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RESUMO

Pacientes com HIV tém maior predisposicdo a doencas cardiovasculares quando
comparados com a populacdo em geral. Escassos e conflitantes estudos tém avaliado
o efeito das estatinas na funcdo endotelial e na inflamag&o, nenhum com individuos
de baixo risco. A utilizacdo destes medicamentos em individuos com baixo risco
cardiovascular ndo € uma realidade na pratica clinica atual, porém pode ser uma
oportunidade para possivel uso em prevencdao primaria. Esta tese resultou em dois
artigos originais, e teve como objetivos avaliar a eficacia da atorvastatina associada
ao acido acetilsalicilico (AAS) versus placebo em pacientes portadores de HIV em uso
de antirretrovirais e com baixo risco cardiovascular em aumentar a dilatacao fluxo-
mediada da artéria braquial (DILA) e reduzir o espessamento da carétida, avaliados
por ultrassom. Foram avaliados também o efeito sobre a inflamacéo, através da
mensuracdo de marcadores inflamatérios IL-1 B, IL-6, ICAM-1, VCAM-1, IFN-y, e
PCR-us. Um ensaio clinico randomizado e duplo cego envolvendo 99 pacientes foi
conduzida no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco no
periodo entre maio de 2014 a junho de 2017. Avaliou-se por 24 semanas o efeito da
atorvastatina associada ao acido acetilsalicilico na funcéo endotelial e na inflamacao
em pacientes com HIV, em uso de antirretrovirais e baixo risco cardiovascular. Todos
0S pacientes apresentavam carga viral indetectavel, e utilizavam esguemas com
inibidores da transcriptase reversa nucleosideo e ndo nucleosideo. Alocou-se 0s
sujeitos do estudo no grupo intervencgéo: atorvastatina 20mg ao dia associado com
aspirina 100mg e comparou-se com os controles, que utilizaram placebo. A resposta
endotelial foi avaliada pela dilatacdo da artéria braquial (DILA) e medida da camada

intima média da carétida (EMI) por ultrassom no momento 0, 12 e 24 semanas.

Palavras-chave: HIV.Endotélio vascular. Inflamacdo. Artéria carétida primitiva.

Ensaio clinico.



ABSTRACT

Patients with HIV are more likely to present with cardiovascular disease when
compared to the general population. The few, conflicting studies that exist have
assessed the effect of statins on endothelial function and inflammation, although none
on low-risk individuals. The use of these drugs in individuals with low cardiovascular
risk is not a reality in current clinical practice, however there may be an opportunity for
possible use in primary prevention. This thesis has resulted in two original articles, and
aimed to assess the efficacy of atorvastatin associated with acetylsalicylic acid (ASA)
versus placebo in patients with HIV on antiretroviral therapy and with low
cardiovascular risk in increasing flow-mediated dilatation (FMD) of the brachial artery
and to reduce carotid thickening, assessed by ultrasound. We also assessed the effect
on inflammation by measuring the inflammatory markers IL-1 3, IL-6, ICAM-1, VCAM-
1, IFN-y, and us-PCR. A double-blind randomized clinical trial involving 99 patients
was conducted at the Hospital das Clinicas at the Universidade Federal de
Pernambuco between May 2014 and June 201. For a period of 24 weeks, we evaluated
the effect of atorvastatin associated with acetylsalicylic acid on endothelial function and
inflammation in 99 patients with HIV, on antiretroviral therapy and with low
cardiovascular risk. All patients presented with an undetectable viral load, and were
taking nucleoside and non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors. The study
subjects were assigned to the intervention group: they took 20mg atorvastatin per day
associated with 100mg aspirin, compared to the controls, who took placebo. The
endothelial response was evaluated by flow-mediated dilation (FMD) of the brachial
artery and the intima-media thickness (IMT) of the carotid was measured by ultrasound
at 0, 12 and 24 weeks.

Keywords: HIV. Vascular endothelium. Inflammation. Common carotid artery. Clinical

trial.
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1 INTRODUGAO"

O aumento da ocorréncia de complicacdes cardiovasculares entre individuos com HIV
apos a introducdo da terapia antirretroviral altamente ativa (TARV) provocou a
conducao de diversos estudos epidemiolégicos que buscaram explicar o fenébmeno.
Tais estudos comprovaram a associacdo da TARV no desenvolvimento de distarbios
metabdlicos (FRIIS-MOLLER et al., 2003). Klein et al. (2002), num estudo de coorte
com 4159 pacientes observaram ocorréncia similar de complica¢des cardiovasculares
entre pacientes em uso de Inibidores de Protease em comparacdo com outras classes
de antirretrovirais, porém maior risco que os controles. Mary Krause et al. (2003), num
estudo caso-controle com 39.976 pacientes referiram maior associagéo entre infarto
do miocérdio nos pacientes em uso de inibidores da protease.

Apos evidéncias concretas quanto ao aumento do risco cardiovascular entre os
pacientes em uso de antirretrovirais, tém-se buscado alternativas para uma possivel
solugdo do problema. No ano de 2008 foram publicados os resultados do estudo
Smart, ensaio clinico que envolveu 5.472 pacientes recrutados em 33 paises, onde se
comparou dois grupos: uso de terapia antirretroviral ininterrupta versus terapia
intermitente. O referido estudo foi interrompido em 2006, devido a maior ocorréncia
de AIDS, complicacdes severas e morte no grupo onde o tratamento antirretroviral foi
descontinuado (EL-SADR, 2008).

Nos ultimos anos, outras causas para a ocorréncia de eventos cardiovasculares
tém sido elucidadas, como a convivéncia com o préprio virus, o qual desencadeia um
estado de inflamacdo que persiste, independente da reducdo da carga viral obtida
com os medicamentos (DEEKS, 2011; DUPREZ et al.,, 2012). A disfuncdo do
endoteélio, passo inicial do processo aterosclerético, € uma das varias consequéncias
deletérias deste processo inflamatorio (ANDRADE; COTTER, 2006). Stanley et al.
(2011), reportam os resultados de ensaio clinico conduzido com 210 pacientes

soropositivos com obesidade abdominal, onde utilizaram tesamorelina, um analogo

*Tese formatada conforme orientacéo da Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE:
ABNT NBR 14724:2011.
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do horménio de crescimento, testando sua eficacia na reducdo de marcadores
inflamatérios comparada a placebo. Os autores concluiram que houve modesto efeito
benéfico ao final do estudo, e recomendam que outros estudos fossem realizados.

As estatinas, medicamentos utilizados para o0 tratamento da
hipercolesterolemia, tem mostrado melhora da funcdo endotelial e reduzido a
inflamac&o em individuos com doencgas cronicas, como lupus e diabetes mellitus tipo
Il em ensaios clinicos controlados (ECONOMIDES et al., 2004; FERREIRA et al.,
2007). O acido acetilsalicilico (AAS) também tem se mostrado eficaz no controle da
inflamacdo e reduzido eventos cardiovasculares em individuos soronegativos
(RIDKER et al.,, 1997). Hurlimann et al. (2006), conduziram ensaio clinico onde
comparou pravastatina com placebo em individuos HIV positivos, e ao final do estudo
observaram melhora da funcdo endotelial e reducdo do colesterol total. O estudo,
porém, envolveu pequeno numero de pacientes (n=29), e ndo avalia o impacto da
intervencdo no processo inflamatério. Segundo os préprios autores, havia naquele
momento a necessidade de conducdo de ensaios clinicos com maior niumero de
individuos.

Ensaios clinicos que objetivaram avaliar estatinas na melhoria da fungéo
endotelial, inflamagé&o e disturbios imunoldgicos foram conduzidos no decorrer dos
anos (CALZA et al., 2016; LONGENECKER et al., 2016; TORIBIO et al.,2017), porém,
nenhum deles associou medicamentos de classes terapéuticas diferentes e tiveram
como perfil individuos com baixo risco cardiovascular.

A possibilidade de minimizar os efeitos da imunossenescéncia num momento
bem precoce no individuo com HIV, inclusive na ocorréncia de eventos
cardiovasculares, justificaram a execuc¢éao deste trabalho. A busca de uma alternativa
farmacoldgica pode contribuir para que num futuro préximo tal fenbmeno possa ser
controlado. Espera-se que o conhecimento gerado possa servir como subsidio para o

seu manejo adequado, tendo como foco a prevencao primaria.
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2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Bases histoéricas

Historicamente a AIDS pode ser caracterizada ao longo desses 30 anos em
trés periodos distintos: o periodo inicial, que corresponde ao inicio até meados dos
anos 80; o segundo que corresponde deste periodo até meados dos anos 90, e o
terceiro, que abrange o ano de 1996 até os dias atuais. Inicialmente restrita a circulos
cosmopolitas das grandes metrépoles nacionais, e marcadamente masculina, no
primeiro periodo as populacdes prioritariamente atingidas foram de homens
homossexuais e hemofilicos. No segundo periodo, houve a disseminacao da epidemia
para todas as regides do Brasil, a partir do eixo Rio-Sao Paulo. A difusdo geografica
permitiu 0 aumento do contagio heterossexual e o crescimento dos casos entre
usuarios de drogas injetaveis (BRITO et al., 2001).

No inicio, uma doenca de grupos minoritarios e discriminados, como
homossexuais, usuarios de drogas e profissionais do sexo, e essencialmente urbana.
O ultimo periodo enunciado possui algumas caracteristicas peculiares, como diversas
mudancas no perfil da epidemia, que se caracteriza pela feminizacao,
heterossexualizacdo, pauperizacéo, interiorizacéo e jovializacdo (BRASIL, 2013a).

Ha uma tendéncia na estabilizacéo da prevaléncia, porém aumento nos ultimos
dez anos entre homens jovens nas faixas de 20 e 29 e 30 a 39 anos. Entre mulheres
houve reducéo na razéo de proporcionalidade com os homens (BRASIL, 2016). Outra
caracteristica que identifica particularmente o terceiro periodo é a queda pronunciada
na mortalidade e na morbidade ja demonstrada nos dados emitidos pelo Ministério da
Saude do Brasil (BRASIL, 2013a). Tais indices podem ser comemorados em funcao
de vérios fatores, principalmente pelo acesso a terapia antirretroviral altamente ativa,
politicas publicas eficazes e um melhor entendimento sobre o manejo da doencga
(BRASIL, 2013b).

A utilizagdo da TARV tem como principio o controle viral e estabilizacdo da

imunidade do individuo, resultando num aumento da expectativa de vida e redugéo
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das infec¢des oportunistas. Em contrapartida, este aumento da expectativa de vida
expde os pacientes aos mesmos fatores de risco da populagdo em geral. E de se
destacar as alteracdes cardiovasculares, que advieram da exposicdo aos mesmos
fatores de risco da populacédo em geral, como obesidade, tabagismo, dislipidemia, a

infeccdo pelo virus e cardiotoxicidade das drogas antirretrovirais (HASSE et al., 2011).

2.2 Eventos cardiovasculares

A partir do uso da TARV e seu impacto sobre o metabolismo de lipideos e
glicidios, varios estudos foram conduzidos com o objetivo de se obter maiores
elementos para a elucidacdo dos eventos cardiovasculares. Apesar desta observacao,
até o presente momento sado pouco conhecidos. Mdultiplos fatores que interagem
aparentemente estao envolvidos para seu desenvolvimento.

O proprio efeito direto da viremia, na qual se associa um estado inflamatério
cronico e que persiste mesmo durante a terapia antirretroviral, encontra-se associada
com disfuncdo vascular (HSUE; DEEKS; HUNT, 2012; CERVERO et al., 2016). As
acOes dos antirretrovirais de diversas classes nas altera¢des do metabolismo glicidico
e lipidico concorrem para o desenvolvimento da doenca cardiovascular (DCV).
Ademais esta populacao esta submetida aos demais fatores de risco que a populacéo
em geral (ABERG, 2009).

Individuos que desenvolvem DCV usualmente tém multiplos fatores de risco
para esta condicao. Dentre estes fatores estdo incluidos o sedentarismo, obesidade,
tabagismo, diabetes, hipertensdo, idade avancada, dislipidemia e resisténcia
insulinica. A superposicdo de dois ou mais fatores de risco podem aumentar a
ocorréncia de eventos cardiovasculares (ALBERTI et al., 2005). Grandes estudos de
coorte mostram que entre pacientes infectados pelo HIV a prevaléncia de tabagismo
é alta, além de cursarem com baixos niveis de HDL e altos niveis de LDL e
triglicerideos quando comparados com individuos néo infectados, resultando,
portanto, em grande risco para a ocorréncia de eventos cardiovasculares
(SUBRAMANIAN et al., 2012; LOSINA et al., 2017).

Alteracdes metabdlicas resultam em desenvolvimento de resisténcia insulinica,
e em certos pacientes, diabetes mellitus. A resisténcia insulinica € importante fator de
risco para desenvolvimento de hipertensédo arterial sistémica. O conjunto de tais

alteracdes: dislipidemia, resisténcia insulinica, hipertenséo arterial e distribuigéo
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irregular de gordura corporea levam a um quadro clinico conhecido como sindrome
metabdlica, e consequente elevado risco cardiovascular (DIMALA,
BLENCOWE,2017).

O risco cardiovascular em pacientes portadores do HIV ndo pode ser explicado
apenas pelos fatores de risco tradicionais e cardiotoxicidade dos antirretrovirais.
Aumentam as evidéncias que sugerem uma contribuicdo significante de uma
desregulacdo imune, que leva a aterosclerose (ZANNI; GRINSPOON, 2012). Dados
mais recentes sugerem o envolvimento de fatores imunolégicos e inflamatérios como
o centro de um mecanismo complexo. A reducdo do risco cardiovascular nessa
populacdo envolve a modificacdo dos fatores inflamatérios e imunolégicos, através da
terapia antirretroviral ou novas estratégias, assim como o tratamento dos fatores de
risco tradicionais (TRIANT, 2012).

O estudo DAD, um estudo observacional formado por onze coortes que
participaram e envolveram 23.468 pacientes, indica que a incidéncia de infarto agudo
do miocérdio (IAM) aumenta 26% por ano de exposicdo ao tratamento antirretroviral
(LAW et al., 2006). O estudo DAD aponta para fatores de risco adicionais para
individuos HIV positivos. Apesar de escores de risco especificos para esta populacao
ja terem sidos desenvolvidos (FRIIS-MOLLER et al., 2009), o escore de risco de
Framingham (ERF) pelo fato de ser mais simples e universal, ainda é o recomendado
para a medicao do risco cardiovascular nestes pacientes, inclusive pelo Ministério da
Saude brasileiro (BRASIL, 2013b).

Como pratica para a prevencdo primaria e secundaria de doenca
cardiovascular além de se avaliar a exposicdo aos fatores de risco, surgiu a
necessidade de melhor discriminacéo das populacfes de risco. Exames que detectam
a aterosclerose subclinica como o ultrassom de cardtidas e femorais podem ser
utilizados para avaliar o espessamento do complexo intima média destas artérias,
além de provas de funcdo endotelial. Entre os individuos infectados pelo HIV, ha
prevaléncia elevada para disfuncdo endotelial e espessamento do complexo intima
média de carétidas (MUSSELWHITE et al., 2011).
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2.3 Dislipidemia, risco cardiovascular e seu manejo em portadores de HIV

Diante de um contexto de maior sobrevida, efeitos adversos metabdlicos dos
antirretrovirais e aumento do perfil aterogénico resultante da exposi¢cdo ao virus,
houve acentuacao de eventos cardiovasculares agudos, em pacientes portadores do
HIV. A Sociedade Brasileira de Cardiologia, na atualizacdo da Diretriz Brasileira sobre
Dislipidemias e Prevencéo da Aterosclerose, editada em 2017 inclui um tépico para
orientar a conduta em pacientes portadores do virus. A citada Diretriz recomenda a
avaliacdo do risco aterosclerético utilizando-se de Framingham (ERF) e do perfil
lipidico, antes da introducdo da terapia de alta poténcia (TARV). O Risco
Cardiovascular deve ser recalculado ap6s um més e seis meses da introducédo da
terapia antirretroviral, e a cada vez que a TARV seja modificada. A citada Diretriz
recomenda ademais a utilizacdo de medicamentos hipolipemiantes para o controle da
dislipidemia e reducéo do risco cardiovascular em individuos com HIV (FALUDI et al.,
2017)

2.4 Terapia com estatinas

As estatinas recomendadas para uso nestes pacientes sdo a pravastatina,
atorvastatina e rosuvastatina. Os demais medicamentos desta classe ndo devem ser
utilizados, em funcéo de serem metabolizadas pela isoenzima 3A4 do citocromo P450,
gue € inibida pelos inibidores da protease. A utilizacdo destas estatinas pode resultar
em niveis séricos perigosos, e causar hepatotoxicidade, com elevacdo das
transaminases hepaticas, e toxicidade muscular com miopatia que pode evoluir para
rabdomidlise (BELLOSTA; PAOLETTI, 2004).

Estatinas sdo os medicamentos mais utilizados como hipolipemiantes, de modo
a reduzir os niveis plasmaticos das lipoproteinas precursoras do colesterol. Sua acao
se da atraves da inibicdo da enzima 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase(HMG-
CoAredutase), bloqueando assim o substrato HMG-CoA em acido mevalbnico e
impedindo a biossintese do colesterol. Tais medicamentos tém sido utilizados ha
décadas como hipolipemiantes, prevenindo a nivel primario e secundario o risco de
doencas cardiovasculares(CAMPOS; CARVALHO, 2007).

Nissen et al. (2006), num estudo cego com 349 pacientes com obstrucéo

coronaria, utilizaram altas doses de rosuvastatina no qual além de atingir as metas
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terapéuticas para o controle de LDL e elevar os niveis de HDL, reduziu o volume total
do ateroma. Outros estudos demonstram diversos outros beneficios clinicos das
estatinas, os chamados ‘“efeitos pleiotrépicos”, caracterizados por efeitos
antiinflamatérios, acdes imunomoduladoras, melhoria da funcdo endotelial e
antitrombogénica (KWAK et al., 2000; TAN et al., 2002;KRANE; WANNER, 2011).

2.5 Terapia com aspirina

A aspirina interfere na sintese da prostaglandina inibindo a enzima
ciclooxigenase. Os efeitos antipiréticos resultam da inibicho da sintese da
prostaglandina no hipotalamo. A aspirina também aumenta a vasodilatacdo e a
sudorese. A inibicdo da ciclooxigenase por seu turno também resulta numa diminuicédo
da agregacdo de plaquetas no sangue, evitando a formacdo de trombos.
Pesquisadores comprovam a acdo da aspirina reduzindo o processo inflamatério no
interior da placa aterosclerética com decréscimo nos marcadores inflamatérios
importantes como a proteina C-reativa (RIDKER et al., 1997). Ac0es
imunomoduladoras também tém sido observadas, onde constatou a reducdo na
densidade de deposicdo de macrofagos na placa, fator importante para a reducao da
sua instabilidade e ruptura (HUSSAIN et al., 2012).

2.6 Imunossenescéncia, inflamacgéo e envelhecimento

O envelhecimento pode ser considerado dentro de uma perspectiva biologica
como uma progressiva deterioracdo fisioldgica, causada por danos acumulativos a
nivel molecular, celular e tecidual. As manifestacfes clinicas dessa deterioracao
continua podem ser vistas como uma reducéo das funcdes nos 6rgaos (como coracao,
pulmdes, rins e figado), perda da massa muscular e éssea, declinio neurocognitivo e
da funcao imune (imunossenescéncia). Tais mudancas repercutem num aumento a
susceptibilidade as doencas, menor resposta ao estresse e morte (DEEKS, 2011;
ERLANDSON et al., 2016).

A imunossenescéncia é bem caracteristica nas células da linhagem T. Em
idosos é caracterizada pela redugcéao do numero de células tronco, involugéo do timo,
reducao de células T na circulacdo, aumento da frequéncia das células de memoria T

CD28-, niveis aumentados de citocinas proinflamatérias, incluindo IL-6 e TNFa e
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decréscimo na relagdo CD4/CD8 (CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2008; CERVERO
et al., 2016). Tais mudancas no sistema imune tém sido associadas com morbidades
cardiovasculares, neurocognitivas, osteomusculares e mortalidade.

Muitas das anormalidades associadas ao envelhecimento tém sido observadas
em individuos jovens portadores do HIV nédo tratados (APPAY et al., 2007). Tais
anormalidades também tém sido observadas em outros estudos, que compararam
individuos em uso de antirretrovirais com jovens e idosos ndo infectados (DESAI,
LANDAY, 2010).

A infeccdo pelo HIV nédo tratada tem sido associada com altos niveis de
citocinas inflamatdérias, como a IL-6 e TNFa. Muitas destas citocinas tém seus niveis
reduzidos apoés o inicio da terapia antirretroviral, indicando que a replicacdo do virus
estd implicada na resposta inflamatéria. Apesar desta evidéncia, algumas citocinas
permanecem elevadas, como IL-6 e proteina C-reativa, mesmo ap0s a introducao da
terapia altamente ativa. Esta inflamacdo persistente tem sido atribuida a outros
fatores, como fibrose irreversivel no timo e na infraestrutura linfoide (GAY et al., 2011)

A associacdo entre inflamacao e infeccao pelo HIV tem demonstrado muitas
caracteristicas em comum entre inflamacao e envelhecimento. O envolvimento de
diversos marcadores inflamatérios e risco para o desenvolvimento de doencas e morte
€ muito pronunciada entre os dois grupos, quando comparados com individuos jovens
nao infectados (KULLER et al., 2008; FULOP et al., 2017).

2.7 Marcadores inflamatérios

A inflamacg&o no momento atual € considerada o ponto primordial do processo
de formacéo e evolucdo da aterosclerose. Até o final da década de 80 a aterosclerose
tinha como causa o acumulo de lipidios na parede da artéria, porém hoje é classificada
como uma doenca inflamatoria arterial (DZAU, 2004). A inflamacédo continua e
persistente promove a geracdo de espécies reativas de oxigénio, resultando em
menor dilatacdo do vaso, por efeito direto na reducéo do 6xido nitrico. Tal fendmeno
é conhecido como disfungéo endotelial (HEIN et al., 2009).

Em condi¢Bes normais o endotélio ndo permite a adesdo leucocitaria, porém
diante de fatores de risco como infec¢des virais cronicas e o0s ja tradicionais como
tabagismo, hipertenséo, diabetes, obesidade passa a expressar moléculas de adeséo

na sua superficie. Um dos eventos iniciais da aterosclerose corresponde a ligacao de
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moléculas de adesdo (VCAM-1, ICAM-1) com mondcitos e linfécitos T (YLA-
HERTUALLA, 1999; CALZA et al., 2016). S&o liberadas citocinas inflamatorias, como
IL-1, IL-2, IL-6 e TNF a enquanto as lipoproteinas passam por um processo de
oxidacdo. Tal processo se amplifica com mais moléculas de adeséo liberadas e
recrutamento de mondcitos (LIBBY; RIDKER; MASSERI, 2002). Ao penetrar o espaco
subintimal os macréfagos fagocitam os LDL oxidados e se transformam em células
espumosas, que liberam grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio
(HANSSON, 2005).

A proteina C-reativa (PCR) € uma proteina inflamatoria de fase aguda,
sintetizada no figado por estimulo da IL-6, sendo que num processo inflamatério seus
valores sobem rapidamente em poucas horas e podem chegar a 300 mg/dL
(STEFFEL; LUSCHER, 2009). O processo de erosdao ou ruptura da placa tem
envolvimento da IL-6, que tem seus niveis aumentados nesses processos. Em
individuos saudaveis niveis elevados de IL-6 é preditor de eventos cardiovasculares
(LINDMARK et al., 2001). A dosagem da PCR tem sido realizada desde o inicio do
século XX, porém nos anos 90 foi desenvolvido um método capaz de dosa-la em
quantidades infimas. Tal método recebeu o nome de PCR ultrassensivel (PCR-us), e
tem valor preditivo para possiveis eventos cardiovasculares e novos eventos em
prevencdo secundaria (HAVERKATE et al.,1997). Ademais, acrescenta valor
progndéstico a escores de risco, dislipidemias, sindrome metabdlica, hipertensdo. Os
valores considerados como inflamacao subclinica correspondem a até 1,0mg/dL baixo
risco: entre 1,0mg/dL e 3,0mg/dL risco moderado e >3,0mg/dL: alto risco (TSIMIKAS
et al., 2006). A Sociedade Brasileira de Cardiologia na V Diretriz de Dislipidemias e
Prevencao da Aterosclerose considera a PCR-us > 2 mg/L como um fator agravante
de risco cardiovascular, e recomenda, portanto, a reclassificacdo do risco

intermediario para alto risco (XAVIER et al., 2013).

2.8 Medidas vasculares

Dilatacdo fluxo mediada da artéria braquial (DILA) - O endotélio é um extenso
orgao que além de recobrir o interior dos vasos secreta numerosas substancias que
regulam o ténus vascular, como fatores de crescimento celular, interagcdo com

leucdcitos e plaquetas, dentre outros. O endotélio entdo, responde a uma série de
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estimulos internos e externos que estimulam a sintese e liberacdo de substancias
vasoativas, tromboregulatorias e fatores de crescimento (SCHMIDT et al., 2011).

O endotélio quando exposto a certos fatores internos e externos pode
apresentar o fenbmeno conceituado como “disfungado endotelial’, que tem como
principal caracteristica a perda da capacidade da vasodilatacdo. Essa perda da
capacidade de contracdo e relaxamento € resultado do desequilibrio entre o 6xido
nitrico (NO), que promove vasodilatacdo e espécies reativas de oxigénio (EROs), que
provocam vasoconstriccdo (HEIN et al.,, 2009). Os vasos sanguineos tém a
capacidade de responder a diferentes estimulos fisicos e quimicos. Esta possibilidade
permite o ajuste dos tbnus e a distribuicdo do fluxo sanguineo em resposta ao
aumento de fluxo, ou tensdo de cisalhamento. Tal fendbmeno é denominado flow
mediated dilatation (FMD), e em portugués, Dilatacdo fluxo mediada da artéria
braquial (DILA). A disfuncdo do endotélio pode ser diagnosticada por uma técnica de
reatividade vascular desenvolvida na década de 90. Tal técnica consiste basicamente
num estimulo da artéria braquial, onde se provoca hiperemia local. Tal estimulo
provoca a liberacdo de NO, e consequente vasodilatacdo, que pode ser visualizada e
medida num aparelho de ultrassom (Figuras 1, 2, 3 e 4). Tem como vantagem ser uma
técnica nao invasiva e de facil realizacdo (CORRETTI et al., 2002). O mecanismo que
explique a deteccéo das forcas de cisalhamento e transducéao do sinal pelo aparelho
nao foi completamente elucidado. A membrana das células endoteliais possui canais
ibnicos como canais de calcio e potassio, que se abrem em resposta a tensédo de
cisalhamento. Sugere-se que 0s canais de potassio se abrem, hiperpolarizando a
célula, permitindo a entrada de calcio. No interior da célula o ion calcio ativa a enzima
oxido nitrico-sintase endotelial (e-NOS), que gera Oxido nitrico e resulta na dilatacéo
fluxo mediada (JOANNIDES et al., 1995).
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Fig. 1. Medida da artéria braquial esquerda antes do ~ Fig. 2: Medida da artéria braquial esquerda apés o
estimulo (Fonte — Autor) estimulo (Fonte — Autor)
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Fig. 3: Medida da velocidade do fluxo da artéria Fig. 4: Medida da velocidade do fluxo da artéria
braquial direita antes do estimulo. (Fonte — Autor) braquial direita apés o estimulo (Fonte — Autor)

Espessura médio-intimal (EMI)-utilizando-se ultrassom com transdutores

lineares de alta resolucdo e frequéncia entre 5 e 12 MHz podem-se obter imagens
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bidimensionais de uma linha dupla, caracterizando as interfaces luz-intima e média-
adventicia. A medida da EMI € obtida na parede posterior da carétida comum, distando
1 cm proximal da bifurcacao (Figura 5) pela distancia entre as duas interfaces (Figuras
6 e 7). A placa carotidea é definida pela obtencdo de imagem que se estende ao
minimo 0,5mm para a luz do vaso e/ou mais de 50% da medida da EMI e/ou medida
maior que 1,5mm (TOUBUL et al., 2012).

B =0,7 mm

Tors
C=09mm

A =041 mm

<— 1cm —» <€— 1cm —>»

Fig. 5: Medida da espessura médio intimal e das placas (Fonte : Freire et al, 2015)

v

1 IMT Post Avg 0.61 mm
IMT Post Max 0.76 mm
IMT Post Min 0.48 mm|
IMT Post SD  0.06 mm|
IMT Post nPoints 591

Fig. 6: Medida da espessura médio intimal da artéria ~ Fig. 7: Visualizagdo de placa em artéria cardtida
cardtida direita (Fonte — Autor) esquerda. (Fonte — Autor)

A avaliagdo por ultrassom da artéria caroétida na pratica clinica tem sido muito
utilizada por ser um método simples e nédo invasivo, na qual se pode prevenir e
detectar eventos cardiovasculares. Ademais, em 2008 a Sociedade Americana de
Ecocardiografia recomenda em seu Consenso a avaliacdo da EMI e da placa para a
reclassificacdo de risco (STEIN et al., 2008). Apesar disto, em 2013 o Colégio
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Americano de Cardiologia e a Associagdo Americana do Coragdo publicam Guideline
para avaliacao de risco cardiovasculare classificama EMI de car6tida em nivel 11l de
evidéncia, ndo recomendando, portanto, seu uso como rotina na pratica clinica para
avaliacdo de doenca aterosclerotica (GOFF et al., 2014). A recomendacéo se baseia
no fato de que os estudos tém resultados contraditérios, pois as metodologias
empregadas, técnicas, equipamentos e localizacdo ndo sdo uniformes. Ademais,
entram questdes adicionais, como as relacionadas a idade, sexo, etnia, valores de
corte, além de pouco impacto para a reclassificacdo de risco (DEN RUIJTER et al.,
2012). Os estudos mais antigos néo utilizam a informagéo sobre a presenca de placa,
porém 0s mais recentes confirmam a importancia de avaliacdo ultrassonografica,
recomendando, porém, a avaliacdo conjunta da EMI e placa carotidea (KIM; YOUN,
2017).

A Sociedade Brasileira de Cardiologia na Atualizacdo da Diretriz Brasileira de
Prevencao Cardiovascular classifica portadores de aterosclerose na forma subclinica
documentada por ultrassonografia de carétidas com presenca de placas como
individuos de alto risco cardiovascular (FALUDI et al., 2017). Segundo Freire et al.
(2015), a medida de EMI ser4 considerada aumentada se igual ou maior que o
percentil 75, de acordo com a idade, sexo e raga, utilizando-se como referéncia as
tabelas normativas dos estudos ELSA-Brasil (Figura 8), CAPS (Figura 9) ou MESA
(Figura 10). A escolha por qual tabela a ser utilizada dependera da idade, sexo e raca
(LORENZ et al., 2006; FOLSOM et al.,2008; SANTOS et al., 2014).
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Fig.8: Tabela adaptada do estudo ELSA Brasil (Fonte: Freire et al, 2015)
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EMI media CCD

Homem branco Mulher branca Homem negro Mulher negra
Idade,
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Idade,
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EMI media CCE
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Homem chinés Mulher chinesa Homem hispanico Mulher hispanica
Idade,
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Fig. 10: Tabela adaptada do estudo MESA (Fonte: Freire et al, 2015)
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3.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia da atorvastatina + acido acetilsalicilico (AAS) versus placebo
em pacientes portadores de HIV em uso de antirretrovirais e com baixo risco

cardiovascular quanto a melhora da funcao endotelial e inflamacéo.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar o efeito da atorvastatina + AAS versus placebo na dilatacéo fluxo-
mediada da artéria braquial (DILA) e no diametro da artéria braquial em
repouso entre pacientes com HIV em uso de TARV e com baixo risco
cardiovascular;

e Comparar o efeito da atorvastatina + AAS versus placebo na reducdo do
espessamento da carétida entre pacientes com HIV em uso de TARV e
baixo risco cardiovascular;

e Comparar o efeito da atorvastatina + AAS versus placebo na reducéo dos
marcadores inflamatérios IL-1 B, IL-6, ICAM-1, VCAM-1, IFN-y, e PCR-

ultrassensivel e lipides.
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4 METODOLOGIA

4.1 Descric¢ao geral do estudo

Este estudo € um ensaio clinico randomizado, controlado e duplo cego, que foi
conduzido no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco/ Recife-
PE, Brasil. Teve como objetivo avaliar a acdo do uso da atorvastatina +AAS versus
placebo sobre o DILA, EMI, marcadores inflamatorios e lipides, em pessoas vivendo

com HIV, em uso de TARV e com baixo risco cardiovascular.

4.2 Local do estudo

Os pacientes foram recrutados no Servico de Atendimento Especializado ao
HIV/Aids do Hospital das Clinicas da UFPE hospital universitario localizado na cidade
do Recife-PE, Brasil.

4.3 Populacéo do estudo e tamanho da amostra

Foram recrutados pacientes com diagnostico de infeccdo pelo HIV e que
estavam em uso de esquema com 2 inibidores da transcriptase reversa nucleosideo
(ITRN) + 1 inibidor da transcriptase reversa ndo nucleosideo (ITRNN), iniciado em
qualguer momento a partir do seu diagndstico. Os pacientes que porventura tivessem
utilizado esquemas diferentes dos citados acima ndo foram incluidos. Tal conduta
permitiu manter maior pureza quanto a possiveis efeitos metabdlicos, que sao mais
pronunciados com antirretrovirais de outras classes.

O tamanho da amostra foi estimado tomando como referéncia o artigo de
Hurlimann et al. (2006), a partir da comparagcdo das médias do percentual de FMD
apOs 8 semanas entre 0s grupos placebo e pravastatina (tendo o mesmo nivel basal).
Os parametros adotados para o calculo do tamanho da amostra foram:

Média esperada no grupo placebo = 2,5%;

Média esperada no grupo pravastatina = 3,2%;
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Desvio padrao = 50% da medida do grupo tratado (1,6%);
Nivel de confianga = 95%.

Power = 80%;

Relag&o entre expostos e ndo expostos = 1 para 1,

Tamanho da amostra estimada de 45 pacientes por grupo, compondo um total
de 90 pacientes;

Compensacao das perdas (10%) = 90 + 9 (Amostra total de 99 pacientes).

4.4 Critérios de inclusdo e excluséao

4.4.1 Critérios de inclusdo

Idades entre 218 e < 60 anos, de ambos 0s sexos, em uso de antirretrovirais
com esquemas que utilizem 2 Inibidores da Transcriptase Reversa Anélogo de
Nucleosideos (ITRN) + 1 Inibidor da Transcriptase Reversa N&o Analogo de
Nucleosideo (ITRNN) que tenham iniciado a qualquer momento da infec¢do (dado
obtido a partir de historico em prontuério), que tenham carga viral indetectavel e com
baixo risco para doenca cardiovascular calculado pelo Escore de Risco de
Framingham (SPOSITO et al., 2007).0 escore de risco de Framingham utiliza os
seguintes parametros para calculo do risco: sexo, idade, niveis de colesterol total e
colesterol HDL, Presséao arterial sistolica e tabagismo. O risco € considerado baixo
quando o escore € inferior a 10% para o paciente apresentar doenca cardiovascular
em 10 anos.

4.4.2 Critérios de exclusdo

Historico de internacdo hospitalar e/ou infecgbes oportunistas nos ultimos 90
dias, historico de disfuncdo hepatica crbnica, disfuncéo tireoidiana, doenca
autoimune, historico de hepatite B ou C, gravidez ou amamentag¢do, uso prévio de
estatinas, fibratos, ezetemibe, 6mega 3, AAS, anti-inflamatdrios, anticoagulantes
orais, interferon, interleucinas, horménio do crescimento, imunoglobulinas,
glicocorticoides (inclusive os de uso intranasal) ou outros imunossupressores, abuso
de alcool, prévia intolerancia a estatinas e/ou AAS, hemofilia, TGO e TGP = 120

UI/L,CPK 2167 U/Ltrauma muscular recente ou cirurgia realizada nos 4 meses
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anteriores, historico de infarto do miocardio,angina, acidente vascular cerebral,
diabetes, cancer ou disfungéo renal.

4.5 Esquemas antirretrovirais

e 2 ITRN - Zidovudina (AZT) + Lamivudina (3TC); Didanosina (ddl) +
Lamivudina (3TC); Tenofovir (TDF) + Lamivudina (3TC);
e 1 ITRNN — Efavirenz (EFZ) ou Nevirapina (NVP).

4.6 Randomizacao

Os pacientes foram randomizados em dois grupos: atorvastatina+AAS e
placebo. A randomizacéo foi feita pelo Servico de Farméacia do Hospital das Clinicas
—UFPE, utilizando-se o programa RandomAllocation® 2.0, que gerou uma sequéncia
randémica desconhecida pelos pesquisadores. A identificacdo da sequéncia foi feita
através de codigos que foram armazenados em arquivo de computador, sendo que
em nenhum momento estes cédigos serdo divulgados ao paciente, permitindo que o
cegamento pudesse ser efetivado. Os responséaveis pela realizacdo do ultrassom,
andlise dos marcadores inflamatorios, assim como dos testes bioquimicos também

foram cegados.

4.7 Intervencao

Neste estudo, os pacientes foram submetidos a um esquema terapéutico que
utiliza atorvastatina e &cido acetilsalicilico (AAS). Todos os medicamentos foram
fornecidos sem Onus para 0s pacientes e a entrega destes medicamentos realizada
mensalmente.

e Pacientes incluidos no braco A: receberam 30 cp de atorvastatina 10mg+ 30
cp do AAS mensalmente. A partir da semana 8 caso 0 paciente nao
apresentasse efeitos adversos importantes, a dose de atorvastatina foi
aumentada para 20mg;

e Pacientes do braco B: receberam 30 cp de Placebo de atorvastatina +

30 cp de Placebo de AAS mensalmente.

Cada participante utilizou dois comprimidos ao dia conforme o0 esquema abaixo

e esquematizado no quadro abaixo.
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Esquema terapéutico dos pacientes
Braco Intervengao
Braco Experimental A:Atorvastatina+AAS Atorvastatina 10-20mg 1 cp ao dia + 1 cp de AAS
100 mg 1 x dia, durante 24 semanas.
Braco Experimental B: Placebo Placebo 2 cp ao dia durante 24 semanas.

4.8 Metodologia para avaliar a adeséo

Como forma de avaliara adesao dos pacientes utilizou-se o teste de Morisky
(MORISKY; GREEN, 1986). Segundo este teste, é considerado aderente o paciente
gue tomar no minimo 90% dos medicamentos e/ou placebo dispensados. O

monitoramento da adeséo foi realizado mensalmente no ato da dispensacéo.

4.9 Interrupcéao e/ou exclusdo no decorrer do estudo

A intervencédo foi suspensa ou temporéria ou definitivamente no decorrer do
estudo, por adesdo deficiente e/ou ocorréncia de eventos adversos importantes
(TGO/TGP > trés vezes o limite superior da normalidade, elevacdo dos niveis de
CPK > trés vezes o limite superior da normalidade com ou sem dor muscular, dor

muscular isolada e/ou fadiga, dor epigastrica e/ou sangramentos).

4.10 Coleta dos dados

Os individuos que preencheram os critérios de inclusdo foram convidados a
participar do estudo, ap6s a explicitacdo dos objetivos, riscos e beneficios e
enfatizando-se seus direitos em participar ou ndo. Para os que concordassem, foi
solicitada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os dados
foram coletados na primeira consulta e nas consultas subsequentes, utilizando-se um
formulario padronizado. Os pacientes foram acompanhados mensalmente, num
periodo de seis meses, através de consultas, durante as quais responderam
perguntas, na qual o entrevistador utilizou um questionario estruturado. Os dados
secundarios, assim como os registros de seguimento foram registrados numa Ficha

de Coleta de Dados.
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4.11 Consulta de inclusdo — (Primeira consulta)

Na ocasido da primeira consulta foram obtidos os seguintes dados:

¢ Dados demograficos (sexo, idade, raca auto-referida) e epidemiolégicos;

e Data do diagndstico de soropositividade para o HIV;

e Data do inicio da terapia antirretroviral;

e Esquema antirretroviral atualmente em uso;

e Condicbes oportunistas e doenca de interesse;

¢ Habitos (tabagismo, etilismo, uso de drogas ilicitas);

e Histérico de doencas anteriores (diabetes, hipertensado arterial, doencas cardiovasculares);

o Antecedentes familiares (diabetes, hipertenséo arterial, doengas cardiovasculares, dislipidemias);

o Uso de medicaces utilizadas concomitantemente (nome, dose, data de inicio e término);

¢ Uso de medicamentos concomitantes;

e Coleta de sangue para realizacdo de exames laboratoriais para marcadores inflamatérios;
marcadores bioguimicos, marcadores imunoldgicos e virais e marcadores para monitorizacao

de efeitos adversos;

o OrientacBes para uma adeséo efetiva e dispensacdo dos medicamentos em estudo e/ou placebo;

e Realizacdo de ultrassom Doppler para determinacéo da dilatagdo fluxo-mediada da artéria

braquial (DILA) e do diametro da artéria braquial em repouso.

4.12 Consultas de seguimento

Nesses momentos foram realizados os seguintes procedimentos:

¢ Avaliacdo da ocorréncia de efeitos adversos;

¢ Avaliagcdo da adeséo ao uso dos medicamentos em estudo ou placebo;

e Manutencéo ou troca do esquema antirretroviral;

e Coleta de sangue para realizagdo de exames laboratoriais para marcadores inflamatérios,
marcadores bioquimicos, marcadores imunoldgicos e virais e marcadores para monitorizagao

de efeitos adversos;

¢ Dispensac¢do dos medicamentos e/ou placebo;

e Realizacdo de ultrassom Doppler para determinacéo da dilatagdo fluxo-mediada da artéria

braquial (DILA) e do diametro da artéria braquial em repouso.
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4.13 Consultas médicas adicionais/extras

Essas consultas serviram para acompanhamento de aspectos clinicos e a

ocorréncia de eventos adversos clinicos ou laboratoriais.

4.14 Procedimentos

4.14.1 Coletas das amostras de sangue

As amostras de sangue foram coletadas dos individuos em jejum de 12 horas,
no periodo da manhd, utilizando-se agulhas e seringas descartidveis. Para a
realizacdo de todos os procedimentos, o profissional utilizou luvas descartaveis.
Foram coletadas por puncdo venosa periférica nos membros superiores, em dois
tubos secos transparentes com e sem anticoagulante. Imediatamente apds, as
amostras foram tampadas e centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos para separar 0
soro. Cada amostra de soro dos individuos foi dividida em aliquotas acondicionadas
em tubos Eppendorf®, marcadas com o cédigo de identificacdo da pesquisa. As
aliguotas foram acondicionadas em suportes resistentes a baixas temperaturas e
armazenadas num freezer a — 80° C no laboratério dos colaboradores do Instituto
Aggeu Magalhdes, onde permaneceram até o momento das analises pelo laboratorio

de Imunologia da mesma institui¢ao.

4.14.2 Exames laboratoriais

Nas semanas 0, 12 e 24 foram coletadas amostras de sangue dos participantes
com o intuito de medir os niveis dos marcadores inflamatérios (IL-1 B, IL-6, ICAM-1,
VCAM-1, IFN-y, e PCR-us), lipidograma (colesterol total e fracdes e triglicerideos).
CPK, TGO e TGP foram mensuradas nas semanas 0, 04, 12 e 24.

4.14.3 Disfuncao endotelial
Foi avaliada nas semanas 0, 12 e 24, através da medida da dilatagéo fluxo-
mediada da artéria braquial (DILA) e diametro da artéria braquial em repouso, avaliada

por ultrassonografia.
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4.14.4 Espessamento carotideo
Foi avaliado nas semanas 0, 12 e 24, através da medida da artéria carétida

comum (EMI), avaliada por ultrassonografia.

4.14.5 MedigOes vasculares

Utilizou-se aparelho de ultrassom modelo LOGIQe BT12 DICOM 3.0 AUTO
IMT, da General Electric® (GE) com transdutor Linear GE 9-L RS, trabalhando-se
numa frequéncia entre 7 -10 MHz. As medidas foram realizadas de acordo com
técnicas padronizadas (funcdo endotelial: CORRETTI et al. 2002; complexo médio-
intimal: FREIRE et al., 2015). As medidas foram realizadas por duas especialistas
nas técnicas descritas.

DILA: Mediu-se o diametro da artéria braquial em repouso e apds estimulo. A
braquial era localizada por marcagdo do braco a 1 cm da prega do cotovelo. Nos
pacientes que apresentavam bifurcacdo da artéria braquial se optava por medir um
vaso de maior calibre, como a ulnar ou no radial. Para causar estimulo na artéria
braquial um esfigmomanometro marca Becton Dickinson® colocado no brago foi
inflado 30mmHg acima da pressao sistélica durante 5 minutos, e em seguida liberado.
Ap6s 1 minuto da liberagdo da bracadeira o diametro da artéria foi novamente medido.
Considerou-se dentro da normalidade a dilatagdo = 10%.

EMI. A espessura média-intimal na parede posterior da carétida comum
distando 1 cm proximal da bifurcacdo entre a carétida interna e externa foi
considerada como medida de referéncia. Avaliou-se em cortes transversal e
longitudinal, desde o segmento proximal até a bifurcacdo e as carétidas internas e
externas. A medida da EMI foi realizada na parede posterior da carétida comum. A
placa carotidea foi definida como uma estrutura focal estendendo-se no minimo 0,5
mm para a luz do vaso e/ou medindo mais do que 50% do valor da EMI adjacente
e/ou uma medida da EMI maior que 1,5mm (TOUBUL et al., 2012).

As medidas encontradas foram comparadas com tabela populacional e
classificada dentro de um percentil para as faixas etarias, género e raca. Como a
populacao estudada tinha até 60 anos, foram utilizadas tabelas préprias para a nossa
populacdo que € miscigenada a Tabela ELSA-Brasil utilizada para individuos de
ambos 0s sexos, na faixa etaria entre 40 e 65 anos, de etnia branca, mulata ou negra,
e a Tabela CAPS, utilizada para individuos de ambos 0s sexos, na faixa etaria entre

25 e 45 anos, néo existindo classificagao por etnia. A média da medida automatica da
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espessura do complexo médio-intimal mais espessada foi definida como referéncia,
seja ela direita (CCD) ou esquerda (CCE). Um valor de EMI igual ou superior ao
percentil 75 foi considerado elevado e indicativo de ateromatose subclinica. Valores
entre os percentis 25 e 75 foram considerados medianos e ndo estdo associados a
aumento do risco cardiovascular (FREIRES al., 2015).

As medidas vasculares foram realizadas por duas ultrassonografistas com

especializacdo na area.

4.15 Desfechos

4.15.1 Desfecho primario
e Analise da funcdo endotelial avaliado por DILA e medida do espessamento
do complexo médio-intimal (EMI) no decorrer das 24 semanas do estudo.

4.15.2 Desfechos secundarios
e Andlise da cinética dos marcadores inflamatérios nas 24 semanas;
e Possivel ocorréncia de eventos adversos, incluindo dor epigastrica e/ou dor
muscular, fadiga, elevagéo de transaminases e creatino fosfoquinase;
e Analise da cinética dos niveis de triglicerideos, colesterol total e fracdes nas
24 semanas.

4.16 Variaveis

Variaveis independentes

Atorvastatina

Variaveis AAS

Placebo

Variaveis dependentes

Marcadores Inflamatérios

Triglicerideos

o Colesterol Total HDL-Colesterol
Variaveis

LDL-Colesterol

TGO

TGP
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Medida da dilatag&o fluxo mediada da artéria braquial (DILA)

Medida do complexo médio intimal (EMI)

CPK

Eventos adversos
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4.17 Aspectos éticos

A pesquisa teve aprovacdo pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Pernambuco em 17 de junho de 2013 (CAAE 13097213.20000.5208) (ANEXO A). Os
participantes do ensaio clinico foram incluidos no estudo apds o esclarecimento
completo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). As
informagdes permaneceram sigilosas, a fim de manter a confidencialidade, e os dados
que pudessem identificar os individuos foram guardados pela equipe de
pesquisadores, e com acesso restrito entre os envolvidos no estudo.

Quanto a ocorréncia de possiveis eventos adversos, os profissionais envolvidos
na pesquisa ficaram de prontidao para o atendimento do paciente a qualquer momento
que foi necessario. Os niumeros do telefone celular da equipe de pesquisadores foram
informados a todos os participantes que puderam entrar em contato, inclusive por
ligagdo a cobrar. As estruturas dos Hospitais envolvidos no estudo também estiveram
disponibilizadas a qualquer momento para o atendimento do paciente envolvido no

estudo.
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5 RESULTADOS

5.1 Artigo Original 1
Efeito da Atorvastatina + Aspirina na funcao endotelial e na inflamag¢&o em
Pacientes com HIV e baixo risco cardiovascular: um ensaio clinico randomizado

e duplo cego*

Objetivos

Avaliou-se se a associacdo de atorvastatina com aspirina é superior a placebo na
reducdo da doenca cardiovascular e inflamacao em pacientes com HIV.

Métodos

Avaliou-se por 24 semanas o efeito da Atorvastatina associada ao acidoacetilsalicilco
na funcdo endotelial e na inflamacdo em 99 pacientes com HIV, em uso de
antirretrovirais e baixo risco cardiovascular. Todos os pacientes apresentavam carga
viral indetectavel e utilizavam esquemas com inibidores da transcriptase reversa
nucleosideo e ndo nucleosideo. Alocou-se 0s sujeitos do estudo no grupo intervencao:
Atorvastatina 20mg ao dia associado com aspirina 100mg e comparou-se com 0sS
controles, que utilizaram placebo. A resposta endotelial foi avaliada pela dilatagdo da
artéria braquial (DILA) e medida da espessura médio-intimal da carétida por ultrassom
(EMI) nos momentos 0, 12 e 24 semanas. Os niveis de marcadores inflamatérios I1L-1
B, IL-6, ICAM-1,VCAM-1, IFN-y, e PCR-us também foram medidos.

Resultados

O grupo intervencdo comparado ao placebo ndo aumentou a vasodilatacdo medida
por DILA (-0,01mm vs 0,00mm P=0,981). Nao se observou mudanc¢a na progressao
da carétida pelo EMI (-0,02mm vs 0,00mm P =0,486). Os marcadores inflamatérios
nao reduziram de forma significativa nos dois grupos. COL e LDL reduziram no grupo
intervencdo (-14,79% vs-3,11% P =0,002), (-19,35% vs -0,94% P =0,009)

respectivamente.

*Artigo formatado conforme Normas da Revista HIV Medicine, versdo em inglés (APENDICE F)
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Conclusdes

Nao foram observadas diferencas significantes na DILA, EMI nem nos niveis dos
marcadores inflamatorios apés um periodo de 24 semanas de uso. COL e LDL
reduziram e confirmam estudos semelhantes. Mais estudos sdo necessarios para que
se possa esclarecer o impacto do uso de estatinas associadas a aspirina na funcao

endotelial e na inflamacg&o. Inclusive sua utilizacao por tempo mais prolongado.

Introducao

A ocorréncia de complicacdes cardiovasculares é mais frequente entre
individuos infectados com HIV do que entre pessoas da populacdo em geral [1, 2].
Este fenbmeno decorre em parte pelo uso de antirretrovirais [3]. Nos ultimos anos,
outras causas para a ocorréncia de tais eventos tém sido elucidadas, como a
convivéncia com o proprio virus, que desencadeia um estado de inflamagao
persistente, apesar da reducdo da carga viral obtida com os medicamentos [4-6]. A
disfuncdo do endotélio é uma das consequéncias deletérias deste processo
inflamatério, passo inicial do processo aterosclerético [7].

Diante de tal problemaética, intervencdes para a reducao do risco cardiovascular
se fazem necessarias, e reduzir a inflamacédo e a disfuncdo do endotélio com
abordagens farmacologicas, pode ser uma alternativa. As estatinas tém demonstrado
efeitos pleiotropicos tais como: capacidade de reducdo da inflamacéo,
imunomodulacgéo, agéo antitrombogénica e de melhora da disfuncéo endotelial [8, 9].
Ha evidéncias consistentes que o uso de estatinas reduz o nimero de mortes por
infarto agudo do miocardio ou outros desfechos cardiovasculares, sendo indicadas em
terapias de prevencédo primaria e secundaria como primeira opcéo para o controle de
dislipidemias na populagdo em geral [10]. Estudos que envolveram pacientes sem
HIV demonstraram eficacia das estatinas no controle da inflamacéo, reducdo da EMI
da carotida, e melhoria da funcdo endotelial medida por DILA [11-13].

A aspirina também possui efeitos pleiotropicos, que néo estdo completamente
elucidados. Seu uso tem sido largamente difundido em estudos de prevencao
secundaria, confirmando sua eficacia na reducéo de eventos cardiovasculares. Em
prevencao priméaria tém sido necessarias maiores investigacbes para uma possivel

expansao neste cenario [14].
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Por todos esses fatores justifica-se o presente estudo que buscou avaliar a
superioridade da atorvastatina associada ao acido acetilsalicilico comparada a

placebo na reducdo da doenca cardiovascular e inflamacédo em pacientes com HIV.

Métodos

Desenho do estudo e populagéo

Este estudo é um ensaio clinico randomizado, controlado e duplo cego. Os desfechos
primérios avaliados foram a dilatacao da artéria braquial e complexo médio intimal da
carétida comum. Como desfecho secundéario buscou-se avaliar e efeito dessa
associacdo em reduzir a inflamacéo.

A amostra foi calculada tomando-se como referéncia o artigo de Hurlimann et
al.[15] a partir da comparacdo das médias do percentual de DILA apds 8 semanas
entre os grupos intervengao e placebo. A intervencdo consistiu na administracao de
Atorvastatina 20mg associada a acido acetilsalicilico 100mg ao dia, comparado a
placebo, durante 24 semanas. A medida da dilatacdo da artéria braquial, complexo
médio intimal de carétida, assim como coleta de sangue para avaliacdo dos niveis de
marcadores inflamatoérios e lipides foram realizados nos momentos 0, 12 e 24
semanas.

Foram incluidos 99 individuos, com idades entre 18 e 60 anos e baixo risco
cardiovascular calculado pelo Escore de Risco de Framigham (ERF). Todos os
pacientes encontravam-se em uso de terapia antirretroviral, com esquemas de 2
inibidores da transcriptase reversa nucleosideo e 1 inibidor ndo nucleosideo, e carga
viral indetectavel. Foram excluidos pacientes com TGO ou TGP trés vezes acima dos
limites de normalidade, creatinofosfoquinase =167 U/L e uso concomitante de
estatina, fibratos ou &cido acetilsalicilico.

Todos os pacientes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco sob o numero 13097213.2.0000.5208 e registrado na International
Clinical Trials Registry Platform (RBR-bjm4). O estudo foi conduzido no ambulatério
de doencas infecciosas e parasitarias do Hospital das Clinicas da Universidade

Federal de Pernambuco/Recife, Brasil.

Avaliacéo Clinica
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Os retornos eram agendados mensalmente, e os efeitos adversos monitorados e
avaliados pelos Critérios Comuns de Toxicidade do National Cancer Institute, verséo
brasileira de 2002 [16]. Adesdo ao tratamento foi avaliada pela escala de Morisky
Green [17]. Possiveis danos hepaticos e musculares foram monitorados pelos niveis
de transaminases e CPK. Critérios pré-especificados para descontinuagéo da estatina
incluem: 1) CPK > 3 a 5 vezes o limite da normalidade associado com mialgia, miosite
ou rabdomidlise; 2) CPK > 10 vezes o limite da normalidade; TGO ou TGP > 3 vezes
o limite da normalidade. A estatina era descontinuada até que o paciente
apresentasse os niveis de TGO, TGP e CPK anteriormente especificados, quando

entdo era reintroduzida.

AvaliacOes Laboratoriais

O sangue periférico era coletado apés 12 horas de jejum. Um tubo seco era enviado
ao laboratério de andlises clinicas do Hospital para a mensuracao do LDL, colesterol
total, HDL triglicerideos, transaminases e creatinofosfoquinase (CPK). Resultados de
carga viral e CD4 eram obtidos do prontuario. As dosagens dos marcadores
inflamatoérios IL-1 B, IL-6, ICAM-1,VCAM-1, IFN-y e TNF foram realizadas pelo sistema
BD ™ Cytometric Bead Array Flex Set (BD Biosciences). As aquisicdes das beads
foram feitas utilizando um FACSCalibur de 4 canais (BD Biosciences). As anélises
foram realizadas através do Software FCAP Arrays, versao 3.1. A proteina C-reativa
ultrassensivel foi medida pelo método de Imunoturbidimetria com latex em analisador
automatico que mede a absorbancia a 570nm, marca Wienerlab Group, modelo MD
800iX1.

MedicBes vasculares
Utilizou-se aparelho de ultrassom portati modelo LOGIQe BT12 com medida
automatica, da General Electric® (GE) com transdutor Linear GE 9-L RS
multifrequencial, trabalhando-se numa frequéncia entre 7 -10 MHz. As medidas foram
realizadas de acordo com técnicas padronizadas[18, 19].

DILA: Mediu-se o diametro da artéria braquial em repouso e apdés estimulo.
Para causar estimulo na artéria braquial um esfigmomandémetro marca Becton
Dickinson®colocado no braco é inflado 30mmHg acima da presséo sistélica durante 5

minutos, e em seguida liberado. Apos 1 minuto da liberacéo da bragadeira o diametro
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da artéria € novamente medido. Considera-se dentro da normalidade a dilatagdo =
10%.

EMI. A Espessura médio-intimal da car6tida comum foi considerada como
medida de referéncia. Avaliou-se em cortes transversal e longitudinal, desde o
segmento proximal até a bifurcagcéo e as carétidas internas e externas. A medida da
EMI foi realizada na parede posterior da carétida comum. A placa carotidea foi definida
como uma estrutura focal estendendo-se no minimo 0,5 mm para a luz do vaso e/ou
medindo mais do que 50% do valor da EMI adjacente e/ou uma medida da EMI maior
que 1,5mm [20].

Andlise Estatistica

Todas as analises foram inicialmente efetivadas utilizando-se os principios de
intencdo de tratar, com base na randomizagdo inicial. Como os resultados das
andlises por protocolo ndo diferiram da intencdo de tratar, apenas estes s&o
apresentados.

Para as variaveis numéricas foram utilizados os testes t-Student com variancias
iguais, e Mann-Whitney na comparacéo entre as avaliagbes. Nos dados pareados
utilizou-se t-Student pareado ou Mann-Whitney. Os dados foram descritos por médias,
desvio padrdo e medianas. Quanto as variaveis categoricas utilizaram-se os testes
Qui-quadrado de Pearson ou o teste Exato de Fischer quando o Qui-quadrado foi
utilizado. Os dados foram descritos por frequéncias absolutas ou percentuais. A
margem de erro utilizada na decisao dos testes estatisticos foi de 5,0% e os intervalos
para o protocolo e inten¢ao de tratar foi 95,0%.

A escolha dos testes t-Student com variancias iguais e t-Student pareado
ocorreram nas situacdes em que foram verificadas distribuicbes normais nos testes
de Mann-Whitney e Wilcoxon para dados pareados nos casos de rejeicdo da
normalidade. Para a verificagdo da normalidade utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk e
a hipétese de igualdade de variancias através do teste F de Levene.

Os dados foram digitados na planilha EXCEL e o programa utilizado para
obtencéo dos calculos estatisticos foi o IMB- SPSS versao 23.

RESULTADOS

Caracteristicas dos pacientes a inclusao no estudo
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Noventa e nove pacientes foram randomizados para seguimento. Deste grupo inicial,
19 pacientes foram excluidos, sendo 13 deles no grupo intervencao (9 ndo retornaram
no tempo previsto, 2 por perda de contato, 1 ndo preenchia o critério de inclusdo e 1
por efeito adverso). No grupo placebo ocorreram 6 exclusdes (4 néo retornaram no
tempo previsto e 2 se mudaram para outro estado). Finalizaram o estudo 80 pacientes,
sendo 38 do grupo intervencéo e 42 do grupo placebo (Figura 1).

90 ndividuos
randomizados
13 excluidos: fi excloidos:
9 néo ratomarsm 4 nio ratormnaram
o praze 51 individuos 48 individuos 1o praze.
2 perdas ds slocados no slocados no erupo 2 mudaram para
contato grupe Flaczbo outro estado.
Atorvastatina + e
1 exclusdo por AAS (Anslisa da
nio prasnchar intengdo de tratar)
critérios. (Anilise
intangdo tratar)
1 possivel reagio
adversa.
38 individuos 42 individuos
complataram o 6 complataram oz §
meses do 2studa mesas do sstudo
{Analiss por i
{Anslise por
protocole)
Protocolo)

Fig. 1 Fluxograma dos pacientes envolvidos no estudo.
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As caracteristicas dos pacientes a inclusdo no estudo sdo descritas na tabela
1, sendo que tais caracteristicas foram balanceadas entre os dois grupos. As médias
entre 0s grupos intervencao e placebo respectivamente foram: (idade 42,63 e 44,43
anos; P = 0,385), sexo masculino 52,6% e 69%; P = 0,132), (IMC 25,29 e 23,84;P=
0,143). A média de CD4+ apresentou-se em torno de 700 entre os dois grupos (724
em intervencao e 681 em placebo). Os tempos médios de tratamento estiveram em
torno de 6,5 anos, média préxima dos tempos de diagnostico (7,59 vs 6,89). Quanto
ao tabagismo 15,8% do grupo intervencdo mantinham habito de fumar, enquanto a
frequéncia no grupo placebo foi de 23,8%. A prevaléncia de diabetes e hipertenséo
foi baixa entre os dois grupos (5,3% vs 9,5% e 7,9% vs 11,9% respectivamente). Na
referida tabela também foram descritas algumas caracteristicas por subgrupos, como

faixas de idade, peso, tempo de diagndstico e tempo de tratamento antirretroviral.
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Tabela 1.Caracteristicas dos sujeitos incluidos no estudo

Santos Junior GG

Grupo
Variavel Atorvastatina + Aspirina Placebo Valor de P

(n=38) (n=42)
Idade: 42,63 + 8,8 44,43 +8,11 0,385
Faixa etaria: n (%) 0,205
21a39 16 (42,1) 12 (28,6)
40 a 59 22 (57,9) 30 (71,4)
Sexo: n (%) 0,132
Masculino 20 (52,6) 29 (69,0)
Feminino 18 (47,4) 13 (31,0)
Etnia: n (%) 0,696
Branco 15 (39,5) 13 (31,0)
Negro 4 (10,5) 6 (14,3)
Pardo 19 (50,0) 23 (54,8)
Escolaridade: n (%) 0,412
Fundamental 13 (34,2) 19 (45,2)
Médio 18 (47,4) 19 (45,2)
Superior 7 (18,4) 4 (9,5)
IMC: 25,29 + 4,83 23,84 + 4,56 0,143
Estado nutricional: n (%) 0,561
Abaixo do peso ideal - 2(4,8)
Peso ideal 23 (60,5) 28 (66,7)
Sobrepeso 8 (21,1) 7 (16,7)
Obesidade 7 (18,4) 5(11,9)
PAS: 118,68 + 11,89 120,00 + 15,93 0,863
PAD: 79,21+ 8,18 78,10 + 9,43 0,763
HAS: 0,715
Sim 3(7,9) 5(11,9)
N&o 35(92,1) 37 (88,1)
Historico familiar de doenga 0,408
cardiovascular:
Sim 12 (31,6) 17 (40,5)
Nao 26 (68,4) 25 (59,5)
DM: n (%) 0,678
Sim 2 (5,3) 4(9,5)
Nao 36 (94,7) 38 (90,5)
Habito do tabagismo: 0,370
Sim 6 (15,8) 10 (23,8)
N&o 32 (84,2) 32 (76,2)
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CD4+ 724,00 + 354,69 681,21 + 270,00 0,900
Tempo de diagndstico: 7,59 +5,01 6,89 + 4,45 0,639
Tempo de diagndstico 0,949
Até 1 ano 4 (10,5) 6 (14,3)
2as5 12 (31,6) 14 (33,3)
6a10 12 (31,6) 12 (28,6)
Mais de 10 10 (26,3) 10 (23,8)
Tempo de HAART 6,59 * 4,80 6,47 £ 4,32 0,958
Tempo de HAART 0,994
Até 1 ano 5(13,2) 6 (14,3)
2as5 13 (34,2) 15 (35,7)
6a10 11 (28,9) 12 (28,6)
Mais de 10 9 (23,7) 9 (21,4)
Nadir CD4 362,34 + 239,51 359,52 + 195,59 0,912
Esquema antirretroviral: 0,066

AZT+ 3TC + EFV
TDF + 3TC + EFV
AZT + 3TC + NEV
DDI + 3TC + EFV
NEV + 3TC + TDF
AZT + DDI + EFV

21 (55,3)
13 (34,2)
1(2,6)
2 (5,3)
1(2,6)

31 (73,8)
7 (16,7)
2 (4,8)
2 (4,8)

indice de massa corporal=IMC; diabetes mellitus=DM; pressdo arterial sistolica=PAS; pressdo arterial diastolica=PAD;
hipertenséo arterial sisttmica=HAS; Terapia antirretroviral=TARYV; zidovudina=AZT; efavirenz=EFV; lamivudina=3-TC; NVP=

nevirapina; tenofovir=TDF.

Os dados sao apresentados como médias e desvio padrdo ou n (%) de individuos.
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Dados relativos a seguranca
Um paciente do grupo placebo teve elevacao transitéria nos niveis de transaminases.
Dois pacientes do grupo intervencdo apresentaram elevacgao significativa nos niveis
de CPK (> 1000 U/L) sem mialgia. Tais pacientes apés um més de seguimento
retornaram aos parametros de normalidade e deram continuidade ao tratamento. Um
anico paciente relatou mialgia através de contato telefénico, porém néo retornou para
reavaliacéo e foi excluido do estudo.

Variac6es nas medidas da dilatacdo da artéria braquial e camada médio-
intimal das cardtidas comuns.

N&o foram observadas diferencas significantes nas variacées destas artérias.
Com relacdo a braquial observou-se pequena reducdo na dilatacdo do grupo
intervengédo, enquanto no grupo placebo se manteve constante. Quando se comparou
os dois grupos nédo se observou diferenca estatisticamente significante
(-0,001mm vs 0,00m P=0,981). Observou-se que a média da espessura da carétida
comum no grupo intervencdo foi menor apos seis meses (-0,02mm), porém sem
significancia estatistica (Figura 2). No grupo placebo néo se observou reducao (Tabela
2). Também nédo se obteve significancia estatistica quando se comparou as médias
de variacdo entre os dois grupos (P=0,486) (Tabela 3).
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Fig. 2 Comparacao dos resultados de EMI entre os grupos intervencéo e placebo. Observa-se que ndo

ocorreram alteracdes significativas apos 24 semanas de tratamento.
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Tabela 2. Medidas basais e apés 6 meses de DILA, EMI, bioguimica e marcadores
inflamatorios.

Grupo
) Atorvastatina +
Medida Momento o Placebo n=42 P
Aspirina n=38
Dilatacéo da artéria Basal 0,06+ 0,03 0,06+ 0,05 0,969
braquial (DILA - mm) Apés 6 meses 0,05+ 0,04 0,06+ 0,03 0,289
Espessura da carétida Basal 0,62 +0,11 0,59 + 0,09 0,199
comum (EMI - mm) Apbs 6 meses 0,60 + 0,14 0,59 + 0,09 0,817
Basal 179,75+ 33,76 188,95+ 33,62 0,227
COL mg/dL i
ApoOs 6 meses 151,36+ 32,77 179.88+ 28,68 < 0,001
Basal 45,91+ 10,75 51,28+ 10,57 0,017
HDL mg/dL
Apébs 6 meses 43,22+ 9,57 49,84+ 13,65 0,015
Basal 96,55+ 38,95 101,39+ 29,92 0,787
LDLmg/dL
Apés 6 meses 80,16+ 32,81 98.00+ 20,87 0,006
Basal 166.14+ 162,81 162,57+ 156,33 0,596
TGC mg/dL
ApOs 6 meses 151,24+ 111,17 139,35+ 48,31 0,639
Basal 0,22+ 0,25 0,43+ 0,88 0,744
PCR-us mg/dL
Apébs 6 meses 0,49+ 1,00 0,59+ 0,87 0,172
Basal 155,63+ 115,04 172,85+ 168,72 0,874
CPK U/L
ApoOs 6 meses 160,73+ 107,73 122,10+ 59,63 0,178
Basal 24,50+ 10,60 25,59+ 9,09 0,251
TGO U/L
ApOs 6 meses 26,69+ 12,79 26,21+ 10,12 0,851
Basal 27,03+ 12,96 24,79+ 15,20 0,160
TGP U/L
ApOs 6 meses 29,79+15,89 25,63+ 10,36 0,424
Basal 11,96+ 1,08 12,07+ 1,08 0,518
VCAM-1 pg/mL
Apébs 6 meses 10,97+ 1,19 10,86+ 1,59 0,754
Basal 2,28+ 0,77 2,51+1,13 0,105
IFN pg/mL
Apébs 6 meses 1,89+ 0,60 2,26+ 1,21 0,216
Basal 2,26+ 0,00 2,89+ 2,49 0,053
TNF pg/mL
ApOs 6 meses 2,50+ 1,45 2,39+ 0,56 0,379

*Os dados sdo apresentados como médias e desvio padréo.
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Tabela 3.Variacdo nas medidas da dilatacdo da braquial e da espessura da carétida comum.

Grupo
Atorvastatina + _
Medida Aspirina n= 38 Pll\;allgdeibao(;—m? P
Média (mm)
Dilatacdo da artéria braquial (DILA) -0,01 0,00 =0,981
Espessura da carotida (EMI) -0,02 0,00 =0,486

Variagdes nos niveis de Colesterol total e fraces

Os pacientes do grupo intervencao obtiveram reducao nos niveis de colesterol total e
LDL (-14,79%, P<0,001 e -19,35%, P=0,007). N&o houve significancia estatistica nas
variacbes dos niveis de HDL e TGC (-3,96%, P=0,067 e -28,24%,
P =0,845 respectivamente). Os pacientes do grupo placebo ndo obtiveram reducéo
com significAncia estatistica nestes indices (COL-3,11, P =0,079; HDL -0,75,
P=0,518; LDL -0,94, P= 0,525; TGC -13,42, P=0,975). A diferenga entre 0s grupos
intervencao e placebo foi significativa na variacdo dos niveis de COL e LDL (P=0,002
e P=0,009) (Tabela 4).

Variagdes nos marcadores inflamatorios

Foram realizadas medicfes nos seguintes marcadores: PCR ultrassensivel, ICAM-1,
VCAM-1, IL-1, IL-6 e TNF. Os indices foram muito baixos em todos os marcadores
avaliados, sendo que em alguns deles nao foi possivel fazer a sua detec¢do, como
ICAM-1, IL-1 e IL-6. Em nenhum dos marcadores referidos foi observada reducéo
significativa em seus niveis. A PCR ultrassensivel elevou-se nos dois grupos, sendo
gue a média dos niveis das avaliacdes basal e final estiveram dentro da normalidade
e ndo houve diferenca estatistica (intervencgéo: basal = 0,22mg/dL e apds 6 meses=
0,49mg/dL, P= 0,084; placebo: basal=0,43mg/dLe ap6s 6 meses= 0,59mg/dL,
P=0,117) (Tabela 3). Nao se observou diferenca com significancia estatistica na média
de variagcdo entre os grupos intervencdo (120,64%) e placebo(103,35%),
P= 0,949 (Tabela 4).

Os niveis de VCAM-1 reduziram com significancia estatistica em cada grupo
apos 6 meses (intervencdo -7,69%, P<0,001 e placebo -10,28, P<0,001), porém
quando se avalia a reducéo entre os dois grupos a significancia estatistica ndo se
manteve (P=0,123). O mesmo ocorre com os niveis de IFN que reduziram nos dois

grupos (intervencao -11,93%, P=0,014 e placebo -4,99%, P=0,011), que nao se
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manteve quando a comparac¢do é realizada entre os dois grupos(P=0,544).0s niveis
do TNF n&o variaram com significancia estatistica nos 6 meses (intervencéo 10,42%,
P=0,317 e placebo -1,42, P=0,225) (Tabela 4).

Tabela 4. Percentual de variacdo nas medidas de Colesterol total, LDL e marcadores
inflamatérios

Grupo
Variavel Atorvastatina + Aspirina Placebo Valor de P
n=38 n=42
COL -14,79 £ 16,71 -3,11 + 16,42 = 0,002
LDL -19,35 + 29,15 -0,94 + 28,34 = 0,009
PCR-us 120,64 + 289,55 103,35 + 336,87 =0,949
VCAM-1 -7,69 + 11,55 -10,28 + 11,69 =0,123
IFN -11,93 + 32,88 -4,99 + 50,50 =0,544
TNF 10,42 £ 64,24 -1,42 + 29,81 =0,107

Os resultados sé@o apresentados como médias e desvio padréo

DISCUSSAO

Este é o primeiro ensaio clinico randomizado duplo cego que avaliou efeito da
associacado de uma estatina com aspirina na disfuncéo endotelial e na inflamagéo em
pacientes com HIV, sem uso de inibidores de protease e baixo risco cardiovascular.
Em nosso estudo a associacdo destes dois medicamentos foi capaz de reduzir os
niveis de LDL em 19,35%. Em contrapartida, ndo foram observados efeitos no
aumento da dilatacdo da artéria braquial (DILA), na progressdo da espessura da
carétida (EMI) e nem na reducdo dos marcadores inflamatdérios.

Um dos desfechos primarios medidos neste estudo foi a dilatacdo da artéria
braquial (DILA). Apés seis meses a DILA nao revelou diferencas entre os grupos. Dois
ensaios clinicos que testaram o mesmo desfecho em pacientes com HIV em uso de
inibidores da protease foram publicados na década passada e utilizaram pravastatina
por 8 semanas. Os resultados foram conflitantes, pois o primeiro estudo envolveu 20
pacientes e nao resultou em melhoria da resposta endotelial [21]. O segundo estudo
envolveu 29 homens em uso de Inibidores da Protease (IP) e obteve melhoria da DILA

[15]. Ensaio clinico conduzido por Zhao et al.[22] utilizou pivastatina por 8 semanas e
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envolveu 40 pacientes sem HIV com resultados favoraveis na DILA. Muito tem se
conjecturado a respeito dos resultados conflitantes dos estudos que utilizam o DILA
como marcador de resposta ao tratamento. Variabilidade na técnica, inclusédo de
populacdes heterogéneas ou numero inadequado de participantes podem ser as
causas que expliguem tais resultados [23,24]. A validade da DILA como medida de
risco cardiovascular, seja na populacdo em geral quanto no HIV ainda permanece
indefinida, portanto mais estudos sédo necessarios para a sua efetiva comprovacao.
Ao avaliarmos o desfecho progressao do espessamento da cardtida também
nao observamos reducgéo da IMT. Alguns estudos observacionais e de intervengédo em
individuos com HIV apresentam resultados animadores quanto a reducdo da
progressao da espessura da carétida. Num estudo observacional 36 pacientes com
HIV foram acompanhados por 2 anos em uso de rosuvastatina observaram reducao
em mais de 20% no IMT [25]. No estudo METEOR Trial que envolveu 984 pacientes
sem HIV, com baixo risco cardiovascular e moderada aterosclerose subclinica, o0s
autores também utilizaram rosuvastatina e observaram reducao no espessamento da
carétida [26]. Mais recentemente Longenecker et al.[27] conduziram ensaio clinico
onde selecionaram individuos com LDL<130, PCR=2 e soropositividade para HIV.
Utilizaram rosuvastatina 10mg por 2 anos e obtiveram reducédo da progresséo da IMT
guando compararam com placebo. Em contrapartida, Zhao et al.[22] ndo obtiveram
tais resultados positivos quando utilizaram pivastatina por 2 meses em individuos sem
HIV. Diante dos dados obtidos, parece provavel que o efeito da estatina retardando e
até regredindo o espessamento da carétida pode ser conseguido com um tempo de
uso maior que 6 meses. Este desfecho provavelmente seria uma consequéncia
posterior de efeitos mais imediatos, como o controle da dislipidemia e inflamac&o.
N&o obtivemos reducdo nos niveis dos marcadores inflamatérios apds os 6
meses. Ademais, o0s niveis de us-PCR e de diversas citocinas inflamatorias medidas
no inicio do estudo foram muito baixos. Tal fato se deve as caracteristicas dos sujeitos
selecionados, que eram individuos jovens, com baixo risco cardiovascular, além do
HIV controlado e tratamento antirretroviral num tempo consideravel, em média de 6,5
anos. Nesse grupo é provavel que o processo inflamatério desencadeado pelo HIV
esteja bem controlado, e outros possiveis fatores pro-inflamatérios como tabagismo,
obesidade e dislipidemias sejam pouco comuns. A imunossupressao também
associada ao IL-6 mostrou-se controlada, haja vista os niveis médios de CD4 ser de

700. Pode-se pressupor que diante de tantos fatores, a associacdo de estatina +
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aspirina ndo exerceu influéncia nos niveis de us-PCR e citocinas, que ja eram muito
baixos. Ao avaliarmos os estudos publicados por outros pesquisadores observamos
gue os resultados sé@o contraditérios em pacientes com HIV. Estudos observacionais
demonstraram reducéo de IL8 e IL12 [28], PCR e TNF [29]. Ensaio clinico que utiliza
pravastatina em pacientes com HIV ndo foi capaz de reduzir PCR ap6s 6 meses [30].
Dois ensaios clinicos publicados recentemente também néo obtiveram reducéo dos
niveis de PCR, IL6 e IFN [27, 31]. Estudos também recentes demonstraram reducao
da fosfolipase A2[31-33].

Os estudos que utlizaram aspirina também demonstraram resultados
contraditorios. Num estudo retrospectivo Yooet al.[34] observaram reducdo de
proteina C-reativa em criancas com sindrome de Kawasaki que utilizaram aspirina em
baixas doses. Ensaio clinico conduzido por O’'Brien et al.[35] ndo reduziu IL-6 nem
obteve melhoria em FMD em pacientes com HIV. Tais autores utilizaram aspirina nas
doses de 300 e 100mg em dois grupos e compararam com placebo.

Foi demonstrada efetiva reducéo dos niveis de COL e LDL, o que confirma os
resultados de diversos outros autores [25, 29, 36]. Recentes estudos tém avaliado a
acdo sobre a LDL oxidada e sobre aqual também demonstraram efetividade na
reducgéo desta forma aterogénica da LDL [31, 33, 37].

Nosso estudo foi concebido de forma a apresentar algo novo, pois selecionou
individuos com HIV com baixo risco cardiovascular e sem uso de IP. Sendo a
aterosclerose um processo lento e que se inicia muito antes de um evento
cardiovascular, a prevencao primaria seria algo extremamente importante para a
reducdo de tais eventos. Ha limitacfes a serem citadas, e destacamos o tempo de
uso da estatina, que foi de apenas seis meses. Estudos que demonstraram resultados
animadores utilizaram por um tempo bem maior do que 0 NosSso, 0 que sugere um
caminho a ser seguido. Outra questao se refere ao perfil dos pacientes envolvidos no
nosso estudo, que tinham poucos fatores tradicionais de risco cardiovascular, com
HIV controlado e varios anos de uso de antirretrovirais. Tal sele¢édo resultou num grupo
de individuos com pouca ou nenhuma inflamag¢éo como pode ser avaliado pelos niveis
baixos de marcadores inflamatorios, mostrando, portanto, uma populagéo para a qual
0 uso das estatinas associado a aspirina, provavelmente ndo resulte em efeitos téo
evidentes em curto prazo de uso.

O estudo revelou que a associagéo de atorvastatina com aspirina foi efetiva na

reducdo de COL e LDL em pacientes com HIV e baixo risco cardiovascular, uma
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associacdo segura e que confirma outros semelhantes. Com relacdo a melhoria da
func@o endotelial, progressao da IMT e reducdo do processo inflamatorio ndo foi
capaz de comprovar a sua eficacia. Tais questionamentos ainda merecem ser

elucidados a partir da conducéo de outros estudos.
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5.2 Artigo 2

O efeito da Atorvastatina + aspirina na funcéao endotelial difere com a idade em

pacientes com HIV: Um Estudo Caso-controle*.

*Artigo formatado conforme Normas da Revista JAIDS, versdo em inglés (APENDICE G).
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Introducao

Pacientes com HIV tém maior predisposicdo a doencas cardiovasculares quando
comparados com a populacdo em geral. Escassos e conflitantes estudos tém avaliado
0 uso de técnicas de ultrassom como resposta ao uso de estatinas em pacientes com
HIV. Este é um estudo caso controle que teve como objetivo avaliar quais fatores se
associaram com a reducdo do espessamento médio-intimal da carétida (EMI) e
aumento da dilatacdo do fluxo da artéria braquial (DILA) em pacientes com HIV que
utilizaram atorvastatina+aspirina por 6 meses.

Métodos

Uma amostra de 38 pacientes com HIV e baixo risco cardiovascular participantes de
um ensaio clinico foram avaliados. Os pacientes selecionados no nosso estudo
representaram o0 grupo intervencdo do ensaio clinico. Foram tratados com a
associacdo atorvastatina + aspirina por 6 meses e realizaram ultrassom da artéria
braquial e carétida no inicio e final do referido estudo. Para efeito de anélise neste
caso-controle considerou-se casos 0s que responderam com aumento da dilatacdo
da artéria braquial medido por DILA e reducdo da espessura da carétida (EMI), e
controle os que néo responderam. Avaliamos os fatores associados com as respostas
positivas obtidas através do EMI e DILA.

Resultados

A reducdo da EMI ndo se associou significativamente com nenhum fator de risco
avaliado: idade (P = 0,211), sexo (P =0,260), tabagismo (P =0,131) ou tempo de
diagndstico do HIV (P =0,836). O aumento da DILA se associou significativamente
com a idade na faixa etaria entre 40-59 anos P =0,015 (OR= 4,37; IC 95%: 1,07-
17,79); com o sexo houve um resultado borderline (P =0,076), onde o sexo feminino
apresentou 3,5 vezes maior chance de responder com aumento da DILA (OR=3,50;
IC 95%: 0,85-14,41). Nao houve significancia estatistica para os demais fatores: IMC
(P =0,250); HAS (P =0,542); DM (P =1,000); tabagismo (P =0,383).

Conclusbtes

Individuos de maior faixa etaria apresentam maior dilatacdo da artéria braquial apos
6 meses de tratamento com atorvastatina associado a aspirina. Ou seja, individuos
entre 40-59 anos demonstraram mais beneficio do que os mais jovens no aumento da
DILA, aspecto que néo foi evidenciado no estudo da EMI. Outros fatores como

obesidade, tabagismo, DM ou hipertensdo ndo mostraram associagdo com a resposta
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benéfica ao tratamento. Estudos que envolvam um numero maior de pacientes sdo
necessarios para confirmar os achados e verificar os fatores associados a melhor

resposta endotelial com o tratamento de atorvastatina e aspirina.

INTRODUCAO

A expectativa e qualidade de vida entre as pessoas infectadas com o HIV
aumentou significativamente nas Ultimas décadas. Tal fato se deve ao grande sucesso
da terapia antirretroviral.! Conviver com o virus tornou-se atualmente uma condigdo
cronica, o que impde o desafio de manutencédo da supresséo viral aliada ao manejo
das comorbidades associadas ao envelhecimento.? Um aumento importante de
mortes ndo relacionadas a AIDS como aquelas relacionadas a doencas
cardiovasculares tem sido relatado,® doencas estas mais prevalentes nestes
individuos quando comparadas com a populagéo em geral.* ®

A aterosclerose tem inicio com a disfuncdo do endotélio, e prevenir tal
disfuncdo pode ser uma alternativa para prevencdo de eventos cardiovasculares
futuros. A aspirina, e mais recentemente as estatinas tém revelado efeitos
pleiotropicos, como: ac¢Ges imunomoduladoras, antitrombogénicas e anti-
inflamatoérias. Tais medicamentos podem ser uma alternativa para a prevencao
primaria e secundaria destes eventos entre pessoas que convivem com o HIV.68

Estudos observacionais e de intervencéo tém avaliado a acdo das estatinas na
melhoria da funcdo endotelial e na progressdo do espessamento da carétida em
individuos com e sem HIV. Tais estudos utilizaram técnicas ultrassonogréaficas nao
invasivas, como a DILA que mede a dilatacao fluxo mediada da artéria braquial, e a
EMI, que mede o espessamento da carétida e apresentaram resultados conflitantes.®-
12 para contribuir nessa discusséo, nosso estudo propde avaliar os fatores associados
a melhoria da funcéo endotelial e espessura da carétida medidas por DILA e EMI em
individuos com HIV, com carga viral controlada que foram tratados com a associagcao
de atorvastatina + aspirina durante 6 meses.
METODOS

Este € um estudo que envolveu 38 pacientes, participantes do braco de
intervencao num ensaio clinico que foram tratados com a associagao de atorvastatina
20mg+ aspirina 100mg ao dia por 6 meses. Os pacientes tinham baixo risco
cardiovascular medido pelo Escore de Framingham (ERF), eram tratados com

esquemas de 2 inibidores da transcriptase reversa nucleosideo e 1 inibidor ndo
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nucleosideo e carga viral indetectavel. Tal ensaio avaliou a resposta da associagao
medicamentosa por medidas ultrassonograficas através da dilatacédo fluxo mediada
da artéria braquial (DILA) e espessamento da cardtida (EMI). Nosso estudo de caso-
controle foi dividido em duas partes. Na primeira, consideramos como casoS 0S
pacientes que obtiveram resposta positiva a dilatagdo =10% da artéria braquial medida
por DILA e controles os que ndo obtiveram tal resposta. Na segunda parte, foram
considerados casos 0s pacientes que apresentaram a reducdo na progressdo do
espessamento da camada intima média da carotida (EMI) e controles os que nao
obtiveram reducdo do espessamento. Apds selecionados, osgrupos foram avaliados
quanto a possiveis associacdes dos fatores com a resposta positiva a DILA e ao EMI.

Os pacientes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco sob o nimero 13097213.2.0000.5208 e conduzido no ambulatério de
doencas infecciosas e parasitarias do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco/Recife, Brasil.

Todos os dados clinicos e sociodemograficos foram coletados das fichas dos
pacientes que participaram do ensaio clinico. Os resultados das medi¢cfes vasculares
foram coletados dos registros obtidos do referido estudo, enquanto as técnicas

encontram-se descritas a seguir.

MedicBes vasculares

Utilizou-se aparelho de ultrassom modelo LOGIQe BT12 DICOM 3.0 AUTO
IMT, da General Electric® (GE) com transdutor Linear multifrequencial GE 9-L RS,
trabalhando-se numa frequéncia entre 7 -10 MHz. As medidas foram realizadas de
acordo com técnicas padronizadas.314

DILA: Mediu-se o diametro da artéria braquial em repouso e apés estimulo.
Para causar estimulo na artéria braquial um esfigmoman6metro marca Becton
Dickinson®colocado no braco é inflado 30mmHg acima da presséo sistélica durante 5
minutos, e em seguida liberado. Ap6s 1 minuto da liberacdo da bragadeira o diametro
da artéria € novamente medido. Considera-se dentro da normalidade a dilatacao =
10%.

EMI: A espessura médio-intimal da carétida comum em area livre de placa foi
considerada como medida de referéncia. Avaliou-se em cortes transversal e

longitudinal, desde o segmento proximal até a bifurcacdo e as carotidas internas e
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externas. A medida da EMI foi realizada na parede posterior da carétida comum, a 1
cm proximal a bifurcagdo. A placa carotidea foi definida como uma estrutura focal
estendendo-se no minimo 0,5 mm para a luz do vaso e/ou medindo mais do que 50%

do valor da EMI adjacente e/ou uma medida da EMI maior que 1,5mm.*°

Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o programa IMB- SPSS
versdao 23. P<0.05 foi considerado como estatisticamente significante. Para a
verificagdo da normalidade foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk e a hipétese de
igualdade de variancias através do teste F de Levene. Na avaliagdo de variaveis
numéricas foram utilizados os testes t-Student ou Mann-Whitney quando houve
comparacao entre 0s grupos e t-Student pareado ou Wilcoxon para dados pareados.
Em relacdo as variaveis categoéricas foram utilizados os testes Qui-quadrado de
Pearson ou o teste Exato de Fisher. Os dados foram descritos por médias, desvio
padrdo e mediana para as variaveis numeéricas e percentuais para as variaveis

categoéricas.

RESULTADOS

As caracteristicas dos pacientes sao descritas na Tabela 1. Os resultados
foram: idade (42,63 anos), tempo de diagnéstico (7,59 anos), tempo de terapia
antirretroviral (6,59 anos). Sexo masculino (52,6%), hipertensos (7,9%), diabéticos
(5,26%), tabagistas (15,79%). Algumas caracteristicas foram descritas por subgrupo,
como faixa etaria (21-39 e 40-59 anos), etnia (branco, negro e pardo), estado

nutricional (peso ideal, sobrepeso e obesidade).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes.

Variavel Total
Grupo Total: 38 (100,0)
Idade: Média 42,63 + 8,85
Faixa etéria:
21a39 16 (42)
40 a 59 22 (58)
Sexo:
Masculino 20 (52,6)

Feminino 18 (47,4)
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Etnia:
Branco 15 (39,5)
Negro 4 (10,52)
Pardo 19 (50)
Escolaridade:
Fundamental 13 (34,2)
Médio 18 (47,37)
Superior 7 (18,43)
IMC: 25,29+ 4,83
Estado nutricional:
Peso ideal 23 (60,53)
Sobrepeso 8 (21,05)
Obesidade 7 (18,42)
PAS: 118,68 £ 11,89
PAD: 79,21 + 8,18
HAS:
Sim 3(7,9)
Nzo 35 (92,1)
Historico familiar de doenca cardiovascular:
Sim 12 (31,58)
Nzo 26 (68,42)
DM:
Sim 2 (5,26)
Nzo 36 (94,74)
Habito do tabagismo:
Sim 6 (15,79)
Nzo 32 (84,21)
Tempo de diagndstico: 7,59 + 5,01
Tempo de diagndstico:
Até 1 ano 4 (10,53)
2a5 12 (31,58)
6a10 12 (31,58)
Mais de 10 10 (26,31)
Tempo de TARV: 6,59 + 4,80
Tempo de TARV:
Até 1 ano 5(13,16)
2a5b 13 (34,21)
6a10 11 (28,95)
Mais de 10 9 (23,68)

NadirTCD4:

362,34 + 239,51
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CD4: 724,00 + 354,69
Esquema:
AZT+3 TC + EFV 21 (55,26)
TDF + 3TC + EFV 13 (34,22)
AZT + 3TC + NEV 1 (2,63)
NEV + 3TC + TDF 2 (5,26)
AZT + DDI + EFV 1 (2,63)

Indice de massa corporal=IMC; diabetes mellitus=DM; pressdo arterial sistélica=PAS; presséo arterial diastélica=PAD;
hipertensdo arterial sisttmica=HAS; Terapia Antirretroviral=TARV;zidovudina=AZT; efavirenz=EFV; lamivudina=3-TC; NVP,
nevirapina; tenofovir=TDF.

Os dados séo apresentados como médias e desvio padrédo ou n (%) de individuos.

Associagao dos fatores de risco a dilatagdo da braquial (DILA).

Obteve-se associacao estatisticamente significante com a média de idade (P
=0,015). Quando se avaliou por faixas de idade (21-39 anos e 40-59 anos) a
significancia se manteve (P =0,034). Ao se avaliar o grupo de maior faixa etéria
observou-se que houve uma excelente resposta a dilatacdo da artéria braquial
(OR=4,37; IC 95%: 1,07-17,79), comparado ao obtido no grupo de 21-39 anos.

Quando avaliamos o desfecho a partir do sexo obtivemos um resultado
borderline (P =0,076; com OR=3,5 (IC 95%: 0,85-14,41) para individuos do sexo
feminino. Os demais fatores de risco avaliados néo revelaram significancia estatistica:
hipertenséo arterial (HAS; P =0,542); diabetes mellitus (DM; P=1,00); tabagismo (P
=0,383) (Tabela 2).
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Tabela 2. Fatores de risco associados ao DILA.

DILA

Variavel Resposta Nao resposta ValordeP  OR (IC a 95%)
Grupo Total: 24 (63,2) 14 (36,8)
Idade: Média + DP 45,25 + 8,81 38,14 + 7,15 =0,015*
Faixa etaria: =0,034*
21a39 7 (43,8) 9 (56,3) 1,00
40 a 59 17 (77,3) 5(22,7) 4,37 (1,07-17,79)
Sexo: =0,076
Masculino 10 (50,0) 10 (50,0) 1,00
Feminino 14 (77,8) 4(22,2) 3,50 (0,85-14,41)
Etnia: =0,744
Branco 9 (60,0) 6 (40,0) 1,00
N&o branco 15 (65,2) 8 (34,8) 1,25 (0,33-4,79)
Escolaridade: =0,157
Fundamental 11 (84,6) 2 (15,4) i
Médio 9 (50,0) 9 (50,0) *
Superior 4 (57,1) 3 (42,9) *x
IMC: 24,59 + 4,95 26,48 + 4,56 = 0,250
Estado nutricional: n (%) =0,574
Peso ideal 16 (69,6) 7 (30,4) 1,71 (0,30-9,77)
Sobrepeso 4 (50,0) 4 (50,0) 0,75 (0,10-5,77)
Obesidade 4 (57,1) 3(42,9) 1,00
PAS: 119,58 + 13,01 117,14 £ 9,94 =0,747
PAD: 79,17 £ 8,81 79,29 £7,30 =0,767
HAS: =0,542
Sim 1(33,3) 2 (66,7) b
Nao 23 (65,7) 12 (34,3)
Histérico  familiar de =1,000
doenca cardiovascular:
Sim 8 (66,7) 4 (33,3) 1,25 (0,30-5,26)
Nao 16 (61,5) 10 (38,5) 1,00
DM: = 1,000
Sim 1 (50,0) 1 (50,0) b
Nao 23 (63,9) 13 (36,1)
Hébito do tabagismo: =0,383
Sim 5(83,3) 1(16,7) i
Nao 19 (59,4) 13 (40,6)
Tempo de diagndstico: 8,29 + 4,80 6,39 + 5,31 =0,264

Tempo de diagnéstico: =0,152
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Até 5 anos 8 (50,0) 8 (50,0) 1,00
6ou mais 16 (72,7) 6 (27,3) 2,67 (0,69-10,36)
Tempo de TARV: 7,29 £ 4,64 5,39+5,01 =0,149
Tempo de TARV: =0,111
Até 5 anos 9 (50,0) 9 (50,0) 1,00
6ou mais 15 (75,0) 5 (25,0) 3,00 (0,76-11,81)
NadirTCD4: 373,83 £ 247,84 342,64 + 232,25 =0,704
CD4: 754,25 + 391,54 672,14 + 286,80 =0,499
Esquema: =0,724

AZT + 3TC + EFV
TDF + 3TC + EFV
AZT + 3TC + NEV
NEV + 3TC + TDF
AZT + DDI + EFV

13 (61,9)
9 (69,2)
1 (50,0)
1 (100,0)

8 (38,1)
4 (30,8)

1 (100,0)
1 (50,0

*%

*%

*%

*%

*%*

indice de massa corporal=IMC; diabetes mellitus=DM; pressdo arterial sistolica=PAS; presséo arterial diastolica=PAD;
hipertensdo arterial sistémica=HAS; Terapia Antirretroviral=TARV; zidovudina=AZT; efavirenz=EFV; lamivudina=3-TC; NVP,

nevirapina; tenofovir=TDF.

Os dados sao apresentados como médias e desvio padrdo ou n (%) de individuos.
(**) N&o foi possivel ser determinado devido a ocorréncia de frequéncias nulas e muito baixas.

Associacao dos fatores de risco a espessura da carotida (EMI).

N&o foram obtidas associacdes estatisticamente significantes com nenhuma

das varidveis avaliadas com relacdo a reducdo da espessura da cardtida: idade
(P =0,706); sexo (P =0,260);HAS e DM (P =1,00); tabagismo (P =0,131), IMC

(P =0,945) (Tabela 3).
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Tabela 3. Fatores de risco associados a EMI.

Santos Junior GG

EMI
Variavel Resposta Nao resposta Valorde P OR (IC & 95%)
Grupo Total: 29 (76,3) 9 (23,7)
Idade: 41,62 + 8,97 45,89 + 8,07 =0,211
Faixa etaria: =0,706
21a39 13 (81,3) 3(18,8) 1,63 (0,34-7,79)
40 a 59 16 (72,7) 6 (27,3) 1,00
Sexo: = 0,260
Masculino 17 (85,0) 3(15,0) 2,83 (0,59-13,63)
Feminino 12 (66,7) 6 (33,3) 1,00
Etnia: =1,000
Branco 11 (73,3) 4 (26,7) 1,00
N&o branco 18 (78,3) 5(21,7) 1,31 (0,29-5,95)
Escolaridade: =0,782
Fundamental 9 (69,2) 4 (30,8) i
Médio 14 (77,8) 4(22,2) *
Superior 6 (85,7) 1(14,3) *x
IMC: 25,14 + 4,63 25,78 £ 5,72 =0,945
Estado nutricional: =0,757
Peso ideal 17 (73,9) 6 (26,1) *
Sobrepeso 7 (87,5) 1(12,5) *x
Obesidade 5(71,4) 2 (28,6) *x
PAS: 117,24 + 10,66 123,33 + 15,00 =0,272
PAD: 79,31+7,53 78,89 + 10,54 =0,653
HAS: = 1,000
Sim 3(100,0) - b
Nao 26 (74,3) 9 (25,7)
Historico familiar de =0,423
doenca cardiovascular:
Sim 8 (66,7) 4(33,3) 1,00
Nao 21 (80,8) 5(19,2) 2,10 (0,45-9,86)
DM: = 1,000
Sim 2 (100,0) - b
Nao 27 (75,0) 9 (25,0)
Hébito do tabagismo: =0,131
Sim 3(50,0) 3(50,0) 1,00
Nao 26 (81,3) 6 (18,8) 4,33 (0,70-27,01)
Tempo de diagndstico: 7,57 +5,18 7,67 +4,72 =0,836
Tempo de diagnéstico: =0,706
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Até 5 anos 13 (81,3) 3(18,7) 1,63 (0,34-7,79)
6 ou mais 16 (72,7) 6 (27,3) 1,00
Tempo de TARV: 6,91 +5,10 (6,00) 5,56 + 3,78 (6,00) = 0,593
Tempo de TARV: =1,000
Até 5 anos 14 (77,8) 4(22,2) 1,17 (0,26-5,24)
6ou mais 15 (75,0) 5 (25,0) 1,00
NadirTCD4: 350,24 + 236,88 401,33 + 258,22 =0,583
CD4: 750,83 + 375,59 637,56 + 277,67 = 0,410
Esquema: =1,000
AZT+3TC + EFV 15 (71,4) 6 (28.6) ok
TDF + 3TC + EFV 10 (76,9) 3(23.1) o
AZT+3TC + NEV 1 (100,0) - b
NEV + 3TC + TDF 2 (100,0) - *
AZT + DDI + EFV 1 (100,0) - *

indice de massa corporal=IMC; diabetes mellitus=DM; pressdo arterial sistolica=PAS; pressdo arterial diastélica=PAD;
hipertensdo arterial sistémica=HAS; Terapia Antirretroviral=TARV; zidovudina=AZT; efavirenz=EFV; lamivudina=3-TC; NVP,
nevirapina; tenofovir=TDF.

Os dados séo apresentados como médias e desvio padréo ou n (%) de individuos.

(**) N&o foi possivel ser determinado devido a ocorréncia de frequéncias nulas e muito baixas.
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DISCUSSAO

Nosso estudo avaliou pacientes com HIV controlado com terapia antirretroviral
e baixo risco cardiovascular que utilizaram a associacdo atorvastatina + aspirina
durantes 6 meses. Realizou-se uma analise exploratéria como forma de avaliar fatores
associados a resposta positiva ao tratamento, através das técnicas vasculares DILA
e EMI.

Os resultados revelaram que os individuos pertencentes a maior faixa etaria
(entre 40 e 59 anos) responderam positivamente a associacdo atorvastatina +
aspirina, ou seja, com aumento da vasodilatacédo ao final do estudo. Podemos inferir
gue tal resultado ocorreu devido a possibilidade dos individuos de maior faixa etaria
encontrarem-se a mais tempo sob tratamento antirretroviral, e consequentemente,
maior periodo de controle da viremia e inflamacéo, fatores desencadeantes da
disfuncéo endotelial. Estes achados aproximam-se aos obtidos por outros autores, 0s
qguais comprovaram que em pacientes com elevado nivel de replicacdo do virus ha
uma piora na dilatacdo da artéria braquial.1® Contrariamente, quanto maior o controle
viral melhor também serd a funcdo do endotélio.!” Outra hipétese seria que os
individuos com mais idade, mais sujeitos as consequéncias do processo
aterosclerotico relacionado a idade somado aos efeitos do HIV, por serem mais
intensos, seriam mais sensiveis as acdes pleiotroficas da associacao de atorvastatina
+ aspirina. Tais resultados do DILA revelam informacdes importantes que podem ser
promissoras na prevencdo de doencas cardiovasculares em individuos com HIV.
Nesta faixa etéria tais eventos ocorrem com maior frequéncia e o uso da associagcao
medicamentosa atorvastatina + aspirina pode ser realidade futura em possivel
prevencao primaria entre individuos com HIV e baixo risco cardiovascular. Guidelines
mais recentes das diversas sociedades médicas ndo recomendam tal indicacdo em
individuos com este perfil, haja vista ndo haver evidéncias suficientes que suportem
esta pratica.181°

Quando avaliamos a resposta a partir do sexo obtivemos um resultado
borderline, no qual a OR para o grupo do sexo feminino foi igual a 3,5. Apesar da nao
significancia estatistica, tal resposta nos chama a atencdo, pois sugere que as
mulheres poderiam ter melhor resposta que os homens ao tratamento com
atorvastatina + aspirina. Os estudos sugerem que entre as pessoas que vivem com

HIV as mulheres apresentam maiores niveis de ativacdo imune e inflamacéo do que
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homens.?? Considerando que as medicacGes em uso tém importante efeito redutor da
inflamacédo, mecanismo intrinsecamente relacionado a progresséo da aterosclerose,
poderiamos inferir que esta seria a possivel razdo de uma resposta mais evidente nas
mulheres do que nos homens. Nosso estudo ndo foi capaz de confirmar tal
associagao, porém outros que envolvam um maior nimero de individuos, possam ter
poder suficiente para obter significAncia estatistica. Estudos que relacionem o sexo
com resposta na funcéo endotelial seriam importantes.

Os esquemas antirretrovirais utilizados ndo se associaram significativamente
com as respostas da DILA e EMI, porém tais esquemas nédo utilizam inibidores da
protease (IP). Sabe-se que dentre os medicamentos utilizados na atualidade os IP
provocam maiores disturbios metabdlicos que os demais e conseguentemente
predispdem a maior risco cardiovascular.?! Dube et al??> num estudo transversal que
compara individuos com ou sem uso de IP ndo observou diferenca na resposta ao
DILA, entretanto diversos autores encontraram maior espessamento da carétida
medida por EMI em usuérios de IP quando comparados aos ndo |P.2324

Tabagismo néo se associou as respostas do DILA nem EMI. Estudo recente
demonstrou que o habito de fumar resulta em piores resultados de controle viral e
resposta imunoldgica,®® os quais como ja foi dito anteriormente resultam em maior
risco cardiovascular. Estudo de coorte relaciona tabagismo a pior progressédo do
espessamento de carétida.?® Mais estudos que avaliem tal associacdo sé&o
necessarios ser conduzidos, pois no nosso estudo a prevaléncia de tabagismo entre
os participantes foi pequena. Deve-se pontuar também o baixo risco cardiovascular
entre os individuos participantes do nosso estudo. Sendo o risco cardiovascular a
medida de um conjunto de fatores, tal conjunto pode influenciar no desfecho final.

Nossos achados nédo revelaram nenhuma relacéo entre obesidade e resposta
na funcdo endotelial medido por DILA nem na progressao da espessura da car6tida
(EMI). Num estudo de coorte que acompanhou pacientes obesos com HIV e comparou
com obesos sem HIV observou disturbios no metabolismo da glicose e inflamacéo
guando comparou 0s casos com 0s controles, porém o DILA e EMI nao diferem entre
os dois grupos.?’ Estudos demonstram relacdo entre lipodistrofia e pior funcéo
endotelial’® e maior espessamento da carétida, especialmente entre os individuos com
obesidade visceral.?® No nosso estudo ndo diagnosticamos lipodistrofia, apenas
avaliamos a composi¢cdo corporal pelo indice de massa corporea (IMC) e

classificamos os individuos de acordo com as faixas para baixo peso, eutrofia,
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sobrepeso ou obesidade. Entretanto por ser alta a prevaléncia de lipodistrofia entre
pacientes com HIV, e o IMC nao ser um indice que possa nos fornecer correlacdo com
este disturbio, tal fator de risco deve ser avaliado nestes individuos.

A associacdo da idade com a resposta positiva ao tratamento foi diferente
quando comparados os meétodos utilizados para a sua avaliacdo: enquanto o DILA
mostrou melhora com o tratamento em faixa etéria mais elevada, a avaliacdo da EMI
nao mostrou essa diferenca entre os grupos. DILA e EMI sdo métodos frequentemente
utilizados como medidas substitutas para a aterosclerose subclinica. Enquanto a EMI
identifica as anormalidades estruturais precoces, a DILA, considerada um bioensaio
endotelial, avalia a integridade funcional do vaso.3° H4 dados demonstrando que os
dois métodos séo unicos e independentes e que ndo apresentam correlacédo entre si,
apesar de serem validos para detectar a aterosclerose subclinica. Eles provavelmente
refletem aspectos e estagios diferentes da aterosclerose precoce.®*3! Portanto, a
divergéncia dos resultados no nosso estudo é coerente com a literatura e mostra que
a DILA se mostrou capaz de identificar beneficio do uso da associacdo da
atorvastatina + aspirina em individuos com HIV com idades entre 40-59 anos
comparados aos mais jovens.

Destacam-se como pontos fortes do estudo a selecdo de individuos com baixo
risco cardiovascular e em uso de medicamentos antirretrovirais com baixo potencial
de provocar disturbios metabdlicos. Tais caracteristicas permitiram que fossem
investigados possiveis efeitos dos medicamentos e os fatores associados a melhor
desfecho numa fase precoce da doenca aterosclerética, ou seja, periodo onde
ocorrem as alteracfes no endotélio vascular e, sujeito a reversibilidade do processo.
Um possivel ponto fraco a ser destacado, porém deveu-se ao fato de que o nimero
de individuos envolvidos no estudo foi pequeno. Tal amostra pode ter sido insuficiente
para que pudéssemos detectar possiveis associacfes a fatores que porventura
poderiam ser evidenciadas num quantitativo maior de individuos.

O estudo revelou que o fator idade tem influéncia na melhoria da funcéo
endotelial em individuos com HIV e baixo risco cardiovascular em uso da associa¢ao
atorvastatina + aspirina. Mostrou que a DILA é o método capaz de evidenciar este
efeito. Estudos semelhantes que envolvam maior numero de individuos sé&o
necessarios para confirmar nossa hipétese e embasar a utilizacdo precoce da

associagao atorvastatina +aspirina em individuos com idades entre 40 e 59 anos, sob
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tratamento antirretroviral e com baixo risco cardiovascular para a prevencdo da

doenca cardiovascular.
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Apesar das enormes adversidades enfrentadas, o Grupo de Pesquisa pbde
conduzir um ensaio clinico com tal complexidade em pleno nordeste do Brasil,
provando que é possivel realizar aqui pesquisa com qualidade comparavel a grandes
Centros internacionais. Devemos também salientar o contributo na elucidacédo de
diversas perguntas que ainda permeiam as questdes relativas aos temas em questao.
Tais temas séo relativamente novos para a ciéncia, porém as futuras solucdes serdao
de capital importancia para os pacientes que enfrentam tantas adversidades.

Com relacdo aos pacientes envolvidos no estudo podemos afirmar que foram
beneficiados, pois tiveram a oportunidade de realizar exames pouco acessiveis na
Rede. Foram feitas investigacdes minuciosas, e individuos com alteracdes ndo sé em
cardtida, mas inclusive na glandula tireoide obtiveram encaminhamento para
investigacao e tratamento. Devemos salientar adicionalmente a aquisicdo do aparelho
de ultrassom com Doppler, obtido através de verba com projeto submetido ao CNPq.
Tal aparelho integra-se ao patriménio da Universidade e tera fungcdo importante para
o desenvolvimento de futuras pesquisas.

O estudo conseguiu atingir os objetivos a que se propds. Apesar de nao ter
encontrado diferencas na funcéo endotelial, espessamento da carétida e inflamacéo,
a partir de uma subanalise pudemos detectar que pessoas de maior faixa etaria podem
se beneficiar da associacéo atorvastatina com acido acetilsalicilico. Diante do exposto,
sera importante que outros estudos de intervencdo sejam conduzidos e utilizem a
associacdo medicamentosa por mais que seis meses em individuos com maior faixa

etaria.
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APENDICE A - FORMULARIO DE INCLUSAO DE PACIENTES

ENSAIO CLINICO — ATORVASTATINA/AAS

Nome

Santos Junior GG

Cadigo Data entrada Registro

CRITERIOS DE INCLUSAO:

1) Idade entre 218 e <50 anos? S [] N[

2) Uso de esquemas que utilizem 2 Inibidores da Transcriptase Reversa Analogo de
Nucleosideos (ITRN) + 1 Inibidor da Transcriptase Reversa N&do Analogo de

Nucleosideo (ITRNN) S| | N L[]
3) Usode TARV entre 6 al18 meses S [] N L[]
4) Baixo Risco Cardiovascular S [] N [
Escore de Risco de Framingham %

CRITERIOS DE EXCLUSAO

1) Historico de internagdo hospitalar e/ou infec¢des oportunistas nos ultimos 90 dias ?

s U N [

2) Histérico de disfungéo hepatica cronica? S ] N [
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Disfuncao tireoidiana? S ] N

Doencga auto-imune (lUpus, artrite, etc.)? S ] N ]

Histérico de hepatite BouC? S [ Nl

Gravidez ou amamentagdo? S ] N O

Uso atual ou até 6 meses antes de:estatinas, fibratos, ezetemibe, dmega 3, AAS,
antiinflamatorios, anticoagulantes orais, interferon, interleucinas, horménio do
crescimento, imunoglobulinas, glicocorticoides (inclusive os de uso intranasal) ou

outros imunossupressores (ciclosporina, metotretaxe, azatioprina, etc.)S|:|N ]

Uso atual de: Ciclosporina, eritromicina, cetoconazol, metotrexato, digoxina,
hipoglicemiantes orais, antiagregantesplaquetarios, acido valpréico?

s [ NL]

Abuso de &lcool? S [ N [

Vc ja sentiu necessidade de parar de beber? S L1~ [

Vc ja se sentiu chateado por pessoas que criticam seu habito de beber? S L In [
Vc ja se sentiu culpado por beber? S [ 1 ~n [

Vc ja bebeu alcool de manha para acordar? S L In [

Mayfield et al. The CAGE Questionnaire 1974.

2 Respostas SIM indicam abuso de alcool.

10) Prévia intolerancia a estatinas e/ou AAS? S ] N

11)Hemofilia? S [ N [

12)TGO e TGP = 120 UI/L, CPK 2 167 U/L? S [ N [
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V Diretriz Bras. de Dislipidemias e prevengdo da Aterosclerose. SBC 2013.

13) Trauma muscular recente ou cirurgia realizada até 4 meses anteriormente?

s [ N [

14)Histérico de doenca cardiovascular, gastrite, diabetes, cancer e disfuncéo renal?

s NL]
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APENDICE B — FORMULARIO PRIMEIRA CONSULTA

Formulario 12 Consulta ENSAIO CLINICO — ATORVASTATINA/AAS

Nome

Codigo Data entrada Registro

TEL.

CONTATO op___/ oP / op / OP__
oP / OP / OP__

e-mail /

Endereco Completo

Fund. Incom Sup. Incom I:I

Fund. Compl I:I Sup Compl I:I
Médio Incom I:I Pés grad. I:I
Médio Compl I:I

BR I:I
PAR I:I
PRE I:I
AM I:I
IN I:I

(IBGE — 2009)
(IBGE 2009)
Idade Sexo Escolaridade Raga
Data Diagndstico da infecgdo HIV Data de Inicio TARV / /
Esquema de TARV em uso
Uso atual de Outros medicamentos? S D N D (Descrever na tabela abaixo)
Medicamento Dose Posologia Via Indicagao Data inicio Data
término

CondigGes oportunistas prévias

Tabagismo atual? S D N D tempo

Drogas ilicitas atual ? S D N D Qual?

Histdria de Dgas anteriores Diabetes S D N D

Dislipid S DNDDgas cardiovasculares? S D N D Qual?

HAs s [ I n [

Etilismo atual? S D N D Quantas X por semana?
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APENDICE C - FICHA DE EVOLUCAO E EVENTOS ADVERSOS

ENSAIO CLINICO — ATORVASTATINA/AAS

Mome Codigo
EVOLUGCAOD
N
PARAMETRO MES 2 MES 3 MES 4 MES 5 MES 6
Data Data Data Data Data
A/ /1 —/_/ S/ |_/ —
Estado geral R [re [B [ R [RE B R | RE B R [rRE [B AlrE[ B
Gravidez 5 M 5 M 5 N 5 M 5 M
Alteracdo do S M S N S M s M s M
esquema ARV?
Uso regular dos 5 M 5 M 5 M s M s M
|_medic. 2
Evento s THE N s N s M s M
cardigw?
Trauma ou 3 M 5 M 3 M 5 M 5 M
cirurgiade
grande porte?
Infeccdo aguda s M s M s M s M s M
grave’?
TGO e TGF = | s NS N s N s M s M
120 UKL 7
CPK = 167 | s M 5 N 5 M 5 N 5 M
uL?
- R = ruim, RE = Regular, B = Bom
=  5=5im,_ M=MNi3o
EVENTOS ADVERSOS [Ocorreu algum efeito colateral neste dltimo més?)
EVENTO MES2 | MES3 | MES 4 | MESS | MESG GRAUS DE TOXICIDADE
Toracicoe S (M |S M 5 M 5 M 5 M -
G1l— Nrequertratamento.
Mediastingl q
Aumento de SN s N o L N R I G2 - Os sintomas fi alteram a vida
pEse do paciente
TGl 5 N 5 N 5 N 5 N 5 N p :
. 53— Ossintomas alteram a vida do
Musculo S (M |S M 5 M 5 M 5 M . P
L paciente. Hospitalizacao ou
esquelético cirurgia de pequeno porte
Olhos 5 N 5 N 5 N 5 N 5 N g peq P :
G4 — Hospitalizagdo prolongada
Ouvidos 5 | N 5 M 5 M 5 M 5 M . .
e/ou cirurgia de grande porte.
fatings, laringe SIMps N SO L I L R * (Classificar os graus abaixo
Pele 5 N 5 N 5 N 5 N 5 N dos
TGU 5 N 5 N 5 N 5 N 5 N
MNeuroldgico SN [S |NMN S [N [S [N |[S |N

b
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APENDICE D - FICHA DE REGISTRO DE RESULTADOS LABORATORIAIS,
CONTROLE DE MEDICACAO E AGENDAMENTO.

RESULTADOS DE EXAMES LABORATORIAIS E CONTROLE MEDICACAQ

EXAME SEMO  |lAB.| SEM4 |1AB.| SEMS SEM 12 |LAB| SEM 16 SEM24 | LAB
Data Data Data Data Data Data

S A VO A O I A O Y A Y v

COL

HDL

LDL

1GC

CPK

TG0

TGP

CD4

v
MEDICACAO
1MES
MEDICACAD
2 MESES

AGENDAMENTO RETORNOS

SMO | SIM4 | SEMS | SEML | SEM16 | SEMM
RETORNO | (US, ColMed) | (Cob Med) |  (Med.) | (US,ColMed) |  (Med.) | (US,ColMed)

Data Data Data Data Data Data
S N N Y N N S A U A A A A A
REAGENDAMENTO Data Data Data Data Data Data

S R N S S N ) ) Y A
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APENDICE E - FICHA DE REGISTRO DE RESULTADOS
DE EXAMES DE IMAGEM

RESULTADOS DE IMAGEM

EXAME SEM 0 SEM_12 SEM 24
Data__/_/ Data__/_ [/ Data__/ [
IMT Dir. M&x. Méx. Méx.
Média Media Media
IMT Esq. M&x. Mé&x. Méx.
Média Meédia Meédia
BD Antes Int. Int. Int.
Ext. Ext. Ext.
BD Apods Int. Int. Int.
Ext. Ext. Ext.
BE Antes Int. Int. Int.
Ext. Ext. Ext.
BE Apos Int. Int. Int.
Ext. Ext. Ext.
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APENDICE F — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido o (a) Sr.(a) para participar, como voluntério (a), da pesquisa:

“Efeito da Atorvastatina/acido acetilsalicilico versus placebo em pacientes com
Hiv em uso de Antirretrovirais e com baixo risco cardiovascular na funcao

endotelial e na inflamacdo: um ensaio clinico randomizado.”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Gerson Gomes Dos Santos Junior

TELEFONE: (81) 9560-6785
E-MAIL gergomes@yahoo.com.br

PESQUISADORA PARTICIPANTE:  14015isa Ramos Lacerda de Melo

TELEFONE: (81)2126-3902 (81) 9213-3885
helramos@terra.com.br
E-MAIL
PESQUISADORA PARTICIPANTE Fabiana Gonzaga
(81) 9720-9959
fagonzaga@gmail.com
PESQUISADORA PARTICIPANTE Kaliene Maria Estevao Leite

(81) 9827-0270
Kaliene_pe@hotmail.com

Apés ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma
delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé
ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar
o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Federal de Pernambuco no endere¢o: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar,
sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: 2126.8588 — e-mail:
cepccs@ufpe.br).

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:


mailto:gergomes@yahoo.com.br
mailto:helramos@terra.com.br
mailto:fagonzaga@gmail.com
mailto:cepccs@ufpe.br
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Vocé esta sendo convidado(a) para participar desta pesquisa porque € paciente que faz
tratamento no ambulatorio do Servico de Doencas Infecciosas. Este documento é chamado
termo de consentimento livre e esclarecido, que contém informacdes sobre a pesquisa. Apés
ler este termo e discutir suas dlvidas com a equipe responsavel pelo estudo, vocé decidira se
quer ou nédo participar. Se quiser, vocé duas testemunhas e um dos pesquisadores assinaréo e
datardo duas vias deste documento. Uma delas ficarda com vocé e outra ficara arquivada com os
pesquisadores.

E importante que vocé saiba que sua participagdo € totalmente voluntaria. Vocé pode decidir
participar ou ndo, a qualquer momento sem prejuizo algum para o seu acompanhamento médico
ou para o seu tratamento.

Por que esta pesquisa esta sendo feita e quais sdo os objetivos?

A pesquisa esta sendo realizada para saber se o uso diario de alguns medicamentos podem
reduzir a inflamacéo causada pelo Hiv e pelos medicamentos usados no seu tratamento. Se a
inflamacao puder ser reduzida, o risco com futuros problemas cardiacos e vasculares também
pode ser reduzido e ajudar aos portadores do Hiv a prevenir certas doencgas.

O que eu deverei fazer se decidir participar da pesquisa?

Durante seis meses além dos medicamentos que toma para controlar o Hiv, vocé tera que
tomar mais dois medicamentos por dia. A cada més durante os seis meses tera que vir receber
0s medicamentos e responder um questionario sobre o uso e os efeitos destes medicamentos.
O preenchimento deste questionario podera exigir até meia hora do seu tempo.

Vocé tera que fazer exames de sangue, antes de iniciar os medicamentos, no primeiro, no
terceiro e no sexto més da pesquisa.

Vocé tera que fazer exames de ultrassom nas veias do brago, antes do iniciar os

medicamentos, no terceiro e no sexto més da pesquisa.
Um grupo usara Atorvastatina 10 a 20mg 1 comprimido por dia + &cido acetil salicilico 100mg
1 comprimido por dia. O outro grupo vai tomar comprimidos feitos sem remédio nenhum, para
que os pesquisadores possam comprovar se 0 medicamento faz ou nédo o efeito esperado. O
paciente receberd uma quantidade de 60 comprimidos para tomar durante o més e nao pode
saber se esta tomando medicamento de verdade ou comprimidos sem remédio.

Quantas pessoas participardo da pesquisa?

Serdo 90 pessoas portadoras do Hiv e que usam medicamentos para controlar o virus. A
participacao é voluntaria.

Quanto tempo durara a pesquisa?
Aproximadamente dois anos, mas a sua participagao serd de apenas seis meses.
Eu corro algum risco por participar deste estudo?

Os medicamentos do estudo ja sdo receitados pelos médicos para a populagdo em geral. A
atorvastatina € usada normalmente para baixar o colesterol e triglicerideos. O acido acetil
salicilico é usado para tratar inflamac8es e prevenir formacdo de trombos (afinar o sangue).
Raramente causam efeitos colaterais, mas eles podem acontecer, e 0S que mais ocorrem séo
dor no estdbmago e no musculo. Caso ocorra algum destes efeitos vocé deve falar quando vier
para o acompanhamento mensal, ou entrar em contato a qualquer momento do dia ou da noite
com o0s pesquisadores ou os médicos que estardo lhe acompanhando. O acompanhamento
mensal também servird para prevenir ou evitar os efeitos colaterais. Mulheres grévidas, que
desejam engravidar ou estejam amamentando ndo devem participar do estudo.

Eu terei algum beneficio por participar deste estudo?
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Os resultados poderéo ser de utilidade para melhorar o tratamento das pessoas portadoras do
Hiv.

Sua participacdo neste estudo nao interferird no tratamento que vocé esta recebendo nem no
acompanhamento habitual que realiza no hospital.

Além disso vocé tera beneficios diretos com a sua participagdo, como acompanhamento mais
préximo dos profissionais que fazem parte do servico e da equipe de pesquisadores, maior
numero de consultas, melhor deteccdo de problemas e dificuldades relativas a sua patologia
com consequentemente maior resolutividade, acesso a exames médicos altamente
especializados e de alto custo ndo disponiveis na rede publica e/ou privada.

Eu receberei algum dinheiro pela participacdo neste estudo?
A participagdo é voluntaria, as pessoas néo serdo remuneradas em dinheiro.
Terei despesas por participar desta pesquisa?

Vocé nao tera nenhuma despesa por participar deste estudo. Os medicamentos exames e
consultas, assim como qualquer atendimento néo serdo pagos pelo voluntério.

Minhas informag¢des pessoais serdo divulgadas?

Os dados do estudo sédo confidenciais e apenas terdo acesso a eles os pesquisadores
envolvidos no estudo, o pessoal autorizado que analisara os dados, o comité de etica que
aprova a realizacdo da pesquisa (comité de etica em pesquisa do centro de ciéncias da salde
da universidade federal de Pernambuco).

Nenhum resultado desta pesquisa divulgara dados pessoais que possam identifica-lo(a). Os
resultados desta pesquisa serdo analisados e possivelmente publicados em revistas médicas,
mas em momento algum seu nome sera exposto ou divulgado. Toda a informac&o sera
registrada de forma anénima .

Este material serd arquivado de forma a garantir acesso restrito aos pesquisadores envolvidos,
e serd guardado por cinco anos. Depois dos cinco anos os formulérios serdo destruidos
(queimados).

As informagdes somente poderdo ser divulgadas de forma andnima e serdo mantidas nos
computadores e arquivos da sala do grupo de pesquisa (epidemiologia, manifestac8es clinicas
dainfeccdo pelo Hiv/Aids, complicacfes da terapia anti-retroviral e resisténcia viral nainfec¢céo
pelo Hiv/Aids), localizada no oitavo andar do hospital das clinicas /universidade federal de
pernambuco (UFPE) — Av. Prof. Moraes Rego 1235, Cidade Universitéria - Recife (Departamento
de Doengas Infecciosas e Parasitarias-DIP), sob a responsabilidade da Profa. Dra. Heloisa
Ramos Lacerda de Melo.

Quais as minhas alternativas caso ndo queira participar ou desista de participar deste estudo ?

Se vocé ndo quiser participar deste estudo seu acompanhamento de salde habitual continuara
a ser feito no Servico de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da UFPE
ou do Hospital Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco (UPE). Vocé nédo deixara de
receber nenhum cuidado disponivel por ndo participar da pesquisa.

Quais s&@o os meus direitos como voluntario(a) em uma pesquisa?

A participacdo nesta pesquisa tem caréater voluntario e ainda que vocé decida participar,
conserva a possibilidade de se retirar a qualquer momento e por qualquer motivo, sem prejuizo
algum para vocé. Esta decisdo nao afetara a suarelagcdo com o seu médico/s nem 0 seu acesso
a futuros tratamentos.

Caso vocé tenha alguma necessidade de ser atendido por complicagdes com o uso dos
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medicamentos, os médicos e os Hospitais envolvidos napesquisa estardo a qualquer momento
disponiveis para prestar seu atendimento.

Se decidir participar, sera solicitado que vocé dé o seu consentimento por escrito assinando
este documento.

Em que situacBes devo procurar imediatamente os pesquisadores?

1) Cirurgias de grande porte

2) Acidentes que causem fraturas de ossos e machuquem o musculo.

3) Caso engravide.

4) Caso tenhaum problema do tipo enfarto do coracéo ou acidente vascular cerebral (AVC
- derrame).

5) Dor ou fragueza no musculo acompanhado de febre e urina escurecida.

6) Reacdo alérgica ou problema na pele.

Quem devo procurar em caso de davidas?

Se tiver alguma duvida sobre sua participacdo nessa pesquisa ou sobre as informacgdes
contidas nesse termo de consentimento livre e esclarecido, favor entrar em contato com:

Gerson Gomes dos Santos Junior (81) 95606785
Heloisa Ramos Lacerda de Melo (81) 9213-3885
Fabiana Gonzaga (81) 9720-9959

Kaliene Maria Estevao Leite (81) 9827-0270
SERVICO DE DOENCAS INFECCIOSAS
HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE, 8°. ANDAR

FONES: (81) 2126-3902 / (81) 9213-3885/ (82) 8886-3495

NOME E ASSINATURA DO PESQUISADOR

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/
CPF/

abaixo assinado, concordo em participar do estudo como sujeito. Fui devidamente informado(a)
e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre apesquisa, 0s

procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢cdo de meu acompanhamento/
assisténcial/tratamento.

Local e data

Assinatura do voluntério ou responsavel:
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Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e aceite do sujeito em participar.

02 testemunhas (imparciais)

Nome:

Assinatura:

Data / /

Nome:

Assinatura:

Data / /
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APENDICE G - VERSAO DO ARTIGO ORIGINAL 1 EM INGLES

The effect of atorvastatin + aspirin on endothelial function and inflammation in
patients with HIV and low cardiovascular risk: a randomized, double blind
clinical trial.

Gerson Gomes dos Santos Juniorl,Adriana Ferraz de Vasconcelos?,Emmanuelle
Tenério Albuquerque Madruga Godoi?, Kaliene Maria Estevdo Leite!,Paulo Sergio

Ramos de Araujo®, Heloisa Ramos Lacerdal?.

Post-Graduation Program in Tropical Medicine, UFPE, ? Department of Clinical

Medicine, UFPE, Department of Tropical Medicine, UFPE

Conflicts of interest: The authors have no conflicts of interest to declare.
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Objectives

We assessed whether an association of atorvastatin with aspirin is more effective than
placedo in reducing cardiovascular disease and inflammation in HIV patients.
Methods

For a period of 24 weeks, we evaluated the effect of atorvastatin associated with
acetylsalicylic acid on endothelial function and inflammation in 99 patients with HIV, on
antiretroviral therapy and with low cardiovascular risk. All patients presented with an
undetectable viral load, and were taking nucleoside and non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors. The study subjects were assigned to the intervention group:
they took 20mg atorvastatin per day associated with 100mg aspirin, compared to the
controls, who took placebo. The endothelial response was evaluated by flow-mediated
dilation (FMD) of the brachial artery and the intima-media thickness (IMT) of the carotid
was measured by ultrasound at 0, 12 and 24 weeks. The levels of inflammatory
markers IL-1B3, IL-6, ICAM-1, VCAM-1, IFN-y, VCAM-1 and us-CRP were also
measured.

Results

Vasodilatation, measured by FMD (-0.01mm vs 0.00mm P = 0.981), did not increase
in the intervention group when compared to the placebo group. No change was
detected in the progression of carotid IMT (-0.02 mm vs 0.00mm P = 0.486). There
was no significant reduction in inflammatory markers in either of the two groups. Levels
of cholesterol (CHL) and LDL decreased in the intervention group (-14.79% vs-3.11%P
=0.002), (-19.35% vs -0.94% P = 0.009) respectively.

Conclusions

No significant differences were observed in the FMD, IMT, or inflammatory markers
after a 24-week period of use. Levels of CHL and LDL were reduced, as confirmed by
similar studies. Further studies are needed to clarify the impact of the use of statins
and aspirin on endothelial function and inflammation. Longer periods of time should

also be studied.
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Introduction

The occurrence of cardiovascular complications is more frequent among HIV-infected
individuals than among people in the general population [1, 2]. This phenomenon is
partly due to the use of antiretroviral therapy [3]. In recent years, other causes for the
occurrence of such events have been revealed, such as living with the virus itself,
which triggers a state of persistent inflammation, despite a reduction in the viral load
obtained through taking drugs [4-6]. Endothelium dysfunction is one of the deleterious
consequences of this inflammatory process, an initial stage in atherosclerosis [7].

Faced with such a problem, interventions to reduce cardiovascular risk are
necessary, and reducing inflammation and endothelial dysfunction with
pharmacological approaches, may be an alternative. Statins have demonstrated
pleiotropic effects such as: the capacity to reduce inflammation, immunomodulation,
antithrombogenic action and to improve endothelial dysfunction [8, 9]. There is
consistent evidence that the use of statins reduces the number of deaths due to acute
myocardial infarction or other cardiovascular outcomes, and is indicated in primary and
secondary prevention therapies as the first option to control dyslipidemias in the
general population [10]. Studies involving patients without HIV have demonstrated the
efficacy of statins in controlling inflammation, reducing the intima-media thickness
(IMT) of the carotid artery, and improving the endothelial function measured by flow-
mediated dilation (FMD) [11-13].

Aspirin also possesses pleiotropic effects, which have not been completely
clarified. Its use has been widely disseminated in secondary prevention studies,
confirming its effectiveness in reducing cardiovascular events. In primary prevention,
further investigations have been necessary for the possible expansion of this scenario
[14].

Due to all these factors, the present study set out to evaluate the effectiveness
of atorvastatin associated with acetylsalicylic acid, compared to placebo, in reducing

cardiovascular disease and inflammation in patients with HIV.

Methods
Study design and population
This was a randomized, controlled, double blind trial. The primary outcomes were the

dilation of the brachial artery and the progression of carotid intima-media thickness. As
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a secondary outcome we also sought to evaluate the effect of this association in
reducing inflammation.

By taking the Hurlimannet al. [15] article as our reference, the study sample was
calculated by comparing the mean percentages of FMD after 8 weeks, in both the
intervention and the placebo groups. Intervention consisted of administering a
combination of 20mg atorvastatin and 100mg acetylsalicylic acid per day, compared to
placebo, for 24 weeks. Measurements of the brachial artery dilatation, the carotid
thickness, as well as blood collection in order to evaluate inflammation levels and lipid
markers were performed at 0, 12 and 24 weeks.

The study included 99 subjects, aged between 18 and 60 years, with low
cardiovascular risk, calculated by using the Framingham Risk Score (FRS). All patients
were on antiretroviral therapy, with regimens of 2 nucleoside reverse transcriptase
inhibitors and 1 non-nucleoside inhibitor, and an undetectable viral load. Patients with
AST or ALT three times above the normal limits, creatine phosphokinase (CPK) 2167
U / L and concomitant use of statin, fibrates or acetylsalicylic acid were excluded.

All patients signed the informed consent forms. The study was approved by the
Research Ethics Committee at the Universidade Federal de Pernambuco, with
reference number 13097213.2.0000.5208, and registered with the International
Clinical Trials Registry Platform (RBR-bjm4). The study was conducted at the
infectious and parasitic diseases clinic at the Hospital das Clinicas at Universidade

Federal de Pernambuco/Recife, Brazil.

Clinical assessment

Monthly return visits were scheduled, during which any adverse effects were monitored
and evaluated by the 2002 Brazilian version of the National Cancer Institute Common
Toxicity Criteria [16]. Adherence to treatment was assessed with the Morisky-Green
scale [17]. Possible liver and muscle damage were monitored through the
transaminase and CPK levels. Pre-specified criteria for statin discontinuation included
1) CPK> 5x the normal limit associated with myalgia, myositis, or rhabdomyolysis; 2)
CPK> 10x the normal limit; AST or ALT> 3x the normal limit. In such cases, statins
were discontinued until the patient presented with previously specified ALT, AST and
CPK levels, at which point statins were reintroduced.

Laboratory assessment
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Peripheral blood was collected after 12 hours of fasting. A dry tube was sent to the
hospital's clinical laboratory in order to measure total cholesterol, LDL, HDL,
triglycerides, transaminases, and CPK. Results of the viral load and the CD4 count
were obtained from medical records. Inflammatory markers IL-6, ICAM-1, VCAM-1,
IFN-y, and were examined with the Cytometric Bead Array (CBA) method using the
BD CBA Human (BD Biosciences) kits. Results were generated in tabular and
graphical format using the BD CBA Analysis Software. Ultrasensitive C-reactive protein
(us-CRP) was measured by the latex immunoturbidimetric method in an automatic

analyser that measures absorbance at 570nm, Wienerlab Group, model MD 800iX1.

Vascular measurements

A General Electric® (GE) LOGIQe BT12 DICOM 3.0 AUTO IMT ultrasound device was
used with a GE 9-L RS Linear transducer, working at a frequency of between 7-10
MHz. The measurements were performed according to standardized techniques [18,
19].

FMD: The diameter of the brachial artery was measured at rest and after
stimulation. To stimulate the brachial artery, a Becton Dickinson® sphygmomanometer
placed on the arm was inflated to a level of 30mmHg above the systolic pressure for 5
minutes, and then released. One minute after clamp release, the diameter of the artery
was measured again. Normal dilation was considered 210%.

IMT: The intima-media thickness of the common carotid plaque-free area was
considered as a reference measure. It was assessed in longitudinal and transversal
sections, from the proximal segment to the bifurcation and the internal and external
carotids. The IMT was measured on the posterior wall of the common carotid plaque-
free area. The carotid plague was defined as a focal structure extending at least 0.5
mm to the lumen vessel and/or measuring more than 50% of the adjacent IMT value
and/or an IMT measurement greater than 1.5 mm [20].

Statistical analysis

All analyses were initially performed using the intent-to-treat principle, based on initial
randomization. Since the results of the analyses per protocol did not differ from the
intention to treat, only these are presented.

The Student’s t-tests with equal variances were used for the numerical variables, and

the Mann-Whitney test was used to compare the assessments. The paired data used
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the paired Student’s-t or the Mann-Whitney tests. Data were described in means,
standard deviation and medians. The Pearson's Chi-square test was used for the
categorical variables, or the Fischer's exact test when Chi-square was used. Data were
described in absolute or percentage frequencies. The margin of error used in the
statistical test decision was 5.0% and the intervals for the protocol and intention to treat
were 95.0%.

The choice of the Student's t-tests with equal variances and the paired Student's
t-tests occurred in situations where normal distributions were verified in the Mann-
Whitney and Wilcoxon tests for paired data in cases where normality was rejected.
Normality was verified using the Shapiro-Wilk test and the equality of variances
hypothesis with the Levene F test.

Data was entered onto an EXCEL worksheet and the program used to obtain

the statistical calculations was the IMB-SPSS version 23.

Results
Characteristics of patients included in the study
Ninety-nine patients were randomized for follow-up. Of this initial group, 19 patients
were excluded. Thirteen were from the intervention group (9 did not return for the
scheduled appointment, 2 due to contact loss, 1 did not meet the inclusion criterion
and 1 due to adverse effects). In the placebo group 6 patients were excluded (4 did
not return for the scheduled appointment and 2 moved to another state). The study
was completed with 80 patients, 38 in the intervention group and 42 in the placebo
group (Figure 1).

The characteristics of the patients included in the study are described in Table
1, where characteristics were balanced between the two groups. The mean values of
the intervention and the placebo groups were respectively: (age 42.63 and 44.43
years, P = 0.385), (male 52.6% and 69%; P = 0.132), and (BMI 25.29 and 23.84, P =
0.143). The mean CD4+ count was around 700 in the two groups (724 in the
intervention group and 681 in the placebo). The mean treatment time was around 6.5
years, approximate mean values of the diagnosis times (7.59 vs 6.89). In the
intervention group, 15.8% maintained the habit of smoking, while in the placebo group,
the frequency was 23.8%. The prevalence of diabetes and hypertension was low in

both groups (5.3% vs 9.5% and 7.9% vs 11.9%, respectively). Table 1 also describes
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some subgroup characteristics, such as age range, weight, time of diagnosis and time

of antiretroviral treatment.

Data relating to security
One patient in the placebo group presented with mildly elevated transaminase levels.
Two patients in the intervention group presented with a significant increase in CPK
levels (> 1000 U / L) without myalgia. After one month of follow-up, these patients
returned to normal parameters and continued the treatment. One patient reported
myalgia by telephone contact, but did not return for reassessment and was therefore
excluded from the study.

Measurement variations in the dilation of the brachial artery and intima-media
layer of the carotid arteries

No significant differences were observed in the variations of these arteries. A
small reduction was observed in the brachial dilation of the intervention group, while in
the placebo group it remained constant. When comparing the two groups, no
statistically significant difference was observed (-0.001mm vs 0.00m P = 0.981). It was
detected that the mean carotid thickness in the intervention group was lower after 6
months (-0.02 mm), but there was no statistical significance (Figure 2). No reduction
was observed in the placebo group (Table 2). Statistical significance was not obtained
when comparing the mean variation levels between the two groups (P = 0.486) (Table
3).

Variations in total cholesterol and fractions

The patients in the intervention group presented a reduction in total cholesterol and
LDL levels (-4.79%, P<0.001 and -19.35%, P = 0.007). There was no statistical
significance in the variations of HDL and TGC levels (-3.96%, P = 0.067 and -28.24%,
P = 0.845 respectively). Patients in the placebo group did not achieve a statistically
significant reduction in these indices (CHL-3.11, P = 0.079, HDL -0.75, P =0.518, LDL
-0.94, P = 0.525, TGC-13.42, P = 0.975). The difference between the intervention and
placebo groups was significant in the variations of the CHL and LDL levels (P = 0.002
and P = 0.009). Table 4.

Variations in the inflammatory markers
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Measurements of the following markers were performed: ultrasensitive PCR, ICAM-1,
VCAM-1, IL-1, IL-6 and TNF. The levels were very low in all the assessed markers,
and some could not be detected, such as ICAM-1, IL-1 and IL-6. No significant
reduction was observed in the levels of any of the referred markers. The ultrasensitive
CRP was elevated in both groups, although the mean levels of the basal and final
assessments were normal and no statistical difference was observed (intervention:
basal = 0.22mg/dL and after 6 months = 0.49mg/dL, P = 0.084; placebo:
basal=0.43mg/dL and after 6 months = 0.59mg/dL, P =0.117) (Table 3). No statistically
significant difference was observed between the mean variations of the intervention
(120.64%) and the placebo (103.35%) groups, P = 0.949 (Table 4).

There was a statistically significant reduction in the VCAM-1 levels in each
group after 6 months (intervention -7.69%, P<0.001 and placebo -10.28, P<0.001), but
when the reduction between the two groups was assessed, this statistical significance
was not maintained (P = 0.123). The same is also true of the IFN levels, which
decreased in both groups (intervention -11.93%, P = 0.014 and placebo -4.99%, P =
0.011), but was not maintained when the two groups were compared (P = 0.544). No
statistically significant variations were observed in the TNF levels at 6 months
(intervention 10.42%, P = 0.317 and placebo -1.42, P = 0.225). Table 4

Discussion

This is the first double-blind randomized clinical trial to assess the effect of an
association of statins and aspirin on endothelial dysfunction and inflammation in HIV
patients not taking protease inhibitors (PIs) with a low cardiovascular risk. In our study,
the association of these two drugs was able to reduce LDL levels by 19.35%. On the
other hand, there was no effect on the increased brachial artery dilatation (FMD), the
progression of carotid thickness (IMT) or in reducing inflammatory markers.

One of the primary outcomes measured in this study was the dilation of the
brachial artery (FMD). After 6 months the FMD displayed no differences between the
groups. Two clinical trials published during the past decade, tested the same outcome
in HIV-positive patients taking protease inhibitors and used pravastatin for 8 weeks.
These studies produced conflicting results, since the first involved 20 patients and
demonstrated no improvement in the endothelial response [21]. The second study
involved 29 males taking protease inhibitors (Pl) and demonstrated an improvement in

the FMD [15]. A clinical trial conducted by Zhao et al. [22] used pivastatin for 8 weeks
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and involved 40 HIV-free patients with favourable FMD results. There has been much
conjecture regarding the conflicting results of studies using FMD as a response marker
for treatment. Variability in the technique, inclusion of heterogeneous populations or
an inadequate number of participants may possibly have caused such results [23,24].
The validity of FMD as a measure of cardiovascular risk in the general population and
in HIV still remains undefined. Therefore, more studies are necessary in order to
provide effective verification.

When assessing the outcome of the progression of carotid thickening, we were
also unable to observe a reduction in IMT. Some observational and interventional
studies in individuals with HIV have presented encouraging results in terms of reduced
progression and carotid thickness. In one observational study, 36 HIV-positive patients
taking rosuvastatin were monitored for 2 years, and a reduction was observed of more
than 20% in IMT [25]. In the METEOR Trial study involving 984 non-HIV patients with
low cardiovascular risk and moderate subclinical atherosclerosis, the authors also
used rosuvastatin and observed a reduction in carotid progression [26]. More recently,
Longeneckeret al.[27] conducted a clinical trial in which they selected individuals with
LDL=<130, CRP=2 and HIV seropositivity. They used 10mg rosuvastatin over 2 years
and achieved a reduction in the progression of IMT when compared to placebo. On the
other hand, Zhao et al. [22] failed to obtain such positive results when using pivastatin
for 2 months with HIV-free individuals. In view of the data obtained, it would seem likely
that the effect of statin in delaying and even regressing carotid thickening may be
achieved by taking it for a longer period than 6 months. This outcome would probably
be a later consequence of more immediate effects, such as the control of dyslipidemia
and inflammation.

Our results did not demonstrate a reduction in the level of inflammatory markers
after 6 months. Furthermore, the us-CRP levels and various inflammatory cytokines
measured at baseline were very low. This fact is due to the characteristics of the
selected subjects, who were young, with low cardiovascular risk, and well-controlled
HIV, having taken antiretroviral treatment for a considerable time, a mean period of 6.5
years. It is probable that in this group, the inflammatory process triggered by HIV was
well under control, and other possible pro-inflammatory factors such as smoking,
obesity and dyslipidemias were uncommon. Immunosuppression also associated with
IL-6 was demonstrated to be under control, since the mean CD4 levels were 700. It

may be assumed that, due to many factors, the association of statin + aspirin had no
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influence on the levels of us-CRP and cytokines, which were already very low. When
evaluating the studies published by other researchers we observed that results are
contradictory in patients with HIV. Observational studies have shown a reduction of IL8
and IL12 [28], CRP and TNF [29]. A clinical trial using pravastatin in HIV patients was
unable to reduce CRP after 6 months [30]. Two recently published clinical trials also
failed to reduce CRP levels, IL6 and IFN [27, 31]. Also recent studies have
demonstrated a reduction in phospholipase A2 [31-33].

Studies using aspirin have also demonstrated contradictory results. In a
retrospective studyYoo et al. [34] observed reductions in C-reactive protein in children
with Kawasaki syndrome, who were taking low doses of aspirin. A clinical trial
conducted by O'Brien et al. [35] did not reduce IL-6 or improve FMD in HIV patients.
These authors used aspirin with doses of 300 and 100mg in two groups and compared
with placebo.

The effective lowering of CHL and LDL levels was demonstrated, thereby
confirming the results of several other authors [25, 29, 36]. Recent studies have
evaluated the action on oxidized LDL, and on which effectiveness was also
demonstrated in reducing this atherogenic form of LDL [31, 33, 37].

Our study was designed to present something new, since it selected individuals
with HIV not taking Pls and with low cardiovascular risk. Since atherosclerosis is a slow
process that starts well before a cardiovascular event, primary prevention would be
extremely important for reducing such events. The study limitations should be
mentioned, and we would highlight the time of taking statins, which was only 6 months.
Studies that have demonstrated encouraging results used statins for much longer
periods than ours, thereby suggesting a path to follow. One further question concerns
the profile of the patients involved in our study. They all presented with few traditional
factors of cardiovascular risk, their HIV was well under control and they had been on
antiretroviral treatment for several years. This selection resulted in a group of
individuals with little or no inflammation, as may be assessed through the low levels of
inflammatory markers, thus revealing a population for which the short-term use of
statins associated with aspirin will probably not provide any effective results.

The present study has revealed that the association of atorvastatin with aspirin
was effective in reducing CHL and LDL in patients with HIV and low cardiovascular
risk, which is a safe association and confirms other similar studies. In terms of

improving endothelial function, it was not possible to confirm its efficacy in IMT
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progression or in reducing the inflammatory process. Suchquestions still require
clarification through further studies.
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Figure 2.Comparison of the IMT results between the intervention and the placebo groups. It may be

observed that there were no significant changes after 24 months of treatment.
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Group (80 patients)

Variable Atorvastatin + Aspirin (n=38) Placebo (n=41) P-Value
Age: 42.63 +8.8 44.43 +8.11 0.385
Age range: n (%) 0.205
21to 39 16 (42.1) 12 (28.6)

40 to 59 22 (57.9) 30 (71.4)

Sex: n (%) 0.132
Male 20 (52.6) 29 (69.0)

Female 18 (47.4) 13 (31.0)

Ethnicity: n (%) 0.696
White 15 (39.5) 13 (31.0)

Black 4 (10.5) 6 (14.3)

Dark-skinned 19 (50.0) 23 (54.8)

Schooling: n (%) 0.412
Primary 13 (34.2) 19 (45.2)

Middle 18 (47.4) 19 (45.2)

High 7 (18.4) 4 (9.5)

BMI: 25.29 + 4.83 23.84 +4.56 0.143
Nutritional state: n (%) 0.561
Below ideal weigh - 2(4.8)

Ideal weight 23 (60.5) 28 (66.7)

Overweight 8 (21.1) 7 (16.7)

Obese 7 (18.4) 5(11.9)

SBP: 118.68 + 11.89 120.00 + 15.93 0.863
DBP: 79.21 +8.18 78.10 £ 9.43 0.763
SAH: 0.715
Yes 3(7.9) 5(11.9)

No 35(92.1) 37 (88.1)

Family history of 0.408
cardiovascular disease:

Yes 12 (31.6) 17 (40.5)

No 26 (68.4) 25 (59.5)

DM: n (%) 0.678
Yes 2(5.3) 4 (9.5)

No 36 (94.7) 38 (90.5)

Smokes: 0.370
Yes 6 (15.8) 10 (23.8)
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No 32 (84.2) 32(76.2)

CD4+ 724.00 £+ 354.69 681.21 + 270.00 0.900
Time of diagnosis: 7.59 +5.01 6.89 + 4.45 0.639
Time of diagnosis 0.949
Less than 1 year 4 (10.5) 6 (14.3)

2t05 12 (31.6) 14 (33.3)

6to 10 12 (31.6) 12 (28.6)

More than 10 10 (26.3) 10 (23.8)

Time on HAART 6.59 £ 4.80 6.47 £ 4.32 0.958
Time on HAART 0.994
Less than 1 year 5(13.2) 6 (14.3)

2t05 13 (34.2) 15 (35.7)

6to 10 11 (28.9) 12 (28.6)

More than 10 9 (23.7) 9 (21.4)

Nadir CD4 count 362.34 + 239.51 359.52 + 195.59 0.912
Antiretroviral: 0.066
AZT+ 3TC + EFV 21 (55.3) 31 (73.8)

TDF + 3TC + EFV 13 (34.2) 7 (16.7)

AZT + 3TC + NVP 1 (2.6) 2 (4.8)

DDI + 3TC + EFV - 2 (4.8)

NVP + 3TC + TDF 2 (5.3) -

AZT + DDI + EFV 1(2.6) -

Bodymass index=BMI; diabetes mellitus=DM; systolic blood pressure=SBP; diastolic blood pressure=DBP; systemic arterial
hypertension=SAH; Antiretroviral therapy=HAART; azidothymidine=AZT; didanosine=DDI, efavirenz=EFV; lamivudine=3TC;
nevirapine=NVP; tenofovir=TDF.

Data is presented as mean values and standard variation or n (%) of individuals.
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Table 2. The basal and 6-month measurements of the FMD, IMT, biochemical and
inflammatory markers.

Group

Atorvastatin + Placebo

Measurement Moment P
Aspirin (n= 38) (n=42)
Dilation of the Basal 0.06+ 0.03 0,06+ 0,05 0,969
brachial artery After 6 months 0.05+ 0.04 0,06+ 0,03 0,289
(FMD - mm)
Carotid thickness Basal 0.62+0.11 0.59 £ 0.09 0.199
(IMT - mm) After 6 months 0.60+0.14 0.59 + 0.09 0.817
CHL mg/dL Basal 179.75+ 33.76 188.95+ 33.62 0.227
After 6 months 151.36+ 32.77 179.88+ 28.68 <0.001
HDL mg/dL Basal 45,91+ 10.75 51.28+ 10.57 0.017
After 6 months 43.22+ 9.57 49.84+ 13.65 0.015
LDL mg/dL Basal 96.55+ 38.95 101.39+ 29.92 0.787
After 6 months 80.16+ 32.81 98.00+ 20.87 0.006
TGC mg/dL Basal 166.14+ 162.81 162.57+ 156.33 0.596
After 6 months 151.24+ 111.17 139.35+ 48.31 0.639
us-CRP mg/dL Basal 0.22+ 0.25 0.43+0.88 0.744
After 6 months 0.49+ 1.00 0.59+ 0.87 0.172
CPK U/L Basal 155.63+ 115.04 172.85+ 168.72 0.874
After 6 months 160.73+ 107.73 122.10£ 59.63 0.178
AST U/L Basal 24,50+ 10.60 25.59+ 9.09 0.251
After 6 months 26.69+ 12.79 26.21+ 10.12 0.851
ALT U/L Basal 27.03+ 12.96 24.79+ 15.20 0.160
After 6 months 29.79+15.89 25.63+ 10.36 0.424
VCAM-1 pg/mL Basal 11.96+ 1.08 12.07+1.08 0.518
After 6 months 10.97+ 1.19 10.86% 1.59 0.754
IFN pg/mL Basal 2.28+0.77 2.51+1.13 0.105
After 6 months 1.89+ 0.60 2.26+1.21 0.216
TNF pg/mL Basal 2.26+ 0.00 2.89+ 2.49 0.053
After 6 months 2.50+ 1.45 2.39+ 0.56 0.379

Data presented as mean values and standard deviation.
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Table 3. Measurement variations in the brachial dilation and carotid thickness.

Group
Atorvastatin + Aspirin n=38  Placebo n=42
Measurement P-Value
Mean (mm) Mean (mm)
Dilation of the brachial
-0.01 0.00 =0.981

artery (FMD)
Carotid thickness (IMT) -0.02 0.00 =0.486
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Table 4. Variation percentages of the measurements of total cholesterol, LDL and
inflammatory markers

Group
Variable Atorvastatin + Aspirin Placebo PValue
n=38 n=42
CHL -14.79 + 16.71 -3.11£16.42 =0.002
LDL -19.35 + 29.15 -0.94 + 28.34 =0.009
us-CRP 120.64 * 289.55 103.35 £ 336.87 =0.949
VCAM-1 -7.69 £ 11.55 -10.28 + 11.69 =0.123
IFN -11.93 + 32.88 -4.99 + 50.50 =0.544
TNF 10.42 + 64.24 -1.42 £29.81 =0.107

Results are presented as mean value and standard deviation
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The effect of atorvastatin + aspirin on endothelial function differs with age in
patients with HIV: A case-control study.

Gerson Gomes dos Santos Junior!, Adriana Ferraz de Vasconcelos?, Emmanuelle
Tenério Albuguerque Madruga Godoi?, Kaliene Maria Estevéo Leite!, Paulo Sergio
Ramos de Araujo®, Heloisa Ramos Lacerda®?.

Post-Graduation Program in Tropical Medicine, UFPE, 2Department of Clinical
Medicine, UFPE, 3Department of Tropical Medicine, UFPE

Introduction

Patients with HIV are more likely to present with cardiovascular disease when
compared to the general population. A few, conflicting studies have evaluated the use
of ultrasound techniques as a response to the use of statins in HIV patients. This is a
case-control study that aimed to assess which factors were associated with a reduction
in the intima-media thickness (IMT) of the carotid and an increase in the flow-mediated
dilation (FMD) of the brachial artery in HIV patients who took atorvastatin + aspirin for
6 months.

Methods

We assessed a sample of 38 patients with HIV and low cardiovascular risk, who
participated in a clinical trial. The patients selected for our study represented the
intervention group in the clinical trial. All patients were treated for a period of 6 months
with a combination of atorvastatin + aspirin, and underwent carotid and brachial artery
ultrasound at the beginning and end of the study. For the purposes of analysis in this
case-control study, cases were considered as those who responded with an increase
in the brachial artery dilation measured by FMD and a reduction in the carotid thickness
(IMT), and controls were those who presented no response. We assessed the factors
associated with the positive responses obtained through IMT and FMD.

Results

A reduction in the IMT was not significantly associated with any of the evaluated risk
factors: age (P =0.211), sex (P =0.260), smoking (P =0.131) or time of HIV diagnosis
(P =0.836). An increase in the FMD was significantly associated with age in the 40-59
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age group, P =0.015 (OR =4.37; 95% CI: 1.07-17.79); with sex there was a borderline
result (P = 0.076), where females were 3.5 times more likely to respond with an
increase in the FMD (OR = 3.50; 95% CI. 0.85-14.41). There was no statistical
significance for the other factors: BMI (P = 0.250); SAH (P = 0.542); DM (P = 1,000);
and smoking (P = 0.383).

Conclusions

The brachial artery dilatation was greater in older individuals after 6 months of
treatment with atorvastatin associated with aspirin. This signifies that individuals aged
40-59 years demonstrated more benefit than younger patients in increasing the FMD,
an aspect, which was not verified in the IMT study. Other factors such as obesity,
smoking, DM or hypertension were not associated with a beneficial response to
treatment. Studies involving a greater number of patients are needed in order to
confirm the findings and to verify the factors associated with an improved endothelial
response with the treatment of atorvastatin and aspirin.

INTRODUCTION

The expectation and quality of life among people infected with HIV has
increased significantly over recent decades. This is due to the great success of
antiretroviral therapy.! Living with the virus has now become a chronic condition, which
imposes the challenge of maintaining viral suppression coupled with the management
of age-related comorbidities.? A significant increase in non-AlDS-related deaths such
as those related to cardiovascular diseases has been reported,® and these diseases
are shown to be more prevalent in these individuals when compared to the general
population.*®

Atherosclerosis begins with endothelial dysfunction, and preventing this
dysfunction may be an alternative in order to prevent future cardiovascular events.
Aspirin and, more recently, statins have demonstrated pleiotropic effects, such as:
immunomodulatory, and antithrombogenic and anti-inflammatory effects. Such
medications may be an alternative for the primary and secondary prevention of these
events among people living with HIV.68

Observational and interventional studies have evaluated the action of statins in
improving endothelial function, and on the progression of carotid thickening in
individuals both with and without HIV. These studies have used non-invasive

ultrasound techniques, such as FMD, which measures the mediated flow of the
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brachial artery, and IMT, which measures carotid thickening, and conflicting results
have been presented.®'? To contribute to this discussion, our study proposes to assess
the factors associated with improving the endothelial function and carotid thickness
measured by FMD and IMT in subjects with HIV, with a controlled viral load, who were

treated with an association of atorvastatin + aspirin for a period of 6 months.

METHODS

This is a study involving 38 patients, who participated in the intervention arm of
a clinical trial, and treated with a combination of 20mg atorvastatin + 100mg aspirin
daily for 6 months. Patients presented with low cardiovascular risk, as measured by
the Framingham Risk Score (FRS), and were being treated with regimens of 2
nucleoside reverse transcriptase inhibitors and 1 non-nucleoside inhibitor, and with an
undetectable viral load. The study assessed the response of the drug combination with
ultrasound measurements through dilation (FMD) of the brachial artery and carotid
thickening (IMT). Our case-control study was divided into two parts. In the first, we
considered cases as patients who obtained a positive response to dilatation of the
brachial artery 210%, measured by FMD, and controls as those who did not obtain the
same response. In the second part, cases were considered as those patients who
presented with a reduction in the progression of the carotid intima-media thickness
(IMT), and those who did not obtain a reduction in thickening were considered controls.
After selection, the groups were assessed for possible associations of factors with a
positive response to FMD and IMT.

All patients signed the informed consent forms. The study was approved by the
Research Ethics Committee of the Universidade Federal de Pernambuco with
reference number 13097213.2.0000.5208. The study was conducted at the clinic for
infectious and parasitic diseases at the Hospital das Clinicas in the Universidade
Federal de Pernambuco/Recife, Brazil.

All clinical and socio-demographic data were collected from the records of
patients who participated in the clinical trial. The results of the vascular measurements
were obtained from records used in the above mentioned study, while the techniques
are described below.

Vascular measurements
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A General Electric® (GE) LOGIQe BT12 DICOM 3.0 AUTO IMT ultrasound
device was used with a GE 9-L RS Linear transducer, working at a frequency of
between 7-10 MHz. The measurements were performed according to standardized
technigues.314

FMD: The diameter of the brachial artery was measured at rest and after
stimulation. To stimulate the brachial artery, a Becton Dickinson® sphygmomanometer
placed on the arm was inflated to a level of 30mmHg above the systolic pressure for 1
minute, and then released. Five minutes after clamp release, the diameter of the artery
was measured again. Normal dilation was considered >10%.

IMT: The intima-media thickness of the common carotid plaque-free area was
considered as a reference measure. It was assessed in longitudinal and transversal
sections, from the proximal segment to the bifurcation and the internal and external
carotids. The IMT was measured on the posterior wall of the common carotid plaque-
free area. The carotid plaque was defined as a focal structure extending at least 0.5
mm to the lumen vessel and/or measuring more than 50% of the adjacent IMT value

and/or an IMT measurement greater than 1.5 mm.®

Statistical analysis

All statistical analyzes were performed with IMB-SPSS version 23. A P-value
< 0.05 was considered as statistically significant. Normality was verified using the
Shapiro-Wilk test and the equality of variances hypothesis with the Levene F test. The
Student's t-test was used to assess the numerical variables and the Mann-Whitney test
when there was a comparison between the groups. The paired data used the paired
Student’s-t or the Mann-Whitney tests. The Pearson's Chi-square test or the Fisher's
exact test were used for categorical variables. Data were described in means, standard
deviation and median for the numerical and percentage variables for the categorical

variables.

RESULTS

Patient characteristics are described in Table 1. The results were: age (42.63
years), time of diagnosis (7.59 years), time on antiretroviral therapy (6.59 years), males
(52.6%), hypertension (7.9%), diabetic (5.26%), smokers (15.79%). Some

characteristics of the subgroups were also described, such as age range (21-39 and
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40-59 years), ethnicity (white, black and dark-skinned), nutritional state (ideal weight,
overweight and obese).

Association of risk factors for brachial dilatation (FMD).

A statistically significant association was obtained with the mean age (P =
0.015). When assessing by age ranges (21-39 years and 40-59 years) significance
was maintained (P = 0.034). When evaluating the older age group, it was observed
that there was an excellent response to brachial artery dilation (OR=4.37, Cl 95%: 1.07
to 17.79), compared to that obtained in the 21- 39 year olds.

When we assessed the outcome with regard to sex, a borderline result was
obtained (P = 0.076, with OR = 3.5 (Cl 95%: 0.85-14.41) for female subjects (p =
0.353). The other risk factors assessed did not reveal any statistical significance:
arterial hypertension (SAH, P = 0.542); diabetes mellitus (DM; P = 1.00); smoking
(P =0.383) Table 2.

Association of risk factors for carotid thickness (IMT).

No statistically significant associations were observed with any of the variables
assessed in relation to a reduction in the carotid thickness: age (P = 0.706); sex
(P =0.260), SAH and DM (P = 1.00); smoking (P = 0.131), BMI (P = 0.945) Table 3.

DISCUSSION

Our study assessed patients with HIV controlled by antiretroviral therapy and
low cardiovascular risk, and who took a combination of atorvastatin + aspirin during 6
months. An exploratory analysis was performed as a way of evaluating factors
associated with a positive response to the treatment assessed through FMD and IMT
vascular techniques.

Results demonstrated that individuals belonging to the older age group
(between 40 and 59 years) responded positively to the association with atorvastatin +
aspirin, i.e., with increased vasodilation at the end of the study. It may therefore be
inferred that this result occurred due to the possibility that older individuals would have
been on antiretroviral treatment for longer, and consequently, thereby constituting a
longer period to control viremia and inflammation, factors that trigger endothelial
dysfunction. These findings are similar to those obtained by other authors, which have

demonstrated that brachial artery dilation is worse in patients with a high level of virus
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replication.'® Conversely, when there is better viral control, the endothelium function
improves.t” Another hypothesis could be that older individuals, who are more prone to
the consequences of age-related atherosclerosis, added to the effects of HIV, which
are more intense, could be more sensitive to the pleiotrophic actions of the combination
of atorvastatin + aspirin. Such FMD results reveal important, encouraging information,
which may be useful in preventing cardiovascular disease in HIV-positive individuals.
In this age group such events occur more frequently, and the use of the atorvastatin +
aspirin combination may be a future reality for possible primary prevention among
individuals with HIV and low cardiovascular risk. More recent guidelines from several
different medical societies have not approved such recommendations in individuals
with this profile, since there is insufficient evidence to support the practice.81°

When we assessed the response related to sex, we obtained a borderline result,
in which the OR for the female group was equal to 3.5. Despite the non-statistical
significance, this response nonetheless attracted our attention, since it suggests that
women may respond better than men to treatment with atorvastatin + aspirin. Studies
have suggested that amongst people living with HIV, women present higher levels of
immune activation and inflammation than men.2° Considering that the medications in
use have an important reducing effect on inflammation, a mechanism intrinsically
related to the progression of atherosclerosis, we could infer that this may be the
possible reason for a more evident response in women than in men. Our study was
unable to confirm such an association, but others that have involved a greater number
of individuals, may have sufficient power to obtain statistical significance. Studies that
relate sex with a response to endothelial function would be important.

The antiretroviral regimens used were not significantly associated with FMD and
IMT responses, but such schemes did not use protease inhibitors (PIs). It is known that
amongst the medications currently used, Pls cause more metabolic disorders than
others and consequently predispose to a higher cardiovascular risk.?>!Dube et al.??in a
cross-sectional study comparing individuals with or without the use of Pls did not
observe a difference in the response to FMD. However, several authors have
discovered greater carotid thickening measured by IMT in Pl users when compared to
non-Pl users.?324

Smoking was not associated with FMD or IMT responses. One recent study
demonstrated that smoking produces poor results in viral control and immune

response,?® which, as previously mentioned, result in a higher cardiovascular risk. One
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cohort study has related smoking to a worsening progression of carotid
thickening.?®More studies that assess such an association need to be conducted,
because in our study the prevalence of smokers was low. The low cardiovascular risk
among the individuals participating in our study should also be noted. Since
cardiovascular risk is the measure of a set of factors, which as such may influence the
final outcome.

Our findings did not reveal any relationship between obesity and an endothelial
function response as measured by FMD, nor in the progression of carotid thickness
(IMT). In a cohort study that monitored obese patients with HIV and compared them
with non-HIV-infected obesity, disorders were observed in glucose metabolism and
inflammation when comparing cases with controls, but FMD and IMT did not differ
between the two groups.?’ Studies have revealed a relationship between lipodystrophy
and poor endothelial function?® and increased carotid thickening, especially among
individuals with visceral obesity.?° In our study, we did not diagnose lipodystrophy. We
only assessed body composition by body mass index (BMI) and classified individuals
according to low weight, eutrophy, overweight or obesity. However, because there is a
high prevalence of lipodystrophy among HIV patients, and BMI is not an index that may
provide us with a correlation with this disorder, such a risk factor should be evaluated
in these individuals.

The association of age with a positive response to treatment was different when
compared to the methods used for its evaluation: while FMD displayed an improvement
with treatment in the older patients, the IMT assessment did not show this difference
between the groups. FMD and IMT are frequently used as surrogate measures for
subclinical atherosclerosis. While IMT identifies early structural abnormalities, FMD,
considered an endothelial bioassay, evaluates the functional integrity of the vessel.°
There are data demonstrating that the two methods are unique and independent and
do not correlate with each other, although they are considered valid for detecting
subclinical atherosclerosis. They probably reflect different aspects and stages of early
atherosclerosis.3°3! Therefore, the divergence of the results in our study is consistent
with the literature, and demonstrates that FMD has proven that it is able to identify the
benefit of using the combination of atorvastatin + aspirin in HIV-positive individuals
aged 40-59 years when compared to younger patients

Strong points highlighted by the study are the selection of individuals with low

cardiovascular risk and the use of antiretroviral drugs with a low potential for metabolic
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disorders. These characteristics enabled investigation into the possible effects of the
drugs and the factors associated with a better outcome in an early stage of
atherosclerotic disease, i.e., the period in which changes in vascular endothelium
occur, and that it is a process subject to reversibility. One possible weak point however,
was the fact that the study involved a small number of individuals. Such a sample may
have been insufficient to detect possible associations to factors that could possibly be
demonstrated in a larger number of individuals.

The study has revealed that the age factor influences the improvement of
endothelial function in subjects with HIV and low cardiovascular risk using the
combination of atorvastatin + aspirin. It has also revealed that FMD is capable of
presenting this effect. Similar studies involving a greater number of individuals are
needed to confirm our hypothesis and to support the early use of the combination
atorvastatin + aspirin in subjects aged 40 to 59 years, on antiretroviral treatment and

with low cardiovascular risk for the prevention of cardiovascular disease.
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Age: Mean 42.63 £ 8.85
Age range:
21to 39 16 (42)
40 to 59 22 (58)
Sex:
Male 20 (52.6)
Female 18 (47.4)
Ethnicity:
White 15 (39.5)
Black 4 (10.52)
Dark-skinned 19 (50)
Schooling:
Primary 13 (34.2)
Middle 18 (47.37)
High 7 (18.43)
BMI: 25.29+4.83
Nutritional state:
Ideal weight 23 (60.53)
Overweight 8 (21.05)
Obese 7 (18.42)
SBP: 118.68 £ 11.89
DBP: 79.21 +8.18
SAH:
Yes 3(7.9)
No 35(92.1)
Family history of cardiovascular disease:
Yes 12 (31.58)
No 26 (68.42)
DM:
Yes 2 (5.26)
No 36 (94.74)
Smokes:
Yes 6 (15.79)
No 32 (84.21)
Time of diagnosis: 7.59 +5.01
Time of diagnosis:
Less than 1 year 4 (10.53)
2t05 12 (31.58)
6to 10 12 (31.58)

More than 10

10 (26.31)
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Time on : HAART 6.59 + 4.80
Time on HAART:
Less than 1 year 5(13.16)
2t05 13 (34.21)
6to 10 11 (28.95)
More than 10 9 (23.68)
NadirTCD4: 362.34 + 239.51
CD4: 724.00 = 354.69
Scheme:
AZT+ 3 TC + EFV 21 (55.26)
TDF + 3TC + EFV 13 (34.22)
AZT + 3TC + NEV 1(2.63)
NVP + 3TC + TDF 2 (5.26)
AZT + DDI + EFV 1(2.63)

Body mass index=BMI; diabetes mellitus=DM; systolic blood pressure=SBP; diastolic blood pressure=DBP; systemic arterial
hypertension=SAH; Antiretroviral therapy=HAART; azidothymidine=AZT; didanosine=DDlI, efavirenz=EFV,;
lamivudine=3TC;nevirapine=NVP; tenofovir=TDF.

Data is presented as mean values and standard variation or n (%) of individuals.

Table 2. Risk factors associated with FMD.

FMD
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Variable Response No response P-Value OR (CI 95%)
Total Group: 24 (63.2) 14 (36.8)
Age: Mean + SD 4525 +8.81 38.14+£7.15 =0.015*
Age range: =0.034*
21to 39 7 (43.8) 9 (56.3) 1.00
40 to 59 17 (77.3) 5 (22.7) 4.37 (1.07-17.79)
Sex: =0.076
Male 10 (50.0) 10 (50.0) 1.00
Female 14 (77.8) 4 (22.2) 3.50 (0.85-14.41)
Ethnicity: =0.744
White 9 (60.0) 6 (40.0) 1.00
Non-white 15 (65.2) 8 (34.8) 1.25 (0.33-4.79)
Schooling: =0.157
Primary 11 (84.6) 2 (15.4) o
Middle 9 (50.0) 9 (50.0) *
High 4 (57.1) 3(42.9) *
BMI: 2459 +£4.95 26.48 £ 4.56 =0.250
Nutritional state: n (%) =0.574
Ideal weight 16 (69.6) 7 (30.4) 1.71 (0.30-9.77)
Overweight 4 (50.0) 4 (50.0) 0.75 (0.10-5.77)
Obese 4 (57.1) 3 (42.9) 1.00
SBP: 119.58 £ 13.01 117.14£9.94 =0.747
DBP: 79.17 £ 8.81 79.29+7.30 =0.767
SAH: =0.542
Yes 1(33.3) 2 (66.7) **
No 23 (65.7) 12 (34.3)
Family history of =1.000
cardiovascular disease:
Yes 8 (66.7) 4 (33.3) 1.25 (0.30-5.26)
No 16 (61.5) 10 (38.5) 1.00
DM: =1.000
Yes 1 (50.0) 1 (50.0) o
No 23 (63.9) 13 (36.1)
Smokes: =0.383
Yes 5 (83.3) 1(16.7) ok
No 19 (59.4) 13 (40.6)
Time of diagnosis: 8.29 +4.80 6.39 +5.31 =0.264
Time of diagnosis: =0.152
Less than 5 years 8 (50.0) 8 (50.0) 1.00
6 or more 16 (72.7) 6 (27.3) 2.67 (0.69-10.36)
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Time on HAART:
Time on HAART:
Less than 5 years
6 or more
NadirTCD4:

CD4:

Scheme:

AZT + 3TC + EFV
TDF + 3TC + EFV
AZT + 3TC + NVP
NVP + 3TC + TDF
AZT + DDI + EFV

7.29+4.64

9 (50.0)

15 (75.0)
373.83 + 247.84
754.25 + 391.54

13 (61.9)
9 (69.2)
1 (50.0)
1 (100.0)

5.39+5.01

9 (50.0)

5 (25.0)
342.64 + 232.25
672.14 + 286.80

8 (38.1)
4 (30.8)

1 (100.0)
1 (50.0

=0.149
=0.111

=0.704
=0.499
=0.724

1.00
3.00 (0.76-11.81)

**
**
*%
*%

*%

Body mass index=BMI; diabetes mellitus=DM; systolic blood pressure=SBP; diastolic blood pressure=DBP; systemic arterial
hypertension=SAH; Antiretroviral therapy=HAART; azidothymidine=AZT; didanosine=DDI, efavirenz=EFV; lamivudine=3TC;

nevirapine=NVP; tenofovir=TDF.

Data is presented as mean values and standard variation or n (%) of individuals.

(**) Could not be determined due to the occurrence of zero and very low frequencies.
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Table 3. Risk factors associated with IMT.

Santos Junior GG

EMI

Variable Response No response  P-Value OR (IC 95%)
Grupo Total: 29 (76.3) 9 (23.7)
Total Group: 41.62 +8.97 45.89 + 8.07 =0.211
Age: Mean + SD =0.706
Age range: 13 (81.3) 3(18.8) 1.63 (0.34-7.79)
21to0 39 16 (72.7) 6 (27.3) 1.00
40 to 59 =0.260
Sex: 17 (85.0) 3(15.0) 2.83(0.59-13.63)
Male 12 (66.7) 6 (33.3) 1.00
Female =1.000
Ethnicity: 11 (73.3) 4 (26.7) 1.00
White 18 (78.3) 5 (21.7) 1.31 (0.29-5.95)
Non-white =0.782
Schooling: 9 (69.2) 4 (30.8) **
Primary 14 (77.8) 4 (22.2) *
Middle 6 (85.7) 1(14.3) *
High 25.14 + 4.63 25.78 £5.72 =0.945
BMI: =0.757
Nutritional state: n (%) 17 (73.9) 6 (26.1) o
Ideal weight 7 (87.5) 1(12.5) *
Overweight 5(71.4) 2 (28.6) *x
Obese 117.24 + 10.66 123.33 + 15.00 =0.272
SBP: 79.31+7.53 78.89 £ 10.54 =0.653
DBP: =1.000
SAH: 3(100.0) - *
Yes 26 (74.3) 9 (25.7)
No =0.423
Family history of 8 (66.7) 4 (33.3) 1.00
cardiovascular disease:
Yes 21 (80.8) 5(19.2) 2.10 (0.45-9.86)
No =1.000
DM: 2 (100.0) - *
Yes 27 (75.0) 9 (25.0)
No =0.131
Smokes: 3 (50.0) 3 (50.0) 1.00
Yes 26 (81.3) 6 (18.8) 4.33 (0.70- 27.01)
No 7.57 £5.18 7.67+4.72 =0.836
Time of diagnosis: =0.706
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Time of diagnosis:
Less than 5 years
6 or more

Time on HAART:
Time on HAART:
Less than 5 years
6 or more
NadirTCD4:

CD4:

Scheme:

AZT + 3TC + EFV
TDF + 3TC + EFV
AZT + 3TC + NVP
NVP + 3TC + TDF

13 (81.3)
16 (72.7)
6.91 + 5.10 (6.00)

14 (77.8)

15 (75.0)
350.24 + 236.88
750.83 + 375.59

15 (71.4)
10 (76.9)
1 (100.0)
2 (100.0)
1 (100.0)

3(18.7)

6 (27.3)
5.56 + 3.78 (6.00) = 0.593
= 1.000

4(22.2)

5 (25.0)
401.33 +258.22  =0.583
637.56 + 277.67 =0.410
= 1.000

6 (28.6)

3(23.1)

Santos Junior GG

1.63 (0.34-7.79)
1.00

1.17 (0.26-5.24)
1.00

*%
*%
*%
*%

**

Body mass index=BMI; diabetes mellitus=DM; systolic blood pressure=SBP; diastolic blood pressure=DBP; systemic arterial
hypertension=SAH; Antiretroviral therapy=HAART; azidothymidine=AZT; didanosine=DDI, efavirenz=EFV; lamivudine=3TC;

nevirapine=NVP; tenofovir=TDF.

Data is presented as mean values and standard variation or n (%) of individuals.
(**) Could not be determined due to the occurrence of zero and very low frequencies.
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ANEXO

Santos Junior GG

ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE QW
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Certruagdo do Parscar: 307.087

Objetivo da Pesquisa:

A pesqguisa tem por objetivo geral avaliar a eficacia da Atorvastatina e da Atorvastatina + Aspirina versus
placebo em pacientes portadores de HIV em uso de antirretrovirals e com baixo risco cardiovascular, em
aumentar a dilatagao fluxo-mediada da artéria braquial (DILA) e reduzir os niveis dos marcadores
inflamatdrios e lipides e. por objetives especificos: 1) descrever o efeito da Atorvastatina e da Atorvastatina
+ AAS comparados a placebo na dilatacao fluxo-mediada da artéria braquial (DILA) e no didmetro da artéria
braquial em repouso entre pacientes com HIV em uso de TARV e com baixo risco cardiovascular,; 2)
descrever o efeito da Atorvastatina e da Atorvastatina + AAS comparados a placebo nos niveis dos
marcadores inflamatérios € nos niveis de lipides entre pacientes com HIV em uso de TARV e com baixo
risco cardiovascular, 3) descrever o efeito da Atorvastatina comparado a Atorvastatina + AAS na dilatagdo
fluxo mediada da artéria braquial e no didmetro da artéria braguial em repouso, assim como nos niveis de
marcadores inflamatérios e de lipides entre pacientes com HIV e uso de TARV com baixo risco
cardiovascular,

Avaliacs

gdo dos Ri e Benefici
Os profissionais que prescrevem tais medicamentos JA possuem uma larga experiéncia nos servigos que
tratam portadores do HIV, assim como a utilizagdo da Atorvastatina nas dosagens de 10 e 20 mg e AAS 100
sdo0 comuns nas clinicas de cardiologia que possuem também amplo conhecimento scbre os eventos
adversos mais comuns. Eventos que possam vir a ocorrer serdo diagnosticados rapidamente pela equipe da

pesquisa conforme consta do protocolo. Considerando gue as drogas anlirretrovirais, reconhecidamente,

tém contribuido para © aumento no risco de doengas cardiovasculares nesse grupo, o diagnostico precoce
através dos exames laboratoriais que serdo realizados pelo protocolo constitul beneficio para os sujeitas
incluidos. Quanto & ocorréncia de eventos outres adversos, os médicos envolvidos na pesquisa fardo o
atendimento do paciente a qualquer momento que seja necessario. Os numeros do telefone celular da
equipe médica serdo informadas a todos os participantes que poderdo entrar em conltalo, inclusive por
ligagao a cobrar, As estruturas dos Hospitais envolvidos no estudo também estarao disponibilizadas a
qualgquer momento para o atendimento dos pacientes envolvidos

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um estudo importante que faréa uma analise comparativa do uso da Atorvastatina isolada (10 e
20 mg) e Atorvastatina (10 e 20 mg) asscociada a 100 mg de AAS na redugdo do risce de doengas

cardiovasculares em pacientes HIV+ em lratamento com medicamentos antirretrovirais. Reconhecidamente,

as complicagdes cardiovasculares como IAM e AVC tém sido diagnosticadas com cada vez mais frequéncia
em pacientes utilizando tais drogas.

Enderego: Av. da Engenhara s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairo:  Cidage Unversitaria CEP: 50 740-800
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-85684 Fax: (81)2126.8588 E-mail: cepccs@uloe br
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Objetivo da Pesquisa:

A pasquisa tem por objetivo geral avaliar a eficacia da Atorvastating e da Atorvastating = Aspiring versus
placebo em pacientes portadores de HIV em uso de antirretrovirais @ com baixo risco cardiovascular, em
aumentar a dilatagdo fluxo-mediada da artéria braquial (DILA) e reduzir o8 nivais dos marcadores
inflamatérios e lipides e por objetivos especificos: 1) descrever o afeito da Atorvastatina & da Atorvastatina
+ AAS comparados a placebo na dilatagao fluxo-mediada da artérla braquial (DILA) e no didmetro o aténa
braquisl em repouso entre pacientes com HIV em uso de TARV e com baixo risco cardiovascular.; 2)
descrever 0 efeito da Alorvaslating e da Alorvastating + AAS comparados a placebo nos niveis dos
marcadores nflamatonos e nos niveis de lipides entre pacientes com HIV em uso de TARV @ com baixo
fisco cardovascular, 3) descrever o efeite da Atorvastatinag comparado a Atorvastating « AAS na dilatagao
fluxo med:ada da artéra braquial e no didmetro da arténia braquial em repouso. assim como Nos NIvels de
marcadoras inflamatérios a da lipides antra pacientas com HIV & uso da TARV com baixo risco
cardiovascular,

Avaliagdo dos Riscos o Beneficios:

Os profissionais que prescrevem tas medicamentos 3 possuem uma larga expendncia nos servigos que
fratam portadores do HIV, assim como a utilizagho da Atorvastatina nas dosagans da 10 a 20 mg a AAS 100
s30 comuns nas clinicas de cardlologia que possuem também amplo conhecimento sobra os eventos
adversos mais comuns. Eventos que possam vir a ocorrer serdo diagnosticados rapidamente pela equipe da
pesquisa conforme consta do protocolo. Considerando que as drogas antirrelrovirais, reconhecidaments,
1ém contribuido pars ¢ aumento no risco de doengas cardiovasculares nesse grupo, o clagndstico precoce
alraves dos exames laboralonais que serdo realizados pelo prolocolo constit beneficio para os sujeilos
incluidos, Quanto 4 ocorréncia de evenlos oulros adverses, 0s médicos envolvidos na pesquisa faro o
atendimento do paciente a qualquer momento que sejs necessano. Os numeros do telefone celular da
equipe médica serfio informados & todos os participantes que poderdo entrar em contato, inclusive por
ligagao a cobrar. As estruturas dos Hospitals envolvidos no estudo também estardo disponibllizacas a
qualguer momento para o atendimento dos paciantes anvolvidos

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo importante que fara uma analise comparativa do uso da Atorvastating isolada (10 e
20 mg) e Atorvastatina (10 e 20 mg) associade a 100 mg de AAS na redugBo do nsce de doengas
cardiovasculares em pacientes HIV+ em bralamento com medicamenios anbirretrovirass, Reconhecdamente,
as complicagbes cardiovasculares coma IAM a AVC tém sido diagnosticadas com cada vez mais frequéncia

em padientes utlizando Lais drogas

Enderego: A« =a Enger ain® - 1° ander, sale 4. Pricio do CCS

Bairo: Cdade Unversithdia CEP: 50740800

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (8121 26-8568 Fax: (31 2126-8588 E-mail:  capces Utoe or
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Através do presente estudo 0s exames clinicos e laboratoniais poderao contribuir para esclarecer qual a
melhor assaciagio de drogas no controle das dislipidemias e co estado mflamatono ocasionado pelo HIV
alou pelas drogas utilizadas para o seu controle.

Consideragtes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Os documentos de apresentaglo obrigatdria (TCLE, cartas de anuéncia do Hospital Oswaldo Cruz e
Hospital das Clinicas da UFPE, Folha de rosto, Curriculo Laties dos pesquisadores, cana de linanciamento
do CNPg, orgamento financeiro detalhado no valor de RS 92.000,00 e declaragio de vinculo do pesquisador
com a UFPE) foram anexados & Plataforma Brasil.

Recomendagdes:

Nio se aplicas.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdos:

Atendeu a pendénca justificande adequadamente o uso de placebo,

Situagido do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP;

Nio

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questdo e o pesquisador esta autorzado para Iniciar a
coleta de dados,

Projeto foi avalindo o sua APROVAGAO definitiva sera daca, apds a entrega do relatorio final, através da
PLATAFORMA BRASIL ou por meio de oficio impresso emitido palo Comitd de Etica em Pesauisa/UFPE.

RECIFE, 17 de Junho de 2013

Assinador por:
GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)
E go:  Av.dn Engenhadts s’ - 1° andar. saia 4, Prédio 30 CCS
Balvo: Caade Universitiria CEP:  30,740-600

UF: PE Municiplo: SECIFE
Telafone. (8101068848 Fax: (8112126-0588 E-mait  cepoos @ulpe. e
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