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Resumen

Fundamento: Considerando el alto niimero de pacientes infectados por VIH en uso de antirretrovirales, evolucionando
con la alteracion de la funcién endotelial y aterotrombosis, llevando al alto coste médico social, es importante identificar
mecanismos fisiopatolégicos implicados en la funcién endotelial en portadores de VIH, para que, precozmente, podamos
intervenir y evitar la progresion de la enfermedad.

Objetivo: Evaluar la funcién endotelial por la vasodilatacion endotelio dependiente e independiente en pacientes VIH
positivo y en grupo control.

Métodos: El estudio evalué a 27 pacientes VIH positivo y a 16 del grupo control. La evaluacién de la funcién endotelial se
llevé a cabo mediante la vasodilatacion de la arteria braquial endotelio dependiente (hiperemia reactiva) e independiente
(nitroglicerina SL).

Resultados: Pacientes VIH positivo en uso de inhibidor de proteasa (IP) presentaron vasodilatacién endotelio independiente
significativamente menor que los subgrupos VIH negativo (p = 0,020) y VIH positivo sin uso de IP (p = 0,034). La variacion
del diametro de la arteria braquial durante hiperemia reactiva no presenté significancia estadistica en cualquier subgrupo.
El andlisis de regresion lineal miiltiple evidencié que apenas el IP estaba asociado al delta relativo de la reactividad
braquial por el vasodilatador, en los pacientes VIH positivo, a los 60 y 90 segundos.

Conclusion: Los pacientes VIH positivo en uso de IP presentan disfuncion endotelio independiente cuando comparados a
pacientes VIH positivo que no estan en tratamiento con IP y a un grupo control. (Arq Bras Cardiol 2009; 93(4) : 360-366)
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tradicionales®. Por tanto, la predisposicion a la aterosclerosis
resulta de la exposicion cumulativa al virus y de alteraciones
metabdlicas secundarias al uso de IP, determinando
un perfil metabélico desfavorable, caracterizado por
hipertrigliceridemia, HDL-c bajo y resistencia insulinica que
ocurre desde el 25% al 60% de los pacientes®

Introduccion

Al final de la década de 80, los pacientes infectados por
el Virus de la Inmunodeficiencia humana (VIH) tenian una
pequefia sobrevida'. Por otra parte, a principios del siglo XXI,
hay una mejora de la expectativa de vida de esos pacientes,
debido al impacto de la terapia con nuevos farmacos
antirretrovirales (de sus siglas en inglés, Highly Active Anti-
retroviral Therapy — HAART)??. La HAART mejora el pronéstico
de los pacientes infectados por el virus VIH, disminuyendo
la incidencia de infecciones oportunistas, hospitalizacién y
mortalidad®.

Actualmente se consideran los IPs como un factor de riesgo
cardiovascular independiente y estan asociados al aumento
del 26% de la tasa de infarto agudo de miocardio (IAM) por
ano de exposicién, en pacientes que iniciaron el tratamiento
desde hace, como minimo, cuatro anos’. En el 1998, se
evidenciaron los primeros casos de enfermedad coronaria

Diversos factores contribuyen para el aumento del riesgo L . N
prematura en dos jovenes VIH positivo en uso de IP%.

de enfermedad cardiovascular en los portadores de VIH, tales
como la inflamacién crénica debido a la infeccién por el virus,
a la accién de los [Ps y la interaccién con factores de riesgo

Diversos estudios revelaron que la disfuncién
endotelial ocurre en los estadios iniciales de la resistencia
insulinica presente en pacientes en uso de HAART. La
hipoadiponectinemia es uno de los responsables por la
lipodistrofia y por el disturbio metabélico en los pacientes
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VIH positivo en uso de [P, La disfuncién endotelial es un
evento prematuro en el desencadenamiento de las lesiones
ateroscleréticas y puede ser facilmente medida de manera no
invasiva mediante la evaluacién de ultrasonido del flujo de la
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arteria braquial'. Los mecanismos que conllevan la disfuncién
endotelial en los pacientes VIH positivo en uso de IP no estdn
todavia explicados por completo.

El objetivo de este estudio es que se evalte la funcion
del endotelio dependiente e independiente, por método no
invasivo de la dilatacién flujo mediada de la arteria braquial
(DILA) por medio del ultrasonido en pacientes VIH positivo
cony sin uso de HAART. Comparamos la DILA en tres grupos:
VIH infectado sin uso de IP VIH infectado en uso de IP y
controles sin VIH.

Métodos

El estudio evalu6 a 43 pacientes con edades entre 20
y 55 afos, de ambos los sexos, que fueron sometidos a la
evaluacion clinico-laboratorial y al protocolo de un dia para
evaluacién no invasiva de la funcién endotelial mediante la
ultrasonografia.

El grupo | involucré a 15 pacientes VIH positivo en uso
crénico de IP (desde hace dos anos) y el grupo Il con 12
pacientes VIH positivo sin uso previo de IP Un grupo control
de 16 voluntarios de ambos sexos y se evalué asimismo el
VIH negativo.

Se utilizaron como criterios de exclusién la presencia de
enfermedad arterial coronaria, cerebrovascular o vascular
periférica, la utilizacién de anticoncepcionales, la disfuncién
ventricular (la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo
< 45% por el método de Simpson), la creatinina plasmética
superior a 1,5 mg y las enfermedades neoplasicas y de la
tiroide.

Datos de la historia clinica del paciente incluyeron edad,
sexo, peso (kg), indice de masa corporal (IMC), tabaquismo
y estadio de la infeccién del VIH, segtin el CD4 (linfocitos T
Helper).

Estudio de la funcion endotelial - protocolo

La técnica utilizada fue la descrita por Celermajer et al. y
es recomendada por la International Brachial Artery Reactivity
Task Force'.

El paciente se mantiene en ayuno por ocho horas como
minimo, debiendo evitarse la préctica de ejercicios fisicos en
la vispera del examen y el uso de sustancias que interfieran
en la vasodilatacién arterial, como la cafeina, la vitamina C'y
el cigarrillo. Para las mujeres, se efectta la evaluacién fuera
del periodo menstrual.

Se pone al paciente en la posicién supina, con el brazo
confortablemente apoyado en un soporte apropiado.
Entonces, la imagen de la arteria braquial se obtiene arriba de
la fosa antecubital en un plano longitudinal. La sala de examen
se mantiene en una temperatura de 21 grados y en silencio.

El examen se realiz6 con un aparato de ecocardiograffa
(VIVID 3), de GE, equipado con software de ultrasonido
vascular bidimensional, doppler colory espectral, transductor
vascular lineal de alta frecuencia (7-12 MHZ) y monitor interno
de electrocardiograma, que registra el trazado de ECG en
una derivacion.

Para la evaluacién de la vasodilatacién endotelio

dependiente, en el antebrazo del paciente, se puso un
esfigmomandémetro, que es insuflado con aire hasta 50 mmHg
de la presion sistélica encontrada. Tras ello, se desinfla el
manguito (cinco minutos), permitiendo que ocurra isquemia
y, por consecuencia, vasodilatacién por un mecanismo de
autorregulacion e hiperemia reactiva.

El flujo de la arteria braquial se registré por el doppler
color, continuamente del 30s al 90s tras desinflar el manguito.
Después del registro por hiperemia reactiva, el paciente sigue
en reposo por un periodo de diez minutos. Acto seguido, se
inicia la evaluacién mediante el mecanismo de vasodilatacion
endotelio independiente.

La evaluacién endotelio independiente se caracteriza
por la administracién de nitroglicerina spray (0,4 mg) SL.
Aguardamos, entonces, tres minutos, que es el tiempo
necesario para que ocurra la vasodilatacién. Tras ese periodo,
el flujo de la arteria braquial se registra por el doppler color. La
utilizacién de la nitroglicerina estd contraindicado a pacientes
hipotensos y bradicérdicos.

El didametro de la arteria braquial se midié por imagen
longitudinal del vaso, calculandose la distancia entre la intima
proximal y distal en la didstole. Debido a la gran variabilidad
en la medida del diametro intimal, se elige un Gnico punto
de reparacion, y se efecttan las mediciones en cinco ciclos
cardiacos. Esas mediciones se llevaron a cabo siguiendo el
ciclo cardiaco y utilizando el trazado del electrocardiograma
durante la adquisicion de las imagenes. La onda R identifica el
fin de la diastole, y el pico de la onda T, el fin de la sistole.

La DILA se calcul6 como el porcentaje de aumento del
didmetro postoclusién de la arteria braquial (DPOAB) con
relacion a sus valores basales. DBAB

Calculo de la DILA: (DPOAB - DBAB) / DBAB x 100%
DBAB - diametro basal de la arteria braquial

Valores superiores al 10% de variacién en la dilatacién
de la arteria braquial con relacion al basal se consideraron
como normales.

Analisis estadistico

Para la verificacién de significancia estadistica en las
variables continuas (numéricas) entre dos subgrupos, se
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Figura 1 - Dilatacion flujo-mediada de la arteria braquial.
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utiliz6 la prueba t de Student para muestras independientes
o la prueba de Mann-Whitney (no paramétrica). Para la
comparacion de variables categéricas (cualitativas), se aplicd
la prueba de chi-cuadrado (X?) o la prueba exacta de Fisher.

El andlisis del comportamiento de las mediciones de la
reactividad braquial a lo largo del tiempo (tres mediciones),
separadas por subgrupos, se realizé por la varianza (ANOVA)
para mediciones repetidas. La prueba de comparaciones
mdltiples de Bonferroni (ajustado para mediciones repetidas)
se aplicé para identificar cuales los momentos que difieren
entre si. Para verificar si el comportamiento se distingue entre
los subgrupos a lo largo del tiempo, se llevé a cabo el andlisis
de varianza para mediciones repetidas con un factor.

El coeficiente de correlacion de Spearman se utilizé para
medir el grado de asociacién entre el delta relativo con el
perfil metabdlico; y el analisis de regresion lineal mdltiple se
llevd a cabo para verificar, simultaneamente, la influencia de
los datos clinicos y metabdlicos sobre el delta relativo de la
reactividad braquial por el vasodilatador.

Se utilizaron métodos no paramétricos, una vez que algunas
variables (TG y deltas relativos) no presentaron distribucién
normal (distribucion Gaussiana) debido a la dispersion de los
datos o a la falta de simetria de la distribucion.

El criterio de determinacion de significancia adoptado fue
el nivel del 5%. El andlisis estadistico se procesé por el software
SAS 6.04 (SAS Institute, Inc., Cary, North Carolina).

Etica

El comité de ética en investigacién de la Facultad de
Medicina de la Universidad Federal Fluminense aprobé la
investigacién. Para la recoleccion de los datos, los pacientes
fueron sometidos a un formulario de consentimiento
informado.

Resultados
Se seleccionaron a 27 pacientes VIH positivo, con edad

promedio de 41,6 afos (+/- 8,5), provenientes del ambulatorio
de SIDA de la asignatura de enfermedades infecto parasitarias
de la Facultad de Medicina de la Universidad Federal
Fluminense. Teniendo en cuenta este grupo, 15 pacientes
(55,6%) hicieron uso de inhibidores de la proteasa.

Un grupo de 16 pacientes (37,2%), con edad promedio de
43,8 anos (+/- 4,3), conformé el grupo control.

Las variables demograficas y clinico-laboratoriales estan
detalladas en las Tablas 1y 2.

No hubo diferencia significativa con relacién a la edad y al
sexo en los grupos VIH positivo y negativo (p = 0,27).

Variables continuas como cintura abdominal (CA) y HDL-c
fueron significativamente menores en el grupo VIH positivo
con p = 0,010y p = 0,050, respectivamente.

Los pacientes VIH negativo con HAS (93,8% versus 14,8%;
p < 0,0001) presentaron niveles preséricos mas elevados que
los VIH positivo.

El TG fue la variable metabdlica predominante en el
subgrupo de pacientes VIH positivo y en uso de IP con p
= 0,004 y p = 0,009, con relacién a los VIH negativo y sin
uso de IP.

La Tabla 3 detalla los resultados del estudio de ultrasonido
de la arteria braquial.

Mediante el analisis de varianza para mediciones repetidas,
se evaluo la reactividad braquial por la hiperemia reactiva y
vasodilatador en pacientes VIH positivo y negativo en tres
momentos (basal, 60s y 90s). Se observé que existe aumento
significativo en la reactividad braquial por la hiperemia reactiva
en el subgrupo VIH positivo (p = 0,033) y negativo (p = 0,014)
hasta los 60s. No hubo significancia estadistica a los 90s para
los pacientes VIH positivo.

El analisis endotelio independiente (uso de vasodilatador)
present6 incremento significativo en la reactividad braquial
en ambos subgrupos positivo y negativo, con p = 0,0001 y p
= 0,0001, respectivamente.

ANATOMIA
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Figura 2 - Anatomia de las camadas del vaso sanguineo en la imagen del ultrasonido.
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Basandose alin en el analisis de varianza, se comparé el
subgrupo de pacientes en uso o no de IP a los 60s y 90s de
la reactividad braquial. Se observé que existe un incremento
significativo por hiperemia reactiva en el subgrupo con uso
de IP (p = 0,038) sélo a los 60s, no habiendo significancia
estadistica en la medici6n a los 90s.

Con el uso de nitrato SL, se observé un incremento
significativo de la reactividad braquial en los subgrupos con y
sinIP conp = 0,016y p = 0,0001, respectivamente.

Pese a que se observe un aumento significativo en las
mediciones de la reactividad braquial (hiperemia reactiva y
vasodilatador), principalmente del basal para 60s, tanto en el
subgrupo VIH positivo como en el uso de IP, ese aumento es
diferenciado. Es decir, el subgrupo VIH positivo o con el uso
de IP present6 aumento por el vasodilatador significativamente
menor que el subgrupo VIH negativo o sin IP

Basandose en el andlisis del delta relativo (%) de la
reactividad braquial segin el VIH y el IP se observé que
a los 60s tanto el grupo VIH positivo como el que utilizé
IP presentaron delta relativo por el uso del vasodilatador
significativamente menor que el grupo VIH negativo y el sin
uso de IP con p = 0,020 y p = 0,034, respectivamente.

El delta relativo por la hiperemia reactiva no present6
significancia estadistica en cualquier subgrupo.

Andlisis de las variables demograficas y clinico-
laboratoriales segun el VIH

VIH
Variable Positivo (n=27) Negativo (n = 16) p valor
Edad 416+85 438+43 0,27
IMC (Kg/m?) 22225 23444 0,33
C. abdominal (cm) 86,5+ 8,5 949 +12,1 0,010
Glucemia (mg/dl) 89,1+15,1 93,5+ 14,6 0,35
Colesterol total (mg/dl) 204,9 +484 196,8 + 45,0 0,59
HDL-c (mg/dl) 41,0 +10,1 47,6 £10,8 0,050
LDL-c (mg/dl) 138,82+ 43,5 1292414 0,48
TG (mg/dl) 2354 £ 1445 139,4 45,0 0,004
:—ll)i;):;cle)mia Reactiva 349067 330£058 035
Vasodilatador (basal) 3,622+ 0,70 3,25+ 0,60 0,085

Datos expresados en promedio + desviacion estandar; a - pérdida de dos
pacientes.

Las tablas 4 y 5 evidencian el analisis del delta relativo de la
reactividad braquial, segtin el VIH y el inhibidor de proteasa,
respectivamente.

Variables como sexo, indice de masa corporal (IMC),
cintura abdominal (CA), glucemia, colesterol total (CT), HDL-c,
LDL-c e TG no revelaron significancia estadistica con relacion
a la reactividad braquial.

El analisis de regresion lineal maltiple observé que sélo el
IP disminuy6 el delta relativo en los pacientes VIH positivo,
por el vasodilatador a los 60 y 90 segundos, con p = 0,032
y p = 0,010, respectivamente.

Discusion

Este estudio revel6 que pacientes infectados con VIH en uso
de HAART, incluyendo IP, hay mas de dos afos presentaron
disfuncién endotelial comparado al grupo sin uso de IP y al
grupo control no infectado.

La principal contribucién de estos resultados, en cuanto a
los estudios previos, es la demostracién del compromiso de
la respuesta vasodilatadora endotelio independiente en los
pacientes VIH positivo en uso de IP.

Estudios previos'? han evaluado la funcién endotelial
en pacientes con VIH mediante la técnica de la DILA

Analisis de las variables demogréficas y clinico-
laboratoriales segun el uso de inhibidor de proteasa

Inhibidor de proteasa

Variable Presente (n=15) Ausente (n=12) p valor
Edad 432+82 39687 0,27
IMC (Kg/m?) 21,7424 229425 023
C. abdominal (cm) 859+8,7 87,3186 0,68
Glucemia (mg/dl) 90,1+ 16,8 879+135 0,72
Colesterol total (mg/dl) 206,8 + 52,6 202,4 +449 0,82
HDL-c (mg/dl) 38,6+12,0 441463 0,13
LDL-c (mg/dl) 139,42+ 48,0 138,02+ 39,3 0,94
TG (mg/dl) 265,6 +120,6 197,7 + 167,5 0,009
:-ll)iz:;%mia Reactiva 365058 3294073 0,16
Vasodilatador (basal) 3,79 £0,64 3,38+ 0,74 0,15

Datos expresados en promedio + desviacion estandar; a - pérdida de un
paciente; b - pérdida de dos pacientes.

- Andlisis longitudinal de la reactividad braquial por la hiperemia reactiva para los subgrupos del VIH y del inhibidor de proteasa

Reactividad por la hiperemia reactiva

Subgrupo Basal 60s 90s p valor® # Significativas®
VIH positivo (n = 25) 3,48+0,68 3,60 0,68 3,55+0,68 0,033 basal # 60"
VIH negativo (n = 16) 3,30+0,58 342 +0,61 3,40+ 0,59 0,014 basal # 60" e 90"
Inhibido de proteasa presente (n = 14) 3,62 +0,59 3,78 £0,54 3,69 +0,61 0,038 basal # 60"
Inhibido de proteasa ausente (n = 11) 3,29+0,77 3,37 +£0,80 3,36 £0,74 0,54

Datos expresados en promedio + desviacion estandar; a - ANOVA para medidas repetidas; b - comparaciones mdiltiples de Bonferroni, en nivel del 5%.
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y correlacionado con la probabilidad de desarrollo de
enfermedad arterial coronaria. La DILA es una técnica no
invasiva, exacta y reproductible, es ademas dependiente de
caracteristicas operacionales relacionadas a la frecuencia del
ultrasonido y del entrenamiento técnico.

La disfuncién endotelial por hiperemia reactiva (endotelio
dependiente) y por el uso de nitroglicerina (endotelio
independiente) se analizé por el estudio de la arteria braquial
en momentos diferentes de dilatacion (60s y 90s). Segin
el protocolo validado', el pico de liberacién del oxido
nitrico (NO) y de la dilatacién de la arteria ocurren en este
periodo.

Nuestro estudio evidencié que, tanto en el subgrupo de
pacientes VIH positivo en cuanto de aquellos en uso de IP
hubo un incremento de la dilatacién de la arteria braquial
por hiperemia reactiva, no habiendo diferencia respecto al
subgrupo VIH negativo y sin uso de IP

Nolan et al.” no encontraron diferencia en la funcion
endotelial cuando compararon el flujo de la arteria braquial
en 24 pacientes VIH positivo tratados con IP y 24 pacientes
no infectados del grupo control'.

Stein et al."™* mostraron disminucién de la dilatacién de
la arteria braquial en pacientes VIH positivo en uso de IP
comparando con pacientes VIH positivo sin uso de IP'.

La vasodilatacién endotelio independiente realizada

mediante el uso de NO exégeno se relaciona a la funcion
del masculo liso. En nuestro estudio, solamente el IP
fue significativo para influenciar el delta relativo por el
vasodilatador a los 60 y 90 segundos.

Un estudio evalué a 800 pacientes asintométicos sin VIH
y con factores de riesgo para enfermedad cardiovascular,
mediante uso de la nitroglicerina exégena. Se concluy6 que
la respuesta reducida al uso de nitroglicerina se correlaciond
a la edad aumentada, al incremento del colesterol total, a la
historia de diabetes mellitus y al tabaquismo'®.

Takase et al.'® analizaron la interaccién entre HAS y DM
en la disfuncién endotelio independiente y separaron cuatro
grupos, siendo DM tipo 2, HAS, HAS/DM y control. Los
resultados mostraron que la vasodilatacién inducida por la
nitroglicerina se reduzco en el grupo de pacientes hipertensos
y diabéticos comparado con el grupo control (p < 0,001),
mostrando que la interaccién entre DM ye HAS empeoraron
el endotelio vascular, asi como el musculo liso responsable
de la vasodilatacién endotelio independiente’®.

El mecanismo de disfuncién endotelial es explicado tanto por
la accion del virus como por el uso de HAART. Shankar et al.
revelaron disminucién de la dilatacién de la arteria braquial en
nifos VIH positivas sin uso de antirretrovirales'”. El virus actta
en el endotelio por intermedio de la glicoproteina 120 (Gp120),
conllevando la produccion de moléculas de adhesién (ICAM-1),
estados protrombéticos, TNF alfa e interleuquina 6 (IL-6).

Analise do delta relativo (%) da reativEdad branquial segundo o VIH

ReativEdad branquial Delta relativo (%) VIH n Média EP Mediana p valor
Pos. 27 48 1,5 31
60"- basal 0,68
Neg. 16 3,6 1,6 2,9
Hiperemia Reactiva
Pos. 25 26 1,7 32
90"- basal 0,53
Neg. 16 33 1,5 39
Pos. 25 8,1 22 52
60"- basal 0,020
Neg. 16 14,8 25 15,1
Vasodilatador
Pos. 24 9,6 2,1 6,3
90"- basal 0,055
Neg. 16 16,6 32 16,9
EP - erro padréo.
Andlise do delta relativo (%) da reativEdad braquial, segundo o inibidor de protease
ReativEdad Branquial Delta relativo (%) IP n Média EP Mediana p valor
Pres. 15 53 19 3,1
60"- basal 0,40
Aus. 12 42 2,7 1,5
Hiperemia Reactiva
Pres. 14 24 22 2,0
90"- basal 0,62
Aus. 1 3,0 28 37
Pres. 15 38 1,5 42
60" - basal 0,034
Aus. 10 14,5 43 13,4
Vasodilatador
Pres. 14 48 17 57
90"- basal 0,012
Aus. 10 16,4 34 18,1

EP - erro padréo.
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Aunque los IPs reduzcan el 6xido nitrico sintetasa endotelial
(eNOS), conllevando la disminucién de la produccién de 6xido
nitrico, las especies reactivas de oxigeno (ROS) contribuyen
para la disfuncién endotelial, conllevando la inflamacién, el
dafio celular y la apoptosis de las células endoteliales. Los IPs
inducen la formacion de ROS™. Mondal et al." evidenciaron
la presencia de ROS en las células endoteliales de la arteria
aorta de pacientes en uso de Zidovudina y Efavirenz™.

Los IPs también conllevan la disfuncién del DNA
mitocondrial, contribuyendo al aumento del estrés oxidativo.
Cote et al. mostraron el primer caso de disfuncién mitocondrial
en pacientes VIH positivo en uso de IP y con sintomas de
hiperlactatemia®.

Uno de los principales mecanismos que explica la
disfuncién endotelial inducida por el IP esta relacionado a la
activacion de proteinas kinasas (MAPKSs) por especies reactivas
de oxigeno. Los IPs activan diferentes tipos de MAPKs en
células distintas?'.

Las ROS también estan presentes en las células del musculo
liso, responsable por la vasodilatacién endotelio independiente,
conllevando a la disfuncién endotelial por el uso de NTG en
pacientes que usan IP Chai et al.?*** demostraron la presencia
de anion superéxido en las células endoteliales del musculo liso
de pacientes tratados con 1P?*?3. Kim et al.** evidenciaron que
proteinas virales afectan la proliferacién de las células endoteliales
del misculo liso, representando el mayor evento en la formacién
de la lesion vascular.
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