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“‘Que a conversa entre nossos siléncios

ndo termine logo, tristonhos olhos castanhos,

Rogo de coragdo que escolhas, dentre as tempestades,
S0 a que te trouxer calmaria,

e se por acaso a sorte lhe sorrir... ria!

O apego as vezes é como uma parede

que impede o corpo de receber

um carinho da chuva que cai, e da brisa

fresca que nos beija, pés tempestade. ...

Agquela que me tem em

verso, prosa e poesia’”.

Andrey S. Santos (em dedicatoria)
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Alessandro Manzoni






Resumo

Introducdo: ao analisar as atuais causas dos Obitos das pessoas que vivem com HIV/aids
(PVHA), diferentemente da era pré-cART (terapia antirretroviral combinada), destacam-se
doencas tipicas do envelhecimento, tais como dislipidemias, doengas cardiovasculares,
diabetes mellitus, entre outras, que aparecem de forma muito precoce nesta populagdo. Tal
fendmeno ocorre devido as persistentes ativacdo imune e inflamacéo cronica em PVHA, que
sdo favorecidas pela interacdo da HMGB1 - high mobility group box protein-1 - e dos
produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), com seu receptor (RAGE), presente na
superficie da membrana celular. Em sua forma soltvel, SRAGE é uma provavel supressora da
ativagdo imune por sequestrar os ligantes e evitar a interacdo deles com a forma
transmembrana, anulando assim, seus efeitos. Além disso, a translocacdo microbiana e o
estresse oxidativo tém sido estudados como potencializadores dessa cascata inflamatoria e,
em PVHA, niveis de sCD14 e de produtos de peroxidacdo lipidica, tais como o
malondialdeido (MDA) e 8-isoprostano, estdo elevados em relagdo aos individuos ndo-
infectados, enquanto que o sistema antioxidante dos portadores do virus, incluindo a
capacidade antioxidante total (CAT), vitaminas e seus precursores, também é considerada
deficiente. Portanto, esses marcadores estdo relacionados, tanto com a prépria evolucao para a
doenca, quanto com o aparecimento e gravidade das comorbidades ndo-associadas a aids.
Objetivos: avaliar a influéncia da cART e das contagens de células T CD4+ nos niveis
plasmaticos de sRAGE, AGEs, HMGB1, sCD14, citocinas, MDA, 8-isoprostano, CAT,
vitaminas, proteina C-reativa (PCR) e variaveis metabdlicas, além da relacdo com os danos
genotoxicos induzidos por estresse oxidativo a partir das células mononucleares do sangue
periférico das PVHA.

Meétodos: a abordagem foi realizada em dois estudos, um longitudinal envolvendo 30 PVHA
analisadas antes (MO) e cerca de seis a 12 meses apoés inicio terapéutico (M1) e, outro estudo
de carater transversal, que dividiu os 92 participantes em cinco grupos, conforme uso ou nédo
da cART e resposta imunoldgica apresentada, sendo ela, adequada (T CD4+>500) ou
inadequada (T CD4+<500 célulassmm®). A inclusdo dos participantes ocorreu no Servico de
Ambulatérios Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira”, Botucatu/SP. Foram
realizadas as seguintes técnicas: cromatografia de alta eficiéncia (HPLC) para o MDA e
vitaminas; total antioxidant performance para o CAT; ensaio imunoenzimatico (ELISA) para
0 SRAGE, AGEs, HMGBL1, sCD14 e 8-isoprostano; citometria de fluxo para as citocinas IL-6,



IL-8 e IL-10 e ensaio do Cometa para dano no DNA. Demais dados foram coletados de
prontudrios medicos. Na analise estatistica foram utilizados, para as variaveis néo
paramétricas, os testes Poisson e Distribuicdo Gamma e, para as paramétricas, Binomial
Negativa e Tukey-Kramer. Foram calculadas, também, correlacGes de Pearson. A andlise foi
ajustada para idade, género, pratica de exercicios fisicos, uso de tabaco e de antidepressivos.
A significancia foi considerada para p<0,05.

Resultados: no estudo longitudinal os niveis de triglicérides e PCR aumentaram apds terapia
e, concentracdes de vitaminas e CAT diminuiram neste periodo. Além disso, houve aumento
no dano do DNA pds-cART nos individuos que iniciaram a terapia com altas contagens de T
CD4+. Naqueles que a iniciaram com baixas contagens destas células, ocorreu aumento de 8-
isoprostano e diminui¢do nos niveis de AGESs. Ja no estudo transversal, os grupos sob cART
h& mais de cinco anos e controle da viremia apresentaram os menores niveis de I1L-10, sendo
que, entre eles, o grupo de individuos com contagens mais altas de T CD4+ mostrou os niveis
mais elevados de sCD14 e sRAGE. Ademais, no grupo virgem de tratamento com baixas
contagens de T CD4+ houve maior concentracdo de 8-isoprostano, enquanto que, naguele sem
tratamento, mas com altas contagens de T CD4+ e infec¢do ha mais de cinco anos, observou-
se 0s menores danos genotoxicos.

Concluséo: o uso da cART influenciou na melhora dos parametros relacionados a infeccéo
pelo HIV, porém, ndo houve beneficios no status inflamatério e de ativacdo imune,
considerando os marcadores escolhidos. A cART parece, também, ter contribuido com o
aumento no estresse oxidativo dos individuos infectados, tanto nos meses iniciais da terapia
quanto seu uso em periodo prolongado, conforme demonstrado nos dois estudos. Assim, ha
necessidade de mais investigacdes, com maior casuistica, sobre as alteracdes metabdlicas,
imunoldgicas e oxidativas provocadas pela CART. Além disso, devido & sua indicacdo cada
vez mais precoce e uso prolongado, estratégias para minimizar estes parametros devem ser
consideradas, tais como, adocdo de habitos saudaveis e acompanhamento peridédico em

Servico de Referéncia.






Abstract

Introduction: Analyzing the current causes of deaths of people living with HIV/AIDS
(PLWHA), it turns out that, unlike the pre-cART era (combination antiretroviral therapy), the
highlights are typical manifestations of aging, such as dyslipidemia, cardiovascular disease
and diabetes mellitus, which appear early in this population. This phenomenon occurs because
of persistent immune activation and chronic inflammation in PLWHA, which are favored by
the interaction of HMGB1 (high mobility group box protein-1) and AGEs (advanced
glycation end-products), with the receptor RAGE, present in surface of the cell membrane. In
its soluble form, SRAGE competes with the transmembrane receptor sequestering its ligands
and preventing the activation of proinflammatory pathways. Furthermore, microbial
translocation and oxidative stress have been studied as enhancers of this inflammatory
cascade. Compared to the non-infected individuals, in PVHA the sCD14 and product levels of
lipid peroxidation, such as malondialdehyde (MDA) and 8-isoprostane are increased, while
their antioxidant system, including the total antioxidant capacity (TAC), vitamins and their
precursors are deficient. Therefore, these markers are related both to the evolution of the
disease itself, as with the onset and severity of non-AIDS comorbidities.

Objectives: to evaluate the influence of cART and CD4+ T cells counts on plasma levels of
SRAGE, AGEs, HMGBL1, sCD14, cytokines, MDA, 8-isoprostane, TAC, vitamins, C-reactive
protein (CRP) and metabolic variables, beyond their relationship with genotoxic damage
induced by oxidative stress from peripheral blood mononuclear cells of PVHA.

Methods: the approach was made through two studies, a longitudinal design enrolled 30
PVHA, analyzed before (M0) and approximately six to twelve months after (M1) therapy
initiation; another transverse study, which divided the 92 participants into five groups, as use
or not of CART and the presented immune response (adequate when the CD4+ T <500, or
inadequate to CD4+ T >500 cellssmm?). The participants included attending the Specialized
Ambulatory Service of Infectious Diseases "Domingos Alves Meira”, Botucatu/SP. The
following techniques were performed: high performance liquid chromatography (HPLC) for
the MDA and vitamins; total antioxidant performance for CAT,; enzyme immunoassay
(ELISA) to sSRAGE, AGEs, HMGB1, sCD14 and 8-isoprostane; flow cytometry for IL-6, IL-
8 and IL-10 and comet assay for DNA damage. Other data were collected from medical
records. We used Poisson test or Gamma distribution for non-parametric variables and
Negative Binomial or One-way ANOVA with subsequent Tukey-Kramer post-hoc test for



those parametric data. We also performed Pearson correlations. All calculations were adjusted
for age, sex and tobacco use, practice of intense physical activity and use of anxiolytics and/or
antidepressants (p<0.05).

Results: In the longitudinal study, after cART initiation triglyceride and CRP levels
increased, and vitamin concentrations and CAT decreased. In addition, there was an increase
in DNA damage of individuals who initiated therapy with high CD4+ T counts. Those started
with low CD4+ T counts, occurred an increase in 8-isoprostane levels and a decrease in
AGEs. In cross-sectional study, the groups under cART for more than five years and
controlled viremia had lower IL-10 levels, and those with higher CD4+ T cell counts showed
higher levels of sCD14 and sRAGE. Moreover, the naive group with low CD4+ T counts
presented the highest concentration of 8-isoprostane, while naive patients but with a high
CD4+ T count and infection for more than five years, it was observed the smallest genotoxic
damage.

Conclusion: the use of cART improved the parameters related to HIV infection, however,
failed to improve the inflammatory and immune activation status, considering the variables
analyzed here. The therapy also showed to increase the oxidative stress of infected
individuals, both in the initial months as long-term use of CART, as shown in our both studies.
Thus, there is need for further research with a larger cohort, about the disturbance in
metabolic, immunological and oxidative status, potentiated by cART. In addition, because of
the current ever-earlier recommendations to start CART and its prolonged use, strategies to
minimize these parameters should be considered, such as adoption of healthy habits and

regular monitoring in Reference Service.
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Capitulo T

Revisdo da Literatura

e HIV/Aids: Aspectos Gerais

A Organizacdo Mundial da Saude estimou, em 2014, que a epidemia por HIV atingia
36,9 milhGes de pessoas no mundo, com prevaléncia global de 0,8% (figura 01). Ha mais de
30 anos a aids se mantém como importante causa de mortalidade, ocupando o 6° lugar no
ranking mundial de 6bitos, com cerca de 1,5 milhdo de mortes em 2012 &2 (figura 02). No
Brasil, desde o inicio da epidemia em 1981 até junho de 2014, foram registrados 757.042
casos no pais, com prevaléncia estimada de 0,4%, distribuicdo concentrada nas regides
Sudeste e Sul e maior incidéncia em homens (65%) ©. S6 no estado de S&o Paulo, 228.698
casos foram notificados de 1980 a junho de 2013 e, destes, 0 municipio de Botucatu

representa 1.551 casos ).

Adult HIV Prevalence Rate, 2014

Global HIV/AIDS Prevalence Rate = 0.8%

[ n/A

[ <1% (67 countries)
M 1-5% (32 countries)
I 5-10% (4 countries)
B >10% (9 countries)

NOTES: Data are estimates. Prevalence rates include adults ages 15-49.
SOURCE: Kaiser Family Foundation, based on UNAIDS, How AIDS Changed Everything; 2015.

Figura 01. Taxas de prevaléncia de adultos infectados pelo HIVV no mundo.
Fonte: UNAIDS, 2015 @,
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As 10 principais causas de morte no mundo

Doenca arterial

; 7.4 milhdes
coronariana

AVC 6,7 milhdes

DPOC 3,1 milhdes
I
nfec&;pes dp 3,1 milhdes
lrato respiratério
Cancer e
1,6 milhao
pulmonar
HIV/AIDS 1,5 milhdo
Diarreia 1,5 milhdo
Dlabgles 1,5 milhdo
mellitus
Acidentes de “‘T oy
transito . ks
Cardiopatia o
£ 2 1,1 milhao
hipertensiva

0 milh&o 2milhdes 4 mihdes 6 mihdes 8 mihdes 10 milhdes

Figura 02. Dez principais causas de morte no mundo no ano de 2012.

Siglas: DPOC, doenga pulmonar obstrutiva cronica; AVC, acidente vascular cerebral.
Fonte: WHO, 2014 @,

Apesar da infeccdo por HIV ser considerada, atualmente, uma doenca cronica devido
aos avancos tecnoldgicos e de pesquisas relacionadas ao seu diagndstico precoce e tratamento
eficaz, ela ainda é emergente e representa um dos maiores problemas de salde publica, em
funcdo do seu carater pandémico e de sua gravidade. Porém, o impacto dessa epidemia seria
muito maior se a estratégia de combinacdo de diferentes drogas na terapia antirretroviral
(CART), nédo tivesse mudado a historia natural da doenga, reduzindo drasticamente sua
morbimortalidade .

Em sua historia natural, a infeccdo por HIV inclui as fases aguda (semanas a poucos
meses), cronica ou assintomatica (anos) e a aids, propriamente dita. O tempo de evolugéo para
a doenca apds o contagio € de, aproximadamente, 10 anos, em individuos considerados
“progressores tipicos” e na auséncia de cART (figura 03). No entanto, uma pequena parcela
dos infectados (cerca de 5,0%) © permanece sem sintomas ou evidéncias clinicas de
progressao por bem mais de 10 anos, sendo conhecidos como “progressores lentos” - LTNP
(long term non-progressors). Esse € um grupo importante que permite o estudo de fatores
associados ao controle do ritmo de progressdao da doenca, tais como, fatores genéticos,

eficiéncia da resposta imune humoral e celular e a presenca de fatores antivirais sollveis ©n

Tasca, K, 1., 2016



Key
Typical Progressors viremia
Long-Term Non-Progressors viremia
Rapid Progressors Viremia
Typical Progressors CD4-cell count
Long-Term Non-Progressors CD4-cell count
Rapid Progressors CD4-cell count
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Figura 03. Progressdo da infecgdo por HIV em progressores tipicos (cinza), rapidos

(azul) e lentos (verde).
Fonte: Poropatich K, Sullivan DJ, 2011 .

HIV sdo retrovirus que podem infectar varios tipos celulares, principalmente os
linfocitos T com marcador CD4+ (T CDA4+), que apresentam receptores de quimiocinas
especificos, CCR5+ ou CXCR4, em sua superficie. Assim, o principal dano causado pelo HIV
é a deterioracdo progressiva do sistema imune celular, levando a grave imunodepresséo, o que
torna o individuo mais suscetivel as doencas oportunistas ou certos tipos de neoplasias ©.
Além disso, algumas células infectadas permanecem latentes, mantendo pré-virus integrados
ao seu DNA, mas sem expressar proteinas virais, dando origem aos conhecidos “reservatorios
virais”. Essa condigdo permanece até que esta célula seja estimulada/ativada, o que atrasa o
combate do sistema imune contra o virus ou dificulta a acdo dos medicamentos
antirretrovirais (ARV) disponiveis .

A eficacia do primeiro regime terapéutico e qual € o melhor momento para inicia-lo sdo
topicos até hoje discutidos em todo o mundo e que geram muitas questdes que, ainda,

9 Alguns estudos mais recentes, sugerem maior

necessitam de respostas consistentes
sobrevida ™*? com o inicio precoce de CART e mais beneficios ao paciente, tais como
melhor reconstituicdo imune “®. Quanto maior o nadir, cuja expressio é dada & menor

contagem de T CD4+ ao longo da infeccdo, melhor prognostico dos pacientes. Outros
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beneficios do tratamento precoce seriam limitacdo da diversidade viral com reducdo do
reservatorio, protegendo os sistemas imunes, inato e adquirido, dos efeitos deletérios da
ativagdo imune cronica Y e diminuicéo da replicacdo do HIV, reduzindo, substancialmente, a
sua transmisséo 4%,

Desta forma, o Ministério da Sadde do Brasil que, até dezembro de 2013 indicava inicio
terapéutico aos assintomaticos, apenas quando estes apresentavam T CD4+ inferior a 500
células/smm?, passou a recomendar o tratamento para todas as pessoas que vivem com
HIV/aids (PVHA), independentemente dos niveis de T CD4+ e sintomatologia **"

Entre as classes de medicamentos disponiveis estdo os inibidores de transcriptase
reversa analogos de nucleosideos (ITRN), inibidores de transcriptase reversa nao analogos de
nucleosideos (ITRNN), inibidores de protease (IP), de fusdo, de integrase e antagonista do
correceptor CCR5, drogas que tém sido utilizadas associadas, compondo diferentes esquemas
terapéuticos .

Contudo, h&d um grupo de infectados sob cART e supressdo viral completa por um
longo periodo, que continuam apresentando reconstituicdo imune incompleta, ou seja, a
contagem de T CD4+ se estabelece em niveis inferiores a 500 células/mm?®. Esses sdo 0s
chamados ‘“ndo respondedores imunoldgicos” — NRI (ou INR, immunological non-
responders). A patogenia deste fendmeno ainda ndo esta clara, mas sabe-se que ha reducdo na
proliferacdo de células T CD4+ de memdria, aumento na susceptibilidade a apoptose em
linfocitos T, replicacdo viral residual e altos niveis de lipopolissacarideo (LPS) e ativacédo
imune @17 Estas pessoas apresentam risco maior de morbimortalidade quando comparadas
aquelas sob CART que conseguem a recuperacéo celular durante o curso da infecgéo 9.

Fato é que, hoje em dia, garantido o acesso a CART e também a bons servigos de
assisténcia a salde, a expectativa de vida de uma PVHA se assemelha muito & da populacéo
geral, tornando a abordagem clinica da infeccdo pelo HIV muito semelhante & de outras
doencgas cronicas, com beneficios visiveis, principalmente, nos pacientes que tém adesdo a

terapia e a0 acompanhamento no Servico de Referéncia 9.
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e Envelhecimento Precoce e Inflamacdo em PVHA

Apesar das conhecidas vantagens da CART em longo prazo, como os beneficios clinicos
que sdo decorrentes, principalmente, do controle na replicacdo do HIV, o inicio terapéutico
tem ocorrido cada vez mais cedo na populacao de infectados. Devido a este fato, tém ocorrido
também mais precocemente, eventos adversos causados pelos ARV, tais como, citotoxicidade
e transtornos metabélicos “°.

Analisando as causas atuais dos 6bitos das PVHA, diferentemente da era pré-cART, as
infeccBes oportunistas sdo responsaveis apenas por uma pequena parcela deles. Destacam-se
agora doengas tipicas do envelhecimento, tais como, doenga cardiaca isquémica, acidente
vascular encefalico e outras alteraces do sistema nervoso central, dislipidemias, hepatopatias,
doenca renal cronica, diabetes mellitus, alteracBes Osseas, infeccbes e canceres ndo
relacionados & aids, entre outras “**". Estas comorbidades sdo mais frequentes em individuos
infectados por HIV, do que os nio infectados ®® (figura 04).

Essas doencas cronicas, muito comuns em idosos da populacéo geral, acometem mais
cedo as PVHA @2, caracterizando o “envelhecimento precoce”. Exemplo disso é que, uma
PVHA de 40 anos apresenta nimero semelhante de comorbidades ao de um individuo néo
infectado com cerca de 60 anos ?? (figura 05).

p<0.0001

$

[TTHIV negative
B HIV positive

$

% of participants
8

-
[~
i

p=0.005
p=0.003 p=0,003 p=0.022

Figura 04. Distribuicéo de comorbidades em individuos portadores ou ndo do HIV.
Sigla: COPD, chronic obstructive pulmonary disease.
Fonte: Schouten J et al., 2012 2,
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Figura 05. Prevaléncia de “polipatologias” (Pp) entre infectados e nio infectados pelo

HIV, por faixa etéria.

Comorbidades: hipertenséo, diabetes mellitus, hipotireoidismo, doencas cardiovasculares e fraturas 6sseas.
Fonte: Guaraldi G et al., 2011 ©2,

Muitos fatores fisiopatoldgicos estdo envolvidos com o aparecimento deste fenémeno.
Os maus habitos de vida, tais como, tabagismo, sedentarismo, alimentacdo desbalanceada e
estresse, a influéncia genética e/ou familiar e a presenca de alguns patdgenos, como
citomegalovirus e virus das hepatites B (VHB) e C (VHC) podem agravar essas comorbidades
(%) No entanto, o processo inflamatério crénico apresentado por individuos infectados pelo
HIV, talvez, seja um dos mais importantes mecanismos desencadeadores do envelhecimento
precoce. Essa inflamacdo persistente em PVHA deve-se, principalmente, & constante
replicacdo residual do HIV, a translocacdo microbiana e a intensa ativacdo do sistema imune
(2939 (figura 06).

De modo mais detalhado, além da desregulacéo das subpopulagdes de células T helper
(Th)1 e Th2, bem conhecidas na infeccdo por HIV @ outro perfil de respostas é diminuido
em PVHA, o Thl7. Este tipo de resposta contribui para a homeostase no tecido linfoide
associado ao intestino (GALT), pois previne a inflamacdo local, a perda da integridade e
alteracdes na estrutura e funcdo dessa mucosa ou da flora bacteriana. Como consequéncia, ha
menor risco de ruptura da barreira epitelial ®>*¥ dificultando a translocagdo microbiana do

limen intestinal para o sangue periférico @33, Na falha desse processo ocorreria ativacdo
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imune sistémica ¥, promovendo aumento da inflamacdo e comprometendo ainda mais o
status clinico das PVHA.

Figura 06. Mudanca de cenario das causas de morte em infectados pelo HIV, preé- (azul)
e pbs- (rosa) CART.
Fonte: Adaptado de Hsu et al., 2013 ®; Hunt, 2012 ®°,

A translocacdo microbiana é mais intensa em individuos PVHA ©**%) ¢ pode ser
identificada pelas dosagens plasmaticas de CD14 soltvel (sCD14), que se liga ao LPS e ativa
o fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB), com consequente produgdo intensa de
citocinas pré-inflamatdrias ©*.

Além disso, as respostas adaptativas contra o HIV, principalmente, a de linfocitos T
citotoxicos (CTL) especificos, suprimem a replicagdo viral, mas contribuem igualmente para
0 aumento da ativacdo imune cronica ©”. A ativacdo celular de T CD8+ nos individuos
infectados tem sido relacionada a diferenciacéo atipica na populagdo de células T ©®, devido a
um processo que envolve a via de sinalizacdo “proteina quinase ativada por mitogenos”
(MAPK) ©9. Esta via também contribui com a patogénese da doenca, pois é ativada em
resposta a estimulos continuos de estresse e ao ambiente pro-inflamatdrio. Muitas das etapas
do ciclo replicativo do HIV parecem depender desse estimulo de mitégenos, como o
desbloqueio da transcricdo reversa e integracdo completa do DNA pré-viral “9.

Tasca, K, 1., 2016



Outros marcadores estdo relacionados a ativacao celular. Assim, os produtos finais de
glicagdo avangada (AGEs) séo resultados de reagdes ndo enzimaticas entre agucares redutores
e componentes celulares, incluindo proteinas, lipideos e acidos nucleicos que se acumulam no
tecido vascular durante o envelhecimento “?. Tais produtos interagem com seus receptores
(RAGE), membros da superfamilia das imunoglobulinas que estdo expressos na membrana de
vérios tipos celulares “V. A expressido de RAGE aumenta em consequéncia do actimulo de
seus ligantes, como AGE, HMGB1 (high mobility group box protein 1) e mediadores
inflamatorios 2.

Quando essa ligacdo entre produtos e receptor acontece, vias celulares pro-
inflamatorias e pro-coagulantes sdo ativadas, o que aumenta a producdo de moléculas de
adesdo, de citocinas inflamatorias como a interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral
alpha (TNF-a), além da geragdo de 6xido nitrico (NO), que contribuem com varias condi¢des
patologicas graves, incluindo o desenvolvimento de aterosclerose, diabetes mellitus, sepse,
artrite reumatoide, doencas neuroldgicas, entre outras “**”. A forma solivel de RAGE
(SRAGE), em contrapartida, atua como supressora da ativacdo e sinalizacdo de RAGE, por

sequestrar seus ligantes e impedir a interacdo ligante-RAGE e seus efeitos “® (figura 07).
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Figura 07. Cascata inflamatdria decorrente da ativacdo de RAGE, devido a interacao

com seus ligantes AGE e HMGBL.

Siglas: AGE, produtos finais de glicacdo avancada; RAGE, receptor de AGE; HMGBL1, high mobility group box
protein-1.

Fonte: Adaptado de Kalea et al., 2009 “®.
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Jeonga et al. “) em estudo realizado com individuos infectados pelo HIV concluiram
que altos niveis de SRAGE estiveram relacionados ao menor desenvolvimento de
aterosclerose e sugeriram o papel protetor deste marcador, que poderia ser utilizado na pratica
clinica para predizer riscos cardiovasculares nas PVHA. Neste mesmo estudo, ndo houve
diferenca entre os grupos de acordo com a classe de ARV utilizada, no entanto, grande parte
dos pacientes com altas dosagens de SRAGE estava sob regime de cART composto por
ITRNN “©,

Elevados niveis sisttmicos de HMBG1 foram reportados em condicdes pro-
inflamatrias cronicas, incluindo diversas comorbidades “"***? A HMGB1, considerada uma
alarmina, tem sua producdo desencadeada por varios tipos celulares a partir de diferentes
estimulos, como de LPS, interferons (IFN) e TNF-a Y ou ela é secretada passivamente,
como resultado de processos apoptéticos e de necrose ©?, condices que sdo comuns em
individuos infectados pelo HIV.

Assim, altos niveis de HMGB1 também foram encontrados em PVHA, em relacdo a
populacido nio infectada e, principalmente, em pacientes com doenca avancada ©2°¥. Os
mesmos autores mostraram associacdo deste marcador com a carga viral plasmatica (CV) dos
pacientes e reducdo de ambos apds dois anos de cART ®2. Um achado interessante é que a
HMGBL1 pode se ligar ao LPS, desagregando-o e facilitando, entdo, sua ligagdo com CD14,
que ativa a célula via toll like receptor 4 (TLR4) ®¥ e, por seguinte, NFkB ©%°%). Estimulo de
mondcitos com LPS e HMGB1 em conjunto resultou em maior producéo de TNF-a do que o
estimulo apenas com LPS ©¥. Isso indica que a HMGBL1 pode, inclusive, induzir a reativacéo
de HIV em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos sob cART ©°.

Como um fator limitante das respostas pro-inflamatérias, a IL-10 tem sido relacionada
sob diversos aspectos na patogenia do HIV/Aids e pode induzir resposta do perfil T
regulatério (Treg). Alguns autores consideram que a IL-10 pode exercer papel protetor no
hospedeiro, em virtude desse papel regulador de varios perfis efetores de células T e devido a
sua inducdo de proteinas supressoras da ativacdo de T CD4+, como a proteina de morte
celular programada (PD-1) ®®. Outros, encontraram correlagéo negativa entre esta citocina e
T CD4+ ©7 e a associaram com o perfil Th2 e, consequentemente, com a evolugéo para aids
8) Assim, mais estudos s&o necessarios para verificar a acdo da IL-10 na condicéo cronica da
infeccdo pelo HIV.

Outros parametros de inflamagéo estdo envolvidos na mortalidade desta populacéo,
como a protefna C reativa (PCR), IL-6, d-dimero, entre outros . Estes e outros parametros

tém sido relacionados, também, ao aparecimento de outras patologias, independentemente
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da infeccdo pelo HIV ou como consequéncia do envelhecimento precoce. Exemplos tipicos
sd0 as citadas no inicio deste topico, principalmente doencgas cardiovasculares,
dislipidemias, hepatopatias, doenca renal cronica, diabetes mellitus alteracbes Osseas e
neoplasicas, e doenca de Alzheimer e Parkinson ©©.

Em relagdo as neoplasias, atencdo especial deve ser dada ao seu diagnostico precoce,
afinal, elas eram responsaveis por menos de 1% dos Obitos dos pacientes HIV na era pré-
cART, e hoje alcancam 15% ©V. O cancer, em geral, é relacionado com a instabilidade de
mecanismos de reparo do DNA e as PVHA apresentam esse comprometimento ©2),
conforme explanado mais adiante. Os mais comuns sdo os canceres de pele, pulmao, colo-
retal/anal, hepatico e linfoma de Hodgkin’s ®® e estéo relacionados a estagios avancados
da infecgdo pelo HIV, ao nadir menor que 200 células/mm?, uso de cART, idade maior que
45 anos, e vém acometendo mais o género feminino ¢,

Aliés, de acordo com varios estudos ?®%%49 a5 persistentes ativacdo imune e
inflamacdo sdo fatores potencialmente determinantes de morbidade e mortalidade ndo
associadas a aids, mesmo nos individuos sob CART e que apresentam supressdo viral
adequada. A cART tem mostrado diminuir relativamente os niveis de alguns marcadores de
inflamacgdo, no entanto, esses valores continuam significativamente mais elevados nestes
individuos do que naqueles ndo-infectados *®. Isso porque a cART, responsavel pela
lipodistrofia, dislipidemia e resisténcia da insulina, também desencadeia disfuncdes
endoteliais ®®.

A soroconversao por si so, ja altera o perfil metabélico dos pacientes (figura 08), mas
de uma forma um pouco diferente: esta associada a reducdo dos niveis lipidicos devido a
perda de peso e deplecdo de proteinas. No entanto, com o inicio e manutencdo da CART, em
longo prazo, esses niveis se elevam ©¢9). Sabe-se, inclusive, que a dislipidemia encontrada
nos pacientes infectados por HIV é maior do que na populacdo de ndo-infectados e se
caracteriza por niveis elevados de triglicérides e colesterol total, e baixos da fragdo HDL-
colesterol . Uma vez iniciada a CART, observa-se que 33,0% a 82,0% dos pacientes
desenvolvem hipercolesterolemia e 43,0% a 66,0% hipertrigliceridemia ©”, alteracdes que

contribuem com o aparecimento de doencas cardiovasculares nesses pacientes @7,
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Figura 08. Interacdo entre status nutricional e progressao da infec¢do por HIV.

Fonte: Evans et al., 2011 .

E preciso, entdo, que tais pardmetros sejam minimizados a fim de aumentar a
sobrevida dos pacientes. Assim, ha necessidade de mais estudos sobre os fatores que resultam
e decorrem dessa persistente inflamacdo e ativacdo imune cronica, que contribuem com o
envelhecimento precoce, inclusive, do sistema imunolégico (figura 09) ?®9. Nesse sentido, a
senescéncia € marcada pela capacidade reduzida de células produtoras de IL-2, aumento na
producéo de IL-6, resisténcia a apoptose e encurtamento de teldmeros. Uma das explicacdes é
a inibicdo da telomerase por alguns ARV, afinal, ela é uma transcriptase reversa, e tem a
funcdo de adicionar sequéncias repetitivas de DNA a extremidade 3’ dos cromossomos. A
exaustdo clonal também é muito mais intensa em infectados pelo HIV e um exemplo disso é
gue, mais de metade de todas as células T CD8+ estdo ativadas em portadores de virus e,
apenas, 10% ou menos estdo ativadas em pessoas sem o HIV, além das células T de um
infectado com 56 anos de idade apresentar caracteristicas semelhantes as de uma pessoa néo

infectada com 88 anos ©°.
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Figura 09. Sumario das alteragdes mais comuns decorrentes da imunossenescéncia.
Siglas: Mo, macrophage; DC, dendritic cell; MHC, major histocompatibility complex; TLR, Toll-like receptors;
NK, natural killer; Th, helper T cell; TCR, T-cell receptor; Treg, regulatory T cell.

Fonte: Bauer ME & De la Fuente M., 2016 'V .

Para finalizar este topico que relata a “nova cara da epidemia”, outros fatores explicam
0 aparecimento das comorbidades ndo-associadas e o envelhecimento precoce nas PVHA.
Como a mortalidade pela infeccdo por HIV/Aids teve acentuada queda, ha também o
envelhecimento esperado dessas PVHA, além de um crescente aumento nas taxas de
transmissdo do HIV em idosos, fruto da baixa adesdo aos preservativos e acesso a drogas de

combate & disfuncéo erétil masculina nessa faixa etaria 2.
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e O Estresse Oxidativo na Infeccédo pelo HIV

O conceito de estresse oxidativo, recentemente redefinido, é dado como desequilibrio
entre oxidantes e antioxidantes, originando a desregulacdo da sinalizacdo e controle redox
(redugdo-oxidacdo), levando a possiveis danos moleculares " Como consequéncias desta
disfuncdo, ocorre acometimento estrutural e funcional de lipideos, proteinas, &cidos nucleicos
e outras macromoléculas sendo que, a extensdo dos danos gerados dependem da natureza,
duracdo e gravidade do estimulo, que sdo variados entre diferentes espécies e tecidos 47,
Em sintese, a figura 10 apresenta alguns dos antioxidantes e oxidantes, fontes geradoras de

substancias reativas e possivel resposta celular as condi¢des que resultariam no estresse

oxidativo.
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Figura 10. Relacdo dos componentes que participam do estresse oxidativo.
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oxigénio; ERNs, espécies reativas de nitrogénio.

Fonte: Adaptado de: Halliwell & Whiteman ®, Barbosa et al. ™" e Sharma ®.
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Os produtos gerados pelo estresse oxidativo desempenham importante papel na
génese de processos metabdlicos que culminam na ocorréncia de enfermidades cronicas
degenerativas. Tal capacidade, torna-os importantes ferramentas na elucidacdo de
mecanismos e implicacBes bioldgicas do dano oxidativo, com o objetivo de possibilitar o
planejamento de acdes eficazes no controle e prevencdo desses processos *%. No entanto,
as lesdes oxidativas sdo detectdveis sob condicBes fisioldgicas normais em individuos
saudaveis, o que sugere que a eficacia dos mecanismos antioxidantes e de reparo ndo podem
evitar completamente a reacdo de oxidacdo mediada pelas espécies reativas de oxigénio
(EROs) @Y,

Tais EROs, apesar de contribuirem com a destruicdo de patdgenos e de células
tumorais, estdo associados ao envelhecimento e aumentam ainda mais o estresse oxidativo e
os danos teciduais, que desencadeardo a inflamacéo. Este processo € conhecido como oxi-
inflamm-ageing, e que também decorre da imunossenescéncia, independentemente da
presenca ou ndo de patdgenos, e pode ser responsavel pela inducdo de DAMPSs,

comprometendo ainda mais a homeostase local ¥ (figura 11).
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Figura 11. Relacéo dos componentes gue participam do estresse oxidativo.

Siglas: ROS, reactive oxigen species; PAMPs, pathogen-associated molecular patterns; DAMPs, damage-
asociated molecular patterns.

Fonte: Adaptado de: Bauer ME & De la Fuente M., 2016 ™.
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Véarios métodos sdo utilizados para avaliar o estado pré-oxidativo, destacando-se as
aferi¢bes, individualizadas ou em conjunto, que seguem: oxidacdo das bases puricas e
pirimidicas do DNA, peroxidacdo lipidica (anélise da concentracdo de malondialdeido
[MDA] e nivel de isoprostanos, por exemplo) e oxidacdo de proteinas (carbonilacéo,
nitracdo). Outros ensaios avaliam a capacidade antioxidante, como a andlise de enzimas
especificas (superéxido desmutase, catalase etc.), glutationas (GSHs), de componentes
hidrofilicos (&cido urico, bilirrubina, albumina, ascorbato, complexo B) e lipofilicos
(carotenoides, a-tocoferol).

Entretanto, ha dificuldade na interpretacdo dos resultados originados dessas medidas
individuais, tanto de compostos antioxidantes, quanto de produtos oriundos das reagoes
oxidativas "®. Além disso, deve-se considerar que a avaliacdo do potencial antioxidante de
alguns componentes ndo-enzimaticos, in vivo, depende da absorcdo e biodisponibilidade do
produto em condicBes fisioldgicas; concentracdo plasmatica ideal para desempenhar sua
atividade antioxidante; tipos de radicais livres gerados no processo oxidativo; compartimento
celular em que foram gerados, entre outros 7.

Na analise de antioxidantes, Beretta et al. ®? desenvolveram um método analitico e
especifico denominado TAP (total antioxidant performance), capaz de aferir a atividade
antioxidante tanto do compartimento lipofilico quanto do hidrofilico. Em relacdo aos outros
marcadores de estresse oxidativo, 0 TAP apresenta varias vantagens, pois determina a
capacidade antioxidante total plasmatica de ambos os compartimentos, propicia o nivel de
oxidabilidade da amostra e possui boa reprodutibilidade.

Os carotenoides também vém sendo estudados ao longo dos anos ndo somente pela
sua comprovada atividade pro-vitamina A, mas também pela evidéncia de outras propriedades
bioldgicas benéficas a salde, tais como, fortalecimento do sistema imunoldgico e diminuicéo
do risco de doencas degenerativas, como certos tipos de neoplasias, doencgas cardiovasculares,
degeneracéo ocular etc ®. Da mesma forma, o a-tocoferol também tem papel essencial na
protecdo antioxidante. A separacdo desses compostos é comumente realizada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ©Y, uma técnica sensivel para a
caracterizacgdo, sendo que a espectroscopia de massa pode ser a ela acoplada.

O MDA é um produto secundario da peroxidacdo lipidica, considerado um candidato
potencial como um biomarcador geral de dano oxidativo em plasma ®. Para sua analise, a
técnica HPLC é a mais indicada por ser capaz de medir unicamente 0 MDA, pois métodos
mais antigos determinados por espectofotometria, como o ensaio de TBARS (thiobarbituric
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acid reactive substances) medem todas as substancias que reagem com o &cido tiobarbitdrico
(76).

Outro marcador do estresse oxidativo baseado na peroxidacdo lipidica, consiste na
afericdo dos isoprostanos, compostos derivados da acdo de radicais livres sobre os acidos
graxos polinsaturados. Entre a subclasse denominada F2-isoprostanos, derivada do &cido
araquiddnico, o mais abundante ¢ o “PGF2-alfa-8-isoprostano”, que vem sendo proposto
como um bom marcador do dano oxidativo de lipidios ®. Sua medida, tanto na urina quanto
no plasma, ndo é influenciada pela dieta ®® e os isoprostanos seriam um dos melhores
marcadores da lipoperoxidacao lipidica in vivo, se ndo fosse por suas concentracdes muito
baixas em fluidos bioldgicos, como o soro " e se sua formacéo néo fosse influenciada por
metabolismos lentos ®). Entre as técnicas mais utilizadas para sua dosagem, esta o ensaio
imunoenzimatico (ELISA), de facil execucdo e que requer pequenos volumes da amostra.

E, finalmente, para se analisar os efeitos genotdxicos induzidos por estresse oxidativo,
0 ensaio do Cometa é um dos mais utilizados, devido ao seu baixo custo e versatilidade.
Através desta técnica é possivel a avaliacdo de dano do DNA celular em nivel individual,
empregando-se amostras celulares extremamente pequenas. Para isso, sdo utilizadas as
enzimas de reparo formanodipirimidina-DNA glicosilase (FPG), que cliva 8-oxi-7-
hidrodesoxiguanosina e outras purinas oxidadas, e endonuclease Il (END), uma timina
glicol-DNA glicosilase que detecta pirimidinas oxidadas.

Um fato observado em vérias coortes de individuos infectados pelo HIV, foi o
desequilibrio redox que eles apresentam em comparacao a individuos ndo-infectados, com
deficiéncia do sistema protetor antioxidante e altos niveis de produtos oxidantes em varios
tecidos ™. O préprio HIV é responsavel por inibir indiretamente a sintese de alguns
antioxidantes ®® e isso ¢ intensificado pelo efeito pré-oxidante de citocinas inflamatérias e/ou
da ativacdo leucocitéria de polimorfonucleares, o que leva ao aumento ainda maior na
peroxidacéo lipidica . Com esse desequilibrio, h& o acometimento estrutural/ funcional das
organelas e enzimas, bem como da propria célula de defesa, o que acelera ainda mais a
progressdo para a aids ®*V.

A proteina do HIV tat, devido a geracdo de anion superoxido pela mitocéndria, induz
a producdo intracelular de EROs que, por sua vez, ativa o NFkB, aumentando a transcri¢do do
HIV ©2, além de induzir deficiéncia no reparo do DNA ©2. Por isso, esses danos celulares
podem induzir, também, a reativacdo dos virus latentes, aparecimento de neoplasias, além de

estimular a producéo de algumas citocinas inflamatérias, como TNF-a ©*%, o que contribui
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com esse ciclo de “inflamacdo cronica versus ativagdo imune persistente versus estresse
oxidativo” em pessoas que vivem com o HIV/aids.

Tal desequilibrio leva ao aumento ainda maior da peroxidaco lipidica ®®, proteinas
oxidadas, sequéncias de DNA alteradas e ao acometimento estrutural/ funcional das organelas
e enzimas, bem como da propria célula de defesa, o que acelera ainda mais a progressdo para
a aids ®*%)_ Afinal, além do aumento na replicacdo viral, da resposta inflamatéria, e a
diminuicdo da proliferacdo celular, o estresse oxidativo pode contribuir também com o
aparecimento de muitas comorbidades ndo associadas a aids ®.

Assim, considera-se que citocinas inflamatorias e/ou a intensa ativagdo leucocitéria de
polimorfonucleares, processos comumente observados na infeccdo pelo HIV, apresentam
efeito pro-oxidante. Para combater os danos oxidativos, induzidos por esse alto nivel de
EROs, ha elevado consumo de moléculas antioxidantes que, em parte, explica a deficiéncia
nos sistemas antioxidantes nestes pacientes ®. Outras explicacdes baseiam-se na falta de
ingestdo de antioxidantes ou seus precursores, na ma absorcdo de nutrientes e no intenso
metabolismo da cisteina no tecido periférico, com consequente perda de enxofre, que pode
levar & deficiéncia de glutationa e outros antioxidantes durante a infeccéo pelo HIV ©V. Foram
relatadas na literatura, atividades alteradas de capacidade antioxidante total nesses pacientes
®0 e concentracdes reduzidas, tanto do sistema enzimatico -, quanto ndo-enzimatico,
como os niveis de vitaminas antioxidantes séricas (A, C e E) ®© e alguns micronutrientes
(zinco, ferro e cobre) %) Esta diminuicdo foi relacionada, ainda, com baixas contagens de
T CD4+, podendo acelerar a progressao da infeccdo para aids e morte ©%%9.

Também séo encontrados no plasma desses individuos infectados pelo HIV, producédo
elevada de marcadores de estresse oxidativo, como hidroperoxidos totais, EROs, espécies
reativas de nitrogénio (ERNSs) e produtos da peroxidacéo lipidica, principalmente o MDA (81)
e, apesar de poucos estudos, 8-isoprostano ®®. Quanto aos niveis séricos de MDA, segundo
alguns autores @°, estudo em criancas menores de 10 anos de idade e recém-nascidos
infectados pelo HIV mostrou maiores niveis nestes que em criangas saudaveis, apresentando
correlacdo negativa com contagens de células T CD4+ (19D "Em adultos infectados, ha dados
controversos sobre esse marcador. Enquanto, alguns autores °® mostraram ndo haver
diferenca entre infectados ou ndo pelo HIV e entre assintomaticos e sintomaticos, outros %9,
encontraram concentracdes elevadas de MDA nagueles infectados, com e sem sintomas.

Em sinergia com a infeccdo pelo HIV e o estresse oxidativo, a CARV, apesar de
melhorar significativamente, os pardmetros clinicos, virais e imunoldgicos, também parece

contribuir potencialmente com esse desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes %, sendo
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que, o aumento dos primeiros e a diminuigdo dos ultimos, tém sido frequentemente associados
em PVHA sob terapia®® (figura 12).
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Siglas: NRTIs, nucleotide reverse transcriptase inhibitors; NNRTIs, nonnucleotide reverse transcriptase
inhibitors.
Fonte: Sharma B, 2014 ™®

A cART pode afetar a morfologia e funcdo mitocondrial em alguns individuos ®°? e
aumentar quimicamente as especies reativas na circulacdo, possivelmente pela maior
producdo de metabolitos oxidados, derivados da interagdo entre EROs e biomoléculas das
células infectadas °?. No entanto, mecanismos especificos e cronologia destes eventos ainda
permanecem incertos °2. Sabe-se que alguns ARV influenciam na toxicidade da mitocondria
e na ativacdo do sistema enzimético P450 do citocromo C, o que induz estresse oxidativo ©2.

O tratamento também diminui a protecdo antioxidante ou contribui com a falha em
processos de reparo ao dano oxidativo ®. Mandas et al. ®® observaram, inclusive, que
namero significativo de pacientes com Otima adesdo a CART, tinham maior status oxidativo

do que aqueles ndo aderentes, o0 que corrobora com as elevadas concentragdes plasmaticas de
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peroxidacéo lipidica, especialmente os F2-Isoprostanos, encontradas por Hulgan et al. ®? e
Redhage ©®® em PVHAs sob cART e com controle da replicagdo viral. Assim, este é um dos
pontos que poderia ser incluido na abordagem sobre “inicio precoce ou tardio de CART”.

Alguns outros fatores desencadeados pelo uso da cART, tais como, dislipidemia,
lipodistrofia e diarréia cronica estdo relacionados ao aumento nos danos oxidativos . Nesse
sentido, anormalidades do metabolismo lipidico sdo comuns em PVHA e se relacionam com a
resposta inflamatoria presente, mediada por citocinas e que pode, por si SO, ser pro-
aterogénica ®. Além disso, ha cada vez maior evidéncia cientifica de que o estresse
oxidativo também desencadeia relevantes implicacGes sobre os mecanismos que culminam
com o desenvolvimento da sindrome metabélica > e de vérias comorbidades néo associadas
a aids, como a aterosclerose . Sabe-se, inclusive, que a prevaléncia de doencas
cardiovasculares é aumentada em pacientes infectados pelo HIV, em comparacdo com a
populacdo em geral %2 e, parece claro que, tanto a prépria infeccdo quanto o uso de CART
estdo associados com maior risco de acidente vascular cerebral %),

A desordem neurocognitiva associada ao HIV é comum nos pacientes infectados e,
achados de alguns estudos sugerem que a CART é uma das responsaveis pela inducdo de
estresse oxidativo e neurotoxicidade “%, pois, elevados niveis de oxidaco proteica e lipidica
sd0 detectados no cérebro destes individuos . Nesse sentido, autores sugerem que, devido
ao acumulo persistente de EROs nos neurdnios na prolongada exposicdo aos antirretrovirais,
ocorre estresse oxidativo local e a morte neural. Estudo experimental mostrou efeito
genotdxico no cérebro de camundongos cronicamente tratados com Efavirenz que podem ser
oriundos, em parte, do dano no DNA induzido pelo estresse oxidativo *°”. Assim, de acordo

com Cagla et al. 1%

, PVHA poderiam ser beneficiadas com terapias adjuvantes que
incluissem estratégias antioxidantes para superar os efeitos deletérios de cART.

Contudo, algumas das classes de cCART sdo mais rapidamente associadas com efeitos
adversos particulares e toxicidades. Por exemplo, os IP induzem o acimulo de prelamina A,
que causa instabilidade gendmica e esta diretamente relacionada ao aumento do estresse
oxidativo e sintomas associados a lipodistrofia ‘%, Além de alterarem o metabolismo
lipidico (8199 essas drogas desregulam as proteinas UPS (ubiquitin—proteasome system) que
contribuem com estresse no reticulo endoplasmatico, bem como com o acimulo de lipideos e
aparecimento da resisténcia a insulina, diabetes mellitus e aumento no risco de aterosclerose
(110 Além disso, os IP ativam vias intracelulares de apoptose e aumentam o status pro-

oxidante do ambiente intracelular %9,
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Ja os ITRN, inibem a transcriptase reversa, uma DNA polimerase dependente de
RNA, agindo também na diminui¢do do DNA mitocondrial e danificando sua membrana e
levando a menores taxas respiratorias e de fosforilacdo oxidativa, 0 que, consequentemente,
induz maior producdo de EROs e estresse oxidativo *Y. Quanto ao status antioxidante, um
estudo brasileiro verificou concentragOes deficientes de a-tocoferol foram encontradas em
quase 20% dos pacientes estudados, dado mais frequente em regimes ndo compostos por
ITRNN *12),

Estudos sdo, ainda, controversos quanto aos efeitos de ITRNN nos mecanismos de
estresse oxidativo. Alguns mostraram maiores niveis de F2-isoprostanos em pacientes que
recebiam Efavirenz ©®?, sendo que, houve modesta associacdo entre colesterol total e F2-
isoprostanos entre os individuos sem o ITRNN. Outros autores relataram que os niveis deste
marcador aumentaram continuamente apds 12 meses de terapia baseada em ITRNN, o que
ndo ocorreu naqueles que receberam IP ™). Ao contrério, estudo de Redhage et al.
mostrou que o uso de ITRNN, em particular da Nevirapina, mostrou discreta associa¢cdo com
menor estresse oxidativo, aferido pelo F2-isoprostanos plasmatico, mesmo apos ajuste com
outras variaveis clinicas.

Na tentativa de se reduzir a incidéncia de estresse oxidativo e outras consequéncias da
infeccdo pelo HIV e de cART, algumas pesquisas tém mostrado beneficios no uso de
suplementacdo com antioxidantes e/ou micronutrientes **1'% e que isso poderia, inclusive,
ter impacto no desenvolvimento de outras doencas. Alguns exemplos sdo a administracdo de
multivitaminas, exceto vitamina A, nos pacientes antes ou ap6s inicio de cART ™ e a
suplementacdo com magnésio, que mostrou evidéncia protecdo contra disfuncdo de Oxido
nitrico sintase endotelial (eNOS) e estresse oxidativo endotelial mediado por Ritonavir in
vitro, e diminuicdo da expressdo de eNOS hepético in vivo ™, além da intervencéo ter sido
capaz de suprimir o estresse oxidativo sistémico e inflamacéo cardiaca por Zidovudina em

ratos 417,
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e Justificativa do Estudo

Um dos atuais desafios na area de HIV/Aids é o melhor entendimento sobre a ativacéo
imune persistente e a inflamacdo crbnica que os infectados pelo virus apresentam,
mecanismos que refletem no envelhecimento precoce observado nesta populagdo. Como
efeito deste processo, esses individuos se deparam com outro grande desafio atualmente: o de
postergar o aparecimento de comorbidades ndo associadas a aids, tais como distdrbios
metabolicos, desenvolvimento de doencas cardiovasculares, comprometimento renal ou
hepético, alteracBes dsseas, neoplasias, entre outros.

Apesar dos incontestaveis beneficios da cART ocorre diminuicdo apenas parcial dos
niveis de ativacdo e inflamacdo em PVHA, mesmo nas que apresentam supressdo viral
adequada, quando comparadas aos individuos saudaveis, nao infectados pelo HIV. Ha de se
considerar, também, os efeitos deletérios do uso prolongado de cART, sabendo-se que essas
drogas induzem dislipidemia, aumento no estresse oxidativo e desequilibrio de citocinas e
podem contribuir com o desenvolvimento das comorbidades acima mencionadas.

Assim, a influéncia da terapia nos parametros de inflamacao, ativacdo imune e estresse
oxidativo devem ser melhor estudados, principalmente nos dias de hoje, com a indicacgdo para
inicio terapéutico cada vez mais precoce.

A participacdo de alguns parametros isolados nestes processos ja € bem conhecida,
como o envolvimento de MDA, isoprostanos, TAP, vitaminas, dano de DNA no estresse
oxidativo e de AGE, sRAGE, HMGBL1 e sCD14 e citocinas na ativagdo imune e inflamagéo.
No entanto, sdo necessarios mais estudos com estes marcadores, tanto na presenca quanto na
auséncia de cART e em individuos que apresentam diferentes respostas imunolégicas, ie,
aqueles que possuem altos e baixos valores de T CD4+ apesar de controle da viremia, para
viabilizar a aplicacdo destes componentes, em estudos de intervengdo, modulacdo ou melhor
monitoramento clinico dos pacientes.

Desta forma, estudar todos esses parametros em um unico estudo, discutir a interacéo
entre eles e a possivel influéncia da CART nestes mecanismos seria uma abordagem inédita e
poderia esclarecer lacunas e divergéncias observadas na literatura.
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Objetivos

e Objetivo Geral:
Estudar marcadores de ativagdo imune, inflamacgdo cronica e estresse oxidativo em
PVHA assintométicas e verificar possivel influéncia dos antirretrovirais e contagens de

linfécitos T CD4+ nesses parametros.

e Objetivos Especificos:
a) Estudar o perfil inflamatério e de ativacdo imune pela dosagem plasmatica de
HMGB1, AGE, sRAGE, sCD14 e citocinas (IL-6, IL-8 e IL-10);
b) Aferir o estresse oxidativo por meio da andlise do sistema antioxidante (capacidade
antioxidante total, vitaminas e seus precursores), pré-oxidante (MDA e 8-isoprostano)
e do dano no DNA,;
c) Analisar dosagens sanguineas de glicose, triglicérides, colesterol total, PCR,

linfécitos T CD4+ e carga viral do HIV.
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Capitulo IT

Desenho do Estudo

e Sujeitos do Estudo

Foram incluidos pacientes adultos, com idade entre 20 e 50 anos, de ambos 0s sexos,
infectados pelo HIV, que frequentam o Servico de Ambulatérios Especializados em
Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM). O SAEI-DAM é centro de referéncia
regional para atendimento da infeccdo pelo HIV/Aids na regido de Botucatu, interior do
Estado de Sdo Paulo (figura 13). E também palco de ensino e pesquisa, que mantém vinculos
com a Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) -UNESP e com o Hospital das Clinicas da
FMB (HCFMB). Esse complexo é responsavel pelo atendimento de 1,8 milh@o de pessoas de
68 municipios do centro-oeste paulista. O Servico do HCFMB atende pacientes infectados
pelo HIV/Aids desde 1985, ja tendo acumulado cerca de 3.000 pacientes. Atualmente, cerca de

600 PVHA estdo em acompanhamento no Servico.
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Figura 13. Microrregido de Botucatu
Fonte: Sharma B, 2014 (78)
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e Delineamento

Foram estudados 92 pacientes com infeccao confirmada pelo HIV, atendidos no SAEI-
DAM. O célculo para o tamanho amostral (tabela 1) foi realizado com a ajuda do Escritorio
de Apoio a Pesquisa (EAP) da FMB-UNESP.

Tabela 1: Esquema de analise para calculo do nimero amostral do estudo

CAUSA DE VARIACAO GRAUS DE LIBERDADE
Grupos (G) 04
Residuo 95
Total 99
Numero Amostral 100
Estabelecimento G (20 em cada um dos 5 grupos)

Desta forma, foi possivel obter um alto valor para os graus de liberdade residual, o que
certamente diminui a variabilidade.

Foram realizados dois tipos de estudo. A figura 14 ilustra 0s grupos e caracteristicas.

| HIV+ em seguimento

» Grupos

Estudo

Gl VT G22VT G32DVT G4 cART G52 cART

Transversal v v v cv cv
/ detectavel detectavel WM detectavel incetect. indetec.

Estudo
. . \ / Diagndsticoda
Longitudinal infeccéo pelo HIV:

< 5 anos
> 5 anos

Figura 14: Delineamento do estudo e caracteristicas especificas dos grupos infectados

pelo HIV
VT: virgens de tratamento; CART: terapia antirretroviral combinada; CV: carga viral; MO: pré-cART; M1: pés-

CART.
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2> O “ESTUDO TRANSVERSAL” teve carater observacional prospectivo (sem

intervencgdo), envolveu 100 pacientes que foram distribuidos em cinco grupos.
- Grupo 1: individuos com diagnostico de infeccdo por HIV ha menos de cinco anos,
virgens de CART e contagens de T CD4+ inferiores a 500 células/mm?;
- Grupo 2: individuos diagnosticados ha menos de cinco anos, virgens de cART e
contagens de T CD4+ superiores a 500 células/mm>;
- Grupo 3: individuos diagnosticados ha mais de cinco anos, virgens de CART e com
contagens de T CD4+ superiores a 500 células/mm? desde o diagnéstico da infecgio;
- Grupo 4: PVHA que estdo sob cART eficaz e resposta imunoldgica adequada ha
pelo menos cinco anos (ou seja, com historico de supressdo viral e contagens T
CD4+ maiores que 500 células/mm? durante todo este periodo);
- Grupo 5: PVHA sob cART eficaz e resposta imunoldgica inadequada ha pelo
menos cinco anos (ou seja, com histdrico de supressdo viral adequada mas que nao
restabeleceram, ainda, as contagens de T CD4+ para niveis basais/normais e
apresentam contagens de T CD4+ inferiores a 500 células/mm?®, durante todo este

periodo).

- No_“ESTUDO LONGITUDINAL”, a intervencdo considerada foi o inicio da terapia

antirretroviral. A pesquisa envolveu 30 individuos, a principio virgens de tratamento (0s
mesmos pacientes do estudo transversal) sendo que, a analise dos marcadores foi realizada em
dois momentos:

- Momento 0 (MO): antes do inicio da cCART e;

- Momento 1 (M1): cerca de seis a 12 meses ap0s inicio de CART.

e Marcadores e técnicas

A partir das amostras de sangue colhidas em tubos com EDTA, foram estudados 12
marcadores, além daqueles obtidos através dos prontuarios médicos (T CD4+, CV, glicose,

triglicérides, colesterol total e proteina C reativa), conforme mostra a figura 15.
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Figura 15: Marcadores escolhidos para o estudo de estresse oxidativo, inflamacéo e

ativacdo imune em PVHA, e metodologia utilizada

PVHA: pessoas que vivem com HIV/aids; AGEs: produtos finais de glicacdo avancada; SRAGE: receptores de
AGEs; HMGB1: high mobility group box protein-1; sCD14: CD14 soluvel; IL: interleucinas; PCR: proteina C-
reativa (resultados fornecidos pelos prontuérios eletronicos); CAT: capacidade antioxidante total; MDA:
malondialdeidos; 8-iso: 8-isoprostano; ELISA: ensaio imunoenzimatico; HPLC: cromatografia liquida de alta
eficiéncia; TAP: total antioxidante performance; CBA: cytometric bead array. * técnica desenvolvida a partir de

células mononucleares do sangue periférico (nas demais técnicas, utilizou-se o plasma dos sujeitos do estudo).
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Abstract

Introduction: Analyzing the current causes of deaths of people living with HIV/AIDS
(PLWHA), it turns out that, unlike the pre-cART era (combination antiretroviral therapy), the
highlights are typical manifestations of aging, such as dyslipidemia, cardiovascular disease
and diabetes mellitus. The primary development of these diseases can be partially ascribed to
the persistent immune activation and chronic inflammation characterizing these individuals.
The aim of this study was to analyze the effect exerted by cART administration on plasma
levels of HMGB1 (high mobility group box protein-1), AGEs (advanced glycation end-
products), their soluble receptor SRAGE, cytokines and C-reactive protein (CRP) in PLWHA.

Methods: Analyses were performed longitudinally on 30 asymptomatic PLWHA, before and
about six to twelve months after the introduction of cART. The plasma measurements of
SRAGE, and AGEs HMGB1 were performed by enzyme immunoassay (ELISA) while
cytokine plasma levels were analyzed by CBA (cytometric bead array). Clinical data were
collected from medical records.

Results: Analysis in the pre and post-cART differ only in AGEs (0.64 + 0.12 vs 0.49 + 0.10
pug/mL, p<0.001), CRP (0.74 £ 0.41 vs 1.06 £ 0.99 mg/dL, p=0.006) and triglycerides levels
(142.90 + 53.38 vs 184.90 + 115.07 mg/dL, p=0.001). There was a positive correlation
between IL-10 with IL-8, IL-6 and CRP and between sSRAGE and HMGB1; negative

correlation was observed between CD4+ T cell counts and both IL-6 and I1L-8 cytokines.

Conclusion: lower levels of AGEs post-CART were accompanied by an increase of CRP and
triglyceride levels already in the early months of therapy. Because of the current ever-earlier
recommendations to start CART and its prolonged use, these and other markers should be
investigated in order to monitor and postpone the appearance of non-AIDS comorbidities in

HIV-infected people.
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Introduction

Although the HIV epidemics affects more than 36 million individuals worldwide, with
a global prevalence of almost 1% [1], life expectancy of people living with HIV/AIDS
(PLWHA) is very similar to that of the general uninfected population, which makes the
clinical approach to the infection similar to that of other chronic diseases that characterize
aging [1-3]. This improvement is due to the combination of several actions and advances in
this area, especially the guaranteed access to potent and combined antiretroviral therapy
(CART) to the majority of the population [1,2,4].

However, the great challenge today is to delay the onset and severity of non-AlIDS-
defining comorbidities, which appear much earlier in HIV-infected individuals [5] and
include cardiovascular diseases, diabetes mellitus, kidney, liver and bone alterations and
neoplasias [4-8]. The onset and severity of these comorbidities are strictly dependent on the
intense immune activation and chronic inflammation affecting PLWHA, regardless cART
administration, which can only partly reduce these conditions and the derived products [3,7].
Furthermore, the toxicity and adverse effects of CART can also foster the development of
such diseases [7,9], mainly dyslipidemia.

Advanced glycation end-products (AGEs), are a consequence of oxidative stress
which occur during normal physiological conditions such as aging. However if they are not
excreted in the urine or their formation is exacerbated as in the case of diabetes
hyperglycemia and other diseases, they accumulate in the vascular tissue, causing harmful
effects [10]. Furthermore their binding to their receptors (RAGE), promotes the activation of
proinflammatory and procoagulant cellular pathways, thus increasing the production of
adhesion molecules, cytokines such as IL-6 and TNF-a and the generation of nitric oxide
(NO). These mechanisms can influence the course of HIV-infection and contribute to a
number of serious pathological conditions, including the development of atherosclerosis,
diabetes mellitus, osteoporosis, neurological disorders, among others [11-16].

It has also been observed that, an alternative mRNA splicing which removes RAGE
transmembrane domain [17,18] results in the production of a soluble RAGE (sSRAGE) [19].
SRAGE competes with the transmembrane receptor sequestering its ligands and preventing
the activation of proinflammatory pathways [18]. Therefore, decreased SRAGE levels have
been associated with increased cardiovascular risk [20], hypercholesterolemia [21], high
blood pressure [22], as well as diabetes mellitus [23], and new drugs prompting RAGE

blocking and/or SRAGE increase have been proposed for future therapies [17].
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High mobility group box protein-1 (HMGB1) is another key factor in promoting
inflammation. It can be actively secreted following different stimuli, such cytokines,
endotoxins, and pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) [24] or passively, by
necrotic cells [25], common conditions observed in HIV-individuals. In the extracellular
environment, HMGBL1 activates various pattern-recognition receptors (PRRs), such as RAGE
and toll-like receptors (TLR) [26-28] and acts as a proinflammatory cytokine [25] and
alarmin, stimulating both innate and adaptive immune system to prevent damage and
promoting regeneration and repair [29]. In humans, its high systemic levels are related to
several acute and chronic inflammatory conditions, including pancreatitis, diabetes mellitus,
rheumatologic and autoimmune diseases and cancer [16,28,30-32].

Few studies have investigated the role of these markers in HIV infection and how their
expression is altered following cART initiation. Considering the need for better understanding
of inflammatory mechanisms and cellular activation in this patients, as well as their influence
on the “premature aging” phenomenon, the aim of this study was to compare the levels of
HMGB1, AGEs and sRAGE in the plasma of asymptomatic PLWHA pre-cART and

approximately six months to one year after its introduction.

Methods

Study design:

This is a longitudinal study involving 30 HIV-infected subjects, attended at the
Specialist Outpatient Service for Infectious Diseases "Domingos Alves Meira" (SAEI-DM), at
the Botucatu Medical School Complex (FMB)-UNESP, in Sdo Paulo state, Brazil. This
Service covers about 600 people from Botucatu city and surrounding area and, for this study,
were interviewed 150 people, being included only 30 of them after applying the exclusion
criteria. The collection of data and biological samples was carried out in two stages, before
therapy initiation (MQ) and approximately six to twelve months after this intervention (M1).
This research project was approved by the local Research Ethics Committee, and was
conducted between the years 2012 and 2015.

Inclusion and exclusion criteria:
The inclusion criteria were: age comprised between 20 and 50 years old, no previous
CART administration, signing an Informed Consent Form.
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Patients excluded were those with any of the following conditions: use of vitamin
supplements, cancer history (current or previous), anorexia, morbid obesity, diabetes mellitus,
cardiovascular, genetic or autoimmune diseases, organ transplants, pregnancy at any stage or
breastfeeding, co-infections such as tuberculosis, chronic viral hepatitis, cerebral or
disseminated toxoplasmosis, use of illicit drugs and alcohol. For the following criteria,
exclusion occurred when patients concomitantly reported two of them or more: regular
performance of intense physical exercise; use of antibiotics, anxiolytics or antidepressants;
active smoking. People with only one of these conditions were included because the statistical

analysis was conducted in adjusted models for these variables.

Socio-demographic and clinical data:

Socio-demographic and clinical data were collected by interviews and from the
patients” medical records. Most of the participants were males (60.0%) aged approximately 34
years (+ 8.2), heterosexual (66.6%) and single (36.6%). The mean duration of HIV infection,
considering its diagnosis, was 2.2 years (+ 3.2), and 70% of subjects showed a CD4+ T cells
count lower than 500 cells/mm? in the first collection, with nadir of 335.7 + 211.3 cells/mm®.

Furthermore, 30.0% were active smokers, 23.3% practiced intense physical activity
and 6.6% were taking anxiolytics and/or antidepressants.

Results from the following tests were collected from the medical records: plasma HIV
viral load (VL), CD4+ T cells count, glucose, triglycerides, total cholesterol, and C-reactive
protein (CRP). Adherence to CART was considered, at first, based on the reports of patients,

and subsequently verified with the records of medicine withdrawal, at the pharmacy service.

Performance of laboratory tests:

Twelve milliliters of blood were collected into an EDTA containing tube from each
patient included in the study. The sample was maintained in a cooled and dark environment
for 2-3 hours and, then centrifuged at 1,500 rpm for 10 minutes. Six plasma aliquots per
individual were stored at -80°C until the tests were performed.

- Measurement of plasma HMGB1: a sandwich-type immunoenzymatic assay (ELISA) was

performed, using 100 pL of diluted sample (1:10) and following the manufacturer’s
specifications from commercial kit (MyBioSource, item MBS2707497). Plasma
HMGB1concentration was determined by spectrophotometry, at 450 nm. Results were
expressed as pg/mL using the optical density (OD) of the curves and samples for this

calculation.
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- Measurement of plasma AGEs: a commercial ELISA kit (CellBiolabs Inc, item STA-317)

was used following the protocol provided by the manufacturer, with 100 pL of pure sample.
Absorbance was read by a spectrophotometer at a wavelength of 450 nm and, based on the
OD of the sample and curve, AGEs levels were calculated in pg/mL.

- Measurement of SRAGE: using 100 pL of pure samples, the sandwich ELISA protocol was

developed according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems, item DRGOO).
Reading was performed immediately by a spectrophotometer at the wavelength of 450nm.
OD of the samples and curve were calculated and expressed in pg/mL.

- Measurement of IL-6, IL-8 and IL-10: cytokine measurement was performed by flow
cytometry (FACSCalibur-E34297502374) using the CBA (cytometric bead array) kit of

inflammatory cytokines, according to the manufacturer’s instruction manual (BD-Becton,
Dickinson and Company, item 551811). The fluorescence intensity, from the cytometer,
showed the amount of cytokines present in the sample. With the samples, standards
containing known concentrations of each cytokine were analyzed together for the drawing of
the curve, reading and establishment of the respective detection limits. Results were obtained

in pg/mL by the software FCAP array™ (BD-Becton, Dickinson and Company).

Analysis of results:

Continuous variables were expressed as mean (ME) and standard deviation (SD) and
categorical variables by frequency and percentage (%). We used Poisson test or Gamma
distribution for non-parametric variables and Negative Binomial or One-way ANOVA with
subsequent Tukey-Kramer post-hoc test for those parametric data. We also performed Pearson
correlations. All calculations were adjusted for age, sex and tobacco use, practice of intense
physical activity and use of anxiolytics and/or antidepressants.

Significant differences were considered when p values were less than or equal to 0.05.
All analyses were performed with help from professionals at the institution’s Research

Support Office, using SAS for Windows, version 9.2,

Results

In this study, we observed an increase in the patients’ CD4+ T counts (454.69 +
136.38 vs 625.07 + 276.94 cells/mm?, p<0.0001) after cCART (Tablel). It is noteworthy that
the average of CD4+ T cells gain was 170.38 cells/mm?®and it was higher in individuals with
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a count lower than 500 cells/mm?® (209.71 cells/mm?) at the beginning of therapy, compared
to those with an initial count above 500 cells/mm? (109.62 cells/mm?®).

Among the PLWHA studied, 83.3% were under a therapeutic regimen consisting of
the non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI), and 80.0% had undetectable VL
at M1. At the moment of this second collection, the participants were asked about adherence
to therapy, which was reported by 86.6% of them. The average of VL measurements in pre-
cART was 126,550.8 (+69,756.2) RNA copies/mm®. At M1 80.0% of the patients had
undetectable VL, in the remaining 20% patients VL was 30,813.3 (+27,463.9) RNA
copies/mm?. Viral load differences between MO and M1 reached statistical significance
(p=0.019) (Table 1).

Table 1. Clinical data of 30 PLWHA before and after cART initiation.

Variable MO (MEAN+SD) M1 (MEANSD) P value
CD4+ T count (cells/mma) 454.69 £ 136.38 625.07 £ 276.94 <.0001
HIV VL (RNA copies/mm®)  126,550.8 + 9,756.2 30,813.3+£27,463.9 0.019
Undetecteble HIV VL - 80.0% -
cART Regimen - NNRTI - 83.3% -

PLWHA- people living with HIV/AIDS; cART- combined antiretroviral therapy; VL- viral load; NNRTI- non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor; M0O- before cART initiation; M1- after cCART initiation. Statistical
tests: Gamma Distribution for CD4+ T cell count and Poisson to HIV VL.

Differences in triglyceride serum levels were observed as well (142.90 + 53.38 vs
184.90 + 115.07 mg/dL, p=0.001) comparing MO and M1. Conversely, no differences in
glucose and total cholesterol were observed at the two moments (Figure 1).
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Figure 1. Mean of blood glucose measurements, total cholesterol and triglycerides of 30
PLWHA, before and after cCART initiation.

PLWHA- people living with HIV/AIDS; cART- combined antiretroviral therapy; MO- before cART initiation;
M1- after cART initiation. Statistical tests: Gamma Distribution for triglycerides and ANOVA with post-hoc
Tukey tests for the other variables. *p<0.001.
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After cART introduction, AGEs plasma levels (0.64 + 0.12 vs 0.49 + 0.10 pg/mL,
p<0.001) decreased significantly (Figure 2). In order to investigate the influence of CD4+ T
cells on this change, patients were divided into two groups according to their CD4 T counts at
MO ( > or < than 500 CD4 cells/mm?, n=11 and 19 individuals, respectively ). Results suggest
that AGEs decrease occurred only in individuals with an initial CD4+ T count below 500
cells/mm? (p=0.049).

There were no differences for SRAGE (1,162.32+463.44 vs 1,267.50+599.93 pg/mL,
p=0.175) or HMGB1 (653.87£167.19 vs 575.04+177.61 pg/mL, p=0.119) as shown in Figure
2.
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Figure 2. Plasma levels of RAGEs, AGEs, and HMGB1 of 30 PLWHA, before and after
CART initiation.

PLWHA- people living with HIV/AIDS; cART- combined antiretroviral therapy; AGEs- advanced glycation end
products; SRAGE- soluble receptor of AGEs; HMGB1- high mobility group box protein-1. M0- before cART
initiation; M1- after CART initiation. Statistical tests: ANOVA with post-hoc Tukey tests. *p<0.0001.

CRP levels also increased after six months of cART (0.74 + 0.41 vs 1.06 £ 0.99
mg/dL, p=0.006); however, no differences in cytokine levels were observed comparing MO
and M1 (Figure 3).
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Figure 3. Changes in plasma levels of cytokines and CRP of 30 PLWHA, before and
after CART initiation.

PLWHA- people living with HIV/AIDS; cART- combined antiretroviral therapy; IL- interleukin; CRP- C-
reactive protein; MO- before CART initiation; M1- after CART initiation. Statistical tests: Gamma Distribution.
*p<0.01. Units of measurement: ‘mg/dL’ to CRP and ‘pg/mL’ to cytokines.

IL-10 level was positively correlated with IL-6, 1L-8 and CRP, which also occurred
between the variables SRAGE and HMGB1. CD4+ T cell count was negatively correlated
with I1L-6 and IL-8.

Discussion

The risk of progression to AIDS and death are related to high viremia and low CD4+ T
lymphocyte levels [33], which reinforces the importance of adherence to CART and regular
monitoring of all these parameters in the clinical practice. The majority of treatment-naive
patients who start CART show a decrease in VL to undetectable levels (<40 copies/mm?) and
an increase in CD4+ T cell counts after approximately six months of therapy [1]. These trend
mirrors the results obtained in this study as well as the actual tendency in Brazil, as shown in
the last Epidemiological Bulletin, where undetectable VL is achieved by 78% of the patients
[4] after therapy in both 2013 and 2014.

In order to delay the decrease in CD4+ T cells to very low levels, current
recommendations are to begin treatment as soon as the diagnosis of HIV infection is

confirmed, regardless of CD4+ T counts. Despite this knowledge, 26% of Brazilians have a
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very late diagnosis, when their CD4+ T count is below 200 cells/mm?® and, as a result, they
also begin treatment later [4]. Likewise, in this study, 70% of the patients showed fewer than
500 cells/mm? and a nadir of 335.7 cells/mm?® at MO. However, similarly to a previous study
performed by our research group [34] the gain of CD4+ T cells after CART was more evident
in patients who had lower counts at MO.

Despite the benefits of CART in the stabilization of HIV infection, there is evidence
that the therapy is accompanied by some adverse effects, especially considering its long-term
administration [9,35]. Although, increased oxidative stress [35] and dyslipidemia [9,36] are
some of the most evident side effects. In our study, no differences in glucose and total
cholesterol levels were observed after therapeutic intervention. However, we cannot exclude
that longer treatment could provoke these problems, as Pinto-Neto et al. [35] observed that
dyslipidemia and glucose disturbances occurred after three years of CART use. On the other
hand, in our study, patients showed a significant increase in triglyceride levels already in the
first months of treatment, with no influence of the scheme used, protease inhibitors (PI) or
NNRTI (data not showed). However, other authors reported that the metabolic imbalance may
be associated with different CART regimens, especially those including some Pl [36]. Such
changes should be monitored, as they contribute to the appearance of comorbidities not
related to AIDS, such as cardiovascular disease and diabetes mellitus [8].

Early aging has been associated with and explained by the persistent immune
activation and inflammation shown by HIV-infected individuals due to residual HIV
replication in lymphoid tissues, the intense microbial translocation that may occur, the
metabolic imbalance, the instability of the cytokine profile and of the redox status, among
others [7,37-39]. It is known that cART reduces inflammation, but does not restore the
physiological base level [3,7]. Referring to the inflammatory process, cytokines and CRP
measurements were studied here before and after cCART introduction. No significant statistical
differences were observed in IL-6, IL-8 and IL-10 levels production, although IL-6 have
presented a slightly lower value and the IL-10 levels were more prevalent after CART
initiation. Other authors reported a decrease in IL-6 synthesis after therapy introduction,
considering a longer intervention, of one to two years [40] so, this inconsistency may be
related to the short period of CART administration in our study.

In the present study, the CRP levels of all patients was normal or slightly high,
considering the reference value at the two moments studied, however a significant increase in
its synthesis was observed after treatment. Thus, these results do not seem to suggest a

contribution from cART to inflammation decrease during the study period. However, another
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study [41] showed that CRP levels decrease following CART treatment, although they are still
maintained at high levels. These authors related greater levels of CRP to high mortality rates
due to cardiovascular alterations after a short period in malnourished HIV-infected adults in
Africa, the possible explanation of which was the persistent chronic inflammatory process
[41]. Neaton et al. [42], in a review study, observed that both CRP and IL-6 were related to
the progression of HIV infection to AIDS and/or death, as well as to some causes of death,
such as cardiovascular diseases.

The present research investigated other three poorly studied parameters, AGEs and
HMGBL1, which are involved in the induction of cellular activation and trigger inflammatory
responses, and SRAGE, which plays the opposite effect.

After cART initiation, AGEs plasma levels decreased significantly. Little is known
about AGEs concentrations and their effect on the pathogenesis of HIV infection, especially
in vivo. To our knowledge, this is the first study to evaluate the effect of CART on the levels
of AGEs in PLWHA. However, different reports suggest that their high levels are related to
the development of various comorbidities in non HIV-infected individuals, mainly aging-
related complications, such as cataract formation, atherosclerosis [23,43], osteoporosis [12]
Alzheimer's disease [15], chronic kidney disease and diabetes mellitus [14,23]. With this
regard, CART seems to contribute to improve this parameter. However, in our study this
improvement was evident only in patients who began cART with lower CD4+ T counts (<500
cells/mm?), at least after a short-term period of therapy. Further analyses in long-term cART
period are needed to monitor this key parameter in PLWHA.

Differences in SRAGE levels before and after CART introduction were not observed in
the present study, possibly because of the short interval analyzed. After all, firstly AGEs
activate the inflammatory cascade with consequent production of IL-6, and it is probably only
after such induction that SRAGE increase in the circulation occurs [44]. Hence, after CART
and with the decrease in AGEs levels, there may have been lower cell stimulation and lower
SRAGE production. Another hypothesis is that even with a slight, non-significant post-
therapy SRAGE increase, there may have been a larger capture of AGEs by these soluble
receptors, thus significantly reducing their circulating levels in HIV patients post-cCART.

Studies on SRAGE are scarce in the field of HIV/AIDS despite its importance for both
virus pathogenesis and the management of chronic diseases in infected individuals. Jeong et
al. [20] found that high concentrations of SRAGE were related to lower development of
atherosclerosis in PLWHA, suggesting a protective role for this marker in one of the major

and most serious comorbidities found in these individuals. Thus, these authors [20] suggested
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that the measurement of plasma SRAGE could be used in clinical practice in an attempt to
predict cardiovascular risk in PLWHA. The same authors also showed no differences between
the cCART classes used, although most patients with high SRAGE were under a NNRTI
regimen. Likewise, in the present study, the majority of patients (83.3%) were receiving a
scheme consisting of NNRTI, which referred to efavirenz. Moreover we did not found any
relation between the cART classes used by our patients and the alterations in the studied
biomarkers (data not showed).

High systemic levels of HMGB1 also are found in many chronic proinflammatory
conditions, including diabetes mellitus and cancers as well as in acute conditions, such as
sepsis [16,32,45]. An interesting finding is that HMGBL1 can bind and catalyze the movement
of LPS monomers from LPS aggregates thus favoring LPS binding to CD14 which
eventually increase TNF-a production, via TLR4 activation [27]. Also, monocyte stimulation
with both LPS and HMGB1 results in an increased production of TNF-a than with LPS alone
[27]. This indicates that HMGB1 may also induce HIV reactivation in PBMC of individuals
under cART [46]. However, in this study, no differences were observed in HMGBL1 levels
between the pre and post-CART. In contrast, other studies have shown increased levels of
HMGB1 in PLWHA in relation to the uninfected population, mainly in patients with
advanced disease [47,48]. Association between this marker and the VL of the patients was
also observed by Treseid et al. [48], in addition to the reduction in both after two years of
CART. This was another aspect not observed in this study, perhaps due to the short period
analyzed.

Although the present study has analyzed a small sample and does not present data on
the dietary inquiries of patients, which may also influence the levels of AGEs [49] and of
some metabolic parameters, the study population underwent rigorous exclusion criteria in
order to minimize possible confounding effects in the results, such as the presence of
comorbidities that knowingly induce and are induced by AGEs, SRAGE and HMGBL1.

Conclusion

In the first months of cART, there was a decrease in glucose pathway oxidation,
reducing AGEs soluble specially in individuals with initial CD4+ T <500 cells/mm?, which
would indicate lower immune activation and an improvement in the inflammatory status of

these patients. However, the analysis of other inflammatory markers did not show such
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benefit since the levels of inflammatory cytokines were not modified and those of CRP
increased over the same period. Another negative aspect was the increase in triglycerides in
this short period. Because HMGB1 and sRAGE levels were not modulated by initial therapy,
other pattern-recognition receptors and other products responsible for cell activation and
inflammation could be more informative in the analyses of chronic inflammation in HIV-
infected individuals.

Therefore, analysis of other markers and further studies with larger cohorts and in the
long term are important to clarify the influence of drug treatment on the mechanisms of
activation, inflammation and metabolic changes that affect the PLWHA. Thence the
incontestable benefits of CART in controlling HIV-infection, some strategies could be useful
in preventing / delaying the onset of non-AIDS-defining illnesses, such as physical exercises

practice, a balanced diet and other healthy habits.
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Abstract

More than 30 years after the description of the first cases of HIV infection, the scenario of this
epidemic has changed and the infection has become a chronic disease, mainly due to its
effective treatment. However, the combination antiretroviral therapy (CART) also appears to
contribute to increase oxidative stress in these patients, which in turn can be associated with
the onset and aggravation of non-AIDS comorbidities, the major cause of death for these
individuals. The purpose of this longitudinal study was to evaluate total antioxidant capacity,
fat-soluble vitamins, malondialdehyde, 8-isoprostane and DNA damage in 30 asymptomatic
patients before (MO0) and after (M1) cART initiation. Results showed a decrease in total
antioxidant capacity, retinol, a-tocopherol and some carotenoids after CART, in addition to a
significant increase in DNA damage at M1, and these changes were more evident in
individuals with high CD4+ T cell counts at the moment of therapeutic onset. Moreover, there
was a significant 8-isoprostane increase at M1 in individuals with an initial CD4+ T count
below 500 cells/mm?®. Therefore, considering the increasingly early beginning of cART, its
chronic use and its capacity to alter the redox status already within the first 6 months of use,
further long-term studies on larger cohorts are needed to define the best time to initiate
therapy as well as to investigate new strategies to delay the development of non-AIDS

diseases.
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Introduction

Even though HIV infection is currently considered to be a chronic disease due to
technological advances, early diagnosis and effective treatment, it is still regarded as one of
the biggest public health problems because of its severity and pandemic character. However,
the impact of this epidemic would be much greater if the strategy of combining different
drugs in antiretroviral therapy (CART) would not have changed the natural history of the
disease, with a dramatic reduction in the rates of morbidity and mortality [1].

Nowadays, there is increasingly early recommendation for therapeutic beginning, a
strategy to promote benefits for patients and to reduce transmission rates [1-3]. However, due
to prolonged use of CART, its toxic effects should be taken into account. In addition to
kidney, liver and bone impairment, many drugs are responsible for the onset of the metabolic
syndrome and consequently for the increase of non-AIDS comorbidities that lead to the
current causes of death in this population such as cardiovascular disease and diabetes mellitus,
among others [1,4-6].

CART also seems to contribute to the imbalance between oxidants and antioxidants in
people living with HIV/AIDS (PLWHA) by increasing the former and decreasing the latter
[6-8]. Such oxidative stress results in dysregulation of signaling and redox control, possibly
leading to molecular damage [9]. As a result of this process, genotoxic and mutational effects
contributing to the development of cancer and other non-AIDS diseases may occur [10,11],
and such homeostatic instability could even accelerate the progression of HIV infection to
AIDS [11].

In relation to oxidative stress, the literature points out that lipid peroxidation, as
measured, for example, by serum analysis of malondialdehydes (MDA) [12,13] and 8-
isoprostanes [6,14], is higher in PLWHA, compared to non-infected individuals [12,13], and
it increases following CART initiation [6,14]. In addition, these individuals have less total
antioxidant capacity [15] and a lower vitamin profile [8,16] as compared to patients naive to
treatment, thus showing that not only the pathogenesis of HIV but also the therapy may
influence the increase in pro-oxidants and the decrease in antioxidants in infected people,
leading to consequent damage to molecules, proteins, cells and tissues [17].

The objective of this study was to analyze the influence of CART initiation on oxidative
stress parameters in asymptomatic HIV-infected individuals by plasma analysis of MDA, 8-
isoprostanes, vitamins profile and total antioxidant capacity, in addition to genotoxic damage

in peripheral blood mononuclear cells (PBMC).
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Material and Methods

Study design:

This longitudinal study was conducted between the years 2012 and 2015, on 30 HIV
patients attended at the Specialist Outpatient Service for Infectious Diseases "Domingos
Alves Meira" (SAEI-DM), at the Botucatu Medical School Complex (FMB)-UNESP, in S&o
Paulo state, Brazil. This Service covers about 600 people from Botucatu city and surrounding
area and, for this study, were interviewed 150 people, being included only 30 of them after
applying the exclusion criteria. The collections of data and biological samples were carried
out in two stages: before therapy initiation (MO) and approximately six to twelve months after
that intervention (M1).

As well as in some other countries, in Brazil, where this study was conducted, the
current recommendation by the Ministry of Health is that cCART should be offered to all those
infected with HIV, regardless of CD4+ T counts [2]. However, until December 2013, the
treatment was indicated only for asymptomatic individuals with CD4+ T counts below 500
cells/mm?. Therefore, we also analyzed oxidative stress parameters, according to the CD4+ T
cell counts pre-cART. Thus, the subjects were divided into two groups considering the initial
CD4+ T cell count, G1 and G2, comprising individuals presenting fewer or more than 500

cells/mm?, respectively.

Inclusion and exclusion criteria:

The inclusion criteria were: age, comprised between 20 and 50 years old, no previous
CART administration, signing an Informed Consent Form.

Patients excluded were those with any of the following conditions: use of vitamin
supplements, cancer history (current or previous), anorexia, morbid obesity, diabetes mellitus,
cardiovascular, genetic or autoimmune diseases, organ transplants, pregnancy at any stage or
breastfeeding, co-infections such as tuberculosis, chronic viral hepatitis, cerebral or
disseminated toxoplasmosis, use of illicit drugs and alcohol.

For the following criteria, exclusion occurred when patients concomitantly reported
two of them or more: regular performance of intense physical exercise; use of antibiotics,
anxiolytics or antidepressants; active smoking. People with only one of these conditions were

included because the statistical analysis was conducted in adjusted models for these variables.

Socio-demographic and clinical data:
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Socio-demographic and clinical data were collected by interviews and from the

patients” medical records.

Performance of laboratory tests:

Twelve milliliters of blood were collected into an EDTA containing tube from each
patient included in the study. The material was maintained in a cooled and dark environment
for 2-3 hours. After that, 60 pL of total blood were separated for the Comet Assay procedure.
Then, the remaining sample was centrifuged at 1,500 rpm for 10 minutes. Six plasma aliquots
per individual were stored at -80°C until the tests were performed. We analyzed the following
variables: lipid peroxidation (malondialdehyde and 8-isoprostane), DNA damage, total
antioxidant capacity and vitamin profile with dosages of carotenoids (lutein, cryptoxanthin, -

carotene and lycopene), retinol and a-tocopherol.

- Measurement of lipid peroxidation by analysis of malondialdehyde (MDA): the high
performance liquid chromatography (HPLC) technique was performed by using the
Scimadzu HPLC System and by the method proposed by Nielsen et al. [18], with 100
uL of plasma. For quantification of chromatograms, a comparison was made between

the substance area and the pattern area, and the result was expressed by pmol/L.

- Evaluation of lipid peroxidation by analysis of 8-isoprostane: the immunoenzymatic assay
(ELISA) was developed according to the manufacturer's instructions (Cayman, item
516351) using 50 pL of plasma. The optical densities were calculated for the unit in

pg/mL.

- Analysis of DNA damage by Comet Assay: it was developed according to Sasaki et al. [19]
using 30 ul of whole blood set on a blade with agarose. After being submitted to the
lysis solution, triplicates of the blades were subjected to three different conditions in
electrophoresis: the basal condition (BAS), with no addition of enzymes, and the
addition of the following enzymes: formamidopyrimidine DNA glycosylase (FPG) and
endonuclease 111 (ENDIII) for detection of oxidative damage in purine and pyrimidine
bases, respectively (Biocompare, CA, USA). The slides were stained by Sybr Gold
(Invitrogen - USA). Using an immunofluorescence microscope connected to an image
analysis system (Comet Assay IV, Perceptive Instruments, Sufolk, Haverhill, UK), a
total of 50 randomly selected nucleoids were counted for each slide. Results were

expressed as “tail intensity” (ti), which is the percentage of migrated DNA, and “tail

Tasca, K, 1., 2016



moment” (tm), relative values from the fraction of migrated DNA multiplied by the

length of the tail.

- Analysis of the total antioxidant capacity (TAC): using 100 pL of plasma, it was
determined calorimetrically in triplicate according to the methodology described
by Beretta et al. [20] using the VICTOR X2 reader (Perkin Elmer - Boston, MA, USA).
Results were expressed as % of protection.

- Fat-soluble vitamins: Using 100 pL of plasma, they were measured by HPLC (Waters
2996), by a C30 column (150x4.6 mm, 3 um) and according to Ferreira et al. [21].
The wavelength used was 455 nm for carotenoids (lutein, cryptoxanthin, lycopene and
B-carotene), 325 nm for retinol and 290 nm for o-tocopherol. A comparison was
performed between the relation of the internal standard area to the obtained substance
area for quantification of chromatograms. The values of the standard solution of the

substances were fixed by their molar extinction coefficients expressed in pmol/mL.

Analysis of results:

We used the Poisson test or Gamma distribution for non-parametric variables and the
Negative Binomial or One-way ANOVA with subsequent Tukey-Kramer post- hoc tests for
those parametric data. We also performed Pearson correlations. All calculations were adjusted
for age, sex and tobacco use, practice of intense physical activity and use of anxiolytics and/or
antidepressants.

Significant differences were considered when p values were less than or equal to 0.05.
All analyses were performed with help from professionals at the institution’s Research
Support Office using SAS for Windows, version 9.2.

This research project was approved by the local Research Ethics Committee.

Results

The socio-demographic, clinical and epidemiological characteristics of the subjects
included in the study are shown in Table 1.

The evaluation of CD4+ T cell counts in M1 showed an increase (625.07 £ 276.94) in
relation to MO (454.69 + 136.38 cellssmm?®, p<0.0001), which was more evident in G1
compared to G2 (209.71, versus 109.62 cells/mm?3).
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No differences were observed in MDA or 8-isoprostane levels after CART initiation;

conversely, total antioxidant capacity decreased significantly after cCART initiation (61.76
12.30 versus 45.70 + 7.42 %, p<0.001) as shown in Figure 1.

Table 1. Characterization of 30 PLWHA studied.

Variables

MEAN (+SD) or %

Age (years)

Male gender

Smokers*

Physical Activities Practice*

Use of anxiolytics or antidepressants*
Time of HIV Diagnosis (years)

CD4+ T <500 cells/mm? (MO)

CD4+ T Nadir (cells/mm3)
Undetecteble HIV Viral Load (M1)
cART Regimen - NNRTI

34 (8.2)
60.0%

30.0%

23.3%

6.6%

2.2 (+3.2)
70.0%

335.7 (£211.3)
80.0%

83.3%

SD- standard deviation; PLWHA- people living with HIVV/AIDS; cART- combined antiretroviral therapy; MO-
before cART initiation; M1- after cART initiation; NNRTI- Non-nucleoside reverse-transcriptase inhibitors;
*isolated presence of these cited factors (which were not excluded, due the adjustment of statistical analysis
fulfilled).

pumol/mL

0.
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Figure 1. Means of MDA, 8-isoprostane and TAC of 30 PVWHA before (M0) and after
(M1) cART initiation.

PLWHA- people living with HIV/AIDS; cART- combined antiretroviral therapy; MDA- malondialdehyde;
TAC- total antioxidant capacity; Statistical tests: Gamma Distribution for MDA and 8-isoprostane and ANOVA
with post-hoc Tukey tests for the TAC. *p<0.05.
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In a separate analysis by groups of G1 and G2 patients, there was no difference in
MDA comparing MO and M1. As for 8-isoprostane, there was a difference in G1 subjects,
who showed an increase after CART initiation (p=0.011). For total antioxidant capacity, both
groups showed differences between M0 and M1 (p<0.001 for G1 and p=0.016 for G2), as

shown in Figure 2.
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Figure 2. Means of MDA, 8-isoprostane and TAC of 30 PVWHA before (MO0) and after

(M1) cART initiation, separated into initial CD4+ T groups.

PLWHA- people living with HIV/AIDS; cART- combined antiretroviral therapy; G1- CD4+ T counts <500,
n=11; G2- CD4+ T >500 cells/mm? (considering the counts in M0), n=19. MDA- malondialdehyde; TAC- total
antioxidant capacity; Statistical tests: Gamma Distribution for MDA and 8-isoprostane and ANOVA with post-
hoc Tukey tests for the TAC. *p<0.05.

For carotenoids, comparing MO and M1, we observed a decrease in lycopene levels
(0.66 + 0.47 versus 0.44 + 0.24 pmol/L, p=0.015) B- carotene (0.31 + 0.39 versus 0.17 + 0.12
umol/L, p<0.0001), a-tocopherol (17.9 + 8.37 versus 4.14 + 5.72 ymol/L, p=0.005), and
retinol (2.83 + 1.40 versus 1.82 £ 0.49 umol/L, p=0.0021) as shown in Table 2.

Table 2 also shows comparisons of vitamin profiles between the two groups. After
cART a reduction occurred for lutein only in G2 (p=0.018), for B-carotene in both G1 and G2
(p<0.010), for lycopene only in G2 (p=0.019) and for a-tocopherol in both groups (p<0.050).
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Table 2. General vitamin profile of 30 PLWHA before (M0) and after (M1) cART
initiation and its comparison separated into initial CD4+ T groups.

Variables MO (MEANSD) M1 (MEANSD) P value
Lutein (umol/mL)# 0.06 + 0.06 0.05 +0.04 Ns
G1 0.06 £ 0.06 0.05+0.04 Ns
G2 0.06 £ 0.04 0.04 £0.03 0.018
Cryptoxanthin (umol/mL)# 0.08 +0.09 0.07 £0.07 Ns
G1 0.07 £ 0.05 0.07 +£0.08 Ns
G2 0.15+0.14 0.07 £0.05 Ns
B-Carotene (umol/mL)# 0.31+0.39 0.17 £0.12 <.0001
Gl 0.28 £0.36 0.15+0.10 0.002
G2 0.31+0.44 0.18 £0.17 0.001
Lycopene (umol/mL)# 0.66 +0.47 0.44+£0.24 0.015
G1 1.94 +3.98 0.45+0.22 Ns
G2 0.86 £ 0.58 0.32+0.26 0.019
o-Tocopherol (umol/mL)# 17.94 + 8.37 4.14 £5.72 0.005
G1 15.82 + 8.52 4.29+5.85 0.030
G2 18.78 +10.53 3.85+6.19 0.048
Retinol (umol/mL)# 2.83+1.42 1.82 +0.49 0.002
Gl 247+1.41 1.86+0.51 Ns
G2 2.78+1.75 1.36+0.48 Ns

PLWHA- people living with HIV/AIDS; cART- combined antiretroviral therapy; G1- CD4+ T counts <500,
n=11; G2- CD4+ T >500 cells/mm® (considering the counts in M0), n=19; VL- HIV viral load; SD- standard
deviation; Ns- nonsignificant values; #- analysis of the 30 total patients without division into groups. Statistical
tests: ANOVA with post-hoc Tukey tests for retinol and Gamma Distribution for the other variables.

In relation to the Comet assay, there was a slight increase, not significant, for the "tail
moment™ (8.32 £ 4.37 versus 14.83 + 8.95, p=0.068) and "tail intensity" (33.45 £ 14.78 versus
39.85 £ 14.45, p=0.097) relative to slides treated with END in M1 compared to MO (Figure 3)

However, when the analysis was performed considering the CD4+ T cell groups, there
was an increase in DNA damage only for G2, at the "tail moment" of the blades treated with
FPG (p=0.032) and END (p=0.050), and in the "tail intensity" of the blades treated with END
(p=0.012). These data are shown in Figures 4 and 5.
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Figure 3. DNA damage of 30 PVHA, before (M0) and after (M1) cART initiation,

according to basal (BAS) and enzymatic (END e FPG) conditions.

PLWHA- people living with HIV/AIDS; cART- combined antiretroviral therapy; BAS- basal condition (without
enzymes); END- blades treated with the Endonuclease Il enzyme (timidina glicol-DNA glicosilase); FPG-
blades treated with the formanodipirimidina-DNA glicosilase enzyme. Statistical tests: Gamma Distribution for
Bas-ti and FPG-tm; ANOVA with post-hoc Tukey tests for the other variables. Units of measure: ti (tail
intensity) and tm (tail moment).
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Figure 4. DNA damage of 30 PVHA, before (M0) and after (M1) cART initiation,
separate into initial CD4+ T groups and according to basal (BAS) and enzymatic (END e

FPG) conditions.

PLWHA.- people living with HIV/AIDS; cART- combined antiretroviral therapy; G1- CD4+ T <500, n=11; G2-
CD4+ T >500 cells/mm® (considering the counts in M0), n=19. BAS- basal condition (without enzymes) ; END-
blades treated with the Endonuclease 111 enzyme (timidina glicol-DNA glicosilase); FPG- blades treated with the
formanodipirimidina-DNA glicosilase enzyme. Statistical tests: Gamma Distribution for Bas-ti and FPG-tm;
ANOVA with post-hoc Tukey tests for the other variables. *p<0.05. Units of measure: ti (tail intensity) and tm
(tail moment).
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Figure 5. DNA damage before (A, C and E) and after cART initiation (B, D and F), of
one HIV-infected subject presenting initial CD4+ T counts >500 cellssmm?, in the

enzymatic (END [A e B], FPG [C e D]) and basal conditions (BAS [E e F]).

PLWHA- people living with HIV/AIDS; cART- combined antiretroviral therapy; END- blades treated with the
Endonuclease 111 enzyme (timidina glicol-DNA glicosilase); FPG- blades treated with the formanodipirimidina-
DNA glicosilase enzyme; BAS- basal condition (without enzymes).

Additionally, we found a positive correlation between MDA and the plasma HIV viral
load (VL) (p<0.001). Negative correlations occurred between retinol and VL (p=0.033),
between a-tocopherol and END-ti (p=0.001) and END-tm (p=0.006), between lycopene and
BAS-tm (p=0.028) and between END-ti with lutein (p=0.018), cryptoxanthin (p=0.004) and
[-carotene (p=0.017).
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Discussion

HIV infection is characterized by severe immunodeficiency, a consequence of CD4+ T
cells depletion, not only numerical but also functional [3]. The patients studied here presented
CD4+ nadir of approximately 335 cells/mm?®, while the average of these cells before the
beginning of cART was above 450/mm® with an increase after six/12 months (625
cells/mm?®). The majority (80%) of participants attained VL undetectability, and these data
show improvement in immune-virological parameters.

There is no doubt about the benefits of CART in reducing morbidity and mortality
from AIDS [1,3], but its long-term use is related to many adverse events and the development
of comorbidities not related to the disease [4,5] that are currently the main cause of death
among HIV-infected people. As will be discussed, this study shows increased oxidative stress
in individuals who had initiated therapy. With this regard, it is known that the therapy in some
individuals may affect mitochondrial morphology and function [22] and the activation of the
P450 cytochrome enzyme system [6], which in turn increases the reactive oxygen (ROS) and
nitrogen (RNS) species in circulation. This intense generation of free radicals, the intense
consumption and the absence/deficiency of antioxidants is responsible for causing damages in
cells and tissues. In addition, CART is associated with metabolic disorders that also increase
oxidative stress in infected individuals [17].

As to products of lipid peroxidation, differences in MDA values could not be observed
here between pre- and post-CART periods, nor by analyzing the groups’ initial CD4+ T
counts. We found only a positive correlation between VL and MDA, which suggests the
influence of the viral pathogenic effects on the increase of oxidative stress. A study enrolling
children under 10 years and newborns infected with HIV showed higher levels of MDA in
those than in healthy children [23]. However, in infected adults there are controversial data on
this marker. While some authors [24] also showed no difference in this ratio between HIV-
infected or uninfected, symptomatic or asymptomatic patients, others [13,25] have found
higher concentrations of MDA in those infected and with low CD4+ T counts.

Another marker of oxidative stress based on lipid peroxidation is PGF2 alpha-8-
isoprostane or 8-isoprostane, the most abundant compound among F2-isoprostanes. We
showed no changes in their levels after the therapeutic beginning, when patients were
analyzed together. However, when we analyzed them by groups, patients with initial CD4+ T
less than 500 cells/mm? showed a significant increase in 8-isoprostanes after CART compared

to the pre-cCART moment. Hulgan et al. [6] also found elevated plasma concentrations of F2-
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isoprostane in PLWHA under cART, who also showed control of viral replication. It is worth
mentioning that, in our study, because the analysis was adjusted for gender, age and other
variables that could be confounding, it is not possible to compare our findings with those by
Crist et al. [26], which showed higher 8-isoprostane levels in women as compared to men,
both HIV-infected.

Almost all of those 83.3% of individuals who received NNRTI in this study, were in
use of efavirenz, nevertheless we did not founded here any influence of antiretroviral classes
on the levels of chose parameters (data not showed), perhaps due to the short period of
therapy using. With this regard, Hulgan et al. [6] Gupta et al. [27] showed that F2-isoprostane
levels increased in subjects taking efavirenz as compared to those under rilpivirine, a second-
generation NNRTI. Different plasma levels of this marker were also found by Redhage et al.
[14] in a comparison of drug schemes, being higher in patients without NNRTI. In the same
study, intermediate levels of 8-isoprostane were found in treatment-naive patients, and the
lowest value was observed for the group with NNRTI, which led to the conclusion that the
latter group seemed to have less association with oxidative stress. High concentrations of F2-
isoprostanes were also observed in relation to other chronic diseases and habits, such as
atherosclerosis [28], Alzheimer [29] and smoking [30], in HIVV-uninfected individuals. Thus,
there is need for better understanding this and other markers in the pathogenesis of HIV and
non-AlIDS-related diseases.

For the organism to be able to defend itself from this repertory of pro-oxidants, an
effective antioxidant system is needed. Human cells are fraught with endogenous and
exogenous antioxidants, enzymatic and non-enzymatic [31]. The measurement of total
antioxidant capacity considers the cumulative effect of all antioxidants present in blood and
body fluids, considering both lipophilic and hydrophilic compartments [20,32].

In the present study, a decrease in total antioxidant capacity occurred after starting
CART, and these data have been corroborated by other authors [15,17]. According to Suresh
et al. [12] HIV-naive patients have lower total antioxidant capacity than uninfected
individuals, and the decrease was more accentuated in those with CD4+ T cells below
500/mm?®. Decrease in protection percentage also occurred in the patients studied here, but
that was observed when comparing the moments before and after CART and in both groups, in
individuals with CD4+ T counts below and above 500 cells/mm?®. The literature suggests that
PLWHA with the metabolic syndrome also showed a decline in total antioxidant capacity,
which was independent of the presence of cART in the study by Morimoto et al. [17].

However, the findings by Mandas et al. [15] also showed that oxidative stress was higher in

Tasca, K, 1., 2016



patients who adhered to therapy as compared to non-adherents, which reinforces the role of
antiretroviral drugs in the induction of these mechanisms.

Low total antioxidant capacity of PLWHA can have several explanations in addition to
the toxic effects of CART. One of them would be the high consumption of antioxidants due to
high levels of ROS presented by this population [13]. Others would be the lack of antioxidant
intake and of their precursors, and/or poor absorption of nutrients resulting from the changes
in intestinal homeostasis [13,33]. Aspects related to dietary surveys and clinical
manifestations suggestive of the malabsorption syndrome were not assessed in this study, thus
comparisons were not possible. Therefore, it is important to investigate which components of
the antioxidant system are deficient in this population. This study assessed only some
carotenoids (lutein, cryptoxanthin, B-carotene and lycopene), retinol and a-tocopherol.

Carotenoids have been studied over the years not only for their proven pro-vitamin A
activity, but also for evidence of other biological properties beneficial to health such as T cell
proliferation, decreased apoptosis of B cells, control of Th17 and regulatory T-cell subtypes
in the gut and production of local immunoglobulin A [34], as well as in relation to reduction
in the risk for degenerative diseases, including certain types of cancer, cardiovascular diseases
and ocular degeneration [35]. As the results showed in this study, after CART initiation there
was a decrease in retinol, B-carotene and lycopene levels. There was a more significant
lycopene drop in the group of subjects with initial CD4+ T counts above 500 cells/mm?, who
also showed a decrease in post-cART lutein dosages. These data were consistent with those in
other studies, which, despite not having divided the participants into groups according to
initial CD4+ T, noted B-carotene deficiency in HIV-infected individuals [16,36]. A Brazilian
research by Kaio et al. [16] in Sao Paulo, found 98% B-carotene deficiency and 4% retinol
deficiency in PLWHA. Considering the reference values used by these authors (<1.0 for -
carotene and <0.7 pumol/L for retinol), similar results were found in the present study, in
which 100% of patients had disabilities to B- carotene, and only 6.6% showed retinol
deficiency (data not shown). Thus, based on these data, we can share the conclusions of those
authors [16] by suggesting that PLWHA would not benefit from vitamin A supplementation,
but from [-carotene, as its antioxidant effect could be more beneficial for individuals on
CART.

The most abundant active compound of vitamin E, o-tocopherol, also plays an
essential role in antioxidant protection as it prevents propagation of lipid peroxidation and
reduces damage caused by free radicals [11]. Furthermore, it is related to the reduction of

various proinflammatory cytokines [34]. Results of some studies on naive HIV-infected
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individuals [12,37] have shown that the deficiency of this and other micronutrients occurred
more significantly in patients with lower CD4+ T counts. In our study, as well as other
vitamins and their precursors, a-tocopherol showed low levels after CART initiation in both
initial CD4+ T groups. This reduction may have occurred because of the need for high
consumption of antioxidants to block the pro-oxidant, whereas after CART, oxidative stress
was higher, as previously mentioned.

Thereby, another study by Kaio et al. [8] on HIV-infected individuals on CART
compared a-tocopherol levels with antiretroviral classes and showed a prevalence of nearly
20% of PLWHA with disabilities or lower limits of this vitamin [8], which differs from our
results, whose proportion was surprisingly higher using the same reference values as those
authors’. Here, approximately 60% of the PVHA analyzed before cART introduction showed
a-tocopherol deficiency, and after treatment beginning, that percentage increased to almost
90% (data not shown). In an attempt to justify the difference between our results and those in
the study by Kaio et al. [8], it is necessary to consider some aspects. Although the sample size
is larger in the latter, participants in both studies were from the same region and the same
Brazilian state, thus it can be assumed that the populations share similar characteristics and
similar diet types, for example. In the cross-sectional study by Kaio et al. [8], patients were
already using cART for an extended period, considering that the average was 10 years and
that they had received more than one scheme, including therapeutic rescue. On the other hand,
our study has a longitudinal design and treatment duration was only eight months on average,
besides the fact that most patients were receiving a scheme with NNRTI. This class of
antiretroviral drugs may be associated with the low levels of a-tocopherol found in almost
90% of the individuals studied here.

As a result of this imbalance between pro- and antioxidants, some genotoxic
alterations may occur. For the analysis of DNA damage induced by oxidative stress, the
comet assay is one of the most often used due to its low cost and versatility. When the
subjects were analyzed together, there was no significant difference between the two studied
moments, but when they were divided into groups according to initial CD4+ T counts, an
oxidative genotoxic increase in the group with such count above 500 cells/mm? was apparent.
The increase in DNA damage found in our study could be explained at least in part by the
toxicity of CART, but independent of CD4+ T counts. There are few studies that compare the
use or not of CART with genotoxic changes. Aukrust et al. [38] reported that the levels of
activity of DNA glycosylase, a genomic damage repair marker, showed an inverse correlation

with VL and increased the levels of CD4+ T cell counts in seven individuals who used cART
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for six months; however, these levels did not match those of 11 healthy subjects who were
also studied. The same authors [38] showed a reduction in 8-oxoG (7,8-dihydro08-
oxoguanine), a marker of oxidative DNA damage, in the CD4+ T cells from subjects with
CART as compared to naive individuals. Instead, Paul et al. [39] analyzed the metabolite
80H2'dG (8-hydroxy-2'-deoxyguanosine) excreted in the urine of three groups of PVHA, one
untreated, another under cART without lipodystrophy and another under cART but presenting
lipodystrophy, and they did not find any differences between the groups.

Finding no other related studies on humans, experimental research on DNA damage
utilizing the same technique used here was more related to the possible explanations of the
toxic mechanisms of antiretroviral drugs. Accordingly, Oliveira et al. [40] showed genotoxic
effects in the brains of mice chronically treated with efavirenz and suggested that DNA
damage was induced by oxidative stress, which could also explain the neuropsychiatric
effects of drug use. However, not only cART is responsible for increasing the frequency of
genotoxic damage in PLWHA as compared to uninfected individuals. The very tat HIV
protein, due to the generation of superoxide anion by mitochondria, induces intracellular ROS
production which, in turn, activates NF-kB, thus enhancing HIV transcription [6] and leading
to deficiency in DNA repair and causing genomic instability, which can lead to mutations and
contribute to the onset of cancer [11]. Hence, this cell damage may also induce the
reactivation of latent viruses, stimulating the production of some inflammatory cytokines
[11,15] and the development of malignancies and non-AIDS comorbidities, which would
contribute to chronic inflammation and persistent immune activation, increasing oxidative
stress in PLWHA.

Despite the limitations in our study, such as a small sample size and the absence of
dietary surveys or anthropometric measurements, the studied population underwent rigorous
exclusion criteria. Thus, we concluded that in addition to the virus itself being responsible for
increased oxidative stress, CART considerably increases such stress in infected asymptomatic
HIV-infected individuals already in the first months of therapy use. This would lead to
diminished total antioxidant capacity, including the vitamin profile, thus contributing to more
genotoxic damage in these patients, mainly in those with high values of CD4+ T pre-therapy
(>500 cells/mm?®). For us, the reduction of inflammation after therapeutic beginning, which is
only partial as reported in the literature, could be a result of both inflammation drop due to the
control of viremia and by increased inflammation caused by toxic effects of HAART, besides

the residual replication that it occurs in viral reservoirs.
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Therefore, despite the evident benefits of treatment, there is a need for further studies
with larger cohorts and more discussion about the best time to begin cART, especially for
HIV-infected individuals who are long-term nonprogressors, and those uninfected that choose
to take the pre-exposure prophylaxis. Studies proposing dietary interventions and/or nutrition
education, could also contribute to the reduction of oxidative stress and the consequent

persistent inflammation.
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Resumo

Objetivos: Analisar marcadores de ativacdo imune, inflamagdo e estresse oxidativo em
individuos infectados pelo HIV submetidos ou ndo a cART, e com diferentes respostas

imunolégicas (adequada ou inadequada), de acordo com as contagens de T CD4+.

Metodologia: Estudo transversal de 92 infectados pelo HIV, assintomaticos, divididos em:
G1, 20 virgens de tratamento (VT), T CD4+ <500 célulassmm?®; G2, 20 VT, T CD4+ >500;
G3, 12 VT, T CD4+ >500 e infeccdo ha mais de cinco anos; G4, 20 individuos sob cART,
carga viral (CV) indetectavel e T CD4+ >500 ha mais de 5 anos; G5, 20 individuos sob
CART, CV indetectavel e T CD4+ <500 ha mais de 5 anos. Marcadores estudados: receptor
soltvel de produtos finais de glicacdo avancada (SRAGE), proteina HMGB1, CD14 soluvel

(sCD14), IL-8, IL-10, 8-isoprostano, carotenoides, retinol, a-tocoferol e dano no DNA.

Resultados: G4 apresentou maiores niveis de SRAGE, em comparacdo ao G1, G2, G3 e, de
sCD14, que G1 e G2. Quanto a IL-10, G1>G2>G3>G4>G5. Observaram-se niveis mais
elevados de 8-isoprostano no G1. ConcentracOes de criptoxantina foram maiores no G2 e G3
e a de luteina, mais baixa no G5. G3 apresentou maior dosagem de retinol do que G4 e,
menores danos genotdxicos induzidos por estresse oxidativo que os demais grupos. N&o

houve diferenca para os demais marcadores.

Concluséo: Apesar de G4 ter apresentado maior SRAGE, que poderia ser um efeito benéfico
da terapia, este grupo mostrou os valores mais altos de sSCD14. G4 e G5 mostraram menores
dosagens de IL-10 e, concentragfes mais baixas de algumas vitaminas, sugerindo que a
terapia, apesar de estar relacionada a menor ativacdo imune e inflamacéo, altera o perfil
vitaminico e, consequentemente, aumenta o estresse oxidativo desses pacientes. Além disso,
G3 apresentou 0 menor indice genotoxico que todos os outros grupos, indicando que, tanto a
CV quanto cART poderiam ser responsaveis pelo aumento no dano do DNA dos infectados
pelo HIV. Niveis elevados de 8-isoprostano no G1 revelaram que, ndo apenas a CART pode
influenciar no aumento do estresse oxidativo, mas também o proprio virus. Assim, mais
estudos sdo necessarios para compreender 0s mecanismos de persistentes ativacdo e

inflamacdo, e a influéncia de CART nestes processos.
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Introducéo

O HIV infecta varios tipos celulares, principalmente, os linfécitos T CD4+, que
quando ativadas produzem novas copias virais e, eventualmente, morte celular devido a seus
efeitos citopaticos [1]. Assim, o principal dano causado pelo virus é a deterioracéo
progressiva do sistema imune celular, levando a grave imunodepressdo, 0 que torna o
individuo mais suscetivel as doencas oportunisticas [2].

Até a década de 1990, as causas de mortes mais frequentes estavam associadas,
principalmente, as infec¢des causadas por Pneumocystis jirovecci, Toxoplasma gondii,
citomegalovirus e micobactérias do complexo avium-intracellulare, entre outras [3]. No
entanto, com o advento da terapia antirretroviral combinada (CART), a sobrevida desses
individuos aumentou significativamente, ja que ocorre controle da replicacdo viral e, com
isso, ha melhora evidente nos pardmetros imunoldgicos e clinicos [4], além de diminuir as
taxas de transmissao do virus [2,5].

Apesar da eficacia terapéutica, algumas células infectadas latentes mantém o pro-virus
integrado ao seu DNA, mas sem expressar proteinas virais, conhecidas como “reservatorios”
[6]. Essa condicdo permanece até que a célula seja estimulada e ativada, o que atrasa o
combate do sistema imune contra o virus ou dificulta a acdo dos medicamentos
antirretrovirais [1,6], que deve ser utilizado por toda a vida do individuo infectado.

Sabe-se, ainda, que a existéncia dos reservatdrios virais € um dos fatores que
contribuem com a intensa ativacdo imune [7], o que leva a um status inflamatério cronico e,
tais mecanismos sdo desencadeadores de uma série de comorbidades ndo associadas a aids,
como doencas cardiovasculares, hepaticas, dsseas, renais, metabodlicas, neoplésicas, entre
outras [8-11]. Alids, estas doencas séo, atualmente, as principais causas de morte entre as
pessoas que vivem com o HIV/Aids (PVHA) [2].

Além da inflamacdo persistente causada pelo proprio HIV, ela também esta
relacionada com o maior estresse oxidativo, um dos efeitos adversos que pode ser induzido
pela terapia [12]. E conhecido que as PVHA, especialmente aquelas sob tratamento,
apresentam grande desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes [13-15]. Por exemplo,
observam-se niveis diminuidos de vitaminas, seus precursores e alguns antioxidantes [16,17]
e concentracOes elevadas de produtos de peroxidacdo lipidica, como o 8-isoprostano, na
presenca de CART. Além disso, toxicidade mitocondrial e dano no DNA, também, séo
observados nesta populacéo [18,19].
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Outro mecanismo que participa da ativacdo imune e inflamacéo, é o desequilibrio
homeostatico do tecido linfoide associado ao intestino (GALT), que promove ruptura da
barreira epitelial e a translocagdo microbiana para a circulagdo, aferida pelas dosagens de
lipopolissacarideo (LPS) e CD14 soluvel (sCD14), entre outros marcadores [7,20]. Essa
ativacdo imune, que pode ser desencadeada via toll like receptors (TLRs), ativa o fator de
transcrigdo NFkB, que ird transcrever citocinas e outros produtos inflamatorios, tais como, IL-
6, IL-8, HMGB1 (high mobility group box protein-1) e aumenta a expressdo de RAGE
(receptor for advanced glycation end products) e outros receptores na membrana celular [20-
22]. Estudos mostram aumento de mediadores inflamatérios em PVHA [23], mesmo naqueles
sob cART, que € responsavel pela diminuicdo apenas parcial do status inflamatério. Desta
forma, esses estimulos constantes, levam a imunossenescéncia e ao processo de
envelhecimento precoce das PVHA [8,10,12].

Considerando a necessidade de maior entendimento sobre a intensa ativagdo imune
celular, os mecanismos de inflamacdo persistente e o estresse oxidativo, além da influéncia
deles no desenvolvimento das doencas nao associadas a aids, o objetivo do presente estudo foi
investigar alguns destes marcadores em diferentes grupos de PVHA, assintomaticos, de

acordo com o uso ou ndo de CART e de suas diferentes contagens de linfocitos T CD4+.

Metodologia

Delineamento do estudo:

Estudo transversal conduzido entre 2012 e 2015, no Servico de Ambulatérios
Especializados em Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DM), do Complexo
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB)- UNESP, interior de Sdo Paulo, Brasil. O Servico
atende cerca de 600 PVHA. Cerca de 250 sujeitos foram convidadas a participar do estudo e,
apos critérios de exclusdo, 92 pacientes participaram da pesquisa. Eles foram divididos em

cinco grupos, de acordo com o esquema abaixo:
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250 individuos

entrevistados

— — — — — — — Critérios de Exclusido

9 2individuos

incluidos
G1 (n=20) G2 (n=20) G3 (n=12) G4 (n=20) G5 (n=20)
cART-naive cART-naive cART-naive [+5 anos) Sob cART (+5 anos) Sob cART [+5 anos)
T CD4+ <500 T CD4+ =500 T CD4+ =500* T CD4+ =500* T CD4+ <500*

Diagnosticados ha menos de 5 anos Diagnosticados ha mais de 5 anos

Figura 01. Fluxograma de incluséo e divisdo em grupos de estudo, de acordo com 0 uso

ou ndo de cART, contagem de T CD4+ e tempo do diagndstico da infecgdo pelo HIV.

Legenda: CART- terapia antirretroviral combinada; T CD4+- contagem de T CD4+ (células/mm?®). *condic&o observada nos

Gltimos 5 anos.

Critérios de incluséo e exclusdo:

Para inclusdo, considerou-se: idade minima de 20 anos e méxima de 50, ser virgem de
tratamento ou estar em tratamento ha mais de cinco anos, com carga viral (CV) indetectavel
durante este periodo e ter adesdo confirmada pelo proprio sujeito do estudo e pelos registros
de retirada de medicamento na farmacia do Servico. Todos os incluidos deram seu
consentimento por escrito com assinatura no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os pacientes excluidos foram os que apresentaram alguma das seguintes condicGes,
uso de suplementacdo vitaminica, histéria de cancer (atual ou anterior), anorexia, obesidade
morbida, diabetes mellitus, doencgas cardiovasculares ou autoimunes, transplantes de 6rgaos,
gravidez em qualquer estagio ou lactantes, coinfec¢des, tais como, tuberculose, hepatites
virais cronicas, toxoplasmose cerebral ou disseminada, entre outras; doencas genéticas;
usudarios de drogas ilicitas e alcool. Para os critérios, a seguir, a exclusdo ocorreu apenas
guando 0s pacientes apresentavam, concomitantemente, dois deles ou mais, a saber:
realizacéo regular de exercicios fisicos intensos; estar em uso de antibioticos, ansioliticos ou

antidepressivos; serem fumantes ativos.

Dados sdcio demograficos e clinicos:
Foram coletados dados sdcio demograficos e clinicos, a partir de entrevista e acesso

aos prontuarios médicos.
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Realizagéo dos ensaios laboratoriais:

Foram coletados 12 mL de sangue de cada paciente incluido no estudo, em tubo com
EDTA. O material foi mantido em ambiente frio e escuro por 2-3 horas. Apdés, foram
separados 60 uL de sangue total destinado ao procedimento Cometa e, em seguida, os tubos
foram centrifugados por 10 minutos a 1500rpm. Seis aliquotas de plasma por individuo foram
armazenadas na temperatura -80°C, até a realizacdo dos testes.

AVALIACAO DA ATIVACAO IMUNE:

- Dosagem da Proteina HGMB1 plasmatica: foi realizado ensaio imunoenzimatico (ELISA),
do tipo sanduiche, através de kit comercial (MyBioSource, item MBS2707497) e de
acordo com as especificacGes do fabricante. A concentragdo plasmatica de HMGBL1 foi
determinada por espectofotometria, na leitura de 450 nm. Os resultados foram expressos

em pg/mL, utilizando a densidade ética (DO) da curvas e amostras para o calculo.

- Dosagem de sCD14: foi utilizado kit comercial de ELISA (R&D quantikine, item DC-140),
seguindo protocolo disponibilizado pelo fabricante. A absorbancia foi lida no
espectofotdmetro, em comprimento de onda de 450 nm e, a partir das DO da amostra e

curva, foram calculados os niveis de sCD14 em pg/mL.

- Dosagem de SRAGE: a técnica desenvolvida foi o ELISA sanduiche, conforme instrucdes do
fabricante (R&D Systems, item DRGO00). A leitura foi realizada imediatamente, em
espectofotdmetro, no comprimento de onda de 450 nm. As DO das amostras e curva
foram calculadas e expressas por pg/mL.

- Dosagem de IL-8 e IL-10 no plasma: A dosagem de citocinas foi realizada por citometria de
fluxo (FACSCalibur-E34297502374), pelo kit CBA (cytometric bead array) de
citocinas inflamatorias, de acordo com o manual de instru¢bes do fabricante (BD-
Becton, Dickinson and Company, item 551811). Em conjunto com as amostras, foram
analisados os padrdes contendo concentragdes conhecidas de cada citocina, para a curva
e leitura com os limites de deteccéo respectivos. Os resultados foram obtidos em pg/mL,

a partir dos software FCAP array™ (BD-Becton, Dickinson and Company).

AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO:

- Afericdo da peroxidacdo lipidica pela analise plasmatica do 8-isoprostano: a técnica

desenvolvida foi 0 ELISA de competigéo, conforme instruc6es do fabricante (Cayman,
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item 516351). O produto final dessa reagcdo enzimética foi lido a 412 nm em
espectofotometro e as DO foram calculadas para unidade em pg/mL.

- Analise do dano no DNA pelo ensaio Cometa em células mononucleares do sangue
periférico (PBMC): O protocolo utilizado foi proposto por Sasaki et al. [24]. As laminas
com agarose e amostra, apos condicionadas na solucéo de lise, foram submetidas a trés
condigdes: a situacdo basal (BAS), sem adicdo de enzimas e; a aplicacdo das seguintes
enzimas: formanodipirimidina-DNA  glicosilase (FPG), que cliva 8-oxi-7-
hidrodesoxiguanosina e outras purinas oxidadas e; endonuclease Il ou timina glicol-
DNA glicosilase (END) capazes de detectar 14 tipos diferentes de adutos provenientes
de pirimidinas oxidadas. Apds corrida por eletroforese, as laminas foram coradas com
100 ul de Sybr Gold (Invitrogen - USA). Utilizando microscopio de imunofluorescéncia
conectado a um sistema de analise de imagem (Comet Assay IV, Perceptive Instruments,
Sufolk, Haverhill, UK), um total de 50 nucledides foram contados para cada lamina, e os
resultados dos danos foram considerados a partir dos valores de percentagem de DNA
migrado, chamado “tail intensity”(ti), e dos valores relativos a fragdo do DNA migrado,

multiplicado pelo comprimento da cauda, conhecido como “tail moment” (tm).

- Avaliacdo de antioxidantes, pelas dosagens de vitaminas plasmaticas: Os carotenoides
(licopeno, luteina, criptoxantina, B-caroteno), retinol e a-tocoferol foram medidos
por HPLC, com uma coluna C30 (150x4. 6 mm, 3 um), fluxo de 1 mL/min. e
segundo Ferreira et al. [25]. O HPLC utilizado foi da Waters 2996 com detector de 455
nm para carotenoides, 325 nm para retinol ¢ 290 nm para o-tocoferol. Para a
quantificacdo dos cromatogramas foi realizada a comparacdo entre as relacdes area da
substancia pela area do padréo interno, obtidas na analise. Os valores das substancias da
solugédo padrdo foram corrigidos por seus coeficientes de extingdo molar, e expressos

em pumol/mL.

Anélise dos resultados:

A anélise estatistica foi executada respeitando os pressupostos determinados pelos
resultados, caracteristicas e comportamento das variaveis do estudo. Assim, foram utilizados
para as varidveis ndo-paramétricas, os testes Poisson e Distribuicio Gamma e, para as
paramétricas, Binomial Negativa e ANOVA seguida de Tukey-Kramer. Correlagcdes de

Pearson entre os parametros escolhidos também foram realizadas. Todos os calculos foram
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ajustados para idade, sexo e uso de tabaco, pratica de atividade fisica intensa e uso de
ansioliticos e/ou antidepressivos.

Variaveis continuas foram expressas por média (ME) e desvio padrdo (DP) e as
categoricas, por frequéncia e porcentagem (%). As diferencas significativas foram
consideradas quando os valores de p eram inferiores ou iguais a 0,05. Todas as analises foram
realizadas com auxilio de profissionais do Escritério de Apoio a Pesquisa da Instituicéo,

utilizando o programa SAS for Windows, versao 9.2.

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa local.

Resultados

Entre os participantes, a maioria eram homens (61,96%) com idade de
aproximadamente 37+8 anos, brancos (88,04%), heterossexuais (70,65%) e solteiros
(66,33%). Eram fumantes ativos, 23,66%, praticavam atividade fisica intensa, 19,32% e 4,0%
faziam uso de ansioliticos e, ou antidepressivos (Tabela 1). Os grupos foram homogéneos
entre si, para todos os fatores acima (p>0,05).

O tempo médio de infeccdo pelo HIV, considerado a partir do diagnostico, foi de 7
(x2) anos. O mais baixo nadir de T CD4+ foi observado no G5, seguido pelo G4 e, depois,
pelo G1. As médias de T CD4+, T CD8+, CV, tempo de terapia e classes de antirretrovirais
utilizadas, estdo demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracterizacéo epidemioldgica e clinica dos 92 individuos infectados por HIV estudados.

Variaveis G1® G2©@ G3® G4® G5® p valor
Idade (ME£DP: anos) 340+83 36,9+94 35,8+6,2 39,1+7,1 400+7,1 =0,057
Género Masculino (n/%) 14/ 70,0% 13/65,0% 5/41,6% 10/ 50,0% 13/65,0% =0,288
Heterossexuais (n/%) 12 /60,0% 14 /70,0% 10/83,3% 15/75,0% 14 /70,0% =0,600
Solteiros (n/%) 14/ 70,0% 13/65,0% 71/58,3% 11/55,0% 15/ 75,0% =0,695
Tabagistas (n/%) 7135,0% 3/15,0% 4/33,3% 3/15,0% 4120,0% =0,531
Ativ. Fisicas (n/%) 2/10,0% 5/25,0% 2/16,6% 6/30,0% 3/15,0% =0,304
Antidepressivos (n/%) 2/10,0% 1/5,0% 0/0,0% 0/0,0% 1/5,0% =0,859
T CD4+ (ME+DP; céls) 341,6 £121,9%* 699,3+1428  862,1+360,1 833,7+212,5 3433+140,0" <0.001
T CD8+ (ME+DP; céls) 1120,2 £903,0 1431,1+739,9**° 1261,3+672,6 899,7 +2926  880,1 +579,9 <0.010
Nadir CD4 (ME+DP; céls) 316,5+1437*% 5687+1229  526,5+2445 2944+1622*? 981 + 92 4% <0.010
CV (MEDP; copias RNA) 527 + 1394**° 67 +58 36+79 indetectavel  indetectavel <0.001
Diag. HIV (ME+DP; anos) 2,1+1,0x*° 1,9 +0,8**° 76+22 145+39 10,6 +4,3 <0.010
Tempo CART (ME+DP;anos) - - - 90 +44 8,3+35 na
Regimes IP (n/%) - - - 13/32,5% 10/ 25,0% =0,587
Regimes ITRNN (n/%) - - - 7117,5% 8/20,0% =0,500
Terapia Resgate (n/%) - - - 0/0,0% 2/5,0% =0,269

Legenda: cART- terapia antiretroviral combinada; na- ndo avaliado. ME- média; DP- desvio padréo; n- nimero de sujeitos; G1- virgem de tratamento com T CD4+ abaixo de 500
células/mm?; G2- virgem de tratamento com T CD4+ acima de 500 células/mm?®; G3- virgem de tratamento com T CD4+ acima de 500 células/mm?, com diagnéstico ha mais de 5
anos; G4- sob cART, carga viral indetectavel e T CD4+ acima de 500 células/mm? ha mais de 5 anos; G5- sob CART, carga viral indetectavel e T CD4+ abaixo de 500 células/mm?
ha mais de 5 anos; CV- carga viral plasmatica do HIV (expressa em copias [x10°] /mL); T CD4+ e T CD8+ - contagens de células (expresso em nimero de células/mm?®); IP-
inibidor de protease; ITRNN- inibidor de transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideo. Testes estatisticos: Binomial Negativa, ANOVA seguido de Tukey Kramer, Poisson e

Qui-quadrado; * diferengas estatisticas entre os grupos especificados.
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Entre os marcadores estudados, o SRAGE foi maior no G4 (1798,33 + 437,21
pg/mL) do que nos grupos virgens de tratamento (1332,44 + 505,94 em G1, p=0,040;
1358,67 + 758,87 em G2, p=0,050; 1089,32 + 600,62 pg/mL em G3, p=0,009). O G4
(11078,54 £ 9975,14 pg/mL) também apresentou os maiores niveis de sCD14, observando-
se diferenca apenas na comparagdo com G1 (6751,66 + 1693,36, p=0,016) e G2 (6903,02 +
1819,33 pg/mL, p=0,046). As dosagens da proteina HMGB1 ndo foram diferentes entre os

grupos. Esses dados estdo mostrados na Figura 2.
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Figura 02. Niveis plasmaticos das proteinas SRAGE, HMGB1 e sCD14 das 92 PVHA,

de acordo com os cinco grupos de estudo.

Legenda: PVHA- pessoas que vivem com o HIV/Aids; cART- terapia antirretroviral combinada; G1- virgem
de tratamento com T CD4+ abaixo de 500 células/mm?® G2- virgem de tratamento com T CD4+ acima de
500 células/mm?®; G3- virgem de tratamento com T CD4+ acima de 500 células/mm?, com diagnéstico ha
mais de 5 anos; G4- sob cART, carga viral indetectavel e T CD4+ acima de 500 células/mm?® ha mais de 5
anos; G5- sob cART, carga viral indetectavel e T CD4+ abaixo de 500 célulassmm?® ha mais de 5 anos;
SRAGE- receptor soltvel de produtos finais de glicacdo avancada; HMGB1- high mobility group box1;
sCD14- CD14 solavel. Testes estatisticos: Tukey-Kramer para SRAGE e Distribuicdo Gamma para 0s
demais. *p<0,05; **p<0,005.

Quanto as citocinas, ndo houve diferenca para IL-8 entre 0s grupos, no entanto,

para 1L-10, os menores valores foram observados nos grupos sob cART, enquanto, as

maiores concentra¢fes foram no G1 e G2. As médias de IL-10 foram 0,63 + 0,93 pg/mL
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em G1; 0,24 + 1,15 em G2; 0,07 £ 0,19 em G3; 0,02 £ 0,03 em G4 e 0,01 + 0,00 pg/mL
em G5. Houve diferencas na comparacgao entre 0s grupos virgens de tratamento e 0s sob

terapia, como mostra a Figura 3.
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Figura 03. Niveis plasmaticos das citocinas IL-8 e IL-10 das 92 PVHA, de acordo com

0s cinco grupos de estudo.

Legenda: PVHA- pessoas que vivem com o HIV/Aids; CART- terapia antirretroviral combinada; G1- virgem
de tratamento com T CD4+ abaixo de 500 células/mm? G2- virgem de tratamento com T CD4+ acima de
500 células/mm?®; G3- virgem de tratamento com T CD4+ acima de 500 células/mm?®, com diagnéstico hé
mais de 5 anos; G4- sob cART, carga viral indetectavel e T CD4+ acima de 500 células/mm?® h& mais de 5
anos; G5- sob cART, carga viral indetectavel e T CD4+ abaixo de 500 células/mm?® ha mais de 5 anos; IL-
interlucinas; Testes estatisticos: Distribuicdo Gamma. *p<0,05; **p<0,001.

Alguns pardmetros de estresse oxidativo também foram estudados, entre eles, 8-
isoprostano, vitaminas e analise do dano no DNA.

O 8-isoprostano esteve mais elevado no G1, ocorrendo diferenca na comparacéo
entre os demais grupos. Como mostra a Figura 4, as médias e desvios padrdo do 8-
isoprostano foram os seguintes: 64334,88 + 12669,83 para G1; 31855,79 + 28720,15 para
G2; 30367,25 £ 15091,16 para G3 (p=0,005); 32936,75 + 18513,95 para G4 e 40018,33 +
25888,53 para G5 (p<0,050).
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Figura 03. Niveis plasmaticos de 8-isoprostano das 92 PVHA, de acordo com 0s cinco

grupos de estudo.

Legenda: PVHA- pessoas que vivem com o HIV/Aids; CART- terapia antirretroviral combinada; G1- virgem
de tratamento com T CD4+ abaixo de 500 células/mm? G2- virgem de tratamento com T CD4+ acima de
500 células/mm?®; G3- virgem de tratamento com T CD4+ acima de 500 células/mm?®, com diagnéstico hé
mais de 5 anos; G4- sob cART, carga viral indetectavel e T CD4+ acima de 500 células/mm? h& mais de 5

anos; G5- sob CART, carga viral indetectavel e T CD4+ abaixo de 500 células/smm® ha mais de 5 anos;
MDA- malondialdeido. Testes estatisticos: Distribuicio Gamma para 8-iso e Tukey Kramer para MDA.
#p<0,05, diferente de todos os outros grupos.

Em relacdo aos carotenoides estudados, a dosagem de luteina foi menor no G5
(5,9943,12 umol/mL), do que nos demais grupos (em G1, 11,47+7,12, p=0,006; em G2,
12,98+6,66 p=0,022; em G3, 16,084+9,00, p=0,050 e em G4, 11,76+6,09 pmol/mL,
p=0,020). Houve diferenca, também, nos valores de criptoxantina, sendo que G2
(16,45£6,39 pmol/mL, p=0,003) e G3 (18,73+8,00 pmol/mL, p=0,041) apresentaram
niveis mais elevados do que os grupos sob cART (G4, 7,44+3,88 e G5, 7,33+2,04
pmol/mL) e do que G1 (10,0845,55 pmol/mL).

Os grupos ndo apresentaram diferenca entre si, para as dosagens de (-caroteno e
licopeno.

Observou-se diferenga nas médias do retinol, apenas, entre G3 e G4 (0,45+010 e
0,30£0,10 pmol/mL, respectivamente, p=0,035) e ndo havendo diferenca nas dosagens de

a-tocoferol entre os grupos, conforme Figura 4.
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Figura 04. Niveis plasmaticos de carotenoides, retinol e a-tocoferol das 92 PVHA, de

acordo com os cinco grupos de estudo.

Legenda: PVHA- pessoas que vivem com o HIV/Aids; CART- terapia antirretroviral combinada; G1- virgem
de tratamento com T CD4+ abaixo de 500 célulassmm?® G2- virgem de tratamento com T CD4+ acima de
500 células/mm?; G3- virgem de tratamento com T CD4+ acima de 500 células/mm?®, com diagndstico ha
mais de 5 anos; G4- sob cART, carga viral indetectavel e T CD4+ acima de 500 células/mm? h& mais de 5
anos; G5- sob cART, carga viral indetectavel e T CD4+ abaixo de 500 células/mm® hé mais de 5 anos. Testes
estatisticos: Distribuicdo Gamma. *p<0,05na comparacdo entre os grupos indicados e; #p<0,05, diferente de
todos 0s outros grupos.

Ao comparar 0s danos no DNA dos grupos estudados, o G3 (0,07+0,02, tail

moment) apresentou menores danos do que os demais grupos, considerando as laminas
tratadas com FPG (G1, 0,18+0,06, p=0,033; G2, 0,12+0,08, p=0,050; G4, 0,15+0,02,
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p=0,041; e G5, 0,16+0,08, p=0,035.). Nado foram observadas diferencas entre 0s grupos,
para as laminas sem tratamento (BAS) ou as tratadas com END. Estes dados estdo

demonstrados na Figura 5 e 6.
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Figura 05. Danos no DNA em PBMC, nas condic¢bes, basal (BAS) ou com tratamento

enzimatico (END e FPG) das 92 PVHA, de acordo com os cinco grupos de estudo.

Legenda: PVHA- pessoas que vivem com o HIV/Aids; CART- terapia antirretroviral combinada; G1- virgem
de tratamento com T CD4+ abaixo de 500 células/mm?® G2- virgem de tratamento com T CD4+ acima de
500 células/mm?; G3- virgem de tratamento com T CD4+ acima de 500 células/mm®, com diagndstico ha
mais de 5 anos; G4- sob cART, carga viral indetectavel e T CD4+ acima de 500 células/mm?® h& mais de 5
anos; G5- sob CART, carga viral indetectavel e T CD4+ abaixo de 500 célulassmm® ha mais de 5 anos.
PBMC- células mononucleares do sangue periférico; END- Endonuclease Ill (tratamento com timidina
glicol-DNA glicosilase); FPG- tratamento com formanodipirimidina-DNA glicosilase; Unidade de medida:
tail intensity (ti) e tail moment (tm); Testes estatisticos: Distribuicdo Gamma para BAS-tm, END-tm e FPG-
tm e Anova seguido de Tukey Kramer para as demais. #p<0,05, diferente de todos os outros grupos.

Figura 06. Danos no DNA em cinco PVHA, de acordo com os cinco grupos de estudo,

cujas laminas foram tratadas com a enzima FPG.

Legenda: PVHA- pessoas que vivem com o HIV/Aids; [A] G1- virgem de tratamento com T CD4+ abaixo de
500 células/mm?®; [B] G2- virgem de tratamento com T CD4+ acima de 500 células/mm?; [C] G3- virgem de
tratamento com T CD4+ acima de 500 células/mm®, com diagnéstico ha mais de 5 anos; [D] G4- sob cART,
carga viral indetectavel e T CD4+ acima de 500 células/mm® ha mais de 5 anos; [E] G5- sob cART, carga
viral indetectavel e T CD4+ abaixo de 500 células/mm® ha mais de 5 anos. FPG- tratamento com
formanodipirimidina-DNA glicosilase;

Na andlise de Pearson, foram encontradas correla¢des positivas entre CV e HMGB1
(0,0211) e IL-10 (p=0,003). As correlacBes negativas ocorreram entre T CD4+ e IL-8
(p=0,027) e HMGB1 (p=0,0240).
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Discussao

Considerando a maior expectativa de vida das PVHA nos dias de hoje, tanto
processos patogénicos causados pelo HIV quanto o uso prolongado da cART, levam ao
desenvolvimento de comorbidades ndo associadas a aids, que ocorrem de forma mais
precoce nesses individuos, do que na populacdo geral [10-12]. Caracterizado como
envelhecimento precoce, € causado pela constante ativacdo imune e inflamacao cronica, o
que leva a exaustdo do sistema imune e ao desequilibrio de citocinas e outros componentes
imunolégicos e fisiolégicos [8,10,12].

Varios receptores e proteinas promovem ativagdo celular e, consequentemente, a da
cascata de sinalizacdo que originara os componentes inflamatérios. O RAGE é um
receptor de reconhecimento padrdo (PRR), que ativa a célula em que esta expresso, devido
a sua interacdo com seus ligantes, por exemplo, AGEs e HMGB1 [26]. A contrério, 0
SRAGE, sua forma solGvel que € originada por clivagem e liberada para o ambiente
extracelular [27] atua como supressor da ativacdo, pois sequestra os ligantes de RAGE,
impedindo, desta forma, a interacdo entre eles e a posterior sinalizacdo celular [22].

No presente estudo, os niveis de SRAGE foram maiores no grupo sob cART e altas
contagens de T CD4+, em relagdo aos grupos sem CART, o que pode ser explicado sob
diferentes pontos de vista. Primeiro, devido ao maior acimulo de ligantes que poderiam
estar presentes na circulacdo sanguinea desses individuos [22], como por exemplo, 0
sCD14 que, no presente estudo, também foi maior no mesmo grupo. Em segundo lugar, os
niveis de SRAGE poderiam ser reflexo da possivel diminuicdo parcial da inflamac&o, que
0s pacientes sob CART apresentam [23]. Tal argumento poderia ser justificado, inclusive,
pelas menores dosagens de IL-8 encontradas, justamente, no mesmo grupo de pacientes,
embora ndo tenha havido diferenca significativa na comparacdo entre os grupos. Altas
concentragOes de SRAGE tém sido relacionadas as menores ocorréncias de aterosclerose
em PVHA [28], hipercolesterolemia [29] e hipertensdo arterial [30] em individuos néo
infectados pelo virus, sugerindo que sua dosagem poderia ser uma ferramenta Gtil no
diagndstico de doencas cardiovasculares em PVHA [28].

A HMGBL1 em sua forma extracelular € uma proteina secretada ativamente pelo
estimulo celular ou, passivamente, por células necrdticas e apoptoticas e desempenha
fungdes parecidas com as de citocinas pro-inflamatorias [32]. Devido a sua ligacdo com
RAGE e outros PRRs presentes em células CD4+, a HMGB1 pode, inclusive, induzir

reativacdo do HIV [34]. No presente estudo, ndo houve diferenca nas dosagens dessa
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proteina entre os cinco grupos. No entanto, a HMGB1 correlacionou-se negativamente
com contagens de T CD4+ e, positivamente com a CV, o que foi corroborado pelo estudo
longitudinal de Treseid et al. [35], que mostrou reducdo significativa de HMGBL1 ap0s
introducdo da CART.

Youn et al. verificaram, ainda, que o estimulo de mondcitos com associagao de LPS
e HMGB1 levou a maior producdo de TNF-a, do que o estimulo apenas com LPS [36]. Em
conjunto, os achados de Trgseid et al. e Youn et al. podem indicar que niveis elevados de
HMGBL1 contribuiriam com pior evolucdo clinica em infectados pelo HIV, pois haveria,
provavelmente, maior ativacdo celular, reativagdo do virus latente e maior producgdo de
citocinas inflamatorias nesses individuos. Além disso, elevados niveis plasmaticos de
HMGBL estdo relacionados a outras condi¢fes inflamatorias crénicas em individuos néo
infectados pelo HIV, incluindo diabetes mellitus e cancer [26, 37]. Assim, ha necessidade
de se investigar a influéncia de CART na diminuicdo deste marcador, afim de se postergar a
evolugdo da infeccdo pelo HIV e o surgimento de comorbidades ndo associadas a aids.

Entre os marcadores de translocacdo microbiana, o sCD14, que se relaciona a
ativacdo de mondcitos, aparece em maiores concentracées em infectados pelo HIV, quando
comparados aos ndo infectados, além de, também, se associar as comorbidades
caracteristicas do envelhecimento nessa populacdo [39,40,41]. No presente estudo, 0 grupo
de individuos em tratamento com altas contagens de T CD4+, apresentou maiores niveis de
sCD14, em relacdo aos grupos virgens de tratamento e infeccdo recente, o que também foi
demonstrado por Sandler et al. [42]. Este fato poderia estar relacionado ao tempo de
infeccdo e de terapia, pois, apesar da supressdo viral em niveis plasmaticos, 0 GALT é um
dos reservatorios virais que pode manter a replicagdo do HIV [43], num ambiente ja
deficiente de células T e com pobre funcéo efetora, considerando que a CART ndo é capaz
de restabelecer completamente as células Th17 em GALT [38]. No entanto, no presente
estudo, o aumento de sCD14 n&o ocorreu nos individuos sob cART e com T CD4+ abaixo
de 500 célulassmm?, ou seja, nos individuos com resposta imunolégica ndo adequada,
como seria esperado, pois estes individuos teriam, provavelmente, menor quantidade de
linfocitos T e resposta imune ainda mais escassa no GALT, o que comprometeria ainda
mais o equilibrio desta mucosa.

Diferente do encontrado no presente estudo, outros autores mostraram relacao entre
maior translocacdo microbiana/polimicrobiana em ndo respondedores imunolégicos a
CART e a associaram ao desequilibrio da flora intestinal [44]. A importancia de se estudar

0 marcador sCD14 em PVHA, também se justifica pelas observacdes de alguns autores de
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que houve associagéo entre SCD14 e o maior risco de doenga cardiovascular [46] e de que
ele foi preditor de todas as causas de mortalidade em infectados pelo HIV, mesmo
naqueles com CV indetectavel [42].

Na infeccdo pelo HIV ha desequilibrio ndo apenas do perfil Th17, mas também do
Thl, Th2 e T regulatério (Treg), sendo que, citocinas inflamatorias estdo elevadas nestes
pacientes, o que pode influenciar na evolugdo para aids e desenvolvimento de
comorbidades a ela ndo-associadas [47]. IL-10 é reguladora da resposta imune inflamatoria
[48]. No presente estudo, esta citocina mostrou diferentes concentracbes nos diferentes
grupos, cujos niveis mais elevados foram encontrados nos individuos virgens de tratamento
com infecgdo recente, niveis intermediarios foram observadas em virgens de tratamento
diagnosticados ha mais de cinco anos e, as mais baixas, nos individuos sob cART. Estes
resultados concordam com os de Brockman et al. [48], que mostraram reducdo, tanto dos
niveis plasméticos de IL-10 quanto da expressdo de seu mRNA, nos individuos tratados e
com supressao viral adequada, em comparacdo aos virgens de tratamento, com exce¢do dos
controladores de elite, que apresentaram valores semelhantes aos de individuos néo
infectados pelo HIV, sugerindo que a replicacdo viral pode ser o principal fator
determinante das concentracOes desta citocina. Da mesma forma, no presente estudo,
também foi encontrada correlagdo positiva entre CV e niveis de IL-10.

A IL-8, citocina inflamatéria investigada no presente estudo, mostrou, apenas,
correlacdo negativa com T CD4+, como observado também por Haissman et al. [49], que
evidenciou maiores niveis de citocinas inflamatdrias em individuos com contagens de T
CD4+ abaixo de 200 célulassmm®. Assim, o monitoramento de citocinas inflamatérias
poderia ser incluido no acompanhamento de pacientes, no sentido de se avaliar a evolucao
da infeccdo por HIV.

Sabe-se que a presenca constante destes componentes inflamatorios e a replicacéo
residual do HIV, induzem o estresse oxidativo nas PVHA, que ocorre quando ha
superproducdo de EROs e ERNs ou a reducdo na capacidade antioxidante. Tal estresse
oxidativo é potencializado pelos efeitos tdxicos da CART [19]. Por exemplo, sabe-se que
os IPs desregulam as proteinas UPS (ubiquitin—proteasome system) que contribuirdo com
estresse no reticulo endoplasmatico, bem como com o acumulo de lipideos e
aparecimento da resisténcia a insulina e diabetes mellitus e aumento no risco de
aterosclerose [50]. Além disso, os IP ativam vias intracelulares de apoptose e aumentam o
status pro-oxidante do ambiente intracelular [50]. J& os ITRN, inibem a polimerase do

DNA, diminuindo o DNA mitocondrial e apresentando perda de sua membrana, menores
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taxas respiratorias e fosforilagdo oxidativa, o que, consequentemente, induz maior
producéo de EROs e estresse oxidativo [51].

No presente estudo, o 8-isoprostano, um marcador de peroxidacéo lipidica, esteve
mais elevado nos individuos virgens de tratamento, com T CD4+ abaixo de 500
células’smm®, que nos demais grupos. Isso pode ser explicado pela associacéo entre alto
estresse oxidativo nos pacientes que apresentam altas CV e sistema imune deficiente.
Assim, neste estudo, a CART parece ndo ter aumentado 0s niveis deste marcador, ao
contrario dos achados de outros estudos, como o de Redhage et al. [18] e Hulgan et al. [14]
em que PVHA sob cART, mesmo aqueles com controle da replicacdo viral, apresentaram
elevados niveis de 8-isoprostano. Estes autores apontaram, ainda, que os individuos sob
CART sem ITRNN na sua composicdo, apresentavam indices mais elevados de 8-
isoprostano em comparacdo aos que o utilizavam, ou aos virgens de tratamento. Altos
niveis deste marcador sdo encontrados, também, em varias comorbidades néo associadas a
aids, entre elas a aterosclerose [53], 0 que ressalta a necessidade de mais estudos que visem
diminuir este parametro em PVHA.

Os carotenoides possuem capacidade de capturar radicais livres e, muitos deles sdo
precursores do retinol, ou vitamina A. No sistema imune, o retinol estimula a fagocitose,
proliferacdo de células T, ativacdo da citotoxicidade mediada por células e a producgdo de
anticorpos, além de auxiliar na homeostase da mucosa do intestino [54,55]. No entanto,
estudos mostraram deficiéncia de B-caroteno e retinol na populacdo infectada pelo HIV
[56,57], em comparacdo a ndo infectada, o que foi evidente, inclusive, nos individuos sob
CART [56]. Entre os carotenoides aqui estudados, os grupos ndo apresentaram diferenca
entre si, para as dosagens de [3-caroteno e licopeno. No entanto, a dosagem de luteina foi
menor no grupo sob cART e baixas contagens de T CD4+, 0 que sugere que, tanto o uso de
CART quanto a imunodeficiéncia poderiam influenciar nos niveis de luteina. A
criptoxantina também parece sofrer influéncia de CART e da resposta imune. Seus niveis
foram diferentes entre os grupos do presente estudo, sendo mais elevada nos virgens de
tratamento e com altos niveis de T CD4+, em relacdo aos grupos sob cART e o de virgens
de tratamento com resposta imunoldgica inadequada. Ja o retinol, foi maior nos individuos
sem tratamento ha muitos anos, e com altas contagens de T CD4+, evidenciando a
importancia dos mecanismos naturais de controle da infeccdo pelo HIV que estes
individuos apresentam.

O o-tocoferol, é um antioxidante lipossolivel que atua bloqueando a etapa de

propagacdo da peroxidacdo lipidica dos acidos graxos polinsaturados das membranas e
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lipoproteinas. Ela também bloqueia a ativagdo de NFkB e producdo de citocinas pro-
inflamatorias e tém potencial fisioldgico na diminuigcdo da aterosclerose [58]. Ndo houve
diferenca nas dosagens de a-tocoferol entre os individuos aqui estudados, mas, para outros
autores, houve diminuicdo de vitamina E [59] em individuos com baixas contagens de T
CDA4+. Esta discordancia de resultados pode estar relacionada aos diferentes delineamentos
de estudo e caracteristicas da populacdo. Apesar de, no presente estudo, ndo se ter avaliado
classes de CART nem porcentagem de deficiéncia desta vitamina nos participantes, em um
estudo brasileiro, deficiéncia desta vitamina foi encontrada em quase 20% das PVHA, o
que ocorreu em maior frequéncia nos pacientes sob CART e que nédo utilizavam ITRNN na
sua composicao [17]. Sabendo da deficiéncia de antioxidantes nesta populacdo e de sua
importancia na diminuicdo do estresse oxidativo, acompanhar as dosagens destes e outros
componentes em PVHA poderia auxiliar os profissionais de saude em intervencdes que
pudessem melhorar este quadro, como a recomendacdo de alimentacdo adequada e
possiveis indicacOes de suplementaces de micronutrientes a estes individuos.

Em longo prazo, o estresse oxidativo leva a efeitos genotoxicos, que podem, ou ser
reparados ou levar a mutagenicidade [60]. Ao comparar os danos no DNA nos grupos aqui
estudados, houve menor dano oxidativo nos individuos virgens de tratamento, com
infeccdo ha mais de cinco anos e contagens de T CD4+ superiores a 500 células/mm?*. Uma
possivel explicacdo € que estes individuos, como apresentam bom controle da replicacdo
viral e das contagens de T CD4+ sem a presenca de CART, podem apresentar, também,
mecanismos de reparo mais eficientes de DNA, como aqueles encontrados em progressores
lentos [61]. Afinal, € conhecido que, tanto a CV do HIV quanto os antirretrovirais podem
contribuir com aumento genotoxico nesses pacientes [14,62,63], 0 que se observou nos
demais grupos estudados da presente pesquisa.

Existem poucos estudos em humanos, sobre a frequéncia do dano no DNA e suas
consequéncias na infecgdo pelo HIV e no aparecimento de outras comorbidades, sendo
escassos, também, estudos in vivo sobre a interferéncia dos medicamentos disponiveis
neste aspecto. Considerando que a instabilidade gendmica pode contribuir com o
desenvolvimento de neoplasias e que, tais comorbidades s&o comuns na populagédo
infectada pelo HIV nos dias de hoje, seria interessante haver mais estudos que avaliassem a
influéncia do uso cronico da cART, bem como do estimulo persistente de ativacdo e
inflamacg&o nas PVHA, nessas alteragdes genotoxicas.

Este estudo apresentou algumas limitagdes, como seu delineamento transversal,

numero reduzido de individuos na composicdo do G3 e auséncia de inquéritos alimentares
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ou medidas antropométricas. No entanto, outros fatores foram controlados, como o0s
rigorosos critérios de exclusdo, a homogeneidade dos grupos quanto as variaveis socio
demogréaficas e a analise dos dados ajustada por sexo, idade, uso de tabaco, pratica de
atividade fisica intensa e uso de ansioliticos e/ou antidepressivos.

Por fim, foi possivel verificar que os pacientes com cART, supressdo viroldgica ha
mais de cinco anos e altas contagens de T CD4+ (>500 células/mm?®) apresentam maiores
niveis de SRAGE e de sCD14 e, este mesmo grupo, juntamente com aquele sob cCART e
baixas contagens de T CD4+, mostraram menores dosagens de IL-10 e de vitaminas que 0s
individuos virgens de tratamento. Este resultado sugere que a CART pode ndo restabelecer
as fungdes das células em GALT, o que comprometeria a homeostase local e permitiria
essa maior translocacdo microbiana e, consequentemente, levaria ao aumento de alguns
ligantes soltveis (por exemplo, SRAGE) na tentativa de minimizar a ativacdo celular
intensa, via RAGE ou TLR. Além disso, apesar dos beneficios incontestaveis da CART, ela
pode influenciar na defesa antioxidante do organismo, diminuindo consideravelmente
algumas vitaminas, o que poderia comprometer o equilibrio oxidativo, e contribuir com a
persistente inflamacgéo nas PVHA.

Este estudo mostrou, também, que concentragbes plasmaticas elevadas de 8-
isoprostano ocorreram nos individuos virgens de tratamento e contagens de T CD4+
inferiores a 500 células/mm?®, evidenciando a participacdo da replicacdo viral do HIV no
aumento do estresse oxidativo. Em relacdo aos danos no DNA, o grupo de pacientes
virgens de tratamento, com contagens de T CDA4+ superiores a 500 célulassmm® e
diagndstico ha mais de cinco anos, mostrou 0 menor indice genotédxico que todos os outros
grupos, indicando que tanto a CV quanto cART poderiam ser responsaveis pelo aumento
no dano do DNA, processo que talvez pudesse ser atenuado por fatores intrinsecos
especificos do organismo, como por exemplo, mecanismos de reparo mais eficientes e
genes protetores em certos individuos.

Mais estudos sdo necessarios para a compreensdo dos mecanismos persistentes de
ativacdo e inflamacéo, influenciados ou ndo por cART, afim de se garantir maior

longevidade e melhor qualidade de vida das PVHA.
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Consideracées Finais

Vérios biomarcadores, entre os inflamatérios, de ativacdo imune e de estresse
oxidativo estdo alterados em PVHA, de acordo com suas condi¢des imunoldgicas e
terapéuticas.

-¥ -

Em relagdo ao estudo longitudinal, foi possivel observar que a CART trouxe
beneficios aos individuos com T CD4+ abaixo de 500 células/mm?®; além da reducéo
dréstica da CV e elevacao nas contagens de T CD4+, ocorreu diminuicdo nos niveis de
AGEs. No entanto, neste mesmo grupo, ap6s o tratamento as concentracdes de 8-
isoprostano aumentaram e as da capacidade antioxidante total e de algumas vitaminas
diminuiram significativamente.

Estes altimos marcadores também foram encontrados diminuidos pds-terapia, no
grupo de pacientes que iniciaram o tratamento com contagens de T CD4+ acima de 500
células/mm?. Além disso, este mesmo grupo mostrou maior dano genotoxico induzido por
estresse oxidativo apés a intervencdo terapéutica. Outro aspecto negativo foi 0 aumento de
triglicérides e PCR ja nos primeiros meses da CART, em ambos 0s grupos.

Tais resultados indicam que a CART pode aumentar consideravelmente o estresse
oxidativo na maior parte dos individuos com infeccdo assintomatica pelo HIV e que ainda
ndo apresentam comorbidades ndo associadas a aids. Além disso, essa elevacdo foi ainda
mais evidente naqueles que apresentavam contagens de T CD4+ acima de 500 células/mm®

no pré-tratamento.

-¥ -

No estudo transversal foi possivel verificar que os pacientes sob CART, supressao
virolégica h4 mais de cinco anos e altas contagens de T CD4+ (>500 células/mm?®)
apresentaram niveis mais altos de SRAGE e de sCD14 e, este mesmo grupo, juntamente
com aquele sob CART e contagens de T CD4+ menores do que 500 células/mm?,
mostraram dosagens mais baixas de IL-10 e de algumas vitaminas do que os individuos
virgens de tratamento.

Observou-se, também, que concentracdes plasmaticas elevadas de 8-isoprostano
ocorreram nos individuos virgens de tratamento e contagens de T CD4+ inferiores a 500

células/mm®. J4 na anélise dos danos no DNA, o grupo sem tratamento, com contagens de
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T CD4+ superiores a 500 célulassmm® e diagndstico h&4 mais de cinco anos, mostrou o
menor indice genotoxico em comparagdo aos demais grupos

Estes dados indicam que, tanto o HIV quanto a CART poderiam estar relacionados
ao aumento do estresse oxidativo, contribuindo com o status inflamatério cronico das

PVHA.

-¥ -

Desta forma, os resultados encontrados nos estudos longitudinal e transversal,
principalmente em relacdo aos marcadores AGE, capacidade antioxidante total, 8-
isoprostanos, perfil de vitaminas e danos genotoxicos, talvez possam contribuir com mais
discussdes sobre o inicio precoce ou tardio de CART em PVHA VT com T CD4>500.

No entanto, considerando o inicio cada vez mais precoce da CART, seu uso
prolongado, o aumento da prevaléncia e o desenvolvimento precoce de doencas néo-
associadas a aids, sd0 necessarios estudos com maior casuistica, sobre estes e outros
marcadores e 0s possiveis mecanismos desencadeadores do estresse oxidativo e
inflamat6rio cronico nestes individuos.

Ha necessidade, também, de maior investigacdo sobre intervencdes que pudessem
modular os sistemas redox, de ativacdo imune e inflamacéo, diminuindo a exacerbacéo e
cronicidade destas respostas, além de estratégias para o incentivo de adogdo de habitos
saudaveis, afim de se garantir maior longevidade e melhor qualidade de vida as PVHA.
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Anexos

I —TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo transversal:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA
PARTICIPACAO EM TRABALHO CIENTIFICO

Tendo sido convidado e, satisfatoriamente informado sobre o estudo “Marcadores de Infla-
macio Cronica e Estresse Celular e Oxidativo em Aids: A Busca do Melhor Prognéstico”,
que tem por objetivo analisar varias proteinas do sistema imunolégico, o estado inflamatério e a relagdo
com parametros clinicos. laboratoriais ¢ medicamentoso dos individuos soropositivos para o HIV ¢ sdo
atendidos no Servico de Ambulatérios Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira”,

FMB/UNESP, eu.

concordo em participar do mesmo, respondendo as questdes da entrevista por tempo estimado de 10
minutos e submetendo-me a exame de coleta de amostra de 20 mL de sangue, em um unico momento,
para realizacdo de exames laboratoriais, afim de contribuir com a pesquisa. Tenho ciéncia que esse
material colhido podera ser reutilizado em futuros estudos. depois de aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) e sob novo TCLE e, que esta pesquisa ¢ de responsabilidade da doutoranda Karen Ingrid
Tasca. sob orientacdo da Prof* Dr* Lenice do Rosério de Souza, do Departamento de Doencas Tropicais e
Diagnéstico por Imagem. Fui informado que as informacdes serdo utilizadas. exclusivamente, pelas
pesquisadoras, que manterdo sigilo sobre minha identidade. e que as mesmas estardo disponiveis para
responder a quaisquer perguntas. Sei também que posso retirar este consentimento a qualquer hora
sem prejuizo do meu atendimento neste Hospital. Em caso de duvida adicional. poderei entrar em

contato com o CEP da FMB/UNESP. através dos telefones: (14) 3880-1608 ou 3880-1609.

Este documento for aprovado pelo CEP, com protocolo de n°4101-2011 e € elaborado em 02 vias, sendo uma entregue ao sujeito

da pesquisa e outra mantida em arquivo pelo pesquisador.

Botucatu, de de20

Assinatura do Sujeito da Pesquisa | l

MSec. Karen Ingrid Tasca — Bidloga UNESP/FEIS ! )

Lenice do Rosario de Souza; Karen Ingnid Tasca
End: Rua Salim Kahil, 150, Vila Nogueira, Botucatu End: R. Dr Jose B Barros, 105, Id Paraiso, Botucatu
Tel: 14 38821395; E-mail- Isouza@fmb unesp br Tel: 119 9739-9405; Email karenitasca@yahoo.com br

Tasca, K, 1., 2016




100

I — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo longitudinal:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA
PARTICIPACAO EM TRABALHO CIENTIFICO

Tendo sido convidado e, satisfatoriamente informado sobre o estudo “Uso de Marcadores de
Estresse Celular, Oxidativo e Inflamatorio na Indicacio Precoce e Tardia de Terapia
Antirretroviral em Individuos Portadores de HIV”, que tem por objetivo analisar varias proteinas
do sistema imunolégico, o estado inflamatério e a relacdo com pardmetros clinicos, laboratoriais e

medicamentoso dos individuos soropositivos para o HIV e sdo atendidos no Servico de Ambulatérios

Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira”, FMB/UNESP. eu,

. concordo em participar do mesmo, respondendo as

questdes da entrevista por tempo estimado de 10 minutos e submetendo-me a exame de coleta de amostra
de 20 mL de sangue, em 2 momentos (intervalo de cerca de 6 meses a 1 ano entre as coletas) para
realizagdo de exames laboratoriais. afim de contribuir com a pesquisa. Tenho ciéncia que esse material
colhido podera ser reutilizado em futuros estudos, depois de aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) e sob nove TCLE e. que esta pesquisa ¢ de responsabilidade da doutoranda Karen Ingrid Tasca,
sob orienta¢do da Prof* Dr* Lenice do Rosédrio de Souza, do Departamento de Doengas Tropicais e
Diagnostico por Imagem. Fui informado que as mformacdes serdo utilizadas, exclusivamente, pelas

pesquisadoras, que manterdo sigilo sobre minha identidade, e que as mesmas estardo disponiveis para

responder a quaisquer perguntas. Sei também que posso retirar este consentimento a qualquer hora
sem prejuizo do meu atendimento neste Hospital. Em caso de duivida adicional, poderei entrar em

contato com o CEP da FMB/UNESP, através dos telefones: (14) 3880-1608 ou 3880-1609.

Este documento foi aprovado pelo CEP, com protocolo de n°4327-2012 e é elaborado em 02 vias, sendo uma entregue ao sujeito

da pesquisa e outra mantida em arquivo pelo pesquisador.

Botucatu, de de20

Assmatura do Sujeito da Pesquisa B

MSe. Karen Ingrid Tasca — Bicloga UNESP/FEIS X )

Lenice do Rosario de Souza; Karen Ingrid Tasca
End: Rua Salim Kahil, 150, Vila Nogueira, Botucatu End: R. Dr Jose B Barros, 105, Jd Paraiso, Botucatu
Tel: 14 38821395; E-mail: Isouza@fmb unesp br Tel: 119 9739-9405; Email karenitasca@yahoo.com.br
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Il - FICHA DA ENTREVISTA

FICHA DO VOLUNTARIO

Estudo Aprovado pelo CEP/FMB

Paciente do SAE/HDia-UNESP N
Data:  / /20

Registron®:

x DADOS SOCIODEMOGRAFICOS
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Sexo- M FOI

Nome:

Data de Nascimento: Id: _ Escolaridade:

Profissdo: _ _ _ _ _ ____________ Estado Civil: _ _ _ _

Tipo de Documento: RG[] CPF[] OUTRO[] N™

Endere¢co:_ _ _ _ _ _ __ _____ _ _ _ _ _ _ _
Cidade Telefone:

x INCLUSAQ/EXCLUSAO/OUTROS

Atualmente € Gestante/Lactante? Nio [
E Transplantado? Nio[]
Pratica EF regularmente (+3x/sem)? Lev,Modlnt. Nio[
Anorexia ou Obesidade Morbita? Nio [
Uso de Alcool? Mun Espor 1n's) Freql/s), Sampldidric) Nio [
Fumante Ativo Cigarro? Necigarros didrios/Tempo use Nio[]
Uso Drogas Ilicitas? Qual? Freq? Nio[J
Tratamento com TARV? Qual? Nio[
Tem adesio? Porque? Nio[]
Tto Ansiolitico ou Antidepressivo? Qual? Nio[J
Uso de algum Outro Medicamento Didrio? Nao[]
Tem ou Teve Cancer? Nio

Tem Diabetes Mellitus? Nio[]
Possui Doencgas CV/HAS? Nio[]
Possui Doengas Autoimunes? Nio[]
Possui alguma Doencga Geneética? Nio [
Possui alguma Co-Infecgio no Momento? Nio ]
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Sim [
Sim [
Sim [
Sim [J
Sim [
Sim [
Sim []
Sim [
Sim [
Sim [J
Sim [
Sim [
Sim [
Sim [
Sim []
Sim U
Sim [

intensidads:
paso/altum:
intensidads:

intensidads:

supl.vitam 77T
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11l — APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Estudo transversal:

=
, sasad Universidade Estadual Paulista
Fa
Un’esp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n° - Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (0xx14) 3811-6143

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Registrado no Ministério da Satde
em 30 de abril de 1997

Botucatu, 05 de dezembro de 2011. Of. 563/2011

Tlustrissima Senhora

Prof?. Dr®. Lenice do Rosdrio de Souza

Departamento de Doengas Tropicais e Diag. Por Imagem da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Prof®. Lenice,

Informo que o Projeto de Pesquisa: (Protocolo CEP 4101-2011)
Marcadores de inflamagdo cronica e estresse celular e oxidativo em
aids: A busca do melhor progndstico, a ser conduzido por Karen Ingrid
Tasca, orientada por Vossa Senhoria, com a colaboragdo de Alexandrina
Sartori e Sueli Aparecida Calvi recebeu do relator parecer favordvel,
aprovado em reunido de 05/12/2011.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Os pesquisadores deverdo apresentar ao
CEP ao final da execugdo do Projeto o “Relatdrio Final de Atividades”.

Atenciosamente,

/KM\ AN

Prof. Dr. Trajano Sardenberg
Coordenador do CEP
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11l — APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Estudo longitudinal:

P2y
4 Universidade Estadual Paulista
L4
U"esp Faculdade de Medicina de Botucatu
Distrito Rubido Junior, s/n°- Botucatu — S.P.

CEP: 18.618-970
Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143 Q

Registrado no Ministério da Salide

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br em 30 de abril de 1997

e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Botucatu, 03 de setembro de 2012 Of. 425/2012

Ilustrissima Senhora

Prof®. Dr®. Lenice do Rosdrio de Souza

Departamento de Doengas Tropicais e Diagndstico por
Imagem da Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr? Lenice, o

De ordem do Senhor Coordenador, informo que o Projeto de Pesquisa,
(Protocolo CEP 4327-2012) "Uso de marcadores de estresse celular,
oxidativo e inflamatério na indicagdo precoce ou tardia de terapia
antirretroviral em individuos portadores de HIV“, a ser conduzido por
Karen Ingrid Tasca, orientada por Vossa Senhoria, com a colaboracdo da
Prof® Dr® Alexandrina Sartori, recebeu do relator parecer favordvel,
aprovado em reunido de 03/09/2012.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Os pesquisadores deverdo apresentar ao
CEP ao final da execugdo do Projeto o “Relatdrio Final de Atividades”.

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP
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IV — ALTERAGAO DE TITULO DE PROJETO DE PESQUISA, NiVEL DOUTORADO

4% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
" _JULIO DE MES "
u nes p Campus de BotucatuQUITA FiLHO

MUDANGCA DE TiTULO EM PROJETO DE PESQUISA

Objetivo Académico:
() P6s Doutorado

(X) Tese Doutorado

( ) Dissertagao de Mestrado
( ) Trabalho cientifico

( ) Outros: Especificar

Titulo Inicial:

Marcadores de Inflamagdo Cronica e Estresse Celular e Oxidativo em Aids:
a Busca do Melhor Progndstico

Titulo Final:
Marcadores de Ativagdo Imune, Inflamagdo Cronica e Estresse Oxidativo
emn Pessoas que Vivem com o HIV/Aids: a Busca do Melhor Prognastico.

Data da reunido do CEP que aprovou o parecer inicial: 05/12/2011.

Declaro que o trabalho ndo sofreu alteracoes nos objetivos e/ou contetdo
metodologico da época de apresentacdo para analise do CEP.

14146 97/81/2016 BA0A00 (WITE DE ETICR B PESQUISR PG - UNESP
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Profa Adjunta Lenice do Rosério de Souza Karen i*ng,rnd Tasca
Orientadora ) Orientada
: r
Yok
’ju# submetidos anteriormente a Plataforma Brasil. 0
j
Faculdade de Medicina de Botucalu - Segac T¢ “‘“’(f’,‘}‘:,i""‘"’[““‘i":’0
Distrito de Rubido Junior, sin CEP 18618-970 ¢ u Sdo Paulo Brasil
Tel 55 14 3880 1123 - spg@Imb.unesp.br o

Tasca, K, 1., 2016



105

Tasca, K, 1., 2016



