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RESUMO

A introdugdo e uso em larga escala da terapia antirretroviral combinada (TARV) em pacientes
infectados pelo HIV ocasionou um profundo impacto no perfil de morbimortalidade desses
pacientes. Com isso, aumentou o tempo de exposi¢ao desses individuos a fatores de risco
cardiovascular, ligados ou ndo a imunodeficiéncia, com a consequente alteracdo das causas de
morbimortalidade para aquelas ndo exclusivamente relacionadas & AIDS. Neste contexto,
estratégias para a deteccdo precoce da aterosclerose subclinica e da DCV clinica poderiam
levar a uma prevengdo primdria mais eficaz e reduzir a morbimortalidade em pessoas vivendo
com HIV/AIDS (PVHA), particularmente naqueles de maior risco, como os com DM. Os
objetivos do projeto foram: (1) estudar a associagdo entre DM e mortalidade em pacientes
infectados pelo HIV; (2) investigar a associacdo entre infeccdo pelo HIV e alteragdes na
velocidade de onda de pulso (VOP); (3) descrever a incidéncia e avaliar os fatores associados
a aterosclerose e eventos cardiovasculares em uma coorte de PVHA. Como principais
resultados encontramos primeiramente que o DM foi associado a aumento na mortalidade em
PVHA, em compara¢ido com individuos sem esta comorbidade. Posteriormente, verificamos
que a infeccao pelo HIV ndo foi associada a maior rigidez adrtica em PVHA, comparada a
outros dois grupos ndo infectados. A rigidez das grandes artérias foi associada a fatores de
risco tradicionais, principalmente a adiposidade abdominal. Finalmente, na analise do terceiro
artigo encontramos que os fatores de risco tradicionais e relacionados ao HIV foram
associados a incidéncia de DCV, sendo observado um gradiente de risco para o tabagismo.
Adicionalmente, a estimativa de risco absoluto pelo algoritmo DAD foi a que mais se
aproximou dos percentual de eventos observados. Concluimos a partir destas observagdes em
conjunto que uma além das medidas usuais no acompanhamento de PVHA como por exemplo
o uso de TARYV e o controle da carga viral, ¢ imprescindivel implementar de forma rotineira
uma avaliacdo mais criteriosa dos fatores de risco tradicionais para o desenvolvimento de
DCV como medida efetiva para a prevengdo primaria nesta populagdo, que envolveria
principalmente intervencdes para o controle do peso, a cessagdo do tabagismo e o
acompanhamento da diabetes mellitus e suas complicacdes. Estas medidas apresentam

potencial impacto para a satide publica no pais, se aplicadas a nivel populacional.

Palavras chave: 1.Sindrome de imunodeficiéncia adquirida, 2.Diabetes Mellitus, 3.doencas

cardiovasculares, 4.rigidez arterial, 5.aterosclerose



ABSTRACT
After the widespread use of combination antiretroviral therapy (ART) in HIV-infected
patients there has been a profound impact on morbidity and mortality profile among these
patients, both in developed or developing countries, including Brazil. An immediate
consequence was the rapid increase in survival in these individuals due to the reduction in
rates of progression to acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) and related mortality..
In this context, strategies for early detection of subclinical atherosclerosis and clinical CVD
could lead to more effective primary prevention and reduce morbidity and mortality in people
leaving with HIV/AIDS (PLHA), particularly those at higher risk, such as DM. The objectives
of this study include 1) to study the association between DM and mortality in HIV-infected
patients; 2) to investigate the association between HIV infection and changes in pulse wave
velocity (PWV); 3) To describe the incidence and assess risk factors associated with
atherosclerosis and cardiovascular events in a cohort of PLHA. As results we found that
diabetes mellitus was associated with increased mortality in PLHA as compared to individuals
without diabetes. Subsequently, we verified that HIV infection was not associated with
greater aortic stiffness in PLHA compared to two other uninfected groups. The stiffness of the
great arteries was associated with traditional risk factors, particularly with abdominal
adiposity. Finally, in the analysis of the third article, we found that traditional and HIV-
related risk factors were associated with the incidence of CVD, with a risk gradient for
smoking. Additionally, the predicted risk by DAD algorithm was closer to the observed
CVEs. What we can conclude from these observations together is that a more careful
assessment of traditional risk factors for the development of CVD is recommended as an
effective measure for primary prevention in PLHA, which would mainly involve interventions
targeting weight control, smoking cessation and a careful follow-up of diabetes mellitus and
its complications. These measures have a potential impact for public health in Brazil if

applied at the population level.

Keywords: 1.Acquired Immunodeficiency Syndrome., 2.Diabetes Mellitus, 3.cardiovascular

disease, 4.vascular stiffness, 5.atherosclerosis
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1. INTRODUCAO

Apesar dos avangos no tratamento, a infeccao pelo HIV continua sendo um importante
problema de saude publica no Brasil e no mundo. Dados epidemiologicos do ano de 2017
indicam que cerca de 36,7 milhdes de pessoas no mundo estavam infectadas pelo HIV, nimero
similar a 2013 sendo 3,6 milhGes dessas acima de 50 anos. Neste mesmo relatorio de 2017, houve
1,8 milhdes de novos casos, uma reducdo de 11% entre o periodo de 2010 e 2016 e o percentual
de pessoas infectadas pelo HIV que ndo recebiam terapia antirretroviral foi reduzido de 90% em
2006 para em torno de 60% em 2017. Neste periodo, a prevaléncia de HIV no Brasil chegou a
0,4% da populacao adulta, sendo 830 mil o nimero de pacientes infectados pelo HIV, perfazendo
uma prevaléncia em adultos entre 15 ¢ 49 anos de 0,6% '**.

A América Latina ocupa posicdo de destaque na epidemia de HIV/AIDS, com cerca de
1,8 milhdes de infectados, sendo 97 mil novos casos e 37 mil 6bitos relacionados a AIDS apenas
em 2016. Em 2013 Argentina, Coldombia, México, Venezuela e Brasil contribuiram
conjuntamente com aproximadamente 75% dos casos da doenga, sendo que este Ultimo
contabilizava 47% dos casos de HIV/AIDS da regido °.

Desde a introduc¢do do anélogo de nucleosideo Zidovudina (AZT) em 1985, a terapia
antirretroviral vem sendo grandemente aprimorada. O apice desse processo foi obtido com a
combina¢do de drogas antirretrovirais, frequentemente referida como terapia antirretroviral
combinada ou TARV a partir de 1996 *. Nesta tltima década, a introdugio e uso em larga escala
da TARV modificou profundamente o perfil da epidemia de HIV/AIDS. Observou-se declinio

importante da morbimortalidade relacionada ao HIV, tanto nos paises em desenvolvimento, como



5, 6; 7, 8

o Brasil, quanto nos desenvolvidos . Para melhor compreensdo, atualmente alguns

subgrupos de individuos infectados pelo HIV e sem comorbidades possuem sobrevida semelhante

a da populagio em geral quando iniciam precocemente a TARV” ' !,

Uma consequéncia imediata desta queda na morbimortalidade ligada diretamente ao HIV
foi o aumento de eventos ndo diretamente relacionados a AIDS, incluindo as doencas

cardiovasculares (DCVs) e a diabetes mellitus (DM) '% 151413

. Parte deste aumento de risco pode
ser explicado pelas alteracdes metabdlicas induzidas pela TARV como a dislipidemia, a DM, a
lipodistrofia e a propria sindrome metabdlica, além de uma maior prevaléncia dos fatores de risco
cardiovascular classicamente estabelecidos. O processo inflamatorio cronico desencadeado pela

persisténcia do virus no organismo levando a anormalidades no sistema de coagula¢do, disfun¢ao

endotelial e aterosclerose também tem sido implicado .

MUDANCA NO PERFIL DE MORTALIDADE

A DM e as DCVs tém surgido cada vez mais como causas importantes de
morbimortalidade em pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA), seguindo a incidéncia
decrescente de doengas oportunistas.

Os estudos SMART, SPIRIT e a colaboracdo Antiretroviral Therapy Cohort
Collaboration, dentre outros, documentaram essa mudanga de perfil, mostrando que, apesar das
causas ligadas a infec¢@o pelo HIV continuarem no topo da lista de causas de dbito, outras causas
como DM, DCVs, canceres ndo relacionados a AIDS, doengas hepéticas e renais vém sendo cada

; : 15;17; 18; 19; 20; 21; 22
vez mais observadas nesses pac1entes U,



A colaboragdo The Data Collection on Adverse events of Anti-HIV Drugs (DAD)
acompanhou os participantes HIV-positivos tratados na Europa, nos EUA e na Australia nos anos
de 1999 a 2011 para identificar as tendéncias na mortalidade global e devida a causas especificas
4 As principais causas de morte foram as relacionadas a AIDS, seguidas de cinceres nio
definidores de AIDS, doencas do figado e DCV. As mortes por causas relacionadas a AIDS
diminuiram no periodo estudado, mas manteve-se como a causa mais comum de morte. As
mortes por DCV e doenca hepatica também diminuiram, enquanto as mortes por canceres nao

relacionados com a AIDS aumentaram durante o periodo.

No Brasil, os dados sobre essa transi¢do no perfil de morbimortalidade de pessoas
vivendo com HIV/AIDS sdo escassos. Dados recentemente publicados demonstram que houve
um aumento significativo da men¢do de condi¢des ndo relacionadas a infec¢do pelo HIV e
especificamente de DM e DCVs em pacientes que tiveram os codigos B20 a B24 da Classificacao
Internacional de Doengas 10? edi¢do (CID-10) mencionados em qualquer campo do seu atestado
de 6bito no Brasil de 1999 a 2004 *. Esta tendéncia posteriormente foi confirmada, pois houve
um aumento continuo e significativo na propor¢ao de condi¢des ndo relacionadas a AIDS como
causas de morte em PVHA. Em comparacdo ao grupo ndo infectado, DM, DCVs, canceres nao
relacionados ao HIV e causas externas aumentaram significativamente no grupo infectado pelo

HIV entre 1999 e 2011,

Esses resultados foram corroborados com dados locais de uma coorte de PVHA no Rio de
Janeiro que, no periodo de 2005 a 2006, apresentou mudanga temporal nas taxas de mortalidade,
com aumento de mortes ndo relacionadas a AIDS *. Dados da coorte do Instituto de Infectologia

Evandro Chagas (INI) também mostraram uma diminui¢do importante nas taxas de mortalidade



global impulsionada por causas relacionadas a AIDS, que passou de 9,19 mortes/100 pessoas-ano

de 1986 a 1991 para 1,35/100 pessoas-ano de 2007 a 2009 *°.

De forma bastante peculiar, o coeficiente padronizado de mortalidade por AIDS
verificado para o estado do Rio de Janeiro (9,1/100 mil habitantes) ¢ muito acima daquele
calculado para o Brasil (5,5/100 mil habitantes). Comparado aos indicadores de outros estados da
regido Sudeste (3,5, 6,3, 5,2/100 mil habitantes para Minas Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo,
respectivamente), a discrepancia da taxa de mortalidade por AIDS no Rio de Janeiro torna-se

ainda mais evidente, possivelmente relacionado a detec¢do e assisténcia mais tardia da patologia

27

EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES MELLITUS

A prevaléncia da DM na populagdo geral se encontra em torno de 8 a 10%. E um
componente importante dos fatores de risco cardiovascular "comuns”, responsavel pela
aceleracdo e agravamento da aterosclerose e fendmenos tromboticos. Os eventos cardiovasculares
sdo responsaveis por cerca de 80% da mortalidade total na DM e esta patologia também induz
alteragdes microangiopaticas peculiares que levam a nefropatia diabética, propiciando a
insuficiéncia renal em fase terminal, e a retinopatia diabética, que pode progredir para a perda da
visdo e cegueira >*.

Em termos de eventos cardiovasculares maiores, a DAC e o AVC sdo as principais
causas de morbimortalidade em pacientes com DM. A doenga arterial periférica (DAP), patologia

que frequentemente leva a isquemia e amputacdo do membro, também € mais vista na DM e por



fim, a presenca de alguns tipos de cancer *’. Fatores levam a uma redugdo global da sobrevida e
aumento dos custos em satide nesta populagio .

A lesdo e disfuncdo endotelial ¢ o ponto de partida comum para estas condigdes
vasculares através do estresse oxidativo e do declinio na produc¢do de 6xido nitrico, com ativagao
do sistema renina-angiotensina e da inflamacdo endotelial causada pela glicose, pela insulina e
pelos produtos de glicagdo **.Geralmente é considerada o principal fator de risco cardiovascular,
J& que pacientes com DM sem infarto agudo do miocardio (IAM) prévio tém o mesmo risco de
um IAM que pacientes sem DM com IAM prévio *'. Mais ainda, apds o desenvolvimento da
DCV, individuos com DM possuem um progndstico pior do que aqueles sem esta comorbidade

32

Estudos angiograficos sugerem que pacientes com DM possuem doenga aterosclerdtica

33; 34 - . .
> % E reconhecida a maior

mais extensa, particularmente afetando as artérias coronarias
probabilidade de morte subita cardiaca e de IAM em pacientes com DM. As sindromes
isquémicas agudas, a doenga arterial periférica e suas complicagdes também sdo mais frequentes
nestes pacientes do que naqueles sem DM e, como os sintomas tipicos do [JAM muitas vezes sdo
mascarados nestes pacientes, é comum a perda do seu diagndstico *°.

No Brasil, mais de 85% dos 6bitos por DM ocorrem a partir dos 40 anos de idade, em
ambos os sexos observando-se a partir de 1990 taxas ascendentes na mortalidade por DM, em

e~ . . .. 36 .
todas as regides brasileiras, com valores mais elevados no sexo feminino . Em conjunto, estes

dados traduzem a magnitude do problema em saude publica que esta comorbidade propicia.

Diabetes Mellitus em pessoas vivendo com HIV/AIDS



A prevaléncia da DM estd aumentada (em torno de 12%) na presenca de infec¢do pelo
HIV e pode ser explicada em parte por uma série de fatores predisponentes que também estdo
presentes em pacientes ndo infectados: baixo nivel socioecondmico, idade, obesidade e raca. No
entanto, individuos com HIV apresentam outros fatores de risco para o desenvolvimento da DM.
Por exemplo, a coinfec¢do pelo virus da Hepatite C (HCV), a propria TARV e, de forma ainda
ndo bem estabelecida devido a evidéncias contraditorias, os fatores relacionados a infecg¢do pelo
HIV, como tempo de infecgdo e baixa contagem de CD4 . Logo, observamos que a prevaléncia
do DM em PVHA ¢ até duas vezes maior em comparagdo a populagdo em geral *°. Além disto,
dados da colaboracio DAD mostraram que um novo diagndstico de DM foi feito em 744
pacientes dentre 130.151 pessoas-ano de seguimento, uma taxa de incidéncia de 5,72/1.000
pessoas-ano. A incidéncia também aumentou com a exposi¢io cumulativa a TARV *°.

Outro fator importante ¢ a infeccdo pelo HCV, transmitida principalmente por
compartilhamento de seringas e agulhas entre usudrios de drogas injetaveis. Estd presente em
cerca de 25% das PVHA, podendo chegar a 75% de prevaléncia dentre os que sdo usudrios de
drogas injetaveis *. A coinfecgdo HCV/HIV aumenta a taxa de progressio para fibrose e

mortalidade hepética *"* **

e estd associada a maior resisténcia insulinica, propiciando o aumento
na incidéncia de DM em PVHA. Esta tltima ocorre devido ao aumento do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) intra-hepatico e a esteatose hepatica, prejudicando a acdo da insulina em
tecidos periféricos e a absorgdo hepatica da glicose *.

A sindrome metabolica e a lipodistrofia, distirbios frequentemente vistos em PVHA,

sdo outros fatores ligados a niveis mais elevados de citoquinas inflamatodrias, tais como o TNF-a



que, por sua vez, acarreta intolerdncia a glicose e resisténcia insulinica, propiciando o
aparecimento da DM.

Embora o impacto da DM nas taxas de mortalidade e causas especificas de Obito em
PVHA seja pouco estudada na literatura, dados dos estudos SMART e SPIRIT combinados
mostraram que a DM foi uma preditora independente de morte apds um evento ndo relacionado a
AIDS . Na colaboragio DAD a DM foi um fator para o aumento do risco de todas as causas

especificas de mortalidade em PVHA exceto canceres nio relacionados & AIDS **,

Neste contexto, estratégias para a deteccdo precoce de DCV clinica poderiam reduzir a
morbimortalidade em pessoas vivendo com HIV/AIDS com DM. Além disso, a detec¢do da
aterosclerose subclinica, por exemplo, pela mensura¢cdo da Velocidade da Onda de Pulso (VOP)
como veremos mais adiante, poderia levar a prevengao primaria mais eficaz em alguns pacientes
com DM *,

O Brasil constitui um cendrio nico, pois ¢ um pais continental de baixa renda, onde a
TARV tornou-se disponivel de forma gratuita e universal desde 1996. Nosso grupo reportou
anteriormente o surgimento de DM e DCV como causa de morte em PVHA ** **. No entanto,
poucos estudos investigaram as consequéncias da DM em grandes grupos de pessoas vivendo

com HIV/AIDS.

EFEITO DOS ANTIRRETROVIRAIS NA DESREGULACAO METABOLICA

Alguns esquemas de TARV tém sido implicados na indugdo de lipodistrofia que, por sua

vez, promove a dislipidemia e a resisténcia insulinica **. A dislipidemia induzida pelo HIV e pela



TARYV foi melhor ilustrada em dados do estudo MACS, uma série de homens que apresentaram
soroconversdo para o HIV e que posteriormente foram submetidos 8 TARV *. Neste estudo, o
HIV foi associado a redugdo dos niveis de colesterol total, LDL-colesterol ¢ HDL-colesterol,
enquanto o inicio da TARV foi associado a dislipidemia, com elevagdo do colesterol total, do

LDL-colesterol, de triglicerideos e redu¢do do HDL-colesterol.

Entre os diversos estudos que abordaram a dislipidemia nos PVHA, um estudo recente
avaliou os efeitos de cada antirretroviral no perfil lipidico, analisando os resultados de 15 ensaios
clinicos para calcular o efeito da TARV de primeira linha nos lipidios apds 48 semanas de
tratamento. Os maiores aumentos do colesterol total ocorreram com Fosamprenavir/Ritonavir,
Lopinavir/Ritonavir e Efavirenz, em combinacdo com um Inibidor de Transcriptase Reversa

Andlogo de Nucleosideos (ITRN) sem Tenofovir.

Em geral, os esquemas contendo Tenofovir tiveram um efeito protetor moderado. Entre os
pacientes recebendo Tenofovir, o colesterol total foi maior com Lopinavir/Ritonavir do que com
Atazanavir/Ritonavir ou Fosamprenavir/Ritonavir. Assim, as disfun¢des observadas com a
infeccdo pelo HIV e a TARV sugerem um cenério em que o excesso de disponibilidade sistémica
de colesterol e a reducdo na sua depuracdo por mondcitos e macrofagos produzem uma
dislipidemia especifica que pode contribuir para a aterosclerose acelerada e para o aumento do

risco de DCVs, especialmente em uma coorte em envelhecimento.

O risco de DM também esta aumentado com a TARV. No Veterans Aging Cohort Study,
o uso de ITRN e ITRNN foi associado ao maior risco de diabetes '°. Em uma coorte de pacientes

da Suiga, a incidéncia de novos casos de DM foi de 4,4/1000 pessoas-ano e, entre outros fatores,



os tratamentos com esquemas contendo um inibidor da protease (IP) e um ITRN foram
associados a maior risco *’. No estudo DAD, a incidéncia de diabetes (5.72/1.000 pessoas-ano)
aumentou com a exposicdo cumulativa 8 TARV, uma associacdo que permaneceu significativa
mesmo apos o ajuste para possiveis fatores de risco para diabetes. A relagdo mais forte foi com
exposicdo a Estavudina porém, exposi¢des a Zidovudina e a Didanosina também foram
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associadas a um risco aumentado de diabetes ~°.

Esta contribuicdo para a desregulacdo da glicose passa por mecanismos de inducdo de
lipodistrofia e efeitos toxicos mitocondriais, no caso de alguns ITRN, além de inibicdo do

transportador da glicose, no caso de alguns IPs *% %,

FATORES DE RISCO CARDIOVASCULAR TRADICIONAIS EM PVHA

Conforme exposto, a DM ¢ uma comorbidade cada vez mais presente em PVHA na era
da TARV. Estudos recentes apontam uma prevaléncia aumentada da DM e resisténcia insulinica
em PVHA °* *. Fato relevante, pois ¢ um componente importante dos fatores de risco
tradicionais para o desenvolvimento de DCV e suas complicagdes, o que explica cerca de 80% da
mortalidade em individuos com DM *°. O mecanismo pelo qual o aparecimento de hiperglicemia
parece acelerar a aterosclerose, possivelmente se dd por aumento da formacdo de proteinas
glicosiladas e produtos finais de glicacdo avancada promovendo a disfun¢do endotelial e
consequentemente, contribuindo para a DCV *°.

Para determinar se a DM também poderia funcionar como um risco equivalente de
DCV em pessoas vivendo com HIV/AIDS, pesquisadores da colaboragdo DAD compararam

PVHA sem DM ou DCV preexistente no inicio do estudo, o risco de um novo evento coronariano



em pacientes com DM, mas sem DCV preexistente foi de 3,03 (IC 95%, 2,34-3,93; P = 0,001),
enquanto que o risco de um evento coronariano recorrente foi 9,04 (IC 95%, 7,10-11,49; P =
0,0001) em pacientes com DCV pré-existente e sem DM.

Com diferencas relativas a outros estudos que demonstraram ser a DM um fator de risco
equivalente para DCV, deve-se manter em mente a sua importancia como um fator preponderante
para DCV em pessoas vivendo com HIV/AIDS *°.

Apesar dos beneficios vistos com o uso da TARV, a maioria dos PVHA permanecem
com maior morbimortalidade em comparacdo a pacientes nao infectados. A infec¢do pelo HIV
tem sido associada a um aumento de até 50% no risco de IAM, mesmo ap6s levarmos em conta o
ajuste para fatores de risco cardiovascular ja conhecidos .

O mecanismo ¢ provavelmente multifatorial, porém o que observamos muitas vezes ¢
uma maior prevaléncia dos fatores de risco tradicionais. Em regides como Europa e EUA, por
exemplo, as taxas de tabagismo entre PVHA s3o mais elevadas do que aquelas entre individuos
ndo infectados, chegando a 70% em algumas coortes. Por exemplo, entre 5.427 PVHA do estudo
SMART que abrangeu 33 municipios de renda predominantemente alta, a taxa de tabagismo foi
de 40,5% *. Uma taxa ainda maior (51,5%) foi encontrada entre os 17.852 pacientes inscritos na
colaboragio DAD . Em contraste, no Brasil, a prevaléncia global de tabagismo entre adultos e

adolescentes se encontra em torno de 13% >*.

Em relagdo a outros fatores de risco, a partir de dados coletados de dois grandes hospitais
nos EUA, observou-se diferencas substanciais nos perfis de risco cardiovascular em PVHA

comparados a individuos ndo infectados. Entre os PVHA, foi encontrada maior prevaléncia de



tabagismo (38 vs 18%), hipertensdo (21 vs 16%), diabetes (12 vs 7%) e dislipidemia (23 vs 18%)
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12 Taxas semelhantes foram encontradas em uma rede de satide no norte da Califérnia **.

O impacto da DCV também parece ser maior entre os pacientes mais jovens e de menor
risco.”” Entre os participantes da coorte US VACS, a taxa de incidéncia de IAM foi maior nos
pacientes entre 30 e 39 anos °'. Outra analise de individuos hospitalizados por sindrome
coronariana aguda em um centro terciario dos EUA também mostrou que PVHA eram mais
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jovens e com escores de risco para IAM mais baixos do que os controles nao infectados .

Apesar do importante papel que os fatores de risco tradicionais exercem para o maior
risco de DCV nos PVHA, o mecanismo ainda ndo estd totalmente compreendido. Estudos
adicionais apontam que outros fatores também podem estar implicados. Por exemplo, a analise
dos dados da Partners Health Care System indicou que o ajuste para fatores de risco tradicionais
atenua o risco relativo de IAM em PVHA em comparagio aos ndo infectados '%. O risco relativo
cai de 2,45 na infeccdo pelo HIV quando se considera apenas a idade e sexo para 1,75 quando se
considera fatores de risco demograficos e tradicionais (idade, sexo, raca, HAS, DM e

dislipidemia).

Da mesma forma, quando os pesquisadores do estudo DAD ajustaram sua andlise de risco
de IAM para dislipidemia, o risco relativo associado aos antirretrovirais caiu de 1,16 para 1,10 ao
ano. Em um estudo DAP, a infec¢do pelo HIV foi associada a menor indice tornozelo-braquial,
um marcador desta patologia, mesmo apds o ajuste para os fatores de risco cardiovascular
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tradicionais ~’.



No Brasil, um estudo conduzido por nosso grupo mostrou que os fatores de risco
tradicionais foram mais importantes que os ligados a infec¢do pelo HIV para explicar o aumento
na espessura da intima média da carétida (cIMT) em uma populagio de PVHA®. Resultados que
foram corroborados quando se comparou uma coorte de PVHA no Rio de Janeiro com duas
outras ndo infectadas pelo HIV. Além de ndo haver diferenga nos grupos em relacdo a cIMT, os
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fatores de risco tradicionais foram associados a esse desfecho ~°.

Esses dados sugerem que algumas varidveis ainda ndo medidas, e que devem ser
estudadas, podem desempenhar um papel significativo no risco de DCV em pacientes com
HIV/AIDS, entre eles, a propria infec¢do pelo HIV. No entanto, parece que os fatores de risco

tradicionais sdo preponderantes.

FATORES DE RISCO CARDIOVASCULAR LIGADOS AO HIV

A funcdo endotelial, link mais plausivel entre infec¢do, inflamagdo e aterosclerose, tem
sido investigada desde o comego da epidemia pelo HIV . A infec¢do pelo HIV induz um estado
pro-inflamatério apesar da disfungcdo imunoldgica, ou seja, da baixa contagem de CDA4+,
contribuindo para aumento tanto da mortalidade global quanto da mortalidade por DCV. Uma
analise do estudo Veterans Aging Cohort que incluiu 27.350 pacientes com infec¢io pelo HIV foi
comparada com 55.109 pacientes nao infectados pelo HIV dos Hospitais da US Veterans Affairs,
encontrando um risco de IAM de aproximadamente 1,5 vezes maior em pacientes infectados com

HIV. Alta carga viral e baixa contagem de células CD4 + foram associadas ao aumento do risco



>! Em outra analise que incluiu vinte e trés coortes de PVHA, a carga viral plasmatica elevada foi
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associada com uma chance quase 4 vezes maior de mortalidade por DCV”".

Pacientes com infec¢do ativa pelo HIV que nunca fizeram uso da TARV apresentam
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niveis elevados de marcadores inflamatorios e imunes circulantes™ e ja foi demonstrado que o
aumento da aterosclerose na infec¢do pelo HIV pode ocorrer na auséncia de TARV, carga viral
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detectavel ou imunodeficiéncia evidente .

A inflamacdo cronica, que persiste mesmo apds inicio da terapia antirretroviral, ¢
atribuida como responséavel por contribuir para a aterosclerose precoce nestes pacientes. Entre os
fatores que explicam a ativagdo persistente do sistema imune estdo os reservatorios de replicagdo
do HIV, a translocag@o bacteriana no trato gastrointestinal com a perda da barreira mucosa ¢ a

presenca de coinfecgdes como por Citomegalovirus e Hepatite C .

E evidente o aumento de citoquinas pré-inflamatérias: (1) proteinas de fase aguda, como
Interleucina 6 (IL-6) e Proteina C Reativa (PCR); (2) marcadores de ativagdo de monocitos,
como CD163 soluvel, CD14 soluvel e a proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-7); (3)
marcadores de inflamacdo arterial, o Fator de Ativacdo Plaquetirio (PAF); (4) receptores de
citoquinas (Fator de Necrose Tumoral-TNF) (5) marcadores de adesdo de leucdcitos tais como a
molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) e a molécula de adesdo celular-vascular 1 (VCAM-
1) e (5) produtos de degradacdo da fibrina (d-dimero). No geral, estes marcadores se mostram
mais elevados em relag@o aos controles sem infec¢do pelo HIV e associados a disfungdo vascular
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e DAC subclinica™, sendo responsaveis por contribuir no processo de aterosclerose ™.



A disfun¢do imunologica evidenciada pelo nadir da contagem de células CD4+ também
pode desempenhar um papel no desenvolvimento da DCV. Por exemplo, Ho e colaboradores
avaliaram a rigidez arterial em pacientes com supressdo viral que iniciaram a TARV no prazo de
6 meses ap6s o diagnodstico de HIV em relagdo aqueles que ndo o fizeram. O nadir da contagem
de células CD4+ < 350 células/mm’ foi associado ao aumento da rigidez arterial, um marcador
indireto de DCV. Estes achados sugerem que o inicio precoce da TARV poderia diminuir o risco

cardiovascular através do controle da resposta inflamatoria.

TARV E REDUCAO DO RISCO CARDIOVASCULAR

Apesar da preocupacdo inicial de que alguns esquemas da TARV pudessem aumentar o
risco de DCV, evidéncias sugerem que o inicio precoce e continuo da TARV pode, na verdade,
reduzir o risco de morte, inclusive a ocasionada por DCV. Essa mudanca de paradigma comegou
a ganhar impulso com os resultados do estudo SMART . Este ensaio clinico randomizado sobre
TARYV continua versus intermitente encontrou um aumento da taxa de eventos cardiovasculares
no grupo de terapia intermitente, achado que corrobora a possibilidade de que a viremia
descontrolada, muitas vezes acompanhada por altos indices inflamatorios, atua como mediador
para o risco de DCV em pessoas vivendo com HIV/AIDS. O estudo confirmou o menor risco de
eventos cardiovasculares em pacientes com supressdo viral sustentada ° relacionando a
inflamag¢ao como possivel mediador das DCVs na infec¢ao pelo HIV tratada e ndo tratada. Outra
analise do estudo SMART demonstrou que os marcadores de inflamagdo e coagulagio (IL-6 e D-
dimero) aumentaram um més apds a interrupcdo do tratamento e que esses aumentos foram
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proporcionais ao aumento da carga viral ~. A razdo de chances ajustada indicou que os niveis



iniciais de IL-6 e de D-dimero aumentaram o risco de todas as causas de mortalidade cerca de 12

e 41 vezes, respectivamente.

Mais recentemente, resultados de outros dois grandes estudos randomizados (START e
Temprano) mostraram que, quando a TARV ¢ iniciada imediatamente ou com uma contagem de
CD4+ em torno de 500 células/mm’, ha reducio no numero de eventos sérios relacionados ou néo
ao virus e de morte comparado a estratégia de aguardar até que a contagem de células CD4 esteja
mais baixa para iniciar tratamento. No caso do estudo START, a avalia¢do de desfechos incluiu
eventos graves como o cancer relacionado a AIDS e eventos ndo relacionados a AIDS
(cardiovascular, renal, hepatico e cancer). Entretanto, quando se analisa os eventos
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cardiovasculares isoladamente, o resultado ndo foi significativo ™

. Consequentemente, as
novas diretrizes ja recomendam iniciar TARV em todos os pacientes com infeccdo confirmada

pelo HIV, independentemente da contagem de CD4 "%, mas a comprovagio de que a TARV reduz

o risco de DCV ainda precisa ser demonstrada.

RIGIDEZ ARTERIAL E VELOCIDADE DA ONDA DE PULSO (VOP)

A pressdo necessaria para promover a mudanca de uma unidade de volume ¢ conhecida
como rigidez arterial, uma propriedade dos vasos sanguineos. Geralmente ¢ medida por sua
complacéncia, distensibilidade e velocidade de onda de pulso com técnicas como
ultrassonografia, ressonancia e forma de onda arterial, a maioria ainda de forma experimental, se
tornando cada vez mais importante como parte da avaliagdo do risco cardiovascular. As

alteracdes podem ser detectadas antes das manifestagdes de doenca arterial coronariana (DAC),



indicando que a rigidez arterial pode ser um util marcador subclinico.

Dentre os diferentes métodos para avaliacao da rigidez arterial, a VOP tem o melhor valor
preditivo para desfecho cardiovascular e, pela facilidade de sua medicdo e reprodutibilidade, a
VOP carotideo-femoral ¢ considerada atualmente o padrdo-ouro para avaliagdo da rigidez arterial
na pratica diaria . E calculada medindo-se o tempo necessario para que a forma de onda arterial
passe entre dois pontos, fazendo-se leituras a partir dos dois locais a0 mesmo tempo ou
registrando-se gravagdes separadas em um ponto fixo no ciclo cardiaco, geralmente a onda R do

ECG. Quanto menor a VOP, mais distensiveis e elasticas sao as artérias.

Os componentes da matriz extracelular, especificamente a mistura de elastina e
colageno na parede dos vasos, determinam as propriedades mecanicas passivas das grandes
artérias. O decréscimo da elasticidade arterial com o envelhecimento decorre tanto da perda como
da desorganizagdo desta rede de fibras elasticas na parede vascular '*. Consequentemente,
observamos o aumento da rigidez arterial medida pela VOP associada a idade. No entanto, este
aumento também estd presente em alguns estados de doenga por si s6 associados ao aumento do
risco cardiovascular como hipertensdo, DM, dislipidemia e insuficiéncia renal, indicando que esta
perda de elastina com subsequente dano endotelial seja um marcador ou esteja diretamente
envolvida no desenvolvimento da aterosclerose ”°.

Também existe uma dependéncia entre a VOP e os niveis de pressado arterial. Devido a
redu¢do da complacéncia arterial com o aumento da pressdo e do volume, conforme a artéria se
dilata, hd um aumento na VOP que ¢ de aproximadamente 1m/s para cada aumento de 10 mmHg

na presséo arterial .



Embora o valor da VOP como marcador de risco esteja bem estabelecido, a falta de uma
padronizagdo na sua medida tem impedido seu maior uso na pratica médica. Neste sentido,
internacionalmente foram feitos esfor¢os para se estabelecer um consenso na realizacdo do
exame, estabelecendo-se um valor de corte de 10m/s para o diagndstico da rigidez arterial. No
entanto, este valor de corte ainda ¢ questiondvel por ndo ser amplamente validado, o que faz com
que os autores geralmente usem como critério para rigidez arterial um valor da VOP acima do

percentil de 75 % da populagio do estudo .

O valor adicional da VOP aos fatores de risco tradicionais, incluindo os escores de risco

de Framingham e¢ SCORE, foram quantificados em diversos estudos ' 7

confirmando que a
rigidez arterial ¢ um preditor independente de eventos coronarianos e acidente vascular cerebral

(AVC).” O estudo Rotterdam incluiu 2.835 individuos saudaveis na sua terceira fase de analise e

a rigidez arterial foi medida pela VOP.

Durante o acompanhamento, 101 individuos desenvolveram DAC em periodo de
seguimento de 4,1 anos e 63 individuos desenvolveram AVC em periodo de seguimento de 3,2
anos. Apoés ajuste para idade, sexo, pressdo arterial média e frequéncia cardiaca as razdes de risco
para DAC foram 1,72 e 2,45 para o segundo e terceiro tercis respectivamente. Estimativas

correspondentes para AVC foram 1,22 e 2,28, aumentando conforme a elevacao da VOP .

Adicionalmente, uma recente meta-analise, que incluiu 17 estudos longitudinais que
avaliaram a VOP em 15.877 pacientes com acompanhamento médio de 7,7 anos, encontrou um
aumento de eventos cardiovasculares, mortalidade cardiovascular e mortalidade por todas as

causas de 2,26, 2,02 e 1,90, respectivamente. Um aumento de 1m/s na VOP correspondeu a um



aumento de 15% no risco °°.

Diversos estudos demonstraram um aumento da prevaléncia de aterosclerose subclinica
em PVHA comparados a individuos ndo infectados. Tais medidas incluem a cIMT *!, a
calcificagio da artéria corondria e placas arteriosclerdticas pela Angiotomografia
Computadorizada (angio-TC)* ¢ a VOP. Estas medidas foram associadas ao desenvolvimento de

aterosclerose coronariana e futuro risco de DCV.

Em pessoas vivendo com HIV/AIDS, a rigidez arterial foi associada com o nadir da
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contagem CD4+ ™ e se apresenta aumentada em individuos recebendo TARV incluindo um

84 83 8¢ Este aumento, no entanto, também estd presente em individuos

inibidor da protease
infectados que ndo estdo em uso de antirretrovirais, o que contribui para a hipdtese de que o virus
em si também esteja envolvido no aumento da rigidez arterial *’. No Brasil, apesar dos dados
serem escassos € ndo termos um valor de corte para a VOP, um estudo realizado em 2012 nao

identificou diferengas na VOP entre PVHA e individuos saudaveis®, havendo necessidade de

mais estudos para explorar esta associagao.

FUNCOES DE RISCO APLICADAS EM PVHA

E frequentemente um desafio quando o médico se depara na sua prética clinica com
questdes relacionadas ao diagnostico e prognostico. Da posse de algumas informagdes sobre o
paciente, ¢ necessario saber como isso se relaciona com o seu verdadeiro estado atual
(diagnostico) ou futuro (progndstico). Esta informag¢do pode ser obtida a partir de um teste

diagndstico ou de um modelo estatistico preditivo. Este ultimo inclui variaveis ou caracteristicas



do individuo que chamamos preditoras e ¢ aplicado ao modelo gerando seu risco absoluto para

determinado desfecho *°, também chamadas funcdes de risco.

Uma fung¢do de risco combina informagdes do individuo como por exemplo sexo, idade,
pressdo arterial sistolica e tabagismo, sendo estas posteriormente relacionadas através da
constru¢do de uma equacdo matematica utilizando essencialmente técnicas de regressdo. Como
resultado, obtém-se um determinado valor percentual que prediz uma estimativa para o
desenvolvimento de um desfecho em satide, durante um determinado periodo de tempo °°.

Estas estimativas de risco tornaram-se muito uteis na pratica clinica, auxiliando a tomada
de decisdo para intervengdes ou orientando tratamentos em individuos assintomdticos com a

finalidade de prevenir a ocorréncia de uma doenga, algumas delas sendo incorporadas em
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diretrizes de preven¢ao primaria = .

Os passos portanto para a formulacdo e avaliacdo de um modelo de risco cardiovascular
sdo: (1) um componente claramente definido de um evento que seja de relevancia clinica e
interesse tais como IAM ou morte coronariana; (2) um conjunto claramente definido de
individuos que ¢ a populacdo sob risco, por exemplo, aqueles livres de DCV; (3) um tempo
selecionado para seguimento; (4) um conjunto bem definido e possivel de fatores de risco, tais
como pressdo arterial sistdlica, colesterol total e tabagismo; (5) um modelo estatistico para
relacionar os fatores de risco para o desenvolvimento da doenga e (6) a capacidade do modelo

para produzir estimativas de risco, tais como riscos relativos e absolutos.

No nosso caso, ndo pretendemos criar uma nova ferramenta para avaliar o risco

cardiovascular, mas comparar na nossa realidade, os valores preditos por trés escores risco que



selecionamos por ordem de importincia devido seu uso na pratica clinica. O primeiro é o escore
de Framingham, com versdo de 2008 e inclui as varidveis idade, sexo, LDL-colesterol, HDL-
colesterol, pressio arterial, DM e tabagismo.”> O risco é considerado baixo quando o escore ¢
inferior a 10%, intermediario quando entre 10 e 20% e alto quando é superior a 20%.” O
segundo escore a ser estudado serd o The Data Collection on Adverse events of Anti-HIV Drugs
(DAD) ou escore DAD, desenvolvido para o céalculo do risco cardiovascular especifico para
PVHA, deixa de fora a terapéutica anti-hipertensiva utilizada no Framingham, mas adiciona
outros fatores na equagdo: (1) o tempo de uso de Indinavir ou Lopinavir e o tratamento atual com
Indinavir, Lopinavir, ou Abacavir, (2) tabagismo, (3) DM e (4) historia familiar de DCV. A
ferramenta DAD prevé o risco de DCV em 5 anos, considerando um risco abaixo de 1% como

baixo, de 1% a 5% moderado, de 5% a 10% elevado e acima de 10% muito alto °* *°.

A ultima func¢do de risco a ser avaliada sera a Pooled cohort equations para prever o risco
de doenga cardiovascular aterosclerotica (ASCVD). Esta ultima equagdo de risco teve seu
desenvolvimento recente em conjunto com as novas diretrizes de prevenc¢ao primdria langadas em
2013 pelo American College of Cardiology (ACC) e pela American Heart Association (AHA),
resultando na criagdo do ACC/AHA Pooled Cohort Equations Risk. Foi derivada, com o objetivo

de avaliar o risco de doenca cardiovascular aterosclerética (ASCVD) em 10 anos’®.

A inclusdo da raca como uma caracteristica ¢ um ponto forte, pois permitiu uma melhor
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classificagdo do risco, especialmente em individuos afroamericanos ~'. As novas diretrizes da
AHA/ACC recomendam o uso de estatina em individuos com um risco de eventos

cardiovasculares maior que 7,5% calculado pela equacao.



Como em PVHA, ainda ndo existem informagdes suficientes na literatura quanto a
validade destes escores. Este estudo propde de forma secundéria a um dos objetivos especificos,
mensurar os valores preditos destes escores de risco para DCV comparando com a taxa observada
de eventos cardiovasculares durante o periodo de acompanhamento e, com isso, apontar a
necessidade de refinar o uso destes escores de risco para prevencao primaria de DCV através de

sua valida¢ao formal.

2. JUSTIFICATIVA

Conforme exposto anteriormente, PVHA estdo sob risco aumentado de desenvolver DM e
DCVs, este ultimo devido a maior prevaléncia de fatores de risco cardiovasculares, alteragdes
metabolicas relacionadas @ TARYV, incluindo a propria DM e ativagdo cronica do sistema imune
que promove inflamacdo endotelial e aterosclerose. Com o envelhecimento desta populagdo apos
0s avangos no tratamento, entender a epidemiologia da DM e os mecanismos de DCV em pessoas
vivendo com HIV/AIDS torna-se cada vez mais importante, principalmente no Brasil onde existe
uma escassez de estudos nesta area. Além do mais, as consequéncias da DM na taxa de
mortalidade e nas causas de 6bito e o papel dos fatores de risco para DCV em PVHA em paises

de média renda como o Brasil permanece pouco estudada.

Existe pouca informacdo na literatura sobre como as PVHA no Brasil se apresentam em
relacdo a incidéncia de DCV e ao comprometimento do endotélio vascular, medido por alteracdes
na VOP, assim como a possivel contribuicdo de fatores de risco ligados ou ndo ao HIV

promovendo estas alteragdes. Adicionalmente, dos varios modelos preditivos de risco



cardiovascular, hd poucos dados disponiveis na literatura quanto a melhor abordagem para
PVHA. Diferencas demograficas e geograficas podem fazer com que os escores de risco

funcionem de forma diferente nas PVHA no Brasil.

O projeto ¢ inovador no sentido de ser o primeiro no pais a estudar as consequéncias da
DM na mortalidade de PVHA e analisar a VOP como marcador subclinico de DCV em pessoas
vivendo com HIV/AIDS. Além disso, propomos comparar as medidas dos escores de risco para
prevencao primaria de DCV trazendo sua aplicagdo para a realidade da populacdo brasileira. O
projeto tem entdo significancia no campo da infectologia e da saude publica pois daremos
contribui¢do importante para o conhecimento das taxas de mortalidade e causas de Obito na
presenga da DM e da associagdo entre a infeccdo pelo HIV e as consequentes alteragdes no
endotélio vascular e aparecimento de DCV, apontando um caminho para medidas preventivas que

possam reduzir a morbimortalidade cardiovascular em pessoas vivendo com HIV/AIDS.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo é:
— Estudar a associacio da DM com mortalidade e fatores associados a DCV em uma

coorte de PVHA.



3.2 Objetivos especificos e Hipoteses correspondentes:

Objetivo especifico #1

— Descrever e comparar as taxas de mortalidade e causas de 6bito de acordo com a
presenca de DM em PVHA

Hipotese #1a

— DM esta associada a maior taxa de mortalidade em PVHA.

Hipotese #1b

— Nas PVHA, existem padrées de mortalidade especificos que sdo diferentes entre

aqueles com DM quando comparados aos sem DM.

Objetivo especifico #2

— Descrever e comparar fatores associados em trés grupos de pacientes: um infectado
pelo HIV e outros dois niao infectados pelo HIV, em relacio a rigidez arterial,
avaliados através da VOP.

Hipotese #2a

— Em PVHA, existe uma maior rigidez arterial medida pela VOP quando comparados
a outras duas populacées nao infectadas pelo HIV.

Hipotese #2b

— Ha uma relacio positiva entre fatores ligados a infec¢io pelo HIV e VOP.

Objetivo especifico#3



— Calcular a incidéncia e investigar os fatores associados 2 DCV em uma coorte de
PVHA e secundariamente avaliar os escores de risco cardiovascular mais utilizados
atualmente.

Hipotese #3a

— Existem fatores relacionados ou niao a infeccao pelo HIV que estio associados com o
desenvolvimento da DCV em PVHA no Brasil

Hipotese #3b

— Em PVHA no Brasil, existem diferencas entre os valores observados para DCV e

valores preditos pelos escores de Framingham, DAD e ASCVD.

4. METODOLOGIA

Embora termos escolhido apresentar os resultados no formato de artigo, com cada um
deles contendo sua respectiva se¢do de métodos, optamos por expandir a descricdo de algumas
ferramentas utilizadas assim como caracterizar melhor a populacdo estudada e as analises
empregadas, pois a propria limitagdo do contetido do artigo impediria uma melhor compreensado
do leitor sobre a metodologia proposta. Optamos entdo por descrevé-la de acordo com cada
objetivo especifico, com sua populacdo, desenho e andlise estatistica correspondentes. Esta
abordagem também visa dar mais clareza na caracterizacdo do projeto, j& que uma mesma
metodologia podera ser aplicada a mais de um objetivo especifico, como veremos adiante. A
andlise dos pressupostos de cada modelo, assim como o a andlise de residuos, podem ser

visualizadas em seus respectivos anexos.



4.1 OBJETIVO ESPECIFICO # 1

Para estudar as diferengas nas taxas de mortalidade e causas de oObito, de acordo com
presenga ou ndo da DM, utilizamos uma coorte de PVHA atendidos em um centro de referéncia
em doengas infecciosas no Rio de Janeiro. Foram incluidas todas as PVHA maiores de 18 anos,
com um acompanhamento minimo de 60 dias e com seguimento de janeiro de 1991 a dezembro

de 2011.

Nesta secdo, porém, descreveremos apenas a populacdo do estudo de forma mais

abrangente, j& que esta sera utilizada também em outros objetivos especificos.

POPULACAO DO ESTUDO

Coorte do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas — INI

Esta coorte ¢ constituida por pacientes com HIV/AIDS atendidos no Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas (INI) da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil. Foram
cadastrados, a partir de 1986, aproximadamente 4.000 pacientes residentes na regido
metropolitana do Rio de Janeiro que sdo encaminhados por unidades de satde publicas ou
particulares. Destes, cerca de 2.400 encontravam-se em acompanhamento ativo no inicio do ano
de 2012 e 1.200 pacientes iniciaram uso de TARV entre 1 de janeiro de 1997 e 31 de dezembro
de 2009.

Atendimento em infectologia e outras especialidades clinicas, exames laboratoriais e
hospitalizagdo sdo disponibilizados de forma integrada. A carga viral do HIV e a contagem de

células CD4+ sdo mensuradas a cada 4-6 meses como parte do atendimento regular dos



pacientes. A contagem de linfocitos T CD4+/CD8+ ¢ realizada por citometria de fluxo. A
quantifica¢do da carga viral do HIV ¢ realizada pela metodologia Real Time PCR, com limite
minimo de detec¢do de 40 copias/ml. Esses exames sdo realizados 2-3 vezes/ano.

O critério diagndstico para o HIV segue as ultimas recomendagdes do Ministério da
Saude que prevé a existéncia de dois testes de triagem reagentes ou um confirmatério para
detecgdo de anticorpos anti-HIV e o critério diagnostico para AIDS segue os ltimos critérios do
CDC (Centers for Disease Control and Prevention) adaptado que inclui individuos de 13 anos ou
mais infectado pelo HIV com evidéncia de imunodeficiéncia: diagndstico de pelo menos uma

doenca indicativa de AIDS e/ou contagem de linfocitos T CD4+ <350 células/mm”.

O tratamento antirretroviral ¢ realizado seguindo as recomendacdes do Ministério da
Satde para adultos e adolescentes, periodicamente revisado por um grupo de especialistas na
area. A profilaxia e tratamento das infec¢des oportunistas também seguem as recomendacdes do

Ministério da Saude. A partir de 1998, teve inicio a construcao da base de dados desta coorte.

Dados sociodemograficos, epidemioldgicos, clinicos (consultas ambulatoriais e
internacdes), uso de antirretrovirais ¢ medicamentos concomitantes, laboratoriais e de outros
exames complementares sdo sistematicamente coletados, de forma retrospectiva, dos prontuarios
médicos. Informagdes acerca dos 6bitos também sdo coletadas através dos prontudrios médicos,
uma vez que a maioria dos pacientes falece na propria instituigdo. Adicionalmente, os dados de
obito do SIM sdo periodicamente revistos em busca de informacdes dos pacientes que nao
comparecem as consultas médicas por um periodo acima de 6 meses. Dentre os dados clinicos
coletados estdao: os eventos clinicos associados ¢ os nao associados ao HIV/AIDS (comorbidades

cardiovasculares, renais, hepaticas, neoplésicas, sinais e sintomas vinculados ao HIV/AIDS), as



combinagdes de tratamento antirretroviral e eventos adversos associados a esses esquemas € 0s
valores da contagem de células CD4+ e da carga viral do HIV. Este trabalho ¢ realizado por uma
equipe de técnicos especializados e treinados que trabalham sob a supervisio de um

infectologista.

A coleta de dados ¢ realizada em formuldrios anteriormente validados e, a partir de 2006,
foram incluidos nos formuldrios os dados clinicos especificos para verificar a presenga dos
seguintes eventos cardiovasculares: insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), IAM, angina, DAP e
AVC. Amostras consecutivas dos formuldrios preenchidos sdo continuamente revisadas pelos

supervisores para o controle de qualidade.

A equipe responsavel pela base de dados, composta por pesquisadores clinicos,
estatisticos e gerentes de dados, realiza encontros regulares para resolver eventuais problemas
técnicos, estabelecer consensos e redefinir periodicamente a agenda de pesquisa e atividades
futuras relacionadas a esta base de dados. Todos os procedimentos sdo realizados de acordo com
os principios de Declaracdo de Helsinki e aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Clinica

Evandro Chagas. (043/2010, 0032.0.009.000-10) .

4.2 OBJETIVO ESPECIFICO #2

Para investigar diferengas e fatores associados a rigidez arterial, comparamos os dados da
VOP em trés diferentes grupos de individuos em um delineamento transversal. O primeiro grupo
foi composto por 649 participantes da Coorte ELSA-INI descrita a seguir. O segundo grupo

consistiu de 106 voluntarios HIV-negativos que foram nomeados pelos pacientes do primeiro



grupo e o terceiro grupo incluiu os 15.105 participantes do estudo ELSA—Brasil, que também
sera descrito a seguir. A populacdo estudada assim como os procedimentos comuns serdo

descritos de forma mais detalhada abaixo.

POPULACAO DO ESTUDO

Coorte ELSA-INI

Dentre os participantes da coorte do INI, uma amostra representativa de 649
participantes foi selecionada dentre todos os pacientes ativos em 2012. Esses pacientes foram
selecionados a partir de quotas estabelecidas por sexo (masculino e feminino) e faixa etaria (de
10 em 10 anos de 25 a 75 anos de idade), de acordo com as distribui¢des conhecidas do total da
coorte que era de 2.372 pacientes ativos. A escolha dessa técnica foi baseada em critérios

operacionais, visando garantir a inclusdo dessas subcategorias.

Elegibilidade da coorte ELSA-INI

Critérios de inclusao
— Homens e mulheres com idade entre 25 e 75 anos.
— Infec¢do pelo HIV comprovada.
— Acompanhamento no ambulatdrio de infectologia do INI.
— Pelo menos 2 consultas no ambulatério de HIV/AIDS nos 6 meses anteriores a inclusao.

— Auséncia de DCV no momento da inclusdo no estudo.



Critérios de exclusao

— Mulheres gravidas ou que tenham tido gravidez terminada nos ultimos 4 meses
(inelegibilidade temporaria).

— Perspectiva de mudangca de cidade pelo paciente e/ou interrompimento do seu
acompanhamento na instituicao.

Coorte de Voluntarios HIV-negativos

Além dos pacientes infectados pelo HIV, incluimos no estudo um grupo de 102
voluntarios HIV-negativos “amigos” dos individuos da coorte ELSA-INI. Este grupo de
participantes HIV-negativos foi recrutado a partir de indicacdo de um participante HIV-positivo,
podendo ser o seu/sua parceiro/a, conjuge, familiar, colega de trabalho ou alguém que resida na
vizinhanga. Incluimos os primeiros indicados que aceitarem participar, independente de faixa

etaria ou sexo. Os critérios de inclusdo e de exclusdo para este grupo estdo relacionados abaixo.

Elegibilidade da coorte Voluntarios HIV negativos
Critérios de inclusdo

e Homens e mulheres com idade entre 25 € 75 anos.

* Parceiro/a, conjuge, familiar, colega de trabalho ou alguém que resida na vizinhanga de

um participante do ELSA-INI.

* Teste rapido anti-HIV negativo no momento da entrada no estudo.

Critérios de exclusao



* Qualquer condi¢do que, na opinido do investigador do estudo, pode tornar a participagao
no estudo insegura, dificultar ou impossibilitar a interpretacao dos resultados do estudo,

ou interferir no alcance dos objetivos do estudo.

* Mulheres gravidas ou que tenham tido gravidez terminada nos ultimos 4 meses

(inelegibilidade temporaria).

* Participag@o no projeto ELSA-Brasil

Coorte ELSA-BRASIL

O Estudo Longitudinal de Satide do Adulto — ELSA-Brasil — ¢ um estudo multicéntrico
nacional com 15.105 funciondrios publicos de universidades e um instituto de pesquisa
localizados em diferentes regides do Brasil: as Universidades Federais de Bahia, Espirito Santo,
Minas Gerais ¢ Rio Grande do Sul, a Universidade de Sao Paulo ¢ a Fundagdo Oswaldo Cruz.
Tem por objetivo investigar a incidéncia e os fatores de risco para doengas cronicas, em
particular as cardiovasculares e a DM *°,

A primeira onda de exames ocorreu entre 2008 e 2010. Anualmente ¢ realizado contato

telefonico e o segundo seguimento foi feito entre 2012 e 1013.

Elegibilidade da coorte ELSA-BRASIL

Critérios de inclusao



* Funciondrios ativos ou aposentados das 6 institui¢des acima citadas com idade entre 35 e

74 anos incluidos na primeira onda 2008-2010.

Critérios de Exclusdo
* Gravidez atual ou recente (< 4 meses antes da primeira entrevista).
* Intencdo de parar de trabalhar na institui¢do em futuro proximo.
¢  Comprometimento cognitivo ou de comunicacao severo.
* Residéncia fora do centro de estudo correspondente a 4area Metropolitana quando
aposentado.

Processo de recrutamento

O processo de recrutamento para este estudo ocorreu em torno de 2011, a partir do
conjunto de PVHA que recebem assisténcia para HIV/AIDS no INI/FIOCRUZ. Os participantes
que compareciam ao INI para suas consultas ou para realizacdo de exames complementares
foram convidados pelo coordenador do estudo ou por outro membro da equipe a participar deste

estudo, enquanto aguardam por suas consultas.

O processo de recrutamento de PVHA obedeceu aos critérios das quotas estabelecidas
para cada sexo, de acordo com as faixas etarias. Se o recrutamento de um determinado subgrupo
do estudo fosse dificil ou mais lento, a equipe do estudo utilizou outros meios, como o contato
por telefone ou aerograma com potenciais participantes. Entretanto, os participantes tinham que

obrigatoriamente estar em acompanhamento para o HIV/AIDS na instituicao.



Procedimentos comuns ao ELSA-INI , voluntarios HIV-negativos e ELSA-Brasil

Os pacientes que participaram desse estudo ja foram recrutados e proveram um termo de
consentimento livre e esclarecido, tendo sido o projeto e o respectivo termo aprovados pelo CEP
do INI sob o nimero 0064.0.009.000-10 em 11 de janeiro de 2011. Os procedimentos especificos

sdo descritos a seguir.

As afericdes e exames clinicos realizados nos participantes seguiram a metodologia ja
publicada do estudo ELSA-BRASIL®”, sendo abaixo detalhados os mais importantes utilizados
neste estudo.

Entrevista

A entrevista foi feita com utilizagdo de questiondrio padronizado envolvendo os seguintes
aspectos: idade, sexo, raca/etnia, historia de migragdo, endereco e tempo de residéncia, historia
educacional e ocupacional, renda familiar, caracteristicas e composi¢dao do domicilio e da familia,
religido de criacdo e de adogdo, histdria conjugal e reprodutiva, escolaridade e ocupacdo dos pais,
rede e apoio social, qualidade de vida, condicdes de vida na infancia, experiéncias de
discriminacdo, caracteristicas comunitarias, por exemplo, violéncia, coesdo e capital social,
padrdes de dieta, consumo de 4lcool e tabaco, atividade fisica no trabalho e no lazer, histéria de
peso corporal, autopercep¢do de saude, relato de morbidade diagnosticada por médico, historia
familiar, principalmente condigdes/fatores de risco cardiovasculares, internacdes, acidentes de
trabalho e de transito, vitimizagdo, morbidade e uso de medicamentos atual e recente, transtornos

mentais comuns, disturbios do sono, plano de saude, uso de servicos de saude, praticas



preventivas e de deteccdo precoce de doengas, informagdes para contato para facilitar

acompanhamento futuro.

Medidas antropométricas

Na secdo de antropometria sdo obtidas as medidas de peso, estatura, circunferéncias do
abdome e quadril. Essas medidas permitirdo determinar varios indices de quantidade e
distribuicao do tecido gorduroso corporal, usados no diagndstico de obesidade e na avaliaciao de

risco para desenvolvimento de DM e hipertensao arterial.

Medida da pressdo arterial (PA)

A PA foi medida ap6s repouso de cinco minutos, com o participante sentado em ambiente
silencioso com temperatura controlada (20-24°C) utilizando-se aparelho oscilométrico validado
(Omron HEM 705CPINT). Trés medidas foram obtidas em intervalos de um minuto. A média

das duas Gltimas foi considerada como a PA casual.

Coleta de sangue

A primeira coleta ¢ feita em jejum de 12 horas, imediatamente apos a chegada do
individuo no Centro de Investigagdo, através de pun¢do em veia do antebraco. Apds essa
primeira coleta, os individuos deverdo ingerir uma solugdo com 75g de glicose e permanecer em
jejum até completar o teste padronizado de tolerancia a glicose (TTG) duas horas apods, quando
serd obtida nova amostra de sangue. Esse teste ¢ um método sensivel para o diagndstico do

diabetes e de hiperglicemias intermediarias.



A coleta ¢ feita a vacuo em volume total de 80 a 100 ml de sangue. Destina-se a
realizacdo de exames hematimétricos e bioquimicos iniciais, bem como a aquisi¢do de aliquotas

de soro e leucocitos para estocagem, além de extracdo e armazenamento de DNA.

As dosagens iniciais previstas sdo consideradas relevantes para os participantes e para o
alcance dos objetivos principais do projeto, incluindo hemograma, exames diagnosticos para
diabetes (por exemplo, glicose em jejum e teste de tolerancia a glicose), creatinina, dosagem de
lipidios, hormdnios associados a0 DM ou a DCV e provas de atividade inflamatoria. Esses
exames permitem determinar presenga de anemia, DM, insuficiéncia renal, dislipidemia,

resisténcia insulinica e inflamagao subclinica.

Exames adicionais em amostras estocadas poderdo ser realizados num segundo momento
do projeto, ou no futuro quando os desfechos mais importantes ja tiverem ocorrido. Isso permitira

a investigacdo de novos fatores de risco e sua relagdo com os desfechos estudados.

Velocidade de onda de pulso (VOP)

A VOP carotideo-femoral foi medida com aparelho automéatico validado (Complior,
Artech Medicale, Franga) com o participante deitado em sala com temperatura controlada (20-
24°C).-Antes da medida da VOP, a PA era aferida na posi¢do deitada com aparelho oscilométrico
validado (Omron HRM 705 CP) no brago direito. A medida da distancia da fircula do esterno até
o pulso femoral direito foi realizada com fita métrica. Nao se levou em consideracdo a curvatura
abdominal na medida da distancia. Os sensores de pulso eram posicionados nas artérias carotida e
femoral direitas, permitindo a visualizagdo das ondas de pulso em tela de computador. Um

software identifica as ondas de pulso com boa qualidade de registro.



A VOP ¢ calculada dividindo-se a distancia da furcula até o pulso femoral pela defasagem
temporal entre os pulsos carotideo e femoral. A VOP de cada participante foi calculada pela

média aritmética obtida em dez ciclos cardiacos consecutivos em ritmo cardiaco regular.

Os resultados foram armazenados em uma planilha de dados e enviados para o Centro de
Investigacdo ELSA no Espirito Santo em 2012 para sua validagdo, com excec¢do de 180 exames
que foram coletados posteriormente no documento fonte do estudo no periodo de 1 de julho de
2015 a 1 de junho de 2016, com o auxilio de alunos de inicia¢do cientifica da Fiocruz e entdo

enviados para o Centro de Investigagao.

CONSIDERACOES ESTATISTICAS

A andlise descritiva geral consistiu em mediana com intervalo interquartilico (IQR) para
variaveis continuas e distribuicdo de frequéncias com intervalo de confianga de 95% (IC 95%)
para as varidveis categoricas. Valores de p inferiores a 5% foram considerados significativos na

comparacao entre grupos.

Foram descritas e analisadas variaveis sociodemograficas, clinicas, da histéria médica e
dos resultados de exames, dentre elas: raca/etnia, tabagismo, diabetes, pressdo arterial sistolica e
diastdlica (mmHg), uso de medicamentos hipolipemiantes, uso de medicamentos anti-
hipertensivos, colesterol total (mg/dl), HDL-colesterol (mg/dl), triglicerideos (mg/dl), historia
familiar de IAM, uso de medicamentos antirretrovirais, carga viral plasmatica do HIV, categorias
de exposicdo, circunferéncia de cintura e quadril, resultados de ECG, glicemia além de outras

constantes do questionario.



Diferencas no desfecho VOP em m/s entre os pacientes HIV-positivos e os dois grupos
HIV-negativos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis e, para variaveis categoricas, o teste

de Chi-quadrado ou exato de Fisher, conforme apropriado.

Modelos de regressdo linear (com seus correspondentes coeficientes beta e erro padrao)
foram utilizados para estudar a associacdo da VOP com vdrias covariaveis nos 3 grupos. A fim de
escolher o melhor modelo explicativo utilizamos um procedimento exaustivo implementado com
um algoritmo genético, incluindo interagdes de primeira ordem '®. Avaliamos adequagdo do
modelo linear multiplo final pela andlise de residuos e pela deteccdo de outliers e pontos

influentes.

O ajuste do modelo também foi feito por meio de uma estratégia de escores de propensdo
que podem ser usados para ajustar o efeito de um tratamento ou intervencdo por pareamento,
estratificacdo, ponderacdo ou como uma variavel de ajuste. O pareamento de individuos entre os
grupos faz com que a distribuicdo das caracteristicas seja similares, tornando os grupos
comparaveis e fazendo com que as associagdes sejam atribuidas unicamente a intervengdo ou ao

tratamento, como em um estudo randomizado.

Entre as varias abordagens para controlar os desequilibrios de comparagdes entre os
grupos, optamos por utilizar a regressdo logistica com técnicas de pareamento e um modelo de
regressao generalizado ndo-paramétrico (GBM, do inglés Generalized Boosted Modeling) para
estimar o escore de propensdo '°'. Assumindo-se um efeito médio de tratamento no sentido de

que "a exposi¢cdo" ao HIV foi o grupo-tratamento e os outros dois grupos considerados como



grupos-controle. O objetivo foi comparar a diferenca de efeito medido pela VOP entre esses

grupos.

Para estar em conformidade com o exposto, vamos nos referir ao grupo infectado pelo
HIV como "tratamento" e os grupos ndo-infectados pelo HIV como "controle". Um passo crucial
para esta abordagem foi escolher adequadamente as varidveis que foram usadas para calcular os
escores de propensdo. A fim de alcangar esta selecdo foram utilizadas as mesmas variaveis que
foram selecionadas pelo algoritmo genético para ajustar o melhor modelo linear como acima

descrito. Essas varidveis foram entdo usadas para calcular os escores de propensio e pesos.

Por exemplo, como estimativa paramétrica para o calculo do escore de propensdo com
técnicas de pareamento, testamos o full matching, nearest neighbor matching, optimal match e o
genetic matching. Cada uma destas abordagens tem a sua especificidade e as estimativas mais
comuns utilizadas em estudos sdo o efeito médio do tratamento no grupo tratado (ATT, do inglés
average effect of the treatment on the treated), que ¢ o efeito para aqueles no grupo de
tratamento, e o efeito de tratamento médio (ATE, do inglé€s average treatment effect), que € o
efeito em todos os individuos (tratado e controle). Uma vez que o melhor algoritmo esteja
escolhido, criamos uma base dados correspondente para executar a analise dos resultados.

Para a estimativa ndo paramétrica do escore de propensio, usamos o0 GBM, neste caso, o
escore de propensdo ¢ usado diretamente como pesos inversos nas estimativas do ATE, também
conhecido como ponderagdo pela probabilidade inversa do tratamento (IPTW, do inglés inverse
probability of treatment weighting) ou a ponderacdo pelas probabilidades ou odds quando

. . ;g . 102
queremos estimar o efeito médio do tratamento no grupo tratado ATT, que foi o nosso caso .



Neste ultimo, apds verificar o equilibrio, os pesos foram salvos na base de dados original para

serem aplicados no modelo de regressao ponderada.

O equilibrio foi assegurado através do calculo de viés padronizados obtidos para todas as
covariaveis antes e depois da aplicagdo do escore de propensao e, em seguida, comparando com
técnicas para ver qual produziu todas as diferengas de médias padronizadas (SMD, do inglés
standardized mean differences) nao maiores que 0,25 para cada variavel ( autores indicam que

0,1 a 0,25 sdo cortes razodveis para uma SMD aceitavel ‘% '%).

Também utilizamos métodos graficos usuais para determinar se as caracteristicas
ponderadas efetivamente equilibraram os dados entre os grupos controles e tratamento. O teste de
Kolmogorov-Smirnoff foi utilizado para assegurar que as caracteristicas ponderadas ndo diferem

estatisticamente entre os grupos de tratamento e controle, quando o GBM for utilizado.

Para determinar a associacdo entre a infec¢do por HIV e VOP, ou a sua auséncia, foram
empregadas varias estratégias, como descrito abaixo. Primeiro, realizamos duas andlises
separadas, uma comparando o grupo ELSA-INI, com o grupo HIV-negativo e outra comparando
o ELSA-INI com o grupo ELSA-Brasil. Para cada analise, apresentamos 4 modelos para
comparag¢do: (1) um modelo simples para referéncia, (2) um modelo completo com todas as
covaridveis escolhidas pelo algoritmo genético descrito acima, (3) um modelo simples de escores
de propensdo ponderado e (4) um modelo completo com as mesmas variaveis utilizadas para
calcular os escores de propensdo, ou com aquelas que ndo atingiram balago pela inspecao visual

gréfica, a fim de controlar a confusdo residual.

Todas as analises foram feitas no pacote R para Windows 3.1.0 ',



4.3 OBJETIVO ESPECIFICO #3

Populagdo do estudo

Este componente longitudinal do projeto tem como objetivo examinar a incidéncia de
DCYV no periodo de 5 anos na coorte INI e identificar os fatores associados a este desfecho. De
forma secundaria, vamos também comparar a incidéncia de DCV observada, ajustada para 5
anos, com o risco predito pelos escores de Framingham, DAD e ASVCD para este mesmo

intervalo.

Critério de inclusdo
* Foram elegiveis para este objetivo, todos os individuos acompanhados na Coorte INI , a

partir de janeiro de 2006.

Critério de exclusao
*  Tempo de acompanhamento < 60 dias na Coorte INI

e Historia de DCV no momento da data de inclusdo no estudo.

Defini¢des Operacionais

O periodo de observacao teve inicio em 1 de janeiro de 2006 e prevé a repeti¢ao da coleta
de dados do prontuario com a coleta de informagao quanto ao desenvolvimento de DCV, com sua
validagdo segundo critérios a seguir, até 1 de janeiro de 2017. Consideramos a censura quando
pacientes estiverem em acompanhamento e livres de eventos cardiovasculares até 4 meses apds o

término da observagdo, pacientes que morreram por outro desfecho que nao o de interesse (DCV)



e pacientes que abandonaram o acompanhamento, sendo este definido como a data da tltima
informagao disponivel em prontudrio com posterior ndo comparecimento as consultas médicas no

INIL

Para a andlise preliminar deste objetivo, utilizamos a populagdo ELSA-INI que teve seus
dados iniciais coletados ao longo do ano de 2012 conforme mencionado na se¢do 15.2.2 e
observamos prospectivamente a ocorréncia de DCV reportada na base de dados da Coorte INI até
janeiro de 2017. Esta anélise usa, portanto, informac¢des da populacdo do objetivo #2, com os
dados de acompanhamento da Coorte INI presentes nos registros médicos sobre DCV, o qual € o
nosso interesse, coletadas pelo gerenciamento de dados, conforme descrito na secdo 15.1.1,

presentes no objetivo #1

Uma pessoa que tenha mais de uma manifestagdo cardiovascular dentro do periodo de
avaliagdo serd contada como um caso incidente apenas no momento do primeiro evento,

deixando de estar sob risco.

Defini¢ao e validac¢ao dos desfechos cardiovasculares

Embora a existéncia de bases de dados administrativas como a que existe na Coorte ELSA-INI
tenha suas vantagens, pode ocorrer de nem todas as condig¢des serem registadas nas bases de
dados e aquelas registradas podem nao corresponder a data de inicio da doenga ou refletir o

verdadeiro diagndstico e avaliagdo feita por um médico especialista.

Estes erros e inconsisténcias nos codigos de diagnostico podem levar a erros de

classifica¢@o, impactando na qualidade da pesquisa que utiliza estas fontes e, consequentemente,



nas praticas de cuidados dai resultantes '*. Com o objetivo de aprimorar a informagao registrada,
pacientes da Coorte INI que apresentaram algum evento cardiovascular (incluidos angina, AVC,
IAM, ICC, DAP) e que foram registrados no prontuario pelo médico assistente e posteriormente
extraidos para uma base de dados por profissionais treinados, foram posteriormente comparados
com a avaliagdo de referéncia por um cardiologista, segundo critérios baseados nas diretrizes da
American Heart Association (AHA), Joint European Society of Cardiology/American College of
Cardiology (ESC/ACC) e do projeto WHO MONICA "7 108 10% 101 clagsificados como (1)
definitivo quando ndo houver duvida da ocorréncia do evento segundo os critérios, (2) provavel
quando a probabilidade do evento ter ocorrido for grande, mas algum dado complementar que
permita a sua confirmacdo nao foi realizado ou estava faltando no prontuario médico e (3) ndo

tendo ocorrido.

Primeiramente, foi observado se o evento reportado ocorreu ou nido e se houve
necessidade de reclassificad-lo como um evento diferente daquele que foi registrado na base de
dados, para posteriormente avalia-lo como definitivo, provavel ou ndo tendo ocorrido. Para tal,
foram considerados o registro médico ou o sumario de alta hospitalar descrevendo o evento ou
procedimento realizado e exames complementares disponiveis para sua confirmagdo e

classificagao.

A DAC incluiu os casos de IAM, angina, revascularizacdo coronaria ou morte subita por

doenca coronaria.

Um IAM foi classificado como definitivo quando houve relato da presenca de sintomas

sugestivos de isquemia miocardica como dor toracica, dor no peito ou angina em conjunto com o



aumento ou diminui¢do dos valores dos biomarcadores cardiacos que incluiu quaisquer um dos
seguintes: mioglobina, CK total, CKMB, CK massa ou Troponina e, no eletrocardiograma
(ECG), o desenvolvimento de novas ondas Q ou novas alteragcdes no segmento ST, na onda T e

BRE novo.

Na auséncia de ECG, foi aceita a evidéncia em exames de imagem como Cintilografia,
Ressonancia Cardiaca ou Ecocardiografica (ECO) de perda de miocardio vidvel ou de nova
alteracdo segmentar de contratilidade ventricular indicado por hipocinesia ou acinesia. Na
auséncia de ECG e de biomarcadores ou exames de imagem, a identificagdo de um trombo
intracoronariano durante angiografia ou morte subita e inesperada envolvendo parada cardiaca
confirmaram o diagnostico de IAM.

O evento foi considerado como provavel de ter ocorrido quando houve relato de sintomas
sugestivos de isquemia e novas alteragdes no ECG ou de perda de miocardio viavel em exames
de imagem, com biomarcadores indisponiveis para confirmagdo do evento. Quando
possivel, o IAM foi classificado como IAM com supradesnivel do segmento ST na presenga deste
tipo de alteracdo ao ECG e IAM sem supradesnivel do segmento ST na auséncia desta alteragdo
do segmento ST.

Angina foi classificada como definitiva quando houve a documentagdo de desconforto na
regido precordial tipo aperto, pontada, queimacdo ou sintomas equivalentes a isquemia ocorridos
em repouso ou durante atividade fisica de esfor¢o juntamente com a presenga de biomarcadores
negativos e evidéncias de isquemia em testes ndo-invasivos que incluiram: alteragdes dinamicas
no ECG em repouso, isquemia miocardica induzida em teste de esforco, cintilografia miocardica

ou ECO de stress, lesdo coronariana na angiografia ou procedimentos de revascularizagdo



coronariana, mais o uso de medicagdes para prevenir ou tratar angina que sdo usualmente a
Aspirina, Clopidogrel, Nitrato, Beta-bloqueadores e Bloqueadores dos canais de calcio.
Consideramos o evento como provavel quando houve descricdo de sintomas clinicos de angina
juntamente com inicio de seu tratamento, porém, sem resultados de exames disponiveis para sua

confirmagao.

A revascularizagdo coronariana foi definida como o relato em sumaério de alta hospitalar
ou registro médico durante o qual o procedimento foi realizado para tratamento da DAC e inclui
cirurgia de revascularizacdo miocdrdica e angioplastia transluminal percutdnea com ou sem o

implante de Stents.

A presenga de AVC foi considerada definitiva quando houve o relato de um inicio agudo,
com achados objetivos de déficit neuroldgico localizado por mais de 24 horas e achados em
exames de imagem, como tomografia computadorizada (TC) ou ressondncia nuclear magnética
(RNM), compativeis com o diagnostico de AVC. Quando exames de imagem ndo estiverem
disponiveis, uma certiddo de obito ou registro médico listando AVC como causa da morte

indicou o diagndstico como definitivo.

Consideramos o evento como provavel quando s6 houver a descricdo dos sintomas
neurologicos com déficit funcional persistente. Quando o déficit neurologico persistiu por menos
de 24 horas e os exames de imagem nao demostraram lesdo cerebral consideramos o evento como
um ataque isquémico transitorio. O AVC foi ainda classificado como isquémico quando ndo
houve hematoma detectado nos exames de imagem ou hemorragico, quando o sangramento foi

detectado.



A ICC teve seu diagnostico confirmado na presenca de: (1) sintomas novos de dispnéia
descritos geralmente como dispnéia aos esforgos, dispnéia em repouso, ortopnéia, dispnéia
paroxistica noturna, diminui¢ao da tolerancia ao exercicio, fadiga ou cansago mais (2) evidéncias
objetivas de ICC ou seu agravamento evidenciados através de edema periférico ou aumento da
distensdo abdominal ou ascite, estertores pulmonares, crepitagdes, ganho de peso provavelmente
relacionado a retencdo de liquidos, ou exames de imagem demonstrando fracdo de ejecdo (FE)
menor que <50% ou disfun¢do diastélica ventricular com aumento da pressao atrial esquerda ou
hipertensao pulmonar. O evento foi considerado como provavel na presenca dos sintomas de ICC
descritos em conjunto com evidéncia radiologica de congestdo pulmonar e inicio de tratamento
especificamente para ICC como o uso de diuréticos por via oral ou intravenosa, o inicio de

agentes vasoativos inotropicos, vasopressores, vasodilatadores ou didlise.

Os critérios para um evento DAP definitivo incluiram descri¢do da presenca de sinais ou
sintomas clinicos como claudicagdo intermitente, sopro femoral, diminui¢do dos pulsos
periféricos, mudanga de cor ou temperatura do membro, além de resultado positivo em estudos de
diagnostico por imagem como ultrassonografia com Doppler, arteriografia, angio-TC ou angio-
RNM dos membros inferiores demonstrando a presencga da obstrucao arterial. Quando
exames de imagem ndo estavam, disponiveis, um registro médico de internacdo, durante o qual
um procedimento invasivo para o tratamento da DAP foi realizado, por exemplo, angioplastia ou
cirurgia vascular, documenta a ocorréncia do evento ''°. O diagnéstico foi considerado provavel
de ter ocorrido quando s6 houve a presenca de sinais ou sintomas clinicos com a prescricao
concomitante de medicamentos para tratamento de sintomas de claudicagdo como Aspirina,

Clopidogrel, Cilostazol ou Pentoxifilina.



A validagado dos desfechos cardiovasculares baseados nestes critérios vem sendo realizada
pelo doutorando em conjunto com alunos de iniciagdo cientifica da Fiocruz sob treinamento, e
teve inicio em 01 de julho de 2014 com previsdo de término até 1 de janeiro de 2017. Entretanto,
observamos que existe um atraso maior do que esperavamos entre a data da ocorréncia do evento
€ 0 seu reporte no prontudrio eletronico durante visita médica de rotina em alguns casos e na
maioria dos casos também ha um atraso na coleta da informagao pela equipe de gerenciamento de

dados, portanto ainda estamos coletando informagdes de eventos que ocorreram até janeiro de

2017.

Nao obstante, o resultado de uma andlise preliminar de 146 eventos ocorridos entre
janeiro de 2006 a marco de 2016 e apresentados no X Congresso Brasileiro de Epidemiologia em
2017 demonstrou que 77.39% dos eventos foram confirmados e a concordancia entre a
informacgdo extraida para o banco de dados pela equipe de gerenciamento com a nossa validagdo,
foi boa para o IAM (Kappa=0.70;1C95%=0.52-0.87), muito boa para AVC
(Kappa=0.94;1C95%=0.87-0.99) e DAC (Kappa=0.86;1C95%=0.72-0.95) mas fraca para DAP

(Kappa=0.36;1C95%=0.17-0.55).

Foi necessaria a reclassificagdo de 30 (20.54%) eventos, evidenciando boa concordancia,
porém ndo perfeita, entre os pardmetros avaliados e a necessidade de refinar o treinamento,

especialmente para DAP, a fim de aumentar a confiabilidade dos dados clinico-epidemiologicos
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Os eventos cardiovasculares classificados como definitivo e provavel pelo critério de

referéncia foram considerados como validos e empregados nas andlises que se seguem



CONSIDERACOES ESTATISTICAS

O objetivo principal serd calcular a incidéncia total de DCV na coorte INI e identificar as
variaveis que podem ou ndo estar relacionadas a infecg¢@o pelo HIV e que sdo significativas para a
ocorréncia de DCV em pessoas vivendo com HIV/AIDS, no periodo de janeiro de 2006 a janeiro

de 2017. Usaremos uma abordagem de tempo até o evento com modelos de Cox multiplos.

A andlise descritiva geral seguird a mesma metodologia utilizada nos outros objetivos
consistindo em mediana com intervalo interquartilico (IQR) para varidveis continuas e
distribuicdo de frequéncias com intervalo de confianca de 95% (IC 95%) para as variaveis
categoricas. As diferencas nas caracteristicas entre PVHA com e sem DCV ao final do
acompanhamento foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney para variaveis continuas e pelo
teste chi-quadrado para varidveis categoricas. Valores de p inferiores a 5% considerados

significativos para a comparacao de diferengas entre grupos.

No estudo dos fatores de risco associados 8 DCV em PVHA, apos 5 anos de seguimento,
vamos utilizar os modelos de sobrevida baseados no tempo até a ocorréncia do evento. Partindo
dos pressupostos de que o risco ¢ constante ao longo do tempo e os tempos de ocorréncia do

3
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evento cardiovascular sdo independentes * °, adotamos o modelo de riscos proporcionais de Cox

que ajusta a fun¢do de risco A(t) considerando um risco basal A¢(t) e inclui um vetor de

covariaveis X e coeficientes § pela equagdo:

A(21x) = 2y (1)exp(x,8, + x,8, + ...+ x,B, ) = Ay (1) exp(xp)

Podemos entdo estimar a hazard ratio (HR) para a ocorréncia de DCV, com seus



respectivos intervalos de confianga (IC) 95% ''*. Os diferentes modelos foram comparados pelo
teste de Wald, o qual testa a hipdtese nula de que o parametro da regressao ¢ igual a zero. A
verificagcdo dos pressupostos do modelo de Cox, tais como, proporcionalidade e forma funcional
sera feita pela andlise de residuos de Schoenfeld e Martingale e a identificacdo de valores

aberrantes vai ser verificada através de residuos Escore.

Para selecionar as variaveis que entrardo no modelo de Cox final entre uma lista de candidatas
utilizamos o mesmo procedimento empregado anteriormente que consiste na implementacao de
um algoritmo genético, utilizando o akaike information criterion (AIC) como critério para
comparar o melhor modelo obtido, além disto, varidveis consideradas clinicamente importantes

também foram retidas no modelo.

De forma secundéria, para comparar as medidas das fungdes de risco que foram derivadas
em suas coortes originais em individuos que também estavam livres de DCV, com a incidéncia
de DCV observada na coorte, as equagdes de Framingham, DAD e ASVCD foram aplicadas na

coorte INI, gerando valores de risco nela preditos para DCV em 5 anos.

Para o calculo do niimero observado de eventos cardiovasculares, a probabilidade
cumulativa de DCV em 5 anos serd calculada através do estimador produto limite de Kaplan-
Meier. Escolhemos ajustar para o periodo de 5 anos por ser um valor proximo a mediana de

acompanhamento esperada para o periodo total estudado.

O risco predito de DCV em 5 anos de cada participante foi calculado utilizando
primeiramente a equagdo de risco de Framingham através da combinagdo da idade, sexo, pressdao

arterial sistolica, uso de terapia anti-hipertensiva e valores do colesterol total sérico (TC) e HDL-



colesterol (HDL-c ), tabagismo atual e diabetes . Para risco predito de DCV pelo algoritmo
DAD usamos a combinacdo das informacdes para a idade; sexo; pressdo arterial sistolica; CT
sérico e HDL-c, diabetes; tabagismo atual ou passado; historia familiar de DCV; uso atual de
Abacavir, Indinavir ou Lopinavir; e o nimero de anos em Indinavir ou Lopinavir. Por tltimo,
risco pelo ASCVD foi estimado usando informacdes da idade, diabetes, sexo, raga, tabagismo,
pressdo arterial sistolica, tratamento para hipertensdo, TC e HDL-c. Para a comparacado, o risco
de DCV em 5 anos foi arbitrariamente categorizado como baixo (<1%), moderado (1 a 5%) e alto

(> 5%) para cada equacao.

CONSIDERACOES ETICAS

A pesquisa observou as recomendacdes da Resolugdo CNS no 446/11 — Conselho
Nacional de Saude — Comissdo Nacional de Etica em Pesquisas — CONEP e teve a aprovagio do
protocolo pelo Comité de Etica da Escola Nacional de Satide Publica Sérgio Arouca (Protocolo

CEP N° 5240, CAAE: 62173316.7.0000.5240)

O autor do estudo se comprometeu a garantir o sigilo e a confidencialidade dos dados

obtidos bem como a privacidade de seu contetido.

ORCAMENTO

O projeto ¢ apoiado pela Fundagdo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado

do Rio de Janeiro (FAPERJ), pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e



Tecnologico (CNPq) e pelo Programa Estratégico de Apoio a Pesquisa em Saude (PAPES) -

Fundagao Oswaldo Cruz.

O estudo de base ELSA-Brasil ¢ apoiado pelo Ministério da Satde (Departamento de
Ciéncia e Tecnologia), pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia e pela CNPq (Conselho Nacional
de Pesquisa) nos subsidios 01 06 0.010,00 RS, 01 06 0.212,00 BA, 01 06 0.300,00 ES, 01 06

0.278,00 MG, 01 06 0.115,00 SP, 01 06 0.071,00 RJ.

5. RESULTADOS

Com o primeiro artigo identificamos diferengas nas taxas de mortalidade e padrdes
especificos nas causas de Obito relacionados a PVHA que foram diferentes entre aqueles com
DM quando comparados aos sem DM. O artigo se encontra publicado em “MOREIRA, R. C. et
al. Diabetes Mellitus is Associated with Increased Death Rates Among HIV-Infected Patients in
Rio de Janeiro, Brazil. AIDS Res Hum Retroviruses, Jul 14 2016. ISSN 1931-8405 (Electronic)

0889-2229 (Linking). Disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27329066 14,

O segundo artigo teve como tema observar fatores associados a rigidez arterial medida
pela VOP e a comparacdo entre um grupo infectado pelo HIV com dois grupos nao-infectados, a
colaboragdo INI-ELSA-Brasil. O artigo foi publicado no Journal of Acquired Immune Deficiency
Syndromes (JAIDS) e se encontra disponivel em “MOREIRA, R. C. et al. HIV Infection Is Not
Associated With Aortic Stiffness. Traditional Cardiovascular Risk Factors Are the Main

Determinants-Cross-sectional ~ Results of  INI-ELSA-BRASIL. J.Acquir. Immune



Defic.Syndr. 2018 May 1;78(1):73-81. Disponivel em

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29624545 > 11°

O terceiro artigo estd em fase de preparacdo para submissdo e sera terminado apds analise
das curvas de sobrevida para DCV, com o calculo da incidéncia de DCV e identificacdo dos
fatores a ela associados, na coorte INI. Serdo apresentados, entretanto, os resultados preliminares
de 5 anos com a coorte INI-ELSA por esta tltima ja ter todas as varidveis coletadas de forma

mais completa para um periodo menor de tempo.
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a major cause of morbidity worldwide and a known factor
leading to increased risk of death, especially in conjunction with other risk factors. In this study,
we evaluated the prevalence of DM among HIV-infected patients and its association with overall
mortality. All HIV-infected patients 18 years or older followed in the Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas (INI) cohort from January 1991 to December 2011 were included.
Time-updated covariables included DM status, calendar year, combination antiretroviral therapy
(cART) and CD4 cell counts. Fixed demographic covariables included gender and age at entry.
Poisson models were used to calculate mortality rate ratios (RR) with robust variances. Among
the 4871 patients included, 1192 (24.4%) have died (mortality rate = 4.72/100PY; 95%CI=4.46-
5.00). Death rates were significantly higher among those presenting DM compared to those who
did not (6.16/100PY vs. 4.61/100PY, respectively. p=0.001). In the final model, DM was
significantly associated with mortality (RR=1.74;95%CI=1.57-1.94; p< 0.001). When the
analysis was restricted to those on cART or the period post-1996, the association between DM
and mortality was even stronger (RR=2.17; 95%CI=1.91-2.46;p< 0.001) and (RR=1.95;
95%CI=1.75-2.18;p< 0.001) respectively. Among the major groups of cause of deaths (CODs)
the proportion of AIDS-related conditions in patients with DM was lower (74.27% vs 58.93%,
respectively; p<0.001), whereas in non-AIDS related conditions, non-immunodeficiency related
causes (22.44% vs 34.82%, respectively. p=0.004) were more common in patients with DM. In
conclusion, DM was associated with increased mortality rates even after controlling for HIV-
related variables associated to this outcome. Differences in the underlying CODs were identified,

reinforcing the necessity to assess and treat comorbidities such as DM in HIV-infected patients.



Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a highly prevalent cause of morbidity worldwide, and operates
along a diversity of risk factors to determine the underlying macro and microvascular
dysfunctions seen in cardiovascular diseases (CVDs), which collectively can lead to death'. DM-
associated mortality is also commonly caused by cerebrovascular disease, peripheral arterial

disease, and renal failure, all of which share similar traditional risk factors. \

So far, investigations show that specific antiretrovirals regimens have been linked to
insulin resistance, dyslipidemia and body fat redistribution, leading to an increased risk of
ischemic heart disease.” Hence, DM occurrence and its association with metabolic syndrome, a
cluster of risk factors to CVDs, is becoming highly prevalent among people living with
HIV/AIDS (PLWHA) from industrialized and developing countries’ as well. Consequently,

CVDs have become a major cause of death (COD) among PLWHA * in the cART era.

The implementation and scaling of combined antiretroviral therapy (cART) prompted a
marked decrease in AIDS-related causes of death and improvement in survival among HIV-
infected individuals, leading to increased awareness in respect to deaths caused by illnesses that
were not previously considered to be AIDS-related. The emergence of comorbidities such as non-
AIDS-defining malignancies, liver disease, CVD and DM has been increasingly reported

worldwide, irrespective of the development level.>

Associations linking HIV, AIDS treatment, and apparent increases in so-called “non-
AIDS-related” causes of death clearly need more investigation. In the past, we assumed that most

“AlIDS-related” mortality would be the consequence of immunosuppression, but more recently it



has become clear that AIDS-related or treatment-related metabolic deregulation is also important
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Brazil constitutes a unique setting since it is a large low-income country where cART has
become available in a free and universal manner since 1996. We have previously reported the
emergence of DM and CVD as COD® '' among HIV-infected individuals in Brazil. However,

only a few studies have investigated the consequences of diabetes in large cohorts of PLWHA.

In this paper we aimed to evaluate the prevalence of DM in a large cohort of PLWHA in

Rio de Janeiro and assess DM relation to all-cause mortality.

Methods:
Cohort

This study was conducted at the Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INT) located at Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), Rio de Janeiro State, Brazil. INI is a
national reference center for infectious diseases and has been a reference center for care,
research, and training related to HIV/AIDS since 1986. An observational, longitudinal, clinical
database - INI Cohort, formerly known as the IPEC cohort - is maintained with PLWHA
receiving primary, specialty and tertiary HIV care at its facilities. Clinical care, laboratory tests
and hospitalization data are all available in electronic and paper records. Viral load and CD4 cell
counts are measured 2-3 times a year as part of regular care of patients. The CD4 / CD8

lymphocyte count is measured by flow cytometry (Becton-Dickinson, USA).



Quantitation of HIV RNA is performed using nucleic acid sequence-based
amplification methodology (NASBA; NucliSens HIV-1 QT Test, Organon Teknika, Bostel, The
Netherlands) with a minimum detection limit of 80 copies / ml. Antiretroviral treatment follows
the Ministry of Health recommendations for antiretroviral treatment of adults and adolescents,
which is periodically reviewed by a pannel of experts in the field. Prophylaxis and treatment of
opportunistic infections also follow the recommendations of the Brazilian Ministry of Health.'?

Data are updated every 6 months using outpatient and inpatient clinical documentation
and laboratory testing results comprising measurements of lipids, fasting glucose, and glycated
hemoglobin. Prescription of antiretroviral therapy is documented by the medical provider and
support staff in the clinical records. Trained abstractors record all information into standardized
forms, which are processed into a central database. Further details on the HIV/AIDS cohort can
be found elsewhere .

All PLWHA followed in the INI cohort who were older than 18 years and had a minimum

follow up of 60 days, from January 1991 to December 2011 were included.

Outcome of interest and operational definitions

Information on the vital status - the outcome of interest — was abstracted from clinical
charts. Records of the PLWHA from the cohort were linked with the Rio de Janeiro Mortality
Registry using a previously validated linkage algorithm allowing for specific errors in names and
dates of birth. Upon validation the algorithm has proved to be highly sensitive and specific in

retrieving information on the vital status for those considered lost to follow-up'”,



DM was determined and further assessed from medical charts every 6 months whenever
subjects had fasting glucose > 126 mg/dl or glycated hemoglobin (A1C) >6,5 or clinical history
of DM or treatment with oral hypoglycemic agents or insulin. DM occurrence has been defined

as cases reported at any time of the follow-up as a chronic non AIDS-related condition.

Given the incurable trait of such condition, we considered DM reporting as prevalent

cases to include incident cases as well as participants who had DM at baseline examinations.

AIDS-diagnosis at baseline was defined by the occurrence of an AIDS-defining illness or
CD4 cell count <200/uL at or before cohort enrolment (CDC AIDS case definition").
Race/ethnicity was based on the providers report and was categorized into white and other.
Schooling was self-reported and categorized according to the number of years in school into three
groups: < 6 years (low formal education), 6-9 years, and >9 years. Age at enrolment was
calculated as the difference between date of birth and date of enrolment and categorized as 18 —

30,31 -40,41 -50, 51 — 60, >60.

Baseline CD4 cell count was defined within a window of 180 days of enrolment, and, if
more than one measurement was available, the value closest to the date of enrolment was chosen
and categorized as follows: <100, 101-200, 201-350, 351-500, >500. '° Individuals were
considered on cART if in use of at least three antiretroviral drugs: two nucleoside reverse
transcriptase inhibitor and either one protease inhibitor or one non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitor, and categorized into those who, at any given point in time, used cART for
more than 12 weeks, and those who never used cART (never used or used for 12 weeks or less).

HIV exposure categories were self-reported and categorized hierarchically into injection drug use



(IDU, irrespective of sexual practices), men who have sex with men (MSM, including bisexuals),

heterosexual and other/unknown.

All death events that occurred in the study period were classified according to coding

causes of death in HIV (CoDe) methodology (http://www.cphiv.dk/DAD/). CoDe is a

standardized method for specifying the underlying COD in HIV-positive individuals. It has been
designed for clinical trials and epidemiologic studies and includes detailed data collection on the
causes of death and contributing factors and a centralized review process of informations'.
Groups of causes of death were defined according to the categories presented in the CoDe review

form.

Statistical methods

Descriptive statistics included the median and interquartile range (IQR) for continuous
variables and frequency distributions for categorical variables. A table was created to compare
the characteristics between alive and dead patients in the cohort at the end of follow-up as well as
characteristics of diabetic (ever) vs. non-diabetic subjects. Differences were assessed with non-
parametric Mann-Whitney test for continuous variables and Chi-squared tests for categorical
variables. Mortality rates were expressed as number of deaths per 100 person-years (PY) with

95% confidence intervals (95% ClIs) calculated using the exact Poisson method.

Multivariate analyses with Poisson models were used to calculate rate ratios (RR) with
robust variances for the association between DM and mortality in the entire cohort period and
after restricting the analysis to the period post-1996, as well as to subjects ever on cART. For

descriptive statistics all variables were considered fixed, but for the Poisson models DM status,



calendar year, cART use and CD4 cell counts were treated as categorical, time-updated

covariables whereas all other covariables were fixed.

Chi-squared or Fisher's Exact Test when appropriate, summarizes differences in the
observed proportions of AIDS-related mortality according DM status. P-values < 0.05 were

considered statistically significant. All analyses were done in the R environment version 3.1.1".

Ethical Approval

This study was conducted according to Declaration of Helsinki principles. INI PLWHA
cohort was approved by the Evandro Chagas Clinical Research Ethics Committee (043/2010,

0032.0.009.000-10). All participants have provided written informed consent.

Results

The study was comprised 4871 participants in the cohort, which contributed to 24165
person-years of follow-up; From these, 1192 (24.4%) have died (death rate = 4.72/100PY;
95%CI=4.46-5.00) and 498 have had a DM diagnosis, yielding to a DM prevalence of 10.2%;
Overall median age was 34.8 years; in patients who were alive age was slightly lower compared

to those who were dead (median of 34,4 and 35,8, respectively; p<.001).

The proportion of males was 67.5% and 47.4% had low formal education. In comparison
to alive patients, dead patients were morel likely to be male, to have low formal schooling, to
present lower CD4 cell counts, to have an AIDS diagnosis at the baseline and were less likely to
have ever experienced cART (Table 1). Patients with DM were twice as likely to have

dyslipidemia when compared to patients without DM (50.4% vs 21.9%; p<0.001). In addition,



patients with DM were older (41.2% in DM vs. 34.1 in non-DM respectively; p<0.001) and more
likely to belong the heterosexual risk category group (51% in DM vs 45.7% in non-DM;

p=0.042).

However, despite they were more likely to cART use (91.6% in patients with DM vs
70.6% in patients without DM; p<0.001), CDC criteria for AIDS (59% in patients with DM vs
51.8% in without DM; p=0.003) and pulmonary tuberculosis (14.75 in patients with DM vs 9.8 in
patients without DM; p<0.001) were more frequent in DM participants (Table 2). Crude analysis
comparing the mortality rates of diabetics with non-diabetics showed that death rates were
significantly higher among patients with DM (6.16/100PY vs. 4.61/100PY among those without

DM, p=0.001).

In the final Poisson model, DM was significantly associated with mortality (RR=1.74;
95%CI=1.57-1.94;p< 0.001). Male sex, older age, CD4 counts, cART use and higher education
were also associated. Furthermore, death rates declined significantly over the cohort enrollment
period (Table3). The association was even stronger when the analysis was restricted to those who
used cART (RR=2.27; 95%CI=1.78-2.89;p<0.001) or the period post-1996 (RR= 2.11;

95%CI=1.70-2.62;p<0.001) (Table 4).

COD was ascertained for 98.7% of the patients (1177 out of 1192). Among the major
groups of CODs, AIDS-related conditions accounted for the bulk of deaths regardless DM status
(72.81%); the proportion of AIDS-related conditions in patients with DM was lower when

compared to the proportion among those without DM (74.27% vs 58.93%, respectively;



p<0.001), whereas non-immunodeficiency related causes (22.44% vs 34.82%, p=0.004) and

unknown causes (3.29% vs 6.25%, p=0.10) were more common in patients with DM (Table 5).

The analyses of deaths by specific causes respectively revealed that patients with DM
died from AIDS-malignancies in a higher proportion (14.29%) compared to patients without DM
(5.26%, p<0.001), Similar results have been ascribed to liver-related diseases (4.46% vs1.5%,
p=0.04) and cardiovascular diseases (6.25% vs 3.95%, p=0.21), although in the later data is too

small to draw any definitive conclusion.

Discussion

In this paper we describe the prevalence of DM and its association with mortality rates
among adults living with HIV in Rio de Janeiro, Brazil, a middle-income country providing free
and universal antiretroviral therapy since 1996. The study showed a significantly higher mortality
rate among HIV patients with DM even after adjusting for gender, age, CD4, cART use and
Schooling. Besides, despite such a low median age, DM was a significant contributor to excess
mortality. Moreover, COD commonly associated with diabetes such as cardiovascular events and
renal failure were not the main drivers of the observed mortality differential. The apparent

contribution of malignancy and hepatic disease needs to be closely observed.

Because both the causes and timing of death changed dramatically in the cohort during
the late 1990s and mortality predictors in subjects enrolled early may have been quite different
than those in subjects who enrolled later, statistical models have been adjusted for calendar year.
Furthermore, when the analysis was restricted to the period after 1996, the adjusted rate ratio for

the association between DM and mortality was even higher.



These results are consistent with other large cohort studies” °. For instance, data from
SMART and SPIRIT combined showed that diabetes is an independent predictor for death
following a non-AIDS event'®. In D.A.D study DM was also associated with an increased risk of
all causes of mortality considered, with an exception for non-AIDS malignancies®. As PLWHA
on cART seems to be at higher risk of insulin resistance and diabetes mellitus compared with
HIV-uninfected patients, calling attention to screen and properly manage diabetes before and
after cART initiation'” in order to prevent the occurrence of nonfatal events as well as to increase

life expectancy.

The adjusted rate ratio was significantly higher among those with DM and even greater
when restricting the analyses to those using cART, pointing to an increasing DM prevalence as a
result of augmented survival. Moreover, AIDS treatment itself, in addition to older age may
increase the incidence of DM in survivors. Currently, cART coverage in Brazil is up to 80% °;

herein the proportion of patients ever on cART was 72.7%.

The observed prevalence of DM (10.2%) was slightly more elevated than the prevalence
estimated for the overall Brazilian population (6.0%)*', even though it is comparable to other
HIV populations under cART treatment **. The emergence of DM in PLWHA is likely due to the

confluence of factors including the increasing proportion of overweight and obesity™, the

25

growing prevalence of metabolic syndrome’, HCV coinfection®® and the metabolic

26-27 Yet, aging of

complications of certain classes of antiretroviral, mainly protease inhibitors
the individuals living with HIV would lengthen their exposure to the same risk factor thought to

determine DM in the general population®.



AIDS-related malignancies were more frequent among patients with DM in comparison to
patients without DM. Recently, we pointed Kaposi’s sarcoma and non-Hodgkin lymphomas as
the commonest COD within AIDS-malignancy group in the same cohort'>. While DM has been

. . . . 29, 30
associated to increased risks for a wide range of cancer types™

and classical Kaposi’s sarcoma
strongly and independently associated to DM?', no conclusion has been drawn so far in relation

to non-Hodgkin lymphomas”.

Hepeatitis C has been linked both to DM through insulin resistance, and to non-Hodgkin’s
lymphoma. Concurrent DM and chronic Hepatitis C increase the rate of progression to liver
failure and hepatocellular carcinoma. ** Depending on the prevalence of HCV in this cohort, it
could be a partial explanation for the observed COD patterns in Table 5. The combination of

diabetes and alcoholism would also contribute to liver deaths.

The higher prevalence of alive patients with DM, relative to those who died also suggests
that DM might accelerate the progression of other disease entities in the setting of HIV, as
reported with hepatitis C virus coinfection.”> This can explain the increased mortality rate

associated with DM.

The present study has some important weaknesses, mainly concerning confounding
effects. Thus, the manuscript lacks data regarding covariates considered well-established
mortality risk factors, such as obesity, smoking, alcoholism, hypertension and hepatitis C
serostatus. In addition, we were not able to assess type-1 DM in our study and misclassification
could have occurred if diagnoses of DM status were missed by physicians or via the data

collection methods employed. Information of regimen adherence and HIV viral load evolution



might have had an impact on overall mortality but were also unavailable in our database. This
would result in an over- or underestimation of risk ratios, but both the comprehensive way in
which DM diagnosis was ascertained and the similar magnitude of results to other studies in
literature makes us expect these effects were minimal.

In order to warrant reliability of the study, measures for collecting and processing data
were established as follows: standardization of procedures according to the current guidelines,
trained staff to monitor and review data records and the use a high-sensitivity linkage algorithm

to minimize losses to follow up.

Although it is not feasible to ensure whether the presented data are representative of the
Brazilian population with HIV/AIDS, they are very likely to represent those living in large urban

centers in Brazil.

Collectively, our data reinforce the need to assess and manage chronic comorbidities,
particularly DM in HIV populations in settings where cART use is being expanded trough public
health interventions so its benefits can be fully experienced. The importance of endorsing the
same preventive measures directed to the general population in the direction of adherence to
screening guidelines and glycemic control into the preventive care of HIV-infected patients is

instrumental to improve survival and quality of life among such individuals.

Conclusions: DM was significantly associated to increased mortality rates among HIV-infected
patients even after controlling for HIV-related variables associated to this outcome. Moreover,

we identified some differences in the underlying COD among patients with DM. Additional



studies should investigate the causal pathways that appear to link diabetes with deaths from

AIDS-associated malignancies and liver disease in similar populations, so that the most effective

intervention opportunities could further be identified.
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Table 1- Descriptive statistics and comparisons between alive and dead patients at the end of

follow-up, 1991-2011.

Alive Dead Total Missing p-valuea

No 3296 1077 4373
89.6 90.4 89.8

No 2635 1026 3661
71.6 86.1 75.2

Female 1266(34.4) 319(26.8) 1585
(32.5)

< 6 years 1810 (5.1) 439(38.7) 2249
(47.4)

9 years+ 832 (23) 302 (26.7) 1134
(23.9)

Ethnicity 0.02 33



Other 1720 437 (453) 2257
(46.9) (46.5)

Age (years) 344 35.8 34.8 0 <.001
median (IQR) (28.1,41.7) (29.1,43.5) (28.4,42.1)

Age groups 0 <.001

30-40 1348 435(36.5) 1783
(36.6) (36.6)

50-60 248 (6.7) 115(9.6) 363 (7.5)

CD4 counts 326 174 300 26.42 <.001
(cells/mm3) (142,542) (54.5,362) (117,520)
median (IQR)

CD4 categories 26.42 <.001

(100,200] 398 (13.2) 100 (17.8) 498 (13.9)

(350,500] 554 (18.3) 62 (11) 616 (17.2)

Z
o

679 (18.5) 650 (54.5) 1329(27.3)



Heterosexual 1773 480 (40.3) 2253

(48.2) (46.3)
MSM 1393 441(37) 1834
(37.9) (37.7)

No 2034(55.3) 278(23.7) 2312(47.5) <.001

Columns provide number (percentage) unless otherwise specified. IQR: interquartile range, DM: Diabetes
Mellitus, MSM: men who have sex with men, IDU: injection drug use, cCART: combination antiretroviral therapy,
CDC: Centers for Disease Control and Prevention.

 Chi-square test

® Defined as LDL>159 and/or HDL<40

¢ Defined as use of cART for more than 12 weeks.



Table 2- Descriptive statistics and comparisons between diabetic and non-diabetic patients,
1991-2011.

Non- Diabetic Total Missing p-
Diabetic value 2

Z
(=)

3296 (75.4)  383(76.9) 3679 (75.5)

Z
=)

3414 (78.1) 247 (49.6) 3661 (75.2)

Female 1410 (32.2) 175(35.1) 1585 (32.5)

< 6years 2034 (47.8) 215 (43.4) 2249 (47.4)

9 years+ 1202 (28.3) 163 (32.9) 1365 (28.7)

Ethnicity 0.02 0.99



Others 2025 (46.5) 232 (46.6) 2257 (46.5)

o

Age (years) <0.001

18-30 1480 (33.8) 68 (13.7) 1548 (31.8)

40-50 913(20.9) 172 (34.5) 1085 (22.3)

>60 70 (1.6) 22 (4.4) 92 (1.9)

Age at diagnosis 0 <0.001
groups

18-30 1674 (38.3)  105(21.1) 1779 (36.5)

40-50 728 (16.6) 147 (29.5) 875 (18)

>60 57 (1.3) 12 (2.4) 69 (1.4)

Risk Category 0 0.042




IDU 114 (2.6) 9 (1.8) 123 (2.5)

Others/unknown 588 (13.4) 73 (14.7) 661 (13.6)

IDU 0 0.354

IDU 114 (2.6) 9 (1.8) 123 (2.5)

CD4 counts 301.5 288 300 26.42 0.355
(cells/mm3) (120,520.8) (101,516.8) (117,520)
median(IQR)

CD4 categories 26.42 0.242

(100,200] 436 (13.8) 62 (15) 498 (13.9)

(350,500] 544 (17.2) 72 (174) 616 (17.2)

Z
=)

1287 (29.4) 42 (8.4) 1329 (27.3)




No 2108 (48.2) 204 (41) 2312 (47.5)

No 3945(90.2)  425(85.3) 4370 (89.7)

Columns provide number (percentage) unless otherwise specified. IQR: interquartile range, MSM: men who have sex
with men, IDU: injection drug use, cART: combination antiretroviral therapy, CDC: Centers for Disease Control and

Prevention.
# Chi-square and Mann-Whitney test
® Defined as LDL>159 and/or HDL<40

c. Defined as use of cART for more than 12 weeks.



Table 3. Final Poisson model* with estimated rate ratios (RR) and 95% confidence interval (CI)
for the effect of diabetes mellitus on mortality. Data of all cohort participants.

Variable RR (95% CI) p-valueb
DM = Yes 1.74 (1.57,1.94) <.001
Male gender 1.30(1.21,1.40) <.001
Age group¢

20-30 1.04 (0.83,1.30) .18
30-40 1.16 (0.93,1.43) .001
40-50 1.45(1.16,1.81) <.001
50-60 2.15(1.70,2.71) <.001
> 60 2.60(1.92,3.53) <.001
CD4cell countHd

unknown 0.36 (0.33,0.39) <.001
>100 0.12 (0.11,0.13) <.001
cART = Yes 0.33(0.30,0.37) <.001
> 9 years schooling 0.76 (0.71,0.81) <.001

CDC/AIDS case definition=yes 2.29 (2.12,2.48)

Yeare

1992 0.92 (0.74,1.14) .44
1993 0.92 (0.76,1.12) .41
1994 0.93 (0.77,1.13) .47
1995 0.75 (0.61,0.91) .005
1996 0.49 (0.38,0.62) <.001
1997 0.71 (0.57,0.90) .004
1998 0.62 (0.48,0.79) <.001
1999 0.67 (0.53,0.85) .001
2000 0.61 (0.48,0.78) <.001
2001 0.75 (0.59,0.94) .01
2002 0.47 (0.36,0.60) <.001
2003 0.67 (0.54,0.84) .001

2004 0.94 (0.75,1.17) .56




2005 0.92 (0.74,1.14) .44

2006 0.63 (0.51,0.79) <.001
2007 0.78 (0.63,0.96) .02
2008 0.68 (0.55,0.85) .001
2009 0.72 (0.58,0.90) .004
2010 0.65 (0.52,0.80) <.001
2011 0.61 (0.43,0.86) .02

DM=Diabetes Mellitus, cART=combined antiretroviral therapy, CDC= Centers for
Disease Control and Prevention. DM status, calendar year, cART use and CD4 cell
counts were treated as time-updated covariables whereas all other covariables were
fixed.

? From January 1991 to December 2011

Pobtained with robust variance model

¢ Reference category -0-20 years,

4 Reference category - <= 100,

¢ Reference category=1991



Table 4. Poisson model with estimated rate ratios (RR) and 95% confidence interval (CI) for the

effect of diabetes mellitus on mortality of cohort members, restricted for post-1996 period and
cART use.

Post-19962 Ever on cART?

Variable RR (95% CI)c  p- RR (95% CI)2  p-

valuec valuec

DM =Yes 1.95 <.001 2.17 <.001
(1.75,2.18) (1.91,2.46)

Male gender 1.30 <.001 1.23 <.001
(1.20,1.42) (1.10,1.37)

Age groupd

20-30 0.90 .37 0.49 <.001
(0.71,1.14) (0.37,0.64)

30-40 0.94 .60 0.49 <.001
(0.75,1.18) (0.38,0.64)

40-50 1.28 .04 0.61 <.001
(1.01,1.62) (0.47,0.80)

50-60 1.87 <.001 0.84 <.001
(1.45,2.40) (0.64,1.11)

> 60 2.73 <.001 1.51 <.001
(1.98,3.76) (1.05,2.16)

CD4 cell counte

unknown 0.30 <.001 0.28 <.001
(0.27,0.34) (0.25,0.33)

>100 0.11 <.001 0.16 <.001
(0.10,0.12) (0.14,0.17)

> 9 years 0.68 <.001 0.63 <.001

schoolingf (0.63,0.74) (0.56,0.69)

CDC/AIDS case  2.32 <.001 2.83 <.001

definition =Yes (2.11,2.55) (2.47,3.25)

cART = Yes 0.32 <.001
(0.29,0.35)

DM=Diabetes Mellitus, cART=combined antiretroviral therapy, CDC= Centers for Disease Control
and Prevention . DM status, calendar year, cART use and CD4 cell counts were treated as time-
updated covariables whereas all other covariables were fixed.

? From January 1997 to December 2011

® used cART for more than 12 weeks

¢ obtained with robust variance model, adjusted for calendar year

4 Reference category = 0-20 years

¢Reference category - <= 100



fReference category - < 9 years schooling



Table 5. Causes of death according to diabetes mellitus status

All deaths by major Diabetes Mellitus p-
groups valuea
No % Yes %
CoDe Total 1065 100 112 100
01.1, AIDS related 791 74,27 66 58,93 <0.001
01.2,01
02-30 Non-AIDS related 239 22,44 39 34,82 0.004
90 and 92 Unknown 35 3,29 7 6,25 0.10
CoDe All deaths by Diabetes Mellitus
specific causes
No % Yes %
Total 1065 100 112 100
01.1 AIDS-infection 476 44.69 39 34,82 0.04
01.2 AIDS-malignancy 56 5,26 16 14,29 <0.001
01 AIDS-not specified 259 24,32 11 9,82 <0.001
8,9,24 Cardiovascular 42 3,94 7 6,25 0.21
Disease
CoDe Cardiovascular No % Yes %
subcategories
8 Ml or ischemic heart 14 1.31 2 1.78 0.66
disease
9 Stroke 4 0.37 0 0 0.99
24 Heart or vascular 24 2.26 4.47 0.18
90,92 Unknown 35 3,29 6,25 0.10
02 Non-AIDS infection 44 4,13 5,36 0.46
03 Liver-related 16 1,50 4,46 0.04
CoDe Liver subcategories No % Yes %

03.1 HCV 1 0.10 0 0 0.99
03.1.1 HCV with cirrhosis 7 0.66 2 1.78 0.20
03.1.2 HCV with liver failure 4 0.36 1 0.90 0.39
03.2.1 HBV with cirrhosis 2 0.19 0 0 0.99
03.2.2 HBYV with liver failure 2 0.19 2 1.78 0.04

4 Non-AIDS 37 3,47 4 3,57 0.98
malignancy
5 Diabetes Mellitus 0 0 4 3,57 <0.001




13 Respiratory Disease 7 0,66 2 1,79 0.20

14 Toxicity 7 0,66 2 1,79 0.20

23 Central Nervous 5 0,47 2 1,79 0.13
System Disease

6 Pancreatitis 8 0,75 2 1,79 0.24
Other causes* 8 0,75 2 1,79 0.24

10 Digestive system 7 0,66 1 0,89 0.55
Disease

15 Renal Failure 8 0,75 1 0,89 0.59

25 Respiratory Disease 4 0,38 1 0,89 0.39

16 Violence 37 3,47 0 0,00 0.04

17,22 Psychiatric 4 0,38 0 0,00 0.98

20 Hematological 5 0,47 0 0,00 0.98
Disease

*Causes of death for which less than 4 deaths were observed were grouped in the ‘‘Other causes’” group (CoDe

11, 12, 19,27 and 28). HCV=hepatitis C virus; HBV=hepatitis B virus; MI=myocardial Infarction

# Chi-square and Fisher exact test
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Abstract

Introduction: Aortic stiffness measured by carotid-femoral pulse wave velocity (cf-PWV) is a
marker of subclinical atherosclerosis. We propose to assess if HIV infection is associated with

arterial stiffness and their determinants in HIV infected subjects.

Methods: We compared data from an HIV cohort (644 patients, HIV+) in Rio de Janeiro with
two groups: 105 HIV-negative (HIV-) individuals and 14,873 participants of the ELSA-Brasil
study. We used multivariable linear regression to investigate factors associated with cf-PWV and
whether HIV was independently associated with aortic stiffness and propensity score weighting

to control for imbalances between groups.
Results:

From 15,860 participants cf-PWV was obtained in 15,622 (98.5%). Median age was 51
[interquartile range (IQR) 45-58], 44.41 [35.73,54.72] and 43.60 [36.01,50.79] years (p<0.001)
and median cf-PWV (m/s; IQR) was 9.0 (8.10,10.20), 8.70 (7.90,10.20) and 8.48 (7.66,9.40) for
ELSA-Brasil, HIV- and HIV+ respectively (p<0.001). In the final weighted multivariable
models, HIV group was not associated with cf-PWV when compared either to ELSA-Brasil ( = -
0.05; 95%CI=-0.23;p=0.12; p=0.52) or to the HIV- groups (B = 0.10; 95% CI=-
0.10;0,31;p=0.32). Traditional risk factors were associated to higher cf-PWV levels in the HIV'
group, particularly waist to hip ratio (B= 0.20; 95%CI=0.10;0.30; p<0.001, result per one

standard deviation change).



Conclusion: HIV infection was not associated with higher aortic stiffness according to our study.
In HIV infected subjects the stiffness of large arteries is mainly associated to traditional risk

factors and not to the HIV infection per se.

Key words: People Living with HIV; Cardiovascular risk factors; Arterial Stiffness



Introduction

After widespread use of antiretroviral therapy (ARV), the decreasing incidence of
opportunistic diseases has been followed by the emergence of diseases not traditionally linked to
HIV infection, especially cardiovascular diseases (CVDs), which have become important causes
of morbidity and mortality among people living with HIV/AIDS (PLWHA) either in developed
or in developing countries, including Brazil'*. Epidemiologic studies suggest that PLWHA are at
increased risk of CVD when compared to the general population *~. Current understanding of the
etiology involves a complex interplay between inflammation and endothelial dysfunction,

eventually leading to the process of atherosclerosis.

In this particular scenario, a higher prevalence of traditional cardiovascular (CV) risk
factors followed by persistent viral activity resulting in immune activation and systemic
inflammation has been observed ®’. Moreover, in spite of certain regimens of ARV, which have
been initially implicated with an excess risk of CVD throughout deregulation of lipid and glucose
metabolism, recent studies showed that earlier initiation and continuous use of ART could

8-10

actually improve CV outcomes ~ . These findings indicate that non traditional factors such as

viral replication, might explain a higher CV risk in PLWHA.

To investigate subclinical atherosclerosis and the pathogenesis of CVD, several methods
have been employed. Arterial stiffness, measured as the aortic pulse wave velocity between the
carotid and femoral arteries (cf-PWYV), is a non-invasive and reproducible technique, which has

11,12

shown to predict CV events in healthy subjects . Preliminary investigations showed that HIV

infection and certain classes of ARVs were associated with an increased cf-PWV. However, these



results are inconsistent and a limited number of those studies have been conducted in large adult

population settings >,

Even though data from Brazil about the transition of the morbi-mortality profile in
PLWHA are scarce, we recently demonstrated a significant decrease in the global mortality rates
driven by AIDS-related causes with an increase indication of CVD conditions as causes of death

in HIV infected subjects '*'%.

Moreover, there is a lack of studies and methods evaluating subclinical atherosclerosis in
PLWHA in middle-income countries. Recently, we characterized the risk factors for carotid
intima media thickness (cIMT) in a significant sample of a Brazilian PLWHA cohort '* and later
we found no association between HIV infection and early atherosclerosis, also measured by

cIMT 2°.

Hence, in this study we propose to compare cf-PWV among three groups of subjects: one
infected with HIV and two non-HIV infected and to determine variables associated with arterial

stiffness in HIV infected individuals.
Methods
Study design and participants

We conduced a cross-sectional study comparing data from three different groups of
individuals. The first group, herein after referred as HIV+ group, was a sample of 649 HIV-
infected patients prospectively followed in the Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

(INT) cohort in Rio de Janeiro, a national reference center for infectious diseases, especially for



care, research, and training related to HIV/AIDS since 1986. An observational and clinical
database available in electronic and paper records is maintained, with PLWHA receiving
primary, specialty, and tertiary HIV care at its facilities. Participants were invited to join this
study while waiting for their consultations (clarifying that their consultation and treatment
follow-up would not depend of their participation), if they were between ages of 25 and 75 and
under active follow-up at INI outpatient clinic.'® The second group consisted of 106 individuals
who were HIV-negative (HIV-) recruited based on HIV + participant's nomination at the day of
the main study procedures. The eligibility criteria was: age 25 to 75 years, partner, spouse,
relative, co-worker, or someone in the neighbourhood of the HIV+ participant who had an anti-
HIV rapid screen test negative at study entry. The third group was composed by participants of
the Brazilian Longitudinal Study of Adult Health (ELSA-Brasil study), a prospective cohort of
15.105 active or retired public servants of both sexes with ages between 35 and 74 years from 5
universities and one research institution. Its aim is to investigate the incidence and risk factors for
chronic diseases, in particular, cardiovascular diseases and diabetes 1 Baseline data for the
ELSA-Brasil group was collected from 2008 to 2010 ** whereas data for the other two groups,
were collected using the same protocols, equipment, and technical staff between January 2011
and January 2012. The study was approved by the Comité de Etica em Pesquisa from INI, the

local institutional review board.
Data collection

After participants had signed an informed consent form, all three groups went through the
same baseline examination of the ELSA-Brasil study. This included detailed questionnaires’

interviews, covering socio-demographics, family history, medication exposure and comorbidity



characteristics. In addition, clinical and anthropometric examinations, oral glucose tolerance test
and blood samples were collected for a complete laboratory evaluation . HIV cohort-specific
information was also obtained, including use of cART, regimens, and the time in years on each
regimen, current CD4 counts, viral loads, cytomegalovirus (CMV). Nadir CD4 counts and
previous HIV viral load measurement were obtained from the medical charts in the cohort’s
database. Aortic stiffness was measured using cf-PWV with a validated and non-invasive
automatic device (Complior SP; Artech Medical, Paris, France). Systolic and diastolic blood
pressures were recorded at the day of cf-PWV examination. More detailed description of

21,22,24-26
procedures can be found elsewhere =",

Variables were defined or calculated as follows. Race/ethnicity was self-referred and
categorized into black, brown, white and others. The last category comprises indigenous (native
Brazilian) and Asiatic participants. Diabetes mellitus (DM) was defined as having glycated
hemoglobin >6.5% or fasting glucose > 126 mg/dL,or oral glucose tolerance test levels > 200
mg/dL or current use of a hypoglycemic drug. Resting blood pressure was measured three times
in the non-dominant arm in the sitting position and hypertension was ascertained if the mean of
the last 2 measurements showed systolic blood pressure>140 mmHg or diastolic blood pressure >
90 mmHg or if in use of anti-hypertensive drugs. Dyslipidemia was defined as low-density
lipoprotein (LDL) levels > 130 mg/dL or use of lipid-lowering drugs. Cumulative smoking was
calculated as pack-years, by multiplying the number of packs smoked per day by the number of
years of smoking and a heavy smoker a person who has smoked >10 pack-year. Family history of
sudden death and family history of acute myocardial infarction (AMI) or stroke were defined as

the informed occurrence of any episode of those conditions among parents or brothers younger



than 65 years of age. History of CVD was defined as informed past occurrence of angina, AMI or
stroke. Body mass index (BMI) was calculated as the ratio of measured weight in kilograms and
squared height in meters. Cumulative viral load (VL; viremia copy-years) was defined as the area
under the curve for two consecutive viral load measurements over time, in years> . Estimated
Glomerular filtration rate (¢GFR) was calculated with the CKD-Equation **. A variable to capture
poor clinical management of hypertension, DM or dislipidemia was defined as if a participant or
patient reported no history of any one of these conditions and was taking no medication for them

but was diagnosed with any of those conditions at the time of entry in the study.
Statistical analysis

Descriptive comparisons of general characteristics among HIV+, HIV- and ELSA-Brasil
groups and general characteristics of HIV infected participants, compared according to terciles of
cf-PWV were carried out with Kruskal-Wallis tests for continuous and chi-squared or Fisher
exact tests for categorical variables. Data were expressed as median [interquartile range] (IQR) or

frequency (%) where applicable.

To evaluate the association between cf-PWV and HIV+, linear regression models were
used. We made two comparisons separately: 1) HIV+ group with the ELSA-Brasil group and 2)
HIV+ group with the HIV- group. In order to choose the best multivariable model explaining cf-
PWV values we used an exhaustive procedure implemented by a genetic algorithm *. The

procedure was also replicated 20 times and the overall best model was chosen.

To account for imbalances between comparison groups, we implemented propensity

scores (PS) to identify control units (ELSA-Brasil and HIV- groups) that were similar to treated



units (HIV+ group). As method of estimation we used the average treatment effect on the treated
(ATT). Hence, for the first comparison (HIV+ and ELSA-Brasil groups) we chose the nearest
neighbor matching algorithm, without replacement using calliper width equal to 0.05 of the PS
logit standard deviation. For the outcome analysis we created a matched data set to run the cf-
PWYV regression. In the second comparison (HIV+ and HIV- groups), generalized boosted
modelling (GBM) was used as a non-parametric estimation of the PS. The number of GBM
interaction trees was added until standardized mean difference (SMD) in covariates was
minimized while working with the maximum SMD as stopping rule. The ATT weights was saved
as variable into the original dataset and then applied as probability weights in the final linear
weighted regression model. ***'. In both analysis, the quality of covariable balance was checked
graphically with Q-Q plots and trough SMD below 0.25 after PS application, adding
Kolmogorov-Smirnov (KS) statistics for the second comparison, (see Table 6, supplementary
digital content 1 — Summary of balance metrics for propensity score matching between HIV+ and
ELSA-Brasil groups and Table 7- Summary of balance metrics for propensity score estimated
with generalized boosted modeling between HIV+ and HIV- groups.), with all variables reaching
balance with the exception of age, income and triglycerides in the parametric procedure so these
covariables were included in the final weighted linear model to take into account the residual

confounding.

For the first analysis, we have generated 4 models for comparison: 1. a naive univariable
model, for reference; 2. a full model with all the covariables chosen by the genetic algorithm,
described above, which yielded different sets of variables for each comparison; 3. a univariable

propensity-scores weighted model; 4. a full model with the variables that did not reach balance



graphically for the first comparison and for the second comparison, the same variables used to

calculate the propensity scores, in order to control for residual confounding.

Finally, to study factors associated with arterial stiffness in the HIV+ group, the best

multivariate linear model was also chosen using the genetic algorithm described before.

All analyses were performed with the R environment version 3.2.2. For the parametric

and non-parametric estimation we adopted the Matchlt and twang packages respectively .
Results

We included 15,860 subjects. Arterial stiffness was measured in 14,873, 105 and 644
from ELSA-Brasil, HIV- and HIV+ groups, respectively. Overall 45.69; 35.24 and 57.92 % of
subjects were male (p<0.001), median age (IQR) was 51 (45-58); 44.41 (35.7,54.7) and 43.6
(36.0,50.78 years (p<0.001) and median cf-PWV in m/s was 9.0 (8.1,10.2), 8.70 (7.9,10.2) and

8.48 (7.7,9.4) for ELSA-Brasil, HIV- and HIV+ respectively (p<0.001).

Regarding characteristics of the HIV+ group they were younger, had a higher proportion
of schooling <9 years and were predominantly males and blacks. Even though they presented
higher proportion of current and heavy (>10 pack-years) smokers and family history of sudden
death, they also exhibited a better lipid profile and less frequently dyslipidemia and hypertension,
lower BMI, although there is overlap among confidence intervals and lower C-reactive protein
levels with better renal function and improved management of CVD-related conditions than the
other two groups. The ELSA-Brasil group presented older age, higher median income and

schooling years, higher proportion of dyslipidemia as well as increased lipid profile and median



hs-CRP but lower CKD-epi median. Although prevalences were not adjusted for age, it is worth
mentioning that individuals from ELSA-Brasil exhibited a lower percentage of DM, albeit they

were older (Table 1).

Information about ART use, specific regimens and HIV specific lab tests are shown in
Table 4. At enrollment, 569 (88.63%) participants were under ART for an average of 4.91 years
(IQR:2.28;11.02), most commonly on a regimen containing non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitors (65.01%). Median current CD4 cell count was 579.86 (IQR:370,740) cells/ml, with a
nadir of 214 (IQR:95.25,315.75) cells /ml and undetectable viral load in 452 (71.07%)

individuals.

Comparison of cf-PWYV between HIV+ with ELSA-Brasil and HIV+ with HIV- groups

Univariable and multivariable linear models revealed higher levels of cf-PWV in the
ELSA-Brasil group when compared to the HIV+ group (Table 2). In the unweighted model age,
being male, presenting hypertension diabetes mellitus or dyslipidemia, use of antidiabetic drugs,
serum creatinine, triglycerides, C-reactive protein, systolic and diastolic blood pressure had a
positive association with cf-PWV levels. The magnitude of association was higher for waist to
hip/ratio (= 0.10; 95%CI= 0.07;0.14; p<0.001, result per one standard deviation change).
Protective factors were schooling >9 years, being an ex- smoking, family history of CVD,

antihypertensive and lipid-lowering medication use.

When the HIV- group was used as control (Table 3), no association was seen between the
HIV+ group and cf-PWYV either in unwheigted or weighted multivariable models. In this case the

unweighted model yielded age, female gender, hypertension, systolic and diastolic blood pressure



as predictive of increased cf-PWV. Once more, the association was stronger for waist to hip/ratio

(B=0.17; 95%CI= 0.07; 0.27; p<0.001, result per one standard deviation change).

Determinants of cf-PWYV in the HIV infected population

In the crude analysis, age, smoking 10+pack-years, family history of AMI or stroke and
other traditional CVD risk factors were associated with higher terciles of cf-PWV, whereas HIV-
specific characteristics were ART use, particularly with a Protease Inhibitor (PI)-containing
regimen, time under ART in years, increased current CD4 cell count, lower nadir of CD4 cell
count and higher cumulative viral load (Table 4). Nevertheless, in the multivariable regression
analysis, age, family history of sudden death, hypertension, antihypertensive medication use,
waist to hip ratio, triglycerides and systolic and diastolic blood pressure were predictors of

increased cf-PWV (Table 5).

Discussion

In our study we have found no difference of cf-PWV when we compared either ELSA-
Brasil to the HIV+ groups or the HIV+ with the HIV- groups, both in unweighted and weighted
multivariable models. Moreover, traditional cardiovascular risk factors were the main
determinants of arterial stiffness in HIV infected participants. To our knowledge, this is the first
study to compare arterial stiffness in a considerably large sample of participants in a middle-

income country using a rich set of covariables.

Authors from different countries have reported increased cf-PWV in HIV infected when

33-36

compared to HIV uninfected participants . In contrast, results from several other studies

37,38

revealed no association between arterial stiffness and HIV infection . In Brazil, a study



carried out by Monteiro et al. in two HIV/AIDS referral centers did not find significant
differences in cf-PWV between PLWHA and uninfected controls, divergent from Eira et al. who

found increased cf-PWV in HIV infected patients under cART, particularly among women ***.

Still, our findings are in conformity with the latest evidence, which demonstrates no
association between HIV infection and cf-PWV. For instance, Ho et al. showed that initiation of
antiretroviral therapy at higher nadir CD4+ T-cell counts was associated with reduced arterial
stiffness in PLWHA . In addition, Echeverria et al. demonstrated similar arterial stiffness in
PLWHA compared to non-HIV-infected participants >’. In this scenario roughly 90% of PLWHA

were currently under ART with a high median CD4 cell count, similar to our results.

States of immune activation with chronic inflammation are linked to endothelial
dysfunction and increased arterial stiffness through vessel loss of collagen and elastin *'. The
better management of CVD related conditions as a result of free access to health care system in
combination with regular visits to specialists and cART use might have mitigated the detrimental
effects of HIV infection, likewise the inflammation in the vascular wall whereby we have
demonstrated before *°. This is an important piece of information to be explored in further studies

aiming primary prevention.

Furthermore, being black is a well known established risk factor for cardiovascular
disease **. The mechanism seems to involve endothelial dysfunction with reduced bioavailability
of nitric oxide *.There is evidence pointing an association of black race with impaired
microvascular function and greater arterial stiffness ** but we did not find racial differences in cf-

PWV.



After adjustment for traditional cardiovascular risk factors, education, which is usually
adopted as a proxy for socioeconomic status, was an important characteristic to explain cf-PWV
variation, with lower levels of education expressed in years associated with higher arterial
stiffness. The mechanism is closely related to disadvantaged trajectory of life with higher
exposure to infections, toxins and pollution, tobacco use, physical inactivity, diet rich in saturated

fats and other exposures associated with the occurrence of CVD **.

In respect to traditional CVD risk factors, our results are in consonance with the findings
of the great majority of the main determinants of arterial stiffness found in the literature **. We
observed older age, sex, hypertension, diabetes mellitus, dyslipidemia, serum creatinine,
triglycerides, C-reactive protein and systolic and diastolic blood pressure being positively
associated with cf-PWV levels, with the greatest magnitude of association for waist to hip ratio in
both comparison groups. Abdominal adiposity has been recognized as an independent risk factor
for CVD in addition to other anthropometric measures and overweight has become epidemic in
many middle income countries, which calls urgent attention to preventive measures targeting

weight reduction .

Concerning HIV related factors of arterial stiffness; previous work indicated profound
immunodeficiency by a nadir CD4 cell count less than 200 cells/ml as an independent predictor
of increased cf-PWV>®, which calls for early initiation of ART. In multivariable analysis the

association between nadir of CD4 and cf-PWV was marginal.

ART also plays a pivotal role on this topic. Toxicity of some regimens, mainly by its

metabolic effects, such as insulin resistance, dyslipidemia and fat redistribution have been linked



to an increased arterial stiffness and cardiovascular risk, particularly with protease inhibitors.
However, recent data point out beneficial cardiovascular effects of continuous and early initiation
of ART mediated by the control of immune activation inducing vascular health *'°. Herein our
HIV infected participants had almost ninety percent use of ART. In spite of lack of information

about adherence, it helps explain the good virologic control of this population.

In our results the contribution of HIV-related covariables when present in the final
adjusted model, were non-significant *°. Moreover, using similar methodology and comparing
data from the same population we previously reported no relationship between carotid intima-

media thickness (cIMT) and HIV infection *°.

In general, 1) cf-PWV might be a weak surrogate for CVD in this setting as it has better
predictive ability for subjects with higher baseline risk when compared to the general population
2. 2) HIV association with CVD has been exaggerated in the literature by the inclusion of HIV-
control groups with lower prevalences of CV risk factors when compared to the HIV group,
unmeasured confounding, and competing risks such as HIV related deaths, which represent
limitations in the analysis *’. 3) The association between CVD and HIV has been attenuated by
the use of less toxic ARV regimens and control of comorbidities **. In our scenario, NNRTIs was

the most common used regimen which usually have fewer toxicities concerns than Pis *°.”

The cross-sectional nature of the study imposes some limitations; first if PLWHA with
higher cf-PWYV values have died from CVD and only persons with better prognosis who survived
enough would have been enrolled into the study this would lead to an underestimation in the

relationship between arterial stiffness and HIV infection. However, as many years are necessary



to develop arterial stiffness and the manifestation of a clinical CVD, it is unlikely that this fact

have played a major role in our findings.

Another potential limitation was the selection of friend controls as HIV- group. This
strategy was aimed at comparing a group with similar characteristics of PLWHA. However, we
actually found elevated heterogeneity among the three groups (table 1) and to create a valid
comparison we implemented the propensity score analysis, which yielded similar results for
comparisons between HIV+ and HIV- groups. In addition, HIV serostatus for the ELSA-Brasil
study participants is unknown. Nevertheless we expect a limited impact on the results since HIV

50

prevalence in Brazilian population is low (0.4%) ™ and this sample is comprised of public

workers, who tend to be healthier than the general population.

In conclusion, HIV infection was not associated with higher aortic stiffness in a large
sample of participants in Brazil. Traditional risk factors were the main determinants of increased
cf-PWV in the HIV infected population. Based on ours and previous results, public policies
aiming at offering careful attention to the management of traditional CV risk factors, especially
among those with low socioeconomic position, with an emphasis to strategies targeting those
overweight or presenting abdominal adiposity, which are key to prevent CVD in the HIV infected

population.
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Table 1 —~General characteristics of participants stratified by groups *.

Groups

Total 14873 105 644 15622

Sex: Male 6795 (45.69) 37 (35.24) 373 (57.92) 7205 (46.12) <
0.001

Age in years — 51 (45,58) 44.41 43.60 51 (45,58) <
median (IQR) (35.73,54.72)  (36.01,50.79) 0.001

Schooling: <9 1887 (12.69) 59 (56.19) 308 (47.83) 2254 (14.43) <
years 0.001

Race <
0.001

Brown 4134 (28.13) 39 (37.14) 258 (40.06) 4431 (28.69)

Others 523 (3.56) 5 (4.76) 27 (4.19) 555 (3.59)

Smoking <
0.001

Former 4449 (29.92) 24 (22.86) 172 (26.71) 4645 (29.74)










? Columns provide numbers (%) and interquartile range (IQR) where applicable

® Kruskal-Wallis and Chi-Square tests

Abbreviations: IQR — interquartile range; AMI — acute myocardial infarction; CVD — cardiovascular disease; BMI — body mass
index; DM — diabetes mellitus; HDL — high density lipoprotein; LDL — low density lipoprotein; hs-CRP high sensitivity C-reactive
protein; CKD-Epi — Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration equation; SBP — systolic blood pressure; DBP — diastolic
blood pressure; cf-PWV — carotid-femoral pulse wave velocity



Table 2 — Comparison of cf-PWV (m/s) between HIV+ and ELSA-Brasil groups

Univariable = Unweighted Weighted*
Models

Group: HIV -0.68 -0.82;-0.53 <0.001 -0.04 -0.24; 0.16 <0.668

Variable Estimate  95%CI p-value Estimate 95%CI p-value

Age (Years) 0.06 0.06;0.07 <0.001 0.07 0.06;0.08 <0.001

Income (R$) -0.05 -0.22;0.11 0.5308 -0.89 -1.71;-0.07 0.0324

x104

Smoking: -0.08 -0.13;-0.02 0.003 - - -
Former

Family -0.17 -0.27;-0.07 0.001 - - -
history of
CVD

Antihyperte -0.27 -0.38;-0.17 <0.001 - - -
nsive

medication

use




Use of 0.37 0.25;0.49 <0.001 - - -
antidiabetic

drugs

Use of lipid- -0.14 -0.27,-0.01 0.033 - - -
lowering
drugs

Waist/hip 0.10 0.07;0.14 <0.001 - - -
ratio 2

LDL (mg/dL) -0.06 -0.15;0.04 0.233 - - -
x10°

hs-CRP 0.01 0.01;0.02 <0.001 - - -
(mg/dL)

DBP 0.01 0.01;0.02 <0.001 - - -

Abbreviations: CVD — cardiovascular disease; DM — diabetes mellitus; LDL — low density lipoprotein; hs-CRP high sensitivity C-
reactive protein; SBP — systolic blood pressure; DBP — diastolic blood pressure.

® Result expressed per a one standard deviation change



Table 3 - Final model for cf-PWV (m/s) on HIV+ and HIV- participants

Univariable Unweighted Weighted*
Models

Group: HIV -0.37 -0.67;-0.07 0.016 0,03 -0.30;0.35 0,8743

Variable Estimat 95%IC p-value Estimate  95%IC p-value

‘ m

Age (Years) 0.05 0.04;0.06 <0.001 0.05 0.04;0.06 <0.001

Family -0.24 -0.45;-0.03 0.0231  -0.27 -0.46;-0,09 0.0033
history of
sudden death

Antihyperten -0.41 -0.72;-0.10 0.0097 -0.62 -0.99;-0.26 0.0008
sive

medication

use

Waist/hip 0.16 0.07;0.26 <0.001 0.17 0.07;0.27 0.0009
ratioa

LDL 0.20 -0.02;0.56 0.0704 0.24 -0.08;0.56 0.1413
x102(mg/dL)



Serum 0.08 -0.24;0.40 0.6251 0.08 -0.25;0.40
creatinine

(mg/dl)
SBP 0.02 0.01;0.03 <0.001  0.02 0.01;0.03
DBP 0.02 0.01;0.04 <0.001 0,03 0.01;0.04

0.6422

<0.001

<0.001

Abbreviations: LDL — low-density lipoprotein; SBP — systolic blood pressure; DBP — diastolic blood pressure.

®Results are expressed per a one standard deviation change.



Table 4- Characteristics of HIV+ participants by terciles of cf-PW

[5.49,7.95] (7.95,9] (9,15.4] Total p-value

Black 42 (19.53)  57(26.39) 48 (22.64) 147 (22.86)

White 71(33.02) 67 (31.02) 73 (34.43) 211 (32.81)

Never 121(56.28) 112(51.85) 87 (41.04) 320 (49.77)

Current 49 (22.79)  53(2454) 50 (23.58) 152 (23.64)

Pack.years 35 (16.28) 61 (28.37) 78 (36.79) 174 (27.10) <0.001
(10+)

Income (R$) - 414.50 414.50 414.50 414.50 0.3811
median(IQR)  (207.25,102 (207.25,103 (248.70,1036.2 (207.25,1036.25




1.45) 6.25) 5) )

Family 34 (15.81) 45 (20.83) 41 (19.34) 120 (18.66) 0.3899
History of

Sudden

Death

Family 43 (20) 65 (30.09) 67 (31.60) 175 (27.22) 0.0135
History of

AMI or

Stroke

History of 13 (6.05) 13 (6.02) 23 (10.85) 49 (7.62) 0.0962
CVD

Total 166 183.50 192.50 182 (155,211)  <0.001
cholesterol  (145.50,197. (157.75,210. (166,224.50)

(mg/dL) - 50) 25)

median(IQR)

HDL (mg/dL)- 42 (3549)  41(34,51) 44 42 (35,51.75) 0.1201
median(IQR) (35.50,53.50)

LDL (mg/dL)- 100 (85,124) 107 110.50 106 (87,133) <0.001
median(IQR) (89,133) (92.25,140.75)

Triglycerides 107 120 141 120 (85,185) <0.001
(mg/dL) - (73.50,143)  (82.75,185.2 (104.75,201)
median(IQR) 5)

CMV: IgG 209 (99.52)  212(99.53) 205(99.03) 626 (99.37) 0.7002
positive



Dyslipidemia 54 (25.71) 84 (39.62) 96 (46.15) 234 (37.14) <0.001

Use of lipid- 13 (6.05) 31 (14.35) 44 (20.75) 88 (13.69) <0.001
lowering
drugs

Hypertension 29 (13.49) 64 (29.63) 107 (50.47) 200 (31.10) <0.001

Antihyperten 26 (12.09) 43 (19.91) 73 (34.43) 142 (22.08) <0.001
sive

medication

use

DM 33(15.35)  55(25.46) 77 (36.32) 165 (25.66) <0.001

Use of 3(1.40) 8(3.70) 24 (11.32) 35 (5.44) <0.001
antidiabetic
drugs

Poor 68 (31.92) 99 (46.26) 113 (53.55) 280 (43.89) <0.001
management

Waist/hip 0.87 0.90 0.94 0.90 (0.84,0.96) <0.001

ratio — (0.82,0.93) (0.85,0.96) (0.88,1.01)
median (IQR)

BMI - 2410 (3.92) 25.18(4.69) 26.23(5.28) 25.18 (4.74) <0.001
median (IQR)

hs-CRP 0.26 0.27 0.36 0.29 (0.17,0.65)  0.0128

(mg/dL) - (0.15,0.48)  (0.18,0.61)  (0.18,0.81)
median(IQR)

CKD-Epi — 109.69 107.85 103.35 106.78 <0.001




median(IQR)  (96.25,130.5 (92.55,119.5 (89.18,114.38) (92.57,120.91)
0) 0)

SBP 118 122.50 131.50 124 <0.001
(111,126.50) (115,132)  (124,145) (115.75,134)

DBP 71(66,76)  75(71,81) 82 (76,88) 75 (70,83) <0.001

ART use: 183 (85.12) 188 (87.04) 198 (93.84) 569 (88.63) 0.0119
Yes

PI- 94 (43.72) 112 (51.85) 130(61.32) 336 (52.26) 0.0013
containing
regimen

NNRTI- 146 (67.91) 133(61.57) 139 (65.57) 418 (65.01) 0.3785
containing
regimen

Cumulative 12.44 14.09 18.77 15.07 0.0012
Viral Load— (6.57,27.11) (5.8,29.7) (10.7,31.78) (6.96,29.73)
median(IQR

‘

Current CD4 514(368.25, 539.50 595 579.86 <0.001
counts 678.25) (334.50,741. (405.50,820) (370,740)

(cells/mL) 75)

median(IQR

)




Nadir CD4
counts
(cells/mL)
median(IQR
)

Undetectabl
e Viral
Load: Yes

Time on
cART

(vears)—
median

(IQR)

Time on PI
(years)—
median (IQR)

Time on
NNRTI

(vears)—
median

(IQR)

234.50
(122,319.75)

137 (64.62)

4.29
(1.82,10.19)

4.91
(1.82,12.06)

2.65
(0.75,4.46)

226
(76.50,335)

146 (67.91)

5.33
(2.17,10.71)

6.12
(2.42,10.61)

2.92
(1.32,5.16)

184 (87,296)

169 (80.86)

6.45
(3.45,11.57)

6.16
(1.97,11.75)

3.3 (1.57,5.59)

214
(95.25,315.75)

0.0334

452 (71.07) <0.001

491 (2.28,11.02) 0.0063

5.83 (2,11.50) 0.8346

2.86(1.21,4.76) 0.0323

% Ccolumns provide numbers (%) and interquartile range (IQR) where applicable

Abbreviations: IQR—interquartile range; AMI—acute myocardial infarction; CVD—cardiovascular disease; BMI—body mass
index; DM—diabetes mellitus; HDL—high density lipoprotein; LDL—low density lipoprotein; hs-CRP high sensitivity C-reactive
protein; CMV—cytomegalovirus; SBP — systolic blood pressure; DBP — diastolic blood pressure; cART — combined antiretroviral
therapy; Pl—protease inhibitors; NNRTI— Non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors






Table 5- Final linear model for clinical and HIV-related predictors of cf-PWV.

Variable coefficient 95%IC p-value

White -0.11 -0.37; 0.11 0.2980

Others -0.31 -0.80;0.13 0.1597

Family History of -0.30 -0.54;-0.06 0.0137
Sudden Death

Family History of 0.16 -0.04;0.37 0.1145
AMI or Stroke

Hypertension 0.51 0.16;0.84 0.0036

Antihypertensive -0.55 -0.90;-0.19 0.0023
medication use

CMV: IgG positive 0.24 -0.73;1.36 0.5590

Dyslipidemia -0.22 -0.46;0.03 0.0871



Waist/hip ratiob 0.18 0.08;0.29 <0.001

Income (R$) x103 0.07 -0.01;0.15 0.0935

Serum creatinine 0.07 -0.32;0.34 0.9552
x10

LDL (mg/dL) x102 0.19 -0.13;0.52 0.2446

Triglycerides 0.10 0.02;2.24 0.0457
(mg/dL) x 102

Cumulative Viral -0.30 -0.96;0.36 0.3769
Load x 102

Current CD4 counts 0.33 -0.05;0.67 0.0539
x103(cells/mL)*

Nadir CD4 counts 0.23 -0.91;0.44 0.4940
x103 (cells/mL)*

Time on cARTx10 0.09 -0.03;0.01 0.4344
(years)*

No cART use -0.08 -0.42;0.24 0.6117

PI-containing 0.17 -0.03;0.32 0.1084




regimen

SBP 0.01 0.01;0.03 <0.001

DBP 0.02 0.01;0.04 <0.001

Abbreviations: AMI—acute myocardial infarction; LDL—low density lipoprotein; CMV—
cytomegalovirus; SBP — systolic blood pressure; DBP — diastolic blood pressure; cART —
combined antiretroviral therapy; Pl—protease inhibitors

®Reference category = Black

PResult expressed per a one standard deviation change.

* Included in the final model only for illustration



5.3 Resultados do objetivo especifico #3 sob a forma de artigo.

Factors associated with incident cardiovascular events and risk assessment in a cohort of

HIV-infected participants in Rio de Janeiro

R. C. Moreira"?%, J. Muller’, S.W. Cardoso?, R.I. Moreira®, S. Ribeiro?, E. Nunes, R. Griep4,
Maria J.M. Fonseca’, V.G. Veloso® B. Grinsztejnz, D. Chor’, A.G. Pacheco'

'Programa de Computagio Cientifica, FIOCRUZ; *Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas, FIOCRUZ; *Universidade Federal do Rio de Janeiro - Rio de Janeiro, Brazil;
4Laboratory of Health and Environment Education, FIOCRUZ; *Departamento de Epidemiologia
¢ M¢étodos Quantitativos em Saude, FIOCRUZ.

Background: Cardiovascular events (CVEs) have emerged as an important cause of
morbimortality in people living with HIV/AIDS (PLHA). We investigated factors associated with
incident CVE in a cohort of PLWHA in Brazil and compared the observed incidence with the

predicted risk by three different equations.

Methods: Among the 649 active participants of the INI-ELSA cohort, we analyzed data of 621
individuals who were free of CVE at baseline examinations, between jan-2011 and jan-2012, and
followed until dec-2016 for development of CVE. We used Cox regression models to study
factors associated with CVE and to assess the equation's performance we compared the observed

incidence with the overall 5-year predicted risks.

Results:



Over a median follow-up of 4.44-years (interquartile range [[QR] 4.28-4.66), there were 11 CVE.
Overall, 57.23% were male, median age was 42.99 (35.67-50.01), most were on cART (88.39%)).
Participants who had CVE were older, had higher proportion of current and heavy smokers
(>10packs/years) and higher levels of blood pressure. The observed CVE rate was 1.80% (0.7-
2.80%) whereas their overall cardiovascular disease (CVD) risk differed depending on which
score was used: 0.88% (0.41-1.95%), 1.13% (0.34-2.62%) and 1.5% (0.57-3.56%), according to
Framingham, Atherosclerotic Cardiovascular Disease (ASCVD) and The Data Collection on
Adverse Events of Anti-HIV Drugs equation (DAD), respectively. In the multivariable Cox
analysis current smoking (hazard ratio [HR] = 14.0, 95%CI= 1.36; 144.22, p=0.02), family
history of CVE (HR=7.10, 95%CI= 1.09; 46.20,p=0.04), LDL cholesterol (HR= 1.02, 95%CI= 1,
1.04, p=0.04) and undetectable viral load (HR=0.13, 95%CI =0.03; 0.61, p<0.01) were

independent predictors of CVE.

Conclusion: Both traditional and HIV-related factors were associated with incident CVE. Risk
scores were inconsistent in classifying patients who had CVE as high risk, indicating that

validation studies are required to improve risk assessment of PLHA in Brazil.



Introduction

Although in the last decades HIV infection and its related complications remained as the
major cause of death in people living with HIV/AIDS (PLHA), mounting data suggest that
cardiovascular diseases (CVDs) have emerged as important causes of morbimortality in PLHA,
after the introduction of combined antiretroviral therapy (cART).

The etiology seems to be multifactorial; the main components of traditional risk factors
for the development of CVD are increasingly present in PLHA, as recent epidemiologic studies
showed higher rates of diabetes, smoking and hypertension in PLHA when compared to the
general population . In addition, some ART regimens have been implicated in the induction of
abnormal central fat accumulation, which in turn, promotes dyslipidemia and insulin resistance
*> Nevertheless, most cART regimens seem to attenuate the immune activation of
atherosclerosis, but do not eliminate it, even in patients in whom viremia is suppressed °.
Consequently, HIV infection has been associated with 50% increase in myocardial infarction
risk, even after controlling for well-known cardiovascular (CV) risk factors 7 Although
traditional risk factors do not fully explain the increased CV risk, whether HIV infection is itself
a risk factor for CVD by promoting immune activation and inflammation is not totally clear yet.

Notwithstanding, it is of uppermost importance for clinicians to correctly recognize high-
risk patients in order to initiate preventive interventions to control modifiable risk factors. To
address this purpose several risk functions have been derived from epidemiologic prospective
studies in the general population. The most widely used in clinical practice, the Framingham risk
score (FRS), was the first to demonstrate the ability to predict sex-specific 10-year CV risk using

a set of variables obtained from a Caucasian population, using a mathematical model ®. Since



then it has been further validated for use in different populations, provided that adjustments are
made for demographic variation and the underlying CVD rates *'°. Recently, FRS has been
adopted for PLHA, generating criticism and debate in the literature about this approach, since
PLHA hold unique characteristics and there are quite a few studies pointing out that FRS can be

H-13, Moreover, the Data Collection on

under or overestimating CV risk in this population
Adverse Events of Anti-HIV Drugs (DAD) risk prediction equation was developed specifically
for PLHA, taking into account traditional and HIV-related CVD risk factors, and it was further
updated to include a marker of immune function, even though its external validity is limited '*.
Lastly, the American College of Cardiology/American Heart Association (ACC/AHA) presented
the Atherosclerotic Cardiovascular Disease Risk Score (ASVCD) to guide statin initiation, also
requiring further validation in external cohorts "°.

Accordingly, we previously reported that virologic suppression and preservation of CD4
counts were as important as traditional CVD risk factor for determining an incident CVE among
hospitalized PLHA of our cohort '° but there is scarce information in the literature about the
incidence of CVE in PLHA who are attended in outpatient facilities in Brazil and the contribution
of risk factors linked or not to HIV infection promoting these changes. This knowledge could
improve clinical practice considering its contribution to a better approach driving preventive
interventions for CV risk reduction in PLHA. Therefore, we propose to investigate factors

associated with incident CVE in PLHA in Brazil and secondarily to compare the predicted 5-year

risk calculated by FRS, DAD and ASVCD with the observed CVE in our cohort.

Methods



Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) is a national reference center for
infectious diseases, research, and training related to HIV/AIDS since 1986. An observational
clinical database, available in electronic and paper records, is maintained, with PLHA receiving
primary, specialty, and tertiary HIV care at its facilities, which constitutes the INI cohort. The
active participants of the INI cohort who were between the ages of 25 and 75 in 2011 (n=2,372)
were invited to the INI-ELSA study, which consisted of a representative sample of 649
participants.'” Among those, 621 free of CVD at baseline were included in this study and

prospectively followed until Dec 2016 for the occurrence of CVE.

Data collection

Baseline examination consisted of the same components of the Brazilian Longitudinal
Study of Adult Health (ELSA-Brasil) which aims to contribute relevant information with respect
to the development and progression of chronic diseases, particularly cardiovascular diseases and

. 18-20
diabetes

. During The accrual period, between Jan 2011 and Dec 2011, participants
underwent the ELSA-Brasil protocol, which included detailed questionaries’ interviews, covering
sociodemographic characteristics including age, sex, race, family income, family history of
specific diseases such as cardiovascular disease, diabetes and sudden death, current and former
smoking, use of prescription and over-the-counter medications used in the last month and
comorbidity characteristics. In addition, clinical and anthropometric examinations, oral glucose
tolerance test, overnight urine and fasting venous blood samples were collected for high-

sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) measurement and a complete laboratory evaluation. HIV

cohort-specific information including use of cART, use of protease inhibitor (PI), Non-nucleoside



reverse transcriptase inhibitors (NNRTI) or Nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI)-
containing regimens and the time in years on each regimen, current CD4 counts, viral loads,
cytomegalovirus (CMV), nadir CD4 counts and previous HIV viral load measurement were all

obtained from the medical charts in the cohort’s database.

Follow-up visits

HIV viral loads and CD4 + cell counts are measured every 4-6 months as part of regular
outpatient care. The CD4 lymphocyte count is performed by flow cytometry (Becton-Dickinson,
USA) and the quantification of HIV viral load is performed by the Real time PCR methodology,
with a minimum detection limit of 40 copies / ml. These tests are performed 2-3 times / year.
Clinical events, whether or not associated with HIV / AIDS (cardiovascular, renal, hepatic,
neoplastic comorbidities, HIV / AIDS-related signs and symptoms), antiretroviral treatment
regimens and adverse events associated with those regimens, CD4 + cell count and HIV viral
load are systematically collected retrospectively from medical records. This work is carried out
by a team of specialized and trained technicians who work under the supervision of an
infectologist.

For the purposes of this study a CVE was defined as a composite of incident acute
myocardial infarction (AMI), angina, stroke, heart failure or peripheral artery disease (PAD). In
order to improve information quality, a systematic validation of patients who had CVEs recorded

in their chart was performed by a cardiologist according to current guidelines *'~.

Covariables definition



Variables were defined or calculated as follows. Race was cagtegorized into blacks,
brown, whites and others. Diabetes mellitus (DM) was defined as having glycated hemoglobin >
6.5%, fasting glucose > 126 mg/dL, oral glucose tolerance test levels > 200 mg/dL or current use
of a hypoglycemic drug. Resting blood pressure was measured three times in the non-dominant
arm in the sitting position and hypertension was ascertained if the mean of the last 2
measurements showed systolic blood pressure >140 mmHg or diastolic blood pressure > 90
mmHg or if in use of anti-hypertensive drugs. Dyslipidemia was defined as low-density
lipoprotein (LDL) levels > 130 mg/dL or use of lipid-lowering drugs. Cumulative smoking was
calculated as pack-years, by multiplying the number of packs smoked per day by the number of
years of smoking. Family history of sudden death and family history of acute myocardial
infarction (AMI) or stroke were defined as the informed occurrence of any episode of those
conditions among parents or brothers younger than 65 years of age. Body mass index (BMI) was
calculated as the ratio of measured weight in kilograms and squared height in meters. Cumulative
viral load (VL; viremia copy-years) was defined as the area under the curve for two consecutive
viral load measurements over time, in years >’. Estimated Glomerular filtration rate (¢GFR) was
calculated with the CKD-Epi equation **.

The predicted 5 year CVD risk of each participant was calculated using three CVD risk
equations: 1) the FRS risk equation calculated as combination of age, sex, SBP, antihypertensive
therapy, serum total cholesterol (TC) and HDL-cholesterol (HDL-c) values, current smoking
status and diabetes 8. 2) The DAD CVD risk estimates by combining information for age; sex;
systolic blood pressure; serum TC and HDL-c, diabetes; smoking status; family history of CVD;

current use of abacavir, indinavir, or lopinavir; and the number of years on indinavir or



Lopinavir. 3) The ASCVD risk was estimated using age, diabetes, sex, race, smoking status,
SBP, treatment for hypertension, TC and HDL-c. Then, for comparison proposes the 5-year risk
of coronary heart disease was arbitrarily categorized as low (<1%), moderate (1 to 5%) and high

(>5%) for each equation.

Statistical analysis

Descriptive comparisons of general characteristics between groups as well as the
predicted and observed CVE were carried out with Mann-Whitney test for continuous and chi-
squared or Fisher exact tests for categorical variables. Data were expressed as median
[interquartile range] (IQR) or frequency (%) where applicable. To study factors associated with
CVE in PLHA, the best multivariable model among variable candidates was chosen for Cox
proportional hazards regression using an exhaustive procedure implemented by a genetic
algorithm and ranked by the Akaike information criterion. The procedure was also replicated 20
times and the overall best model was chosen. To take into account the time varying cART
regimens, the data was expanded from one record-per-patient to one record-per-interval between
each time the regimen has changed. Hence, we employed a Cox model with time update cART.

To assess the equation’s performance, we compared the observed number of CVE with
the absolute 5-year risk calculated by FRS, DAD and ASVCD. The observed number was
adjusted for follow up time using the Kaplan-Meier (KM) estimator based on a tabulation of the
number of PLHA at risk and number of CVE at each unique time. P-values less than 5%
considered significant for comparison of differences between groups. All analyses were

performed in the R environment version 3.2.2 %.



Results

We analyzed data from 621 participants. Over a median follow-up of 4.44-years
(interquartile range [IQR] 4.28-4.66), There were 11 CVE: 3 (27.27%) acute myocardial
infarctions, 3 (27.27%) strokes, 4 (36.36%) unstable anginas and 1 (9.09%) peripheral artery
disease. The event rate was 4.63/1000 person-years (2732 person-years of follow-up), yielding a
cumulative five-year survival rate of 98.2% (95%CI=95.8-99.4%). Overall, 57.23 % were male,
predominantly brown (40.74%), median age was 42.99 (35.66-50.). Among traditional CV risk
factors, smoking was found in 22.71%, diabetes in 24.8%, dyslipidemia in 36.23% and
hypertension in 29.31%. Most of then were under cART (88.39%) for a median time of 4.1 years
(0.62,9.98) with undetectable viral load (71.01%), high levels of current CD4 cell counts (536
[371,731]) and the most common used regimen was NNRTI (64.9%). The main clinical and
laboratory characteristics of the study participants with or without CVE are shown in Table 1.

In unadjusted analysis, participants in whom CVE occurred were older (median age 49.13
[46.63,53.89] vs. 42.88 [35.61,49.92], p=0.04), current and heavy smokers (>10packs/years), had
higher levels of LDL cholesterol and higher levels of systolic and diastolic blood pressure.
Regarding HIV-related characteristics, having a current lower CD4 cell count or Nadir and
undetectable viral load were not associated with CVE. cART regimens and HIV-related
characteristics of PLHA by incidence of CVE are depicted in Table 2.

Multivariate Cox regression analysis showed that former (HR = 13.21, 95% CI= 1.30;
134.50) and current smokers (HR: 14.0, 95% CI= 1.36; 144.22) were at a higher risk of CVE than

those who never smoked and we observed a gradient of risk. Family history of CVD (HR: 7.10,



95% CI=1.09; 46.20) and higher levels of LDL cholesterol (HR: 1.02, 95%CI = 1; 1.04) were
also predictive of a CVE whereas undetectable viral load (HR: 0.1, 95% CI= 0.02; 0.42) was a

protective factor (Table 4).

Estimated CVD risk equations

The estimated 5-year CVD risk of PLHA ranged from 0.55 to 3.51%, with a median of
1.44% based on the DAD equation, from 0.41 to 1.95% with a median of 0.88% based on the
FRS and from 0.34 to 2.62% with a median of 1.13% based on the ASCVD calculator, whereas
the observed 5-year KM adjusted CVE was 1.80% (CI= 0.7-2.80%). Overall, the categorized 5-
year risk showed that DAD, FRS and ASCVD equations estimated 16.14%, 4.69% and 12.78%
of the study population to be at high risk, respectively. Among those who had a CVE, the DAD
equation had higher 5 year median values (4.28 [3.08,5.33]), when compared to FRS (2.52
[1.72,4.13]) or to ASCVD calculator (2.92 [1.82,7.06]) and the former categorized a higher
proportion as high risk (36.36%) than DAD (27.27%) or FRS (18.18%). The overall absolute 5-
year CVE risk estimates and the risk categories of DAD, FRS and ASVCD equations in PLHA

are exhibited in Table 3.

Discussion
In this study we demonstrated that traditional CV risk factors were independent predictors
of CVE in PLHA and viral suppression was cardioprotective. Moreover, the DAD equation

seems to better predict CVE in a Brazilian cohort of PLHA.



Our main findings suggest that traditional CV risk factors are still major independent
predictors of CVE occurrence in PLHA likewise in the general population. In agreement, De
Socio et al recently found age, smoking and diabetes as predictors of CVE in PLHA *°. For
Quiros et al; in a population-based study of PLHA in northern Italy, age higher than 45 years,
male gender, diabetes, and total cholesterol were significantly associated with CVE *'.

Furthermore, we detected a strong association between smoking and CVE, which,
coupled with epidemiologic studies that show rates of smoking two to three fold higher among

PLHA than age-matched controls ****

, reinforces the importance of strategies to stop smoking
and its gains in primary prevention. Herein, It is fundamental the implementation of regular
monitoring of comorbidities related to CVD as well as assessment of interventions and lifestyle
modification following the current guidelines as part of the HIV care continuum, along with
generally accepted strategies of adherence on cART and achievement of viral suppression, to
further change the CV risk.

The HIV-induced proinflammatory state may contribute to the overall increased CVE in
PLHA, particularly in those not on ART **. In this circumstance our results showed that viral
suppression was cardioprotective and in the unadjusted analysis we observed that parameters of
immune activation and viral activity such as current CD4 cell count and undetectable viral load
were in optimal conditions as consequence of cART use. We suppose that the high proportion of
cART use (88.39%) in our cohort had a relevant role inducing control of the potential pathogenic
mechanism of chronic inflammation and vascular damage, promoting an indirect effect in CVE

rates reduction. Corroborating with this inference, data from the cART arms from SMART and

ESPRIT randomized clinical trials, which included patients with well-controlled viral loads and



high CD4 counts, showed mortality rates comparable to the general population, in these studies
the overall commonest cause of death was CVD *. Collectively these data suggest the net benefit
of continuous use of cART having the virologic control as underlying goal.

In contrast with the good immunologic function, we found increased prevalences of
traditional CV risk factors in our cohort, including dyslipidemia (36.23%), diabetes (24.92%) and
hypertension (29.26%). As opposed to the DAD study, an European cohort composed
predominantly by men, smaller prevalences were reported for DM (3.0%) and hypertension
(14%), although they observed similar prevalence of dyslipidemia (42%) and a higher proportion
of current smokers (53.3% vs. 22.71%) . In our cohort, DM was carefully defined based on
levels of glycated hemoglobin and glucose tolerance test or current use of a hypoglycemic drug.

Although we could not fully understand these different prevalences for DM, it is possible
that distinct ways in assessing DM status and thresholds for its treatment, may have led to the
unlikely prevalences verified for this condition between the studies. As both DAD and INI cohort
have similar ages, the higher proportion of PLHA under cART in our study for an extended
period of time along with its metabolic toxicities could in part explain our increased proportion of
traditional CV risk factors, such as DM when compared to DAD study *°.

Moreover, when we consider the absolute 5-year risk calculated by the updated DAD
equation in the original cohort and the calculated risk by DAD equation in our cohort there is a
considerable difference on the predicted risks (2.49% vs. 1.44%), highlighting the baseline
demographic imbalance between these populations.

In the secondary analysis we found an event rate of 4.63/1000 person-years (PY), yielding

a cumulative five-year survival rate of 98.2%, slightly lower compared with epidemiologic



studies °"”* Our lower rate most likely reflects among other factors, the overall control of
comorbidities related to this condition in our population for instance, a combination of lipid-
lowering, anti-hypertensive and anti-diabetic medications.

Regarding the performance of the absolute risk estimated by the three equations in our
exploratory analysis, although all of them underestimated the observed risk, the DAD score
performed better (1.44%) than FRS (0.88%) and ASVCD (1.13%) when we compare these point
estimates with the observed 5-year CVE (1.80%). It is also important to notice that the three
predicted risks are within the confidence interval width estimated for the population sample. We
found discordant results in the literature when assessing CVD prediction in PLHA; for instance,
Thompson et al. found that DAD and ASVCD underestimated the CV risk whereas FRS
accurately predicted it *°. In accordance, De Socio observed that CVE were well predicted by
FRS *°, whereas for Raggi, both ASVCD and FRS estimates for 10 years and DAD estimates for
5 years, have similar risks of CVE and the author concluded that all equations showed modest
predictive ability *®. More recently, H.M. Crane et al reported in a conference abstract that
ASCVD had better discrimination than other 3 risk scores, including the DAD and FRS for
myocardial infarction in PLHA %

The reasons for these conflicting results could be partially explained by the use of
surrogate endpoints to measure CVE and differences in relation to demographic characteristics
and CVE definition or its ascertainment among the populations in these studies.

Our results suggest that FRS could be underestimating CVE risk in PLHA in Brazil, as
the predicted 5-year absolute CVD risk was the lowest amongst the three equations that have

been evaluated and models that take into account exposure to individual cART regimens and



immune activation could more accurately predict CVE occurrence. However, to better understand
these inconsistences, a formal validation of these models is necessary to determine whether one
of these tools can be generalized among PLHA in Brazil.

The strengths of the study include a well-defined cohort along with a complete high-
quality dataset of covariables and no losses of follow up, reducing the role of potential
confounders in the association and increasing internal validity. Furthermore, we independently
validated the CVE also improving the accuracy of the information about CVE obtained from our
medical charts. The limitations include the small number of CVE decreasing the precision of the
results. To the best of our knowledge, this is the first study to investigate the incidence and
factors associated with CVE, assessing its risk by three different equations in a middle-income
country.

In conclusion, traditional modifiable CV risk factors, including smoking and LDL-
cholesterol are still major independent predictors of CVE in PLHA, and strategies towards
controlling those risk factors along with smoking cessation are essential for primary prevention.
Viral suppression was inversely associated with CVE, and continuous cART use should be
reinforced in order to achieve viral suppression and consequently CVE reduction. The DAD
equation seems to better predict CVE in PLHA than FRS and ASCVD; however, future studies

should perform a formal validation of these tools in Brazil.
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Table 1 —General characteristics of PLHA according to incidence of cardiovascular event.

Groups

Total 610 11 621

Sex: Male 349 (57.21) 7 (58.33) 356 (57.23) 0.7659

Age in years — 42.88 49.13 42.99 (35.66,50)  0.0414
median (IQR) (35.61,49.92) (46.63,53.89)

Schooling: <9 291 (47.7) 5 (45.45) 296 (47.67) 0.99
years

Race 0.3014

Brown 246 (40.33) 7 (63.64) 253 (40.74)

Others 25(4.1) 0(0) 25 (4.03)

Smoking 0.0071

Former 157 (25.74) 5 (45.45) 162 (26.09)







® Columns provide numbers (%) and interquartile range (IQR) where applicable
o Mann-Whitney and Chi-Square tests

Abbreviations: IQR — interquartile range; AMI — acute myocardial infarction; CVE — cardiovascular event; BMI —
body mass index; DM — diabetes mellitus; HDL — high density lipoprotein; LDL — low density lipoprotein; hs-
CRP high sensitivity C-reactive protein; CKD-Epi — Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
equation; SBP — systolic blood pressure; DBP — diastolic blood pressure; FRS — Framingham Risk Score; DAD —



Data Collection on Adverse Events of Anti-HIV Drugs; ASVCD — Atherosclerotic Cardiovascular Disease Risk
Score.



Table 2- cART regimens and HIV-related characteristics of PLHA by incidence of CVE®

CVE- CVE+ Total p-value®



% Columns provide numbers (%) and interquartile range (IQR) where applicable
b Mann-Whitney and Chi-Square tests

Abbreviations: cART — combined antiretroviral therapy; Pl—protease inhibitors; NNRTI— Non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitors, NRTI - Nucleoside reverse transcriptase inhibitors



Table 3 — Calculated absolute CVD risk scores and categories of DAD, FRS and ASVCD equations in PLHA®.

Groups

Total 610 11 621

DAD 5 years
categorized

Moderate 247 (41.44) 7 (63.64) 254 (41.85)

High 27 (4.45) 2 (18.18) 29 (4.69)

Low 332 (54.7) 1 (9.09) 333 (53.88)

ASVCD 5years  1.1(0.33,2.56) 2.92(1.82,7.06) 1.13(0.34,2.62) <0.001
median (IQR)

ASCVD 5 years 0.004
categorized




High 75 (12.36) 4 (36.36) 79 (12.78)
Moderate 247 (40.69) 7 (63.64) 254 (41.1)

Low 285 (46.95) 0 (0) 285 (46.12)

® Abbreviations: Framingham Risk Score (FRS), Data Collection on Adverse Events of Anti-HIV Drugs (D:A:D) and
Atherosclerotic Cardiovascular Disease Risk Score (ASCVD); Columns provide numbers (%) and interquartile range
(IQR) where applicable

b Mann-Whitney and Chi-Square tests



Table 5- Final Cox model for clinical predictors of CVD in PLHA.

Variable HR 95%IC p-value

Former 13.21 1.30; 134.50 0.0293



Abbreviations: CVD — cardiovascular disease; DM — diabetes mellitus; cART — combined
antiretroviral therapy; Pl—protease inhibitors; NNRTI— Non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors, NRTI - Nucleoside reverse transcriptase inhibitors



6. Consideracoes finais

Os principais resultados a serem pontuados deste projeto sdo:

* O diabetes mellitus foi associado a aumento na mortalidade em pessoas vivendo com
HIV/AIDS, em comparacio com individuos sem diabetes, mesmo em uma coorte
com idade mediana em torno de 40 anos. A associacio foi ainda mais forte quando
restringimos para o periodo apos 1996 ou para o uso de cART. A contribuicio se da
principalmente para causas relacionadas malignidade, doencas hepaticas e
cardiovasculares, sendo que esta iltima nio atingiu significincia estatistica.

* A infeccdo pelo HIV nao foi associada a maior rigidez adrtica em pessoas vivendo
com HIV/AIDS. A rigidez das artérias grandes esta associada a fatores de risco
tradicionais, principalmente a adiposidade abdominal e entre aqueles com piores
condicoes socioeconomicas.

* Os fatores de risco tradicionais e relacionados ao HIV foram associados a incidéncia
de DCYV, sendo observado um gradiente de risco para o tabagismo e protecio para o
fator carga viral negativa. Os escores de risco foram inconsistentes na predicio de
risco cardiovascular, indicando que estudos de validacio sdo necessarios para

melhorar a avalia¢ao de risco de PVHA no Brasil.

A partir da andlise destes resultados em conjunto, concluimos que uma avaliagdo mais
criteriosa dos fatores de risco tradicionais para o desenvolvimento de DCV, principalmente
aqueles considerados modificaveis, ¢ recomendada como medida efetiva para a prevengdo

primaria em PVHA, seguindo os mesmos principios da populagdo em geral com uma énfase que



envolve intervencgdes para o controle do peso e do LDL colesterol, a cessagdo do tabagismo e o
acompanhamento da diabetes mellitus e suas complicagdes. Estas medidas apresentam potencial
impacto para a saude publica no pais, se aplicadas a nivel populacional por exemplo. Um ponto
que nos chama a atencdo ¢ que também detectamos a associagdo entre DCV subclinica avaliada
pela VOP e baixo nivel educacional, um importante marcador de status socioecondmico,
reforcando a necessidade de medidas governamentais para facilitar o acesso a saude e a mudanca
no estilo de vida desta populacdo mais vulneravel.

Uma outra questdo relevante ¢ que o uso de TARV foi associada a menor mortalidade no
primeiro artigo, e a carga viral negativa associada a menor incidéncia de DCV no terceiro artigo o
que sugere os beneficios do seu uso continuo na imunomodula¢do, mediando um efeito adicional
na reducdo da morbimortalidade cardiovascular, apesar de sua toxicidade esperada no perfil
metabodlico de PVHA.

Além disso, pretendemos seguir a coorte INI-ELSA esperando que a conclusao de dez
anos de DCV seja relatada nos prontuarios médicos e avancar na validagdo adequada dos
desfechos. No entanto, optamos por informar os resultados preliminares, na medida em que, até
onde sabemos, este ¢ o primeiro estudo a ser realizado investigando a incidéncia e fatores
associados a DCV, avaliando seu risco por diferentes equacdes em um pais de renda média.

A validagao e classificagao dos eventos cardiovasculares também sera motivo de outra
publicacdo no campo da epidemiologia. Portanto, no terceiro artigo detectamos que a estimativa
pontual de risco absoluto do algoritmo DAD foi mais préoxima ao percentual de eventos
observados em 5 anos quando comparados com o calculo pelas equagdes FRS e ASCVD,

sugerindo que em PVHA ferramentas de predicdo de risco devem incorporar componentes



especificos desta populagdo como por exemplo o uso cumulativo dos esquemas de TARV e
alteracdes de marcadores imunologicos ou inflamatorios. Isto permitiria uma melhor avaliagdo na
identificacdo de individuos considerados de maior risco para o desenvolvimento de DCV e
consequentes intervengdes para minimiza-lo, entretanto como os resultados foram heterogéneos,
inclusive em relacdo a literatura, apontamos a necessidade de mais estudos para validar
adequadamente as ferramentas de risco atualmente disponiveis em nosso cendrio.

Relacionamos abaixo as seguintes recomendacdes que seriam importantes de serem
implementadas em nivel populacional com o objetivo de reduzir a DCV em pessoas vivendo com

HIV/AIDS no Brasil.

7. Recomendacées efetivas para a reducgido de risco cardiovascular em pessoas vivendo

com HIV/AIDS.

* Para individuos de alto risco cardiovascular, o tratamento da dislipidemia com uso de
estatinas objetivando um LDL inferior a 70 mg/dl, além de:

* Estimular e promover campanhas para um estilo de vida saudavel que incluem atividade
fisica de intensidade moderada por um minimo de 30 minutos em 5 dias da semana e dieta
com restri¢do de calorias para pessoas com um IMC acima de 30 kg / m*

* Monitoramento regular da glicemia em intervalos de 6 meses e tratamento do diabetes
mellitus objetivando uma hemoglobina glicada abaixo de 7.0, manter o controle

pressorico e avaliar o inicio de antiagregante plaquetario e estatinas.



Utilizar de programas educacionais estimulando a cessacdo do tabagismo, reforcando seus
riscos e beneficios e o direcionamento médico para clinicas de terapia comportamental,
além do uso de medicamentos de suporte como nicotina e bupropiona.

Medidas de suporte social para facilitar o acesso a TARV e estimulo a sua aderéncia com
mensagens de texto, lembretes e aconselhamento médico visando manter uma percepgao

positiva em relagdo a TARV.
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