34.3 million people

worldwide. In Brazil it is estimated that about 630 thousand people live with the virus. The
infection is recognized as a chronic illness that requires lifelong therapy [1, 2]. Highly active
antiretroviral therapy (HAART) has significantly reduced viral load, restored the immune
system and extended the life expectancy of infected patients [3].

Even with effective therapy, HIV-infected patients treated with antiretroviral have excess risk
of morbidity and mortality [4, 5]. These complications include cancer, liver illness,
neurocognitive decline, bone disorders and vascular diseases [6]. The reasons have not yet
been fully defined although they appear to be multifactorial and include metabolic
derangements, toxicity from antiretroviral therapy and impact of primary viral replication,
resulting in greater prevalence of the non-AlIDS-related disease, subclinical atherosclerosis
and endothelial dysfunction. [7- 9]. It is now recognized that the vascular endothelium plays
an essential role in the maintenance of cardiovascular health [10]. HIV-infected patients have

impaired endothelial function and one important cause of premature morbidity and mortality
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are the cardiovascular complications [11]. In this context, it has been shown that endothelial
cell impairment, in vivo and in vitro, may involve the formation of reactive nitrogen species
and alter nitric oxide (NO) bioavailability [12].

NO is a free-radical gas, and is one of the simplest molecules known. It is formed as a
reaction product of the conversion of L-arginine to citrulline through the hydroxylation of L-
arginine guanidine nitrogen, and the NO synthase (NOS) is the enzyme that catalyzes the
process. NO has been implicated in a wide variety of regulatory mechanisms in the
cardiovascular system, including vascular tone, vascular structure, and cell-cell interactions in
blood vessels [13]. Based on the combination of those effects, endothelial NO probably
represents the most important antiatherogenic defense principle in the vasculature [14].
Several studies have been conducted to elucidate the role of NO in vascular diseases [12-14].
However, there are few reports showing the levels of NOx in HIV-infected patients.
Furthermore, the relationship between the impacts of HAART on levels of NOx has not been
reported previously. In this context, the main purpose of the present study was to evaluate
serum NOXx levels in HIV-infected patients and verify whether the levels of this marker alter

with antiretroviral therapy.

Methods
Study population
One hundred forty-seven volunteers were included in this case-control study. The subjects

were divided into two groups: HIV-infected patients, with at least one year of infection
(n=101) and healthy subjects (n= 46). Then, in order to assess the impact of therapy, the HIV-
infected patients were divided into two groups: HIV-infected patients on HAART, treated for
at least 6 months (n=83) and HIV-infected patients without HAART (n=18). HIV-infected
patients were recruited from the Infectious Diseases Ambulatory from University Hospital of
Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, and the subjects of control group were recruited in
the same city. Patients' medical charts were reviewed regarding their previous and current
HIV medical history. The exclusion criteria included pregnancy, malignant disease, and
chronic renal failure. All eligible subjects provided informed written consent, and all studies
were conducted in accordance with guidelines approved by the local research ethics
committee (number 14741113.0000.5346).

Laboratory assays
Basic chemistry panel and fasting lipid profiles were measured in all subjects. Blood samples

were collected after an overnight fast by venous puncture technique into Vacutainer® (BD
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Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with EDTA or no anticoagulant. Serum, routinely
centrifuged at 2500 x g for 15 min, was used to assess the levels of glucose, total cholesterol,
HDL-cholesterol, triglycerides, alanine amino transferase (ALT) and aspartate amino
transferase (AST). Biochemical measurements were performed by use of standard methods on
Dimension RxL Max Integrated Chemistry System® (Siemens Diagnostics, Berlin, Germany).
LDL- cholesterol was estimated with the Friedewald equation [15]. Serum nitrite/nitrate
(NOx) was measured on Cobas MIRA® automated analyzer (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland) by a method previously described and validated by Tatsch et al [16].

Whole blood with EDTA was used to assess CD4, CD8, CD3, CD45 cells and these
measurements were performed by use of flow cytometry on BD FACSCalibur® (Becton,
Dickinson and Company, San Jose, CA, USA). The RBC indices, including white blood cell
(WBC), red blood cell (RBC), hemoglobin, hematocrit, red blood cell distribution width
(RDW), platelet count and mean platelet volume (VPM) were assessed on XE-5000 -
Hematology-Analyzer® (Sysmex Diagnostics, Kobe, Japan). Plasma EDTA was used to
assess HIV viral load on m2000 Real Time System® (Abbott Molecular, Illinois, USA) by
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) assay, which quantifies HIV type
1, Group M, subtypes A—H, Group O and Group N, with the lower limit of quantification of
40 copies/L.

Statistical analysis
Data are presented as mean and standard deviation (SD) or median and interquartile-range.

The categorical date was summarized as percentage, and comparisons between groups were
performed with the Chi-square test. Statistical differences between groups were evaluated by
Student’s test or Mann-Whitney. The Kolmogorov-Smirnov test was used to verify the
normal distribution of variables.  Multiple regression analysis was used to investigate
whether some factors interfere in NOXx levels. Statistical significance was assumed at P<0.05.
Data were analyzed using Graph Pad Prism version 4.00 for Windows (Graph Pad Software,
San Diego, CA, USA) and Statistic 6.0 (Stat Soft Inc., Tulsa, OK, USA).

Results
Baseline characteristics of the participants of this study and analyzed parameters are described

in Table 1. The HIV-infected patients had significantly higher levels of liver enzymes, while
the healthy controls had significantly higher levels of T- cholesterol and the HDL-cholesterol.

No significant differences were observed for glucose, creatinine, LDL-cholesterol and
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triglycerides. RBC and platelet counts were significantly higher in healthy controls, and
RDW was higher in the HIV-infected patients. No significant differences were observed for
WBC, hemoglobin, hematocrit and VPM. It was also demonstrated that HIV-infected patients
had significantly lower NOx levels [62.4 (28.4-116.0) umol/L] than healthy individuals [86.8
(56.1-137.5) umol/L]. As presented in Table 2, multiple regression analysis showed that the
alterations of NOx levels were independent of gender, liver enzymes, lipids and
hematological parameters, and the levels of NOx remained independent when all confounding
variables were grouped.

Baseline characteristics of the HIV-infected patients based on treatment are described in
Table 3. Hemoglobin and HDL-cholesterol were significantly higher in treated patients.
Interestingly, serum NOXx levels were significantly lower in treated patients [60.8(27.9-
105.4)umol/L] compared to the untreated group [127.0(36.2-277.1)umol/L]. There were no
significant differences for CD4, CD8, CD3 and CD45 cells counts. However, a significant
higher level of the ratio CD4/CD8 ratio was observed in the treaded patients. In addition, viral
load was significantly lower in treated patients, while 73.5% of those treated had viral load
below the minimum limit; only 16.7% of those untreated had the same indices.

Please add Table 1 here

Please add Table 2 here

Please add Table 3 here

Discussion
The major finding of the present study was the association between HIV infection and serum

levels of NOx. In this study, we demonstrated that NOx decreased in HIV syndrome.
Although the alterations of NO have been associated with HIV infection [17], to the best of
our knowledge, this study is the first attempt to check whether NOx levels are decreased in
HIV-infected patients using multiple regression analysis and whether HAART modifies these
levels. In this context, we also demonstrated that the HAART induced a decrease in NOx
levels of HIV-infected patients. Interestingly enough, based on this finding, we can speculate
that the virus infection mechanism may involve alterations of NO metabolism, and this
process may contribute to an impairment of endothelial function and consequently, a higher
cardiovascular risk.

There is abundant evidence that the endothelium plays a crucial role in the maintenance of
vascular tone and NO is the major endothelium-derived vasoactive mediators [10, 14, 18]. In

addition, HIV infection is recognized as a chronic illness, to which the endothelium
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dysfunction is associated [19]. Despite substantial evidence of vascular abnormalities in HIV
patients being reported, the mechanisms involved in this process are not completely known
[20]. Moreover, the role of NO in HIV infection is contradictory, and the protective and toxic
effects of NO may be seen in parallel [ 21]. In this study, we demonstrated that HIV-infected
patients had significantly lower NOx levels, and the association between HIV-infection and
NOx were independent of gender, liver enzymes, lipids and hematological parameters.
Several studies have shown that NO bioavailability from the endothelium is a critical
component of vascular homeostasis [12, 14, 22]. In this context, decreased NO bioavailability
disrupts vascular homeostasis and enhances the risk of developing cardiovascular disease.
Kline et al. (2008) demonstrated a dramatic decrease in aortic tissue NO levels as well as NO
metabolites in the blood, and these results were due to HIV-1 protein expression in the HIV-1
transgenic rats [23]. In addition, it was shown that HIV-1 infected patients have significant
less exhaled NO than uninfected individuals [24, 25]. NO deficiencies were also observed in
HIV-1 infected patients with pulmonary tuberculosis and toxoplasmic encephalitis [26, 27].
Agreeing with these studies, plasma levels of asymmetric dimethyl arginine (ADMA), an
endogenous inhibitor of NOS, were increased in HIV-1 infected patients compared to
uninfected ones. ADMA, which is inversely associated with flow mediated endothelium-
dependent vasodilation, has been found to cause endothelial dysfunction and has been shown
to independently predict future cardiovascular deaths [28-32].

Epidemiological studies have reported greater risk for cardiovascular events among HIV-
infected compared with uninfected individuals [33-35]. The etiology of these abnormalities is
not well established [36, 37]. HIV-1-associated cardiovascular disease progression is a
multifactorial process, resulting from a combination of viral proteins interacting through
distinct pathways [23, 38]. Besides injury to the endothelium, the HIV infection has a
profound impact on blood lipids. The primary lipoprotein alteration related to untreated HIV
infection is a decline in HDL-cholesterol [39]. Recently, Mujawar et al. (2006) demonstrated
that viral proteins may be responsible for decreased production of HDL-cholesterol [40]. In
agreement with these findings, our study also demonstrated that the levels of HDL-cholesterol
are significantly lower in HIV-infected patients, compared to healthy controls. It is very
consistent and known the inverse relations between the HDL-cholesterol and adverse
cardiovascular outcomes [41]. Furthermore, our study additionally indicated that RDW is
higher in HIV-infected patients. The RDW is a numerical measure of the variability in size of
circulating erythrocytes. Increased RDW values reflect greater heterogeneity in red blood cell

size (anisocytosi), which is usually caused by alterations in erythrocyte maturation or



44

degradation [42]. Interestingly, it was recently demonstrated that higher levels of RDW
increase the risk of mortality and adverse cardiovascular outcomes [43]. Therefore, we
speculate that all metabolic derangements presented in HIV infection may be involved in an
increased cardiovascular risk, including HDL-cholesterol, NOx and RDW changes.

Despite antiretroviral therapy having dramatically decreased mortality by HIV, patients still
had to live with multiple comorbidities [44, 45]. These non-AlIDS-related events include
aging, neurocognitive disorders, renal disease, liver disease and, mainly, cardiovascular
disease [45, 46]. Severe side effects are associated with chronic HAART, including
endothelial dysfunction. Some studies suggest that some types of antiretroviral may be
associated with increased risk of cardiovascular and, although the mechanisms are unclear,
the vascular endothelium plays an important role in maintenance of cardiovascular health [10,
47]. Shankar et al. (2004) demonstrated that protease inhibitor (PI) reduces endothelial NO
and enhances endothelial dysfunction in healthy HIV-1-negative men [48]. Another piece of
evidence suggests an increased risk of myocardial infarction in HIV-infected patients by use
of protease inhibitors [49]. Moreover, Islan et al. (2012) found that the risk of cardiovascular
disease for treated patients was two times greater than the risk for untreated patients [35].
Interestingly, our study found lower NOx levels in HIV-infected patients treated than
untreated, which may contribute to cardiovascular events. Recently, it was shown that a
potent Pl suppressed the NO production in human aortic endothelial cells and the treatment
with insulin sensitizers was able to protect against Pl-mediated endothelial dysfunction [49].
In summary, we were able to show that HIV-infected patients presented decreased NOX levels
and, the HAART contributed for a higher decrease of these levels. It must be emphasized that
these NOx level alterations may be an important mechanism that predisposes the HIV-
infected patients to a cardiovascular onset. Although the survival of HIV-infected patients has
improved effectively with HAART, these patients are at substantially greater risk of
developing other comorbidities, specially, cardiovascular conditions. In this context, strategies
to suppress the HIV virus and HAART deleterious effects need to be developed. Thus, the
maintenance of NO levels may be a potential therapeutic strategy and, consequently, reduce

the risk of cardiovascular diseases.
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Table 1. Baseline characteristics of the study population.
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Control HIV P-value
Age (years) 40.9+10.8 40.7 £12.2 0.9150
Male (%) 30.4 54.5 0.0070
Glucose (mg/dL) 91.7£11.7 95.6 £ 16.1 0.1426
Creatinine (mg/dL) 09+0.1 0.9+0.2 0.8999
T- cholesterol (mg/dL) 197.3 £ 31.7 180.5+43.8 0.0207
LDL- cholesterol (mg/dL) 1179+ 34.9 109.6 £ 35.9 0.1960
HDL- cholesterol (mg/dL) 56.6 + 13.8 43.4 +12.7 <0.001
Triglycerides (mg/dL) 112.2 £ 67.1 143.1 £ 116.3 0.0946
ALT (U/L) 29.5 (24.0-38.0) 33.0 (26.0-50.0) 0.0447
AST (U/L) 19.0 (16.0-23.0) 22.0 (18.0-33.5) 0.0057
WBC (103cells/uL) 6.7+1.6 6.2+2.1 0.1586
RBC (10°cells/pL) 46+04 41+0.7 <0.001
Hemoglobin (g/dL) 138+1.1 13.6 +1.7 0.5023
Hematocrit (%) 40.8+3.0 39.8+45 0.1576
RDW (%) 13.0 (12.7-13.4) 13.5(13.1-14.2) 0.0026
Platelet (10%cells/pL) 235.4 +46.4 2145 +61.9 0.0424
VPM (fL) 10.2 £1.0 99 +0.8 0.0664
NOXx (umol/L) 86.8 (56.1-137.5) 62.4 (28.4-116.0) 0.0461

Data are expressed as percentages, mean and SD or median (interquartile range).
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Table 2. Multiple regression analysis of NOx as a dependent variable adjusting for gender,

lipids, hematological parameters and liver enzymes in healthy subjects and HIV positive.

b SEb t P-value
Gender 0.069 0.083 0.836 0.404
Lipids
Total cholesterol (mg/dL) 0.119 0.084 1.413 0.159
HDL-cholesterol (mg/dL) -0.108 0.085 -1.282 0.201
Hematological parameters
RBC (10°cells/pL) -0.008 0.044 0.201 0.840
RDW (%) 0.058 0.084 0.180 0.856
Platelet (103cells/uL) 0.044 0.088 0.505 0.614
VPM (fL) -0.050 0.087 -0.574 0.566
Liver enzymes
ALT (U/L) -0.051 0.126 -0.407 0.684
AST (U/L) 0.134 0.127 1.057 0.292
All variables
Gender (%) 0.060 0.086 0.687 0.492
Total cholesterol (mg/dL) 0.142 0.090 1.574 0.117
HDL-cholesterol (mg/dL) -0.130 0.090 -1.436 0.153
RBC (10° cells/uL) 0.050 0.087 0.562 0.574
RDW (%) 0.017 0.086 0.203 0.839
Platelet (10%cells/uL) 0.074 0.094 0.786 0.432
VPM (fL) -0.001 0.089 -0.015 0.987
ALT (U/L) -0.086 0.135 -0.639 0.523
AST (U/L) 0.215 0.136 1.586 0.114

Regression coefficients (b), standard error of b (SEy), and t statistic with corresponding P-

value.



Table 3. Baseline characteristics of HIV- untreated and HIV-treated patients.
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HIV- untreated HIV-treated P-value
Age (years) 39.2 +£10.7 41.1+125 0.5493
Male (%) 50.0 55.4 0.6754
Glucose (mg/dL) 96.8 £19.0 95.3+£155 0.7164
Creatinine (mg/dL) 0.8+0.2 0.9+0.2 0.3878
Total cholesterol (mg/dL) 165.3 £43.9 183.8 +43.4 0.1047
LDL- cholesterol (mg/dL) 96.5+31.1 112.1 + 36.4 0.1119
HDL- cholesterol (mg/dL) 38.1+10.2 446+ 129 0.0483
Triglycerides (mg/dl) 143.0 £123.9 143.2 £ 1154 0.9953
ALT (U/L) 32.5 (24.0-51.5) 33.0 (26.0-51.0) 0.5934
AST (U/L) 26.0 (17.5-40.5) 22.0 (18.0-32.0) 0.9613
WBC (103cells/uL) 6.3+1.8 6.2+22 0.8088
RBC (10° cells/uL) 42+0.8 41+0.6 0.3665
Hemaoglobin (g/dl) 128 +1.9 13.7+£1.6 0.0224
Hematocrit (%) 38.2+55 40.1+4.2 0.1291
RDW (%) 13.9 (13.1-14.4) 13.5(13.1-14.3) 0.7260
Platelet (10%cells/pL) 218.6 +48.1 213.6 + 64.8 0.7559
VPM (fL) 10.1 £0.5 99 +0.8 0.3405
CD4(cells/pL) 406.7 + 292.8 545.2 + 287.7 0.0678
CD8(cells/uL) 963.4 + 499.2 956.0 + 543.2 0.9576
CD4/CD8 ratio 04+0.3 0.6+0.3 0.0117
NOX (umol/L) 127.0 (36.2-277.1)  60.8 (27.9-105.4) 0.0294

Data are expressed as percentages, mean and SD or median (interquartile range).



CONCLUSOES

Foi demonstrado que os pacientes infectados pelo HIV apresentaram diminuicdo dos
niveis séricos de NOx e, a HAART contribuiu para uma queda maior desses niveis. Deve ser
enfatizado que esta diminuicdo pode ser um mecanismo importante que predispde 0s
pacientes infectados pelo HIV a um desfecho cardiovascular. Embora os beneficios da
HAART sejam indiscutiveis, pacientes HIV positivos ainda apresentam maior nimero de
comorbidades, em especial, as doengas cardiovasculares. Neste contexto, acoes que melhorem
a qualidade de vida das pessoas com HIV/AIDS precisam ser desenvolvidas. Assim, a
manutengdo dos niveis de NOx pode ser uma potencial estratégia terapéutica e,

consequentemente, reduzir o risco de doencas cardiovasculares.
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