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RESUMO 
 

Evidências crescentes demonstram o aumento das taxas de doenças cardiovasculares 

entre pessoas vivendo com HIV/AIDS. Tanto a infecção pelo HIV-1 quanto a terapia 

antirretroviral estão implicadas no desenvolvimento de dislipidemias, aumento do 

estresse oxidativo e disfunção endotelial, sendo esses importantes eventos 

fisiopatológicos para o desenvolvimento da aterosclerose. O dolutegravir (DTG) é um 

inibidor da enzima integrase do HIV-1 que tem sido utilizado como a primeira opção de 

terapia antirretroviral desde 2017. No entanto, não há dados consistentes na literatura 

demonstrando as ações cardiovasculares e metabólicas dos inibidores da integrase, 

particularmente do DTG. O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto do tratamento 

subcrônico com o DTG no sistema cardiovascular, perfil lipídico, função hepática e 

estresse oxidativo em Camundongos C57BL/6J. Camundongos machos foram tratados 

com DTG (10mg/kg) ou veículo durante 28 dias, via gavagem.  Curvas concentração-

resposta com acetilcolina e fenilefrina foram realizadas em anéis de aorta, utilizando 

sistema de banho de órgãos. O tratamento com DTG gerou redução na resposta relaxante 

induzida pela acetilcolina. Este efeito foi associado a uma menor produção de NO nas 

aortas, corroborada pela redução na expressão de eNOS e nNOS também observada neste 

sítio. Embora não tenha sido encontrada diferença na produção de superóxido e peróxido 

de hidrogênio, houve aumento na formação de nitrotirosina, sugerindo maior produção 

de peroxinitrito nas aortas do grupo DTG. Não foram observadas alterações na glicemia 

e perfil lipídico sérico. No entanto, houve aumento da transaminase TGP sérica e 

peroxidação lipídica hepática, além de diminuição da atividade da SOD no fígado. Tais 

efeitos foram associados ao desenvolvimento de esteatose hepática no grupo DTG. A 

histopatologia cardíaca, avaliação da pressão arterial e eletrocardiográfica não 

demonstraram diferença entre os grupos. Os resultados deste trabalho permitem concluir 

que o tratamento subcrônico com DTG induziu disfunção endotelial, mediada pela 

diminuição da biodisponibilidade de NO, em decorrência da menor expressão das NOS. 

Embora não tenha sido observado alterações nos parâmetros cardíacos avaliados, o DTG 

induziu esteatose e maior estresse oxidativo hepático. 

Palavras chave: Disfunção endotelial, doenças cardiovasculares, Dolutegravir, 

esteatose hepática, estresse oxidativo. 
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ABSTRACT 
 

Increasing evidence demonstrates the increased rates of cardiovascular disease among 

people living with HIV / AIDS. Both HIV-1 infection and antiretroviral therapy are 

implicated in the development of dyslipidemia, increased oxidative stress and endothelial 

dysfunction, these being important pathophysiological events for the development of 

atherosclerosis. Dolutegravir (DTG) is an inhibitor of the HIV-1 integrase enzyme that 

has been used as the first antiretroviral therapy option since 2017. However, there is no 

consistent data in the literature demonstrating the cardiovascular and metabolic actions 

of integrase inhibitors, particularly of the DTG. The objective of this work was to evaluate 

the impact of subchronic treatment with DTG on the cardiovascular system, lipid profile, 

liver function and oxidative stress in C57Bl / 6J mice. Male mice were treated with DTG 

(10mg / kg) or vehicle for 28 days, via gavage. Concentration-response curves with 

acetylcholine and phenylephrine were performed on aortic rings, using an organ bath 

system. Treatment with DTG generated a reduction in the relaxing response induced by 

acetylcholine. This effect was associated with a lower production of NO in the aortas, 

corroborated by the reduction in the expression of eNOS and nNOS also observed in this 

site. Although no difference was found in the production of superoxide and hydrogen 

peroxide, there was an increase in the formation of nitrotyrosine, suggesting greater 

production of peroxynitrite in the aortas of the DTG group. There were no changes in 

blood glucose and serum lipid profile. However, there was an increase in serum TGP 

transaminase and hepatic lipid peroxidation, in addition to a decrease in SOD activity in 

the liver. Such effects were associated with the development of fatty liver in the DTG 

group. Cardiac histopathology, blood pressure and electrocardiographic assessment 

showed no difference between groups. The results of this work allow us to conclude that 

the subchronic treatment with DTG induced endothelial dysfunction, mediated by the 

decrease in the bioavailability of NO, due to the lower expression of NOS. Although no 

changes were observed in the cardiac parameters evaluated, the DTG induced steatosis 

and increased hepatic oxidative stress. 

Keywords: Endothelial dysfunction, cardiovascular diseases, Dolutegravir, hepatic 

steatosis, oxidative stress.  



15 
 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

A terapia antirretroviral gerou uma diminuição significativa na morbidade e 

mortalidade da infecção pelo vírus da imunodeficiência humana além de uma importante 

extensão da expectativa de vida das pessoas vivendo com HIV (May et al., 2014). Os 

medicamentos antirretrovirais (ARV) evoluíram com o conhecimento sobre a infecção 

pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) e a qualidade da terapia antirretroviral é 

cada vez melhor.  

A necessidade de novos agentes antirretrovirais focados principalmente em novos 

alvos terapêuticos ainda é substancial mesmo após mais de 30 anos na era da terapia 

antirretroviral. Os medicamentos ARV atuais têm um melhor perfil de tolerabilidade, 

barreiras mais altas à resistência e menos interações medicamentosas. No entanto, os 

benefícios das combinações antirretrovirais são atenuados por um amplo espectro de 

efeitos colaterais, incluindo uma ampla gama de distúrbios laboratoriais e clínicos (Calza 

et al., 2016). Neste contexto, o acréscimo de novas classes de drogas é importante para 

limitar o surgimento de cepas resistentes. 
Atualmente temos medicamentos direcionados para etapas críticas no ciclo de vida do 

HIV-1 e a mais nova classe de medicamentos aprovados no tratamento do HIV são os inibidores 

da integrase (INIs) (Yadav, Kumar, Kumar, & Singh, 2018).  
Dada a introdução relativamente recente dos inibidores da integrase pelos 

sistemas de saúde, o efeito dessa classe de medicamentos sobre o metabolismo é uma área 

de pesquisa ainda pouco desenvolvida. 

Evidências crescentes demonstram um aumento das taxas de doenças 

cardiovasculares entre pessoas vivendo com HIV/AIDS (Boccara et al., 2013; Feinstein 

et al., 2019). Tanto a infecção pelo HIV-1 quanto a terapia antirretroviral tem sido 

associados no desenvolvimento de dislipidemias (Anuurad et al., 2008; Calza et al., 

2016), aumento do estresse oxidativo, disfunção endotelial, hepática e do tecido adiposo, 

sendo eles importantes eventos fisiopatológicos no desenvolvimento da aterosclerose 

(Crum‐Cianflone et al., 2011; Marincowitz et al., 2019; Moure et al., 2016; Triant, Lee, 

Hadigan, & Grinspoon, 2007).    

O Dolutegravir (DTG) é um inibidor da integrase do HIV-1, biodisponível por via 

oral, com atividade contra o vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) (Rathbun, 

Lockhart, Miller, & Liedtke, 2014). Desde 2017 o DTG é recomendado no início da 

terapia antirretroviral, principalmente pelo fato de que ainda não foi documentado o 
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desenvolvimento de mutações de resistência em indivíduos que iniciam a terapia.  

Contudo, não há dados consistentes sobre as ações cardiometabólicas do DTG. 

Particularmente, não se conhecem os efeitos a longo prazo do uso do DTG sobre 

parâmetros cardiovasculares, como função vascular, cardíaca e pressão arterial, nem 

sobre o perfil lipídico.  

1.1. Terapia antirretroviral  

De acordo com UNAIDS atualmente tem 37,9 milhões de pessoas em todo o 

mundo vivendo com HIV e o número continua a aumentar, com um número estimado de 

24,5 milhões [21,5–25,5 milhões] de pessoas recebendo terapia antirretroviral em meados 

de 2019 - mais do que o dobro do número de tratamentos em 2012 (Carlsson, 2019). 

Segundo dados do boletim epidemiológico de HIV/AIDS 2019 do ministério da saúde do 

Brasil estima-se que 866 mil pessoas vivem com o HIV no Brasil, 593.000 brasileiros 

recebem tratamento antirretroviral e a doença atinge todos os grupos sociais e faixas 

etárias.  

A primeira classe de medicamentos que demonstrou ter atividade contra o HIV 

foram os inibidores da transcriptase reversa análogos de nucleosídeos (ITRN), e em 1987 

teve início o uso da monoterapia com Zidovudina (AZT) (Vella, Schwartländer, Sow, 

Eholie, & Murphy, 2012). 

Atualmente estão disponíveis 6 famílias ou classes de antirretrovirais que são 

agrupados de acordo com seu mecanismo de ação: 1) inibidores nucleosídeos da 

transcriptase reversa (ITRN) (abacavir, didanosina, emtricitabina, lamivudina, 

zidovudina e tenofovir), 2) inibidores não nucleosídeos da transcriptase reversa (ITRNN) 

(efavirenz, nevirapina, etravirina, rilpivirina, delavirdine e  doravirine), 3) inibidores de 

protease (IP) (saquinavir, ritonavir, atazanavir, fosamprenavir, lopinavir e indinavir), 4) 

inibidores de fusão ou de entrada (enfuvirtida ou T-20 e Ibalizumab-uiyk), 5) Antagonista 

dos correceptores CCR5 (Maraviroc) e 6) inibidores de integrase (INI) (raltegravir, 

elvitegravir, dolutegravir, cabotegravir e bictegravir) (Bernal, 2016; Pau & George, 

2014). 

A terapia antirretroviral altamente ativa tem sido usada de maneira eficaz e segura 

no manejo do HIV / AIDS desde 1996 (Esté & Cihlar, 2010) é definida como qualquer 

combinação de 3 drogas antirretrovirais, geralmente 2 inibidores da transcriptase reversa 
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de nucleosídeo (ITRN) e um inibidor de integrase (INI) ou um inibidor de protease (IP), 

ou um inibidor de transcriptase reversa não-nucleosídeo (ITRNN)  (Wainberg, 2012). 

Segundo o protocolo clínico e diretrizes terapêuticas para manejo da infecção pelo 

HIV em adultos do ministério da saúde do Brasil de 2017, para os casos em início de 

tratamento, o esquema inicial preferencial deve ser a associação de dois ITRN – 

lamivudina e tenofovir – associados ao inibidor de integrase  – dolutegravir (DTG). 

Os INIs se ligam à integrase e, especificamente, têm como alvo o processo de 

integração do DNA do HIV-1 transcrito reversamente no DNA cromossômico do 

hospedeiro, catalisado pela enzima integrase codificada pelo vírus (Yadav et al., 2018). 

Estes fármacos demonstraram sua eficácia contra o HIV in vitro e em pacientes, e são 

particularmente úteis contra cepas de vírus que são resistentes a outras classes de 

fármacos.  

Os primeiros inibidores da integrase foram testados há mais de 30 anos, mas sua 

utilização clínica apresentou diversas barreiras (Pommier, Johnson, & Marchand, 

2005). O protótipo dos INIs, o raltegravir foi aprovado para tratamento em 2007 (Nguyen 

et al., 2011; Yadav et al., 2018). Desde então, vários outros INIs foram introduzidos 

incluindo o elvitegravir, o dolutegravir e, mais recentemente, o bictegravir que 

demonstraram grande utilidade como parte dos regimes antirretrovirais tanto em 

pacientes sem experiência prévia quanto em tratamento (Brehm et al., 2019).  

O Dolutegravir é um inibidor de integrasse de segunda geração e após administração oral, 

se liga ao local ativo da integrase, evitando que a enzima se ligue ao ácido 

desoxirribonucleico retroviral (DNA) e bloqueia a etapa de transferência da fita, essencial 

para o ciclo de replicação do HIV. Evitando desse modo a replicação do HIV-1. O 

dolutegravir é bem tolerado, apresenta baixo potencial para interações medicamentosas e 

possui uma meia-vida sérica longa, tem atividade antiviral eficaz com uma dose diária e 

menor risco de descontinuação de uso devido a eventos adversos  (Rathbun et al., 2014; 

van Lunzen et al., 2012). O DTG também tem uma elevada barreira genética ao 

desenvolvimento de resistência ao medicamento, o que é importante devido à tendência 

crescente de resistência aos tratamentos. 

O início da terapia antirretroviral com esquema contendo DTG está recomendado 

para o tratamento preferencial inicial e resgate terapêutico nos casos de falha à terapia 

ARV, assim como na terapia pós-exposição. Mais recentemente, foi incluída, nos 

protocolos clínicos e diretrizes terapêuticas do HIV no Brasil, a recomendação de 
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mudança para o DTG nos esquemas de tratamento em que o paciente apresente eventos 

adversos e toxicidades indesejáveis. Segundo dados do Ministério de saúde 87% das 

pessoas que iniciaram tratamento antirretroviral em 2018, começaram com esquema 

antirretroviral contendo Dolutegravir. 

1.2. Terapia antirretroviral e doença cardiovascular  

O aumento significativo da expectativa de vida de pessoas infectadas pelo HIV 

tem sido acompanhado por uma incidência crescente de várias anormalidades 

metabólicas, incluindo dislipidemia, redistribuição ou lipodistrofia do tecido adiposo, 

resistência à insulina e hiperglicemia (Feinstein et al., 2019) e aumento das taxas de 

doença cardiovascular. 

As complicações vasculares no curso da infecção pelo vírus da imunodeficiência 

humana (HIV) são multifatoriais e podem ser causadas pelo próprio vírus, pelas infecções 

e neoplasias oportunistas relacionadas e surgem ou podem ser agravadas com a terapia 

antirretroviral altamente ativa. 

À medida que a população com HIV está envelhecendo, as doenças 

cardiovasculares podem se tornar um problema de saúde cada vez maior no futuro. 

Portanto, o diagnóstico e o tratamento precoces dos fatores de risco cardiovascular são 

justificados nessa população.  

As populações envelhecidas de pacientes com infecção pelo HIV-1 experimentam 

comorbidades relacionadas à idade, como diabetes e doenças cardiovasculares, renais e 

ósseas, que se manifestam mais cedo do que em pacientes não infectados pelo HIV 

(Cihlar & Fordyce, 2016; Guaraldi et al., 2011). 

Sendo a doença cardíaca coronariana e a doença cerebrovascular as principais 

causas de morte na população em geral, estas também ocorrem mais cedo e com maior 

frequência entre os indivíduos infectados pelo HIV que recebem terapia antirretroviral, 

conforme demonstrado por vários estudos de coorte (Law et al., 2003; Triant et al., 2007). 

O risco relativo de várias manifestações de doença cardiovascular é geralmente 1,5 a 2 

vezes maior para pacientes vivendo com HIV comparados com indivíduos não infectados 

(Guaraldi et al., 2011; Shah et al., 2018). 

Os efeitos cumulativos do tratamento antirretroviral ao longo de décadas ainda 

são controversos e não totalmente compreendidos e embora agora esteja claramente 
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estabelecido que o tratamento antirretroviral está vinculado a distúrbios metabólicos, o 

impacto a longo prazo dessas condições permanece objeto de discussão. 

Vários estudos clínicos demonstram que a terapia antirretroviral convencional 

altera de maneira significativa o perfil lipídico do indivíduo com o aumento nos níveis de 

triglicérides, fração LDL do colesterol, redução da fração HDL, associados ou não à 

síndrome metabólica (Abebe et al., 2014; Dave et al., 2016;  Nduka, Sarki, Uthman, & 

Stranges, 2015; Tadesse et al., 2019), predispõe à aterosclerose e os principais fatores de 

risco cardiovascular, como diabetes mellitus (DM) e hipertensão que resultam 

consequentemente em doença cardiovascular (Dimala & Blencowe, 2017). 

Esses efeitos são particularmente evidentes em pacientes tratados com inibidores 

de protease. Os primeiros sinais de um risco aumentado de doença coronariana 

possivelmente relacionados aos IPs surgiram em 1998, com a publicação de relatórios de 

infarto do miocárdio ocorrendo em pacientes jovens infectados pelo HIV tratados com 

inibidores de protease e associados a concentrações elevadas de colesterol. (Henry et al., 

1998; Vittecoq, Escaut, & Monsuez, 1998). No entanto, alguns estudos sobre o risco 

cardiovascular entre indivíduos infectados pelo HIV que recebem IPs não mostraram 

associação consistente.  (Bavinger et al., 2013). 

A patogênese da síndrome metabólica associada à terapia antiretroviral não foi 

completamente elucidada, mas há evidências crescentes de que um efeito sinérgico entre 

IPs e inibidores da transcriptase reversa nucleosídeo pode desempenhar um papel 

significativo.  

Os ITRN têm efeitos adversos em longo prazo relacionados à sua toxicidade 

mitocondrial (Ganta & Chaubey, 2019). Os mecanismos de toxicidade mitocondrial e 

celular são complexos, destacando, entre outros, o fato de que esses medicamentos, além 

de inibirem a transcriptase reversa do vírus, podem inibir a gama DNA polimerase 

mitocondrial, resultando na síntese prejudicada de enzimas mitocondriais que geram ATP 

por fosforilação oxidativa (Venhoff, Setzer, Melkaoui, & Walker, 2007), gerando efeitos 

adversos como miopatia (zidovudina); neuropatia (estavudina, didanosina, zalcitabina); 

esteatose hepática e acidemia láctica (didanosina, estavudina, zidovudina); e 

possivelmente também lipoatrofia periférica (possivelmente todos os ITRN, embora 

predominantemente com estavudina); e pancreatite (didanosina). No geral, sua 

prevalência e gravidade aumentam com a terapia mais prolongada. (Venhoff N, 2007; 

Bernal, 2016; Ganta & Chaubey, 2019). 
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Até a data não há relatos importantes de toxicidade celular ou disfunções 

mitocondriais devido aos inibidores de integrasse dolutegravir e raltegravir (Peñafiel et 

al., 2017). Entre tanto, em um estudo longitudinal de mulheres com HIV em terapia 

antirretroviral, uma mudança para INIs foi associada a aumentos significativos no peso 

corporal, índice de massa corporal, porcentagem de gordura corporal e medidas de 

circunferência corporal em comparação com as que permaneceram em terapia 

antirretroviral sem INIs e há alguns relatórios de casos associando INIs com a ocorrência 

de hiperglicemia (Kerchberger et al., 2019). 

A patogênese da dislipidemia relacionada à terapia antirretroviral é complexa e o 

mecanismo da dislipidemia induzida por IP não é totalmente compreendido, mas 

provavelmente é multifatorial e envolve vários efeitos induzidos por drogas, em 

associação com influências hormonais e imunológicas. 

A dislipidemia ocorre em até 70% a 80% dos indivíduos HIV positivos que 

recebem terapia antirretroviral e está principalmente associada a medicamentos 

antirretrovirais específicos pertencentes a três classes de agentes antirretrovirais: ITRN, 

ITRNN e IP. Embora existam diferenças substanciais entre medicamentos individuais e 

também dentro das classes de medicamentos, a dislipidemia parece ser mais prevalente 

entre os pacientes que recebem IP (Calza et al., 2016). 

Vários IP de primeira geração, por exemplo, indinavir e ritonavir em dose 

terapêutica são conhecidos por sua capacidade de induzir resistência à insulina e 

dislipidemia (Lee et al., 2007). As classes mais recentes de agentes antirretrovirais, 

incluindo os inibidores da integrase (raltegravir, elvitegravir e dolutegravir) e o 

antagonista do receptor CCR5 maraviroc, geralmente têm efeitos desprezíveis nas 

concentrações lipídicas em comparação com IP e efavirenz, e seu uso é muito raramente 

acompanhado pela ocorrência dislipidemia (Quercia, Roberts, Martin-Carpenter, & Zala, 

2015; Sension & Deckx, 2015).   

A lipodistrofia ou alteração na distribuição da gordura corporal é um dos 

principais efeitos colaterais da terapia antirretroviral caracterizada pela perda de gordura 

subcutânea, acúmulo de gordura visceral e desenvolvimento de uma corcova de búfalo 

(Bastard et al., 2002). Todas as classes de agentes antirretrovirais podem estar 

relacionadas ao desenvolvimento da lipodistrofia, mas a prevalência e a gravidade da 

lipodistrofia aumentam principalmente em pacientes tratados com a combinação de ITRN 

e um IP, gerada por efeitos inibitórios da droga para HIV na diferenciação de adipócitos 
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e alteração das funções mitocondriais (Brinkman, Smeitink, Romijn, & Reiss, 1999; Van 

Wijk & Cabezas, 2012).  

As características metabólicas significativamente associadas à lipodistrofia e à 

terapia com inibidores de protease incluem hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, 

resistência à insulina e diabetes mellitus tipo 2  (Carr & Cooper, 2000). 

A captura de AGL (ácidos graxos livres) dos adipócitos é prejudicada em 

pacientes com lipoatrofia, e os tecidos não adiposos, como fígado, músculo esquelético e 

pâncreas, são expostos a concentrações excessivas de AGL (Van Wijk & Cabezas, 2012). 

Os AGL atingindo o fígado podem contribuir para um aumento na síntese de VLDL. 

Além disso, o comprometimento da depuração intestinal dos remanescentes de 

lipoproteínas ricas em TG (TRLs) está relacionado a um defeito na atividade da  lipase 

lipoprotéica (LPL), especialmente, o uso combinado de ITRN e IP tem sido associado à 

diminuição da depuração dos TRLs.  

A terapia antirretroviral resulta em níveis mais altos de lipoproteínas 

remanescentes pós-prandiais, independentemente do regime antirretroviral (Anuurad et 

al., 2008). A hiperlipidemia pós-prandial é considerada um fator de risco substancial para 

a aterosclerose, pois os TRLs hepáticos e intestinais e seus remanescentes se acumulam 

no espaço subendotelial, onde promovem aterosclerose pela formação de células 

espumosas (Alipour et al, 2008).   

1.3. Antirretrovirais, disfunção endotelial e estresse oxidativo 

Agentes antirretrovirais específicos podem aumentar o risco cardiovascular, 

interferindo na função endotelial (Van Wijk & Cabezas, 2012). A disfunção endotelial ou 

perda do relaxamento vascular dependente do endotélio em resposta a estímulos constitui 

um evento fisiopatológico precoce na aterogênese e doença cardiovascular. Tanto a 

infecção pelo HIV-1 quanto a terapia antirretroviral estão implicadas no desenvolvimento 

de disfunção endotelial; no entanto, as conclusões são frequentemente retiradas de 

associações mostradas em estudos epidemiológicos.  

Em estudos principalmente in vitro e em animais, tem sido relatado que várias 

proteínas do HIV-1, citocinas pró-inflamatórias induzidas pelo HIV-1 e drogas 

antirretrovirais comuns têm impacto direto nas células endoteliais vasculares (Kline & 

Sutliff, 2008). 
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Figura 1. Representação esquemática dos efeitos da infecção pelo HIV-1 e seu tratamento em 
células endoteliais vasculares. Adaptado de Marincowitz et al., 2018. 

 

Em condições fisiológicas o endotélio vascular age na regulação da homeostase 

vascular, produzindo vários fatores que regulam o tônus vascular, a adesão celular, a 

coagulação, a proliferação de células musculares lisas e a inflamação. 

O oxido nítrico é um dos principais fatores sintetizados no endotélio vascular para 

manter a parede vascular em estado homeostático, exercendo efeitos benéficos como: 

relaxamento do músculo liso, inibição da adesão e a migração de leucócitos para a parede 

arterial, proliferação celular do músculo liso, adesão e agregação plaquetária, e expressão 

de moléculas de adesão. 

O óxido nítrico (NO) é produzido a partir da L-arginina, pela enzima óxido nítrico 

sintase, que existe em três isoformas diferentes: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS), e 

induzível (iNOS). 

As NOS catalisam a produção de NO através da conversão da L-arginina e 

oxigênio molecular em L-citrulina e NO, na presença de NADPH como co-substrato e 

dos cofatores FMN, FAD e tetrahidrobiopterina (BH₄) (Förstermann & Sessa, 2012).  

A redução na biodisponibilidade de NO tem sido apontada como a principal causa 

de disfunção endotelial que precede a doença vascular aterosclerótica. Essencialmente, 

uma redução na biodisponibilidade de NO leva a uma mudança na sinalização celular, 

levando o endotélio a um estado pró-inflamatório ativado, infiltração e captura de 
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partículas de lipoproteínas circulantes no espaço subendotelial, recrutamento de 

leucócitos para a íntima e subsequente diferenciação em macrófagos e finalmente células 

espumosas cheias de lipídios. 

Na presença de estresse oxidativo, diminui a biodisponibilidade do óxido nítrico 

de duas maneiras, o NO reage com o superóxido para formar peroxinitrito, uma espécie 

reativa de nitrogênio prejudicial, reduzindo a biodisponibilidade do NO ou indiretamente, 

afetando a síntese de óxido nítrico produzindo o desacoplamento da eNOS esgotando o 

cofator tetrahidrobiopterina (BH4), gerando aumento da formação de ERO e diminuição 

dos níveis de NO (Gliozzi et al., 2019; Marincowitz et al., 2019).  

Todas as células de mamíferos, incluindo células endoteliais, geram ânions 

superóxido (O·̄2), que são inativados principalmente por superóxido dismutases (SOD). 

As células endoteliais produzem constantemente baixos níveis de O·̄2, que aumentam 

significativamente quando as células são ativadas (Chatterjee & Catravas, 2008). 

Se os níveis de superóxido aumentam significativamente, o NO reage com o O·̄2, 

e produz um oxidante potente, o peroxinitrito (ONOO-). Em sistemas biológicos, isso leva 

à modificação de resíduos de tirosina para produzir 3-nitrotirosina. A formação de 3-

nitrotirosina pode ser considerada um marcador biológico estável para a formação de 

peroxinitrito e é elevada em várias doenças cardiovasculares (Chatterjee & Catravas, 

2008). A nitrotirosina é um marcador de dano peroxinitrito às proteínas e um indicador 

do estresse oxidativo. 

O estresse oxidativo ocorre quando a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ERO) excede a capacidade dos antioxidantes de eliminá-los e neutralizá-los. Como 

mencionado acima o radical superóxido, é produzido principalmente nas mitocôndrias 

como consequência dos processos metabólicos normais, sendo o radical primário de 

oxigênio produzido na célula e sua produção pode ser aumentada em condições 

patológicas (Glover et al., 2014; Madamanchi, Vendrov, & Runge, 2005). 

As reações de redução-oxidação (ou redox) estão no centro de nossa maquinaria 

metabólica e envolvem a transferência de elétrons ou átomos de hidrogênio de um 

reagente para outro. (O processo de remoção de elétrons é chamado de "oxidação" e a 

substância que recebe elétrons se torna "reduzida") (McCord, 2000). 

O produto de redução de um elétron do oxigênio é o radical superóxido, O·̄2. Se 

dois elétrons são transferidos, o produto é o peróxido de hidrogênio, H2O2, que não é um 
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radical, mas é avidamente receptivo a mais dois elétrons, fazendo com que o peróxido de 

hidrogênio seja um oxidante citotóxico. O radical livre hidroxila é produzido a partir do 

peróxido de hidrogênio pelas reações de Fenton ou Haber-Weiss na presença de metais 

de transição catalítica ferro ou cobre (Phaniendra, Jestadi, & Periyasamy, 2015).  

O radical livre de hidroxila, um dos oxidantes mais potentes conhecidos, pode 

iniciar a peroxidação lipídica, causar rupturas no DNA e oxidar indiscriminadamente 

praticamente qualquer molécula orgânica. A família de intermediários reativos 

resultantes da redução incompleta de oxigênio inclui, portanto, radical superóxido, 

peróxido de hidrogênio e radical hidroxila (McCord, 2000). 

As famílias de enzimas antioxidantes incluem superóxido dismutases para a 

eliminação do radical superóxido e catalases e glutationa peroxidases para a eliminação 

do peróxido de hidrogênio e peróxidos orgânicos (Fukai & Ushio-Fukai, 2011; McCord, 

2000). 

Existem três formas principais de superóxido dismutases (SOD) que catalisam a 

conversão de superóxido em oxigênio molecular e peróxido de hidrogênio cada uma 

localizada em compartimentos intracelulares e extracelulares específicos: Cu / ZnSOD 

extracelular, MnSOD mitocondrial e Cu / ZnSOD citosólico. As SODs desempenham um 

papel crítico na inibição da inativação oxidativa do óxido nítrico, impedindo a formação 

de peroxinitrito e a disfunção endotelial e mitocondrial  (Fukai & Ushio-Fukai, 2011). 

A catalase, abundante nos peroxissomos, decompõe o peróxido de hidrogênio em 

água e oxigênio molecular, reduzindo consequentemente os danos induzidos por radicais 

livres. Nas mitocôndrias, a redução de peróxido de hidrogênio em água e peróxidos 

lipídicos em seus álcoois correspondentes é realizada pela glutationa peroxidase. As 

glutationa peroxidases são enzimas muito importantes na prevenção da peroxidação 

lipídica para manter a estrutura e a função das membranas biológicas (McCord, 2000). 

Os radicais livres podem atacar uma grande variedade de componentes celulares, 

incluindo DNA, proteínas e lipídios, levando à oxidação do DNA e das proteínas, 

degradação proteica e peroxidação lipídica, aumentando a destruição da estrutura celular 

e a perda da função celular  (Avunduk, Yurdakul, Erdemli, & Yavuz, 2003). 

A peroxidação dos lipídios da membrana altera substancialmente as propriedades 

físicas das bicamadas lipídicas. Em particular, a peroxidação altera as interações lipídio-
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lipídios, permeabilidade da membrana, gradientes de íons, fluidez da membrana e 

permeabilidade da membrana (Gaschler & Stockwell, 2017). 

Com relação aos efeitos endoteliais dos antirretrovirais, uma função endotelial 

prejudicada foi demonstrada em humanos e ratos com o ITRN, Efavirenz (Faltz, Bergin, 

Pilavachi, Grimwade, & Mabley, 2017; Gupta et al., 2012). O aumento do estresse 

oxidativo celular e a superativação da enzima de reparo do DNA poli (ADP-ribose) 

polimerase (PARP) foram identificados como mediadores centrais da disfunção vascular. 

A superativação da PARP gerou supressão da atividade da eNOS através da depleção 

celular dos níveis de NAD e NADPH (Soriano, Pacher, Mabley, Liaudet, & Szabó, 2001). 

Portanto, é provável que estresse oxidativo mediado por efavirenz e subsequente ativação 

da PARP são responsáveis por prejudicar a atividade de eNOS e, portanto, o relaxamento 

vascular (Faltz et al., 2017). 

Nas células endoteliais da veia umbilical humana, o tratamento com efavirenz 

resultou em um aumento da ERO, associada à indução de proteínas de choque térmico, 

estresse do retículo endoplasmático e autofagia  (Weiß et al., 2016). 

Estudos em animais demonstraram que vários ITRN como zidovudina e 

lamivudina induzem disfunção endotelial associada ao aumento do estresse oxidativo 

mitocondrial e da produção de ERO (Glover et al., 2014; Jiang et al., 2007). 

O tratamento crônico com zidovudina e lamivudina reduziu os níveis de nitrito 

plasmático, diminuiu o vasorelaxamento dependente do endotélio e aumentou o estresse 

oxidativo em camundongos C57BL/6 e uma superexpressão de MnSOD ofereceu 

proteção contra reduções no relaxamento vascular dependente de endotélio (Glover et al., 

2014). A produção de EROs em resposta a IP também resulta provavelmente do aumento 

do estresse oxidativo mitocondrial. Além disso, foi mostrada a capacidade de alguns IP 

de induzir disfunção mitocondrial e produção de ERO mitocondrial em fibroblastos e 

adipócitos humanos (Caron, Auclairt, Vissian, Vigouroux, & Capeau, 2008; Lagathu et 

al., 2007). 

Em outros trabalhos publicados mostraram que vários inibidores de protease 

como o ritonavir geram aumento do estresse oxidativo, diminuição da função endotelial 

através da redução da expressão da eNOS nas artérias coronárias e carótidas porcinas e 

nas células endoteliais da artéria pulmonar humana (Conklin et al., 2004; Chai et al., 

2005; Wang, Chai, Lin, Yao, & Chen, 2009).  
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As evidências atuais sugerem que na terapia antirretroviral de primeira escolha 

atualmente recomendada, a lamivudina pode gerar disfunção endotelial, mas o Tenofovir 

não tem sido associado à disfunção endotelial (Glover et al., 2014). 

1.4. Terapia antirretroviral e doença hepática gordurosa não 

alcoólica 

A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) é reconhecida como o 

componente hepático da síndrome metabólica, pois essa condição está fortemente 

associada a diabetes mellitus tipo 2 e à obesidade abdominal e a um risco aumentado de 

desenvolver doenças cardiovasculares (Bhatia et al., 2012; Younossi et al., 2019). 

Clinicamente, pacientes com DHGNA tendem a ter componentes de síndrome metabólica 

(42.54%), como obesidade (51.34%), diabetes mellitus tipo 2 (22.51%), dislipidemia 

(69.16%) e hipertensão (39,34%) (Younossi et al., 2019; Younossi et al., 2016).  

As complicações relacionadas ao fígado continuam sendo uma das principais 

causas de mortalidade entre os pacientes infectados pelo HIV, apesar dos avanços no 

tratamento do HIV e da hepatite viral. Especialmente, o impacto da doença hepática 

gordurosa não alcoólica é significativo, com uma prevalência de até 30% (Chromy et al., 

2019).  

A patogênese da DHGNA e os motivos da progressão para esteato-hepatite não 

alcoólica (EHNA) ainda não estão totalmente elucidados, mas a resistência à insulina, 

disfunção mitocondrial e dislipidemia parecem ser os principais fatores. Tanto a própria 

infecção pelo HIV quanto a terapia antirretroviral podem contribuir para o 

desenvolvimento de DHGNA / EHNA de várias maneiras. O uso de inibidores da 

transcriptase reversa nucleosídeos de primeira geração e inibidores de protease está 

associado ao desenvolvimento de DHGNA / EHNA (van Welzen  et al., 2019).  

Como foi relatado certas terapias antirretrovirais podem contribuir para o 

desenvolvimento da DHGNA de duas maneiras diferentes. Primeiro, vários 

medicamentos antirretrovirais causam alterações metabólicas desfavoráveis, como 

dislipidemia e resistência à insulina (Dekkers et al., 2018). Segundo, o uso de certos 

medicamentos antirretrovirais está associado à disfunção mitocondrial. Como falado 

anteriormente os NRTIs de primeira geração são mais comumente associados a disfunção 

mitocondrial e tanto a resistência à insulina quanto a dislipidemia podem ser o resultado 
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da disfunção mitocondrial no tecido adiposo periférico e no fígado (Kakuda et al., 1999). 

As mitocôndrias hepáticas desempenham um papel essencial na oxidação dos AGL. No 

cenário da disfunção mitocondrial, as mitocôndrias são incapazes de processar essa 

oxidação, levando a um acúmulo local de triglicerídeos, gerando a DHGNA. 

Atualmente a doença hepática gordurosa não alcoólica é reconhecida como a 

doença hepática crônica mais prevalente no mundo, com uma prevalência global de 

25,2%. A DHGNA é definida como a presença de ≥5% de esteatose hepática, detectada 

por imagem ou histologia, na ausência de etiologias concorrentes da doença hepática, 

como hepatite viral crônica, uso de medicamentos que induzem esteatose e outras doenças 

hepáticas crônicas.  

A DHGNA tem um espectro de doença hepática progressiva que engloba 

esteatose simples, um 10% desses pacientes pode desenvolver esteato-hepatite não 

alcoólica EHNA, definida histologicamente pela presença de esteatose hepática com 

evidência de dano hepatocitário, um 25-35% dos pacientes progride para fibrose e, 

finalmente, cirrose e eventualmente, 10% dos pacientes com cirrose pode desenvolver 

carcinoma hepatocelular (Farrell & Larter, 2006; Younossi et al., 2016).  

A gordura se acumula no fígado de pacientes com DHGNA principalmente na 

forma de triglicerídeos. Os triglicerídeos derivam da esterificação de glicerol e ácidos 

graxos livres (AGL). Uma vez sintetizados, os triglicerídeos entram em pools de 

armazenamento ou secretórios. Os AGL derivam da dieta ou do tecido adiposo via lipólise 

e / ou da lipogênese hepática. Uma vez nos hepatócitos, os AGL sofrem atividade da acil-

CoA sintase e formam acil-CoA, que podem entrar nas vias de esterificação ou β-

oxidação  (Jacome-Sosa & Parks, 2014). 

A resistência à insulina é considerada a mecanismo chave no desenvolvimento da 

esteatose, porque contribui para acumulação de triglicerídeos. A insulina normalmente 

suprime a atividade da enzima lipase hormônio-sensível (HSL). A HSL está presente em 

todos os adipócitos e é capaz de hidrolisar triglicerídeos em ácidos graxos livres (AGL), 

na resistência à insulina a supressão da HSL é diminuída, resultando em um aumento da 

hidrólise no tecido adiposo periférico e, portanto, um aumento na entrega de AGL ao 

fígado (Xia et al., 2017). No fígado, os AGL sofrem esterificação em triglicerídeos 

contribuindo para o processo de esteatose e a síntese de lipídios no fígado é aumentada 

no cenário da DHGNA (van Welzen et al., 2019).  
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A resistência à insulina também promove disfunção do tecido adiposo com 

consequente produção e secreção alteradas de adipocinas e citocinas pró-inflamatórias, 

como TNF-α e IL-6, que também contribuem para manter o estado de resistência à 

insulina. No fígado, a resistência à insulina amplifica a lipogênese hepática de novo. O 

aumento do fluxo de ácidos graxos hepáticos derivados dos processos acima e de uma 

atividade alterada do microbiota intestinal leva a duas situações diferentes: síntese e 

acúmulo de triglicerídeos (TG) e níveis 'tóxicos' de ácidos graxos, colesterol livre e outros 

metabólitos lipídicos que causam disfunção mitocondrial com estresse oxidativo e 

produção de ERO e estresse no retículo endoplasmático (ER), todos levando à inflamação 

hepática.  

Fatores genéticos ou modificações epigenéticas afetam o conteúdo de gordura dos 

hepatócitos, os processos enzimáticos e o ambiente inflamatório hepático, influenciando 

o risco de progressão para inflamação e fibrose (NASH) ou persistência em estágio 

estável da doença (DHGNA)(Buzzetti et al., 2016; Crum‐Cianflone et al., 2011).  
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2. JUSTIFICATIVA 
 

 

Estudos com modelos celulares, animais e humanos sugerem que os inibidores de 

integrase apresentam menor impacto cardiometabólico que os inibidores de transcriptase 

reversa e os inibidores de protease. Contudo, não há dados consistentes na literatura 

demonstrando as ações cardiovasculares e metabólicas dos inibidores de integrase, 

particularmente do DTG. Estes estudos são necessários tendo em vista o uso recente, 

porém crescente, do DTG como primeira opção de terapia antirretroviral. Desta forma, 

nós hipotetizamos que o uso subcrônico do DTG induz alterações cardiovasculares, 

hepáticas e sobre o perfil lipídico de camundongos C57BL/6, não infectados com HIV.  
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3. OBJETIVOS  

3.1. Objetivos Gerais 

 

O objetivo do presente trabalho foi estudar o impacto da administração subcrônica do 

inibidor de integrase dolutegravir (DTG) sobre o sistema cardiovascular, perfil lipídico, 

função hepática e estresse oxidativo em camundongos selvagens C57BL/6J. 

3.2. Objetivos Específicos 

 

a) Avaliar o efeito do dolutegravir no perfil lipídico sérico e glicemia dos 

camundongos C57BL/6J. 

b) Avaliar as alterações histopatológicas e no perfil lipídico hepático induzidas pelo 

DTG. 

c) Avaliar o efeito do dolutegravir sobre o status oxidativo hepático pela análise de 

peroxidação lipídica e atividade de enzimas antioxidantes.  

d) Avaliar o efeito do DTG sobre o perfil eletrocardiográfico dos animais. 

e) Avaliar o efeito do dolutegravir sobre a morfologia cardíaca. 

f) Avaliar a contribuição da via eNOS e nNOS na função vascular das aortas dos 

animais sob tratamento com DTG, em sistema de órgãos isolados. 

g) Avaliar a produção de NO, H2O2 e de radicais superóxido e expressão de proteínas 

envolvidas no controle do NO e no estresse oxidativo em aortas dos animais 

tratados com DTG, por imunofluorescência. 

h) Avaliar o efeito do DTG sobre a pressão arterial dos animais. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1. Modelo animal e tratamento 

 

Foram utilizados camundongos selvagens C57BL/6J, machos com 10 a 12 

semanas de vida. Os animais foram mantidos no Biotério de Criação Enio Cardillo Vieira 

do ICB-UFMG. Todos os animais tiveram livre acesso à ração e água e foram mantidos 

em gaiolas coletivas em ambiente com ciclos de luminosidade de 12 horas e com 

temperatura controlada a 23 ± 2,0 oC. Foi administrada aos animais ração comercial para 

roedores NUVILAB®.  

Os animais foram tratados por gavagem (1 administração diária) com 10mg/kg de 

DTG ou o mesmo volume do veículo (agua) durante 28 dias.   

Para a conversão mais apropriada de dose terapêutica usada em humanos para 

estudos em animais, usamos o método de normalização da área de superfície corporal 

(body surface area (BSA)) baseado nas diretrizes da FDA (Reagan-Shaw et al., 2008).  

Desta forma, chegamos à dosagem de 10mg/kg para administração aos camundongos. 

Este projeto foi aprovado pelo comitê de ética da UFMG sob protocolo CEUA 

número 394/2018 (Anexo). 

4.2. Coleta de tecidos 

 

Após indução anestésica com Cetamina 100mg/kg e Xilazina 10mg/kg, o sangue 

dos animais foi coletado por punção femoral, em tubos sem anticoagulante para análise 

de componentes séricos. Para os experimentos de reatividade vascular, as aortas torácicas 

foram cuidadosamente dissecadas e transferidas para uma placa de Petri contendo solução 

de Krebs-Henseleit (composição em mM: NaCl 110,8; KCl 5,9; NaHCO325,0; 

MgSO41,07; CaCl22,49; NaH2PO42,33; glicose 11,51; pH=7,4).  Para alguns 

experimentos, as aortas, coração e fígado foram coletados em criotubos e congelados 

imediatamente em nitrogênio líquido para análise posterior. Para análises 

histopatológicas, coração e fígado foram fixados em paraformaldeido 4% (ph 7.4), para 

posterior análise. 
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4.3. Determinação dos níveis séricos de colesterol, triglicérides, 

glicose, TGO e TGP 

 

Após coleta do soro dos animais, foram realizadas as seguintes análises: Glicose 

usando glicosímetro (OneTouch® UltraMini™), Colesterol total, HDL, triglicérides, 

usando kits colorimétricos comercialmente disponíveis (Labtest, códigos: 76-2/100 ,13-

50 e 87-2/250) e as análises da transaminase glutâmica pirúvica (TGO) e transaminase 

glutâmica oxalacética (TGP) (Bioclin, códigos K034-1 e K035-1:), de acordo com 

instruções do fabricante. 

4.4. Análises morfométricos 

 

Após o sacrifício dos animais o coração e o fígado foram retirados, 

cuidadosamente lavados em PBS, fixados em paraformaldeído a 4% (em PBS) e 

posteriormente incluídos em parafina para posterior microtomia (5 µm). Os cortes foram 

então processados para confecção das lâminas e corados com hematoxilina e eosina, para 

exames ao microscópio óptico.  

Os Cortes histológicos do fígado foram avaliados e classificados de acordo com 

os critérios publicados para análise de magnitude de esteatose e inflamação (Gonçalves 

et al., 2017;  Wang, Seitz, & Wang, 2010). 

Foi feito o score de esteatose, classificado de 0 a 4 com base na porcentagem 

média de hepatócitos com acúmulos de gordura por campo. Foram avaliados campos 

ampliados 200x (Objetiva de 20x) corados com H&E. 

 

Tabela 1. Score de esteatose. 

      Score % media de hepatócitos com acumulo 

de gordura 

0 <5% 

1 5-25% 

2 26-50% 

3 51-75% 

4 >75% 
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O score de inflamação foi classificado de 0 – 3 com base no número de células 

inflamatórias infiltrando o parênquima por cm2. Foram avaliados campos ampliados 

200x (Objetiva de 20x) corados com H&E. 

 

Tabela 2. Score de inflamação. 

Score Número de células inflamatórias 

infiltrando o parênquima por cm2 

0 0 

1 1 a 2/20x 

2 2 ~ 4/20x 

3 > 4/20x 

 

Para obtenção dos dados morfométricos cardíacos, imagens de cortes das seções 

histológicas do ventrículo esquerdo foram capturadas através de uma microcâmera (Spot 

Basic 3.4.5) adaptada ao microscópio BX41TF Olympus com uma objetiva de 60X 

(magnificação final = 600x). A análise foi realizada usando o software FIJI com Image 

J2. 

4.5. Determinação de colesterol e triglicérides hepáticos 

 

Os lipídeos totais hepáticos foram extraídos com o uso de solventes orgânicos de 

acordo com o método de Folch et al., 1957, 100mg de fígado foram triturados, durante 3 

minutos, com 1900μL de solução de clorofórmio: metanol (2:1), usando-se 

homogeneizador de tecidos. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 3.000rpm, 

após adição de 400μL de metanol. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de 

ensaio com peso conhecido e posteriormente acrescido 800μL de clorofórmio e 640μL 

de solução de NaCl a 0,73%. Após nova centrifugação por 10 minutos a 3.000rpm, foi 

desprezada a fase superior. A parede interior de cada tubo foi lavada 3 vezes com 600μL 

de solução de Folch (solução de 3% de clorofórmio, 48% de metanol, 47% de água e 2% 

de NaCl a 0,2%). Os extratos lipídicos obtidos foram secos em estufa overnight a 37 oC, 

e os lipídeos quantificados gravimetricamente. Os extratos lipídicos foram ressuspensos 

em 500μL de isopropanol para a determinação dos níveis de colesterol total e triglicérides 
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usando kits colorimétricos comercialmente disponíveis (Labtest, códigos: 76-2/100  e 87-

2/250), de acordo com instruções do fabricante.. 

 

4.6. Avaliação do estresse oxidativo no fígado 

 

O estresse oxidativo hepático foi inferido através das análises da atividade das enzimas 

antioxidantes catalase e superóxido dismutase e dos níveis de substancias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS). 

 

4.6.1. Avaliação da atividade da Catalase  

 

 A atividade da catalase foi inferida de acordo com protocolo de Aebi, 1984, com 

algumas modificações. Em resumo, as amostras de fígado foram homogeneizadas em 

tampão fosfato 50mM (pH 7,0) e centrifugadas a 12000rpm por 10 minutos. O 

sobrenadante foi recolhido e os homogenatos do fígado foram dispostos em uma cubeta 

de quartzo com tampão fosfato 50 mM (pH 7,0) e H2O2 (0,3M). A atividade da catalase 

foi medida pelo decaimento da absorbância do H2O2 a 240 nm por um minuto utilizando 

espectrofotometria. Os cálculos foram feitos pela diferença de leitura no tempo final pelo 

tempo inicial, dividido pelo volume (mL) da amostra. O resultado é expresso por 

concentração de proteína (mg/mL), dosada pelo método de Lowry et al., 1951. 

4.6.2. Avaliação da atividade da SOD 

 

A atividade da SOD foi inferida pela análise da auto-oxidação do pirogalol de 

acordo com protocolo de Dieterich, et al., 2000, com algumas modificações. As amostras 

de fígado foram processadas da mesma forma como descrito para atividade da catalase. 

O sobrenadante foi recolhido e foi plaqueado 30 μL em duplicata, seguido da adição de 

99 μL de tampão fosfato, 6μL de MTT (brometo de dimetiltiazol-difeniltetrazolium) e 15 

μL de pirogalol a 100μM; para o branco, o pirogalol foi substituído por tampão fosfato e 

para o padrão, a amostra foi substituída por tampão fosfato. Após cinco minutos de 

incubação a 37ºC, a reação foi parada com 150μL de DMSO (dimetil sulfóxido), sendo a 

leitura realizada a 570nm. Uma unidade de atividade enzimática é a taxa que inibe 50% 
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da auto-oxidação do pirogalol conforme determinado pela mudança da absorbância/min 

a 570 nm. O teor de proteína foi mensurado pela técnica de Lowry et al., 1951, e a 

atividade da SOD foi expressa em unidades/mg de proteína. 

 

4.6.3. Níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS):  

 

A mensuração das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico foi realizada em 

microplacas de 96 poços, de acordo com o protocolo de Wallin et al.,1993. Os tecidos 

hepáticos (100mg) foram homogeneizados em 1,0 mL de PBS e mantidos no gelo durante 

todo o processo. O volume de 250μL do homogenato de cada amostra foi colocado em 

tubos de ensaio, onde foi adicionado 500μL da solução TBARS: ácido tricloroacético 

(TCA)15% p/v, ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,0375% p/v e HCl 0,25N (6,25mL de HCL 

4N para 100mL). As amostras foram então mantidas em banho-maria ferventes por 15 

minutos e então colocadas sob água corrente até esfriarem. Foi adicionado aos tubos 

750μL de álcool butílico, que foram, então, vigorosamente agitados. Após uma 

centrifugação a 3000rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi recolhido e plaqueado em 

duplicata; sendo a leitura realizada a 535nm. Uma curva padrão com o malondialdeido 

(MDA) foi construída. O resultado foi normalizado pela concentração de proteínas dos 

tecidos, e foi expresso em μmol de MDA/g de proteína. As proteínas foram mensuradas 

pela técnica de Lowry et al. 1951.  

 

4.7. Avaliação Eletrocardiográfica 

 

Para medir os parâmetros do eletrocardiograma, como a frequência cárdica, o 

intervalo PR, a duração do complexo QRS e o intervalo QT- corrigido, 25 a 26 dias após 

início de tratamento com dolutegravir ou veículo, os camundongos são anestesiados por 

via inalatória com isoflurano em dose de 3-5% (indução), 1-2% (manutenção), eletrodos 

adaptados são colocados na região subcutânea dos quatro membros dos animais e 

conectados a um módulo de aquisição de ECG para computador (TEB Tecnologia 

Eletrônica Brasileira Ltda), para posterior análise eletrocardiográfica. 
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4.8. Reatividade vascular sistema de banho de órgãos isolados 

 

A montagem dos anéis de aorta torácica foi feita conforme descrito pelo nosso 

grupo (L. Capettini et al., 2008; L. S. Capettini, Cortes, & Lemos, 2010). Os animais 

tratados com DTG ou grupo controle foram sacrificados por decapitação, a aorta torácica 

foi cuidadosamente removida, retirando-se o excesso de tecido adiposo. A artéria foi 

cortada em anéis de aproximadamente 2-3 mm. Para obtenção do registro de tensão 

isométrica, esses anéis foram montados em cubas para órgão isolado contendo solução 

de Krebs-Henseleit (em mmol/L: NaCl, 118,3; KCl, 4,7; MgSO4, 1,2; KH2PO4, 1,2; 

CaCl2, 2,5; NaHCO3, 25; glicose,11,1), aerada continuamente com mistura carbogênica 

(95% de O2 + 5% de CO2), mantida à temperatura de 37°C e pH=7,4. Duas hastes 

metálicas triangulares foram passadas através do lúmen do vaso. Um dos triângulos foi 

fixado na base, e o outro conectado verticalmente a um transdutor de tensão isométrica. 

Após a montagem, os anéis aórticos foram submetidos a uma tensão de repouso de 0,5 g, 

regulada na primeira hora do experimento para estabilização da preparação. Durante esse 

período, a solução nutridora foi trocada a cada 15 minutos, objetivando-se, dessa forma, 

evitar o acúmulo de metabólitos, como também à restauração dos níveis de glicose 

necessários ao metabolismo vascular. Os registros experimentais foram feitos com o uso 

de transdutores de tensão isométrica (World Precision Instruments, Inc., USA), 

conectados a um amplificador TBM4M, WPI, sendo este acoplado a um computador 

equipado com uma placa conversora analógico-digital utilizando-se o programa Windaq 

Data Acquisition (Dataq® Instruments, USA) para aquisição e análise dos dados 

experimentais. 

 Curvas concentração-resposta cumulativas à acetilcolina (10-9 a 10-4 mol/L) 

foram construídas, em vasos contendo endotélio funcional (>80%) pré-contraídos com 

fenilefrina 10-7mol/L, e seus efeitos foram comparados nas diferentes situações 

experimentais. A participação do NO e do H2O2 endoteliais na disfunção endotelial nos 

animais sob tratamento com DTG foram analisadas em experimentos realizados na 

presença de L-NAME (inibidor não seletivo das NOS, 300μM), em preparações contendo 

endotélio funcional. Objetivou-se, desta forma, avaliar o impacto do tratamento com o 

DTG sobre o relaxamento mediado pelas NOS ou ainda o efeito destes tratamentos sobre 

a contração mediada pela fenilefrina em aortas. Para avaliar o feito do superóxido no 

relaxamento vascular induzido pela acetilcolina os anéis de aorta foram incubados com 
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MnTMPyP (10 μM), um mimético de SOD. A contratilidade vascular foi avaliada com 

curvas concentração-resposta cumulativa à fenilefrina (10-9 a 10-5 mol/L). Os resultados 

de relaxamento vascular foram expressos como percentual de relaxamento e os resultados 

de contração como mN do vaso. 

 

4.9. Microscopia de fluorescência 

 

Para os experimentos de microscopia de fluorescência, os segmentos das aortas 

foram embebidos em meio para congelamento de tecidos (Tissue-Tek OCT Compound; 

Sakura®, USA), congelados em nitrogênio líquido e posteriormente cortados a 8µm em 

criostato. 

 

As lâminas contendo os cortes de aortas foram incubadas com sonda fluorescente 

intracelular para o NO (4-Amino-5-methylamino-2’,7’-difluorofluorescein, DAF-FM, 

5µmol/L; Invitrogen, USA), para H2O2 (dihydrodichlorofluorescein diacetate, H2-DCF-

DA, 5μmol/L; Invitrogen, USA), ou para superóxido (dihydroethidium, DHE, 5μmol/L; 

Invitrogen, USA) em PBS por 30 minutos no escuro e lavados duas vezes com PBS. Após 

a incubação, as lâminas foram montadas usando meio de montagem com DAPI - Prolong 

gold mounting media (Invitrogen, USA) para visualização dos núcleos.  

 

Para a imunolocalizacão de eNOS e nNOS no endotélio, as lâminas das aortas 

foram fixadas com acetona gelada, lavadas duas vezes com PBS, permeabilizadas e 

bloqueadas com tampão de bloqueio (Triton X-100 a 0,1% e BSA 1% em PBS) durante 

1 hora, seguido da incubação com os anticorpos primários anti-eNOS (1:100; policlonal  

feito em coelho, SC654; Santa Cruz Biotecnologia, USA,) e anti-nNOS (1:100; 

monoclonal feito em camundongo, SC5302; Santa Cruz Biotecnologia, USA) por 12 

horas a 4°C. Em seguida foi realizada a incubação com anticorpo secundário anti-coelho 

CFL488, SC362260 (1:200) e anti-camundongo  CFL 647, SC362286 (1:200) (Santa 

Cruz Biotecnologia, USA) por 2 horas à temperatura ambiente. As aquisições das 

imagens foram realizadas em microscópio Zeiss ApoTome2 no Centro de aquisição e 

processamento de imagens (CAPI) do ICB-UFMG. A intensidade de fluorescência foi 

analisada e corrigida pela densidade integrada e pela área selecionada.  
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4.10. Imunohistoquímica para nitrotirosina 

 

Os cortes de aorta incluídos em OCT foram tratados com peróxido de hidrogênio 

3% para bloquear a atividade da peroxidase endógena. Foi feito o bloqueio dos sítios 

inespecíficos com a solução Protein Block Serum-free (Dako). As lâminas foram 

incubadas por 2 horas com anticorpo anti-nitrotirosina (1:100) (Sigma-Aldrich, código 

N5663068k0555) em câmara úmida. Após a incubação com o anticorpo primário, foi feita 

a incubação com polímero de segunda etapa: EnVisionTM+Dial Link System-HRP 

(Dako), durante 1 hora à temperatura ambiente. Para evidenciar as áreas imunorreativas 

os cortes foram incubados com substrato cromógeno (Liquid DAB + substrate 

Chromogem System) por 5 minutos. Após contra coloração com Hematoxilina de Harris 

(Sigma®) por 25 segundos as lâminas foram montadas e analisadas em microscópio 

óptico em um aumento de 200x. A intensidade de imunorreatividade foi medida 

utilizando o programa Image-pro plus. 

4.11. Avaliação da pressão arterial  

 

A medida da pressão arterial sistólica foi determinada indiretamente pelo método 

de pletismografia de cauda nos dias 25 a 26 de tratamento. Inicialmente foi realizado um 

protocolo para adaptação dos camundongos ao sistema LE 5002 Non-Invasive Blood 

Pressure meter. Após tal período, a pressão arterial de cada animal, acordado, adaptado, 

foi aferida, utilizando-se 10 ciclos de medidas e a média aritmética foi calculada.  

4.12. Análise estatística  

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa Graph Pad 

Prism 7.0. Os dados obtidos resultados expressos por gráficos de barras foram 

comparados pelos testes t de Student para dados paramétricos, pelo teste Mann-Whitney 

para dados não paramétricos ou pelo método one-way ANOVA. Assumiu-se a 

significância quando p<0,05. Os resultados de relaxamento vascular foram representados 
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como o percentual de redução de contração em resposta à acetilcolina. Os dados de 

contração, por sua vez, foram expressos em mN/mm, considerando a força desenvolvida 

pelo vaso e o comprimento do anel. As curvas concentração-resposta cumulativas foram 

analisadas ponto-a-ponto através do método two-way ANOVA para medidas repetidas, 

seguidas de testes de comparação do tipo BONFERRONI. Os valores de EC50 foram 

determinados através de regressão não linear das curvas obtidas nos experimentos, 

representando a concentração da droga que produziu 50% da redução da contração ou do 

relaxamento e o Emáx foi a resposta máxima de relaxamento ou contração.  
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5. RESULTADOS 

5.1. GLICEMIA E PERFIL LIPIDICO SÉRICO.  

A administração de DTG não induziu alterações da glicemia de jejum, quando 

comparado ao controle (Figura 2). 
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Figura 2. Glicemia de jejum. (A). As barras representam média ± erro padrão; (A) n=6-8 por 
grupo; Teste t de students (p>0.05 sem diferença estisticamente significativa). 

 

O tratamento com Dolutegravir também não alterou os níveis séricos de colesterol 

(Figura 3A), da fração HDL do colesterol (Figura 3B), do colesterol não-HDL; Figura 

3C) nem de triglicerídeos (Figura 3D). 

 
Figura 3. Perfil lipídico sérico. (A) Colesterol total (mg/dL). (B) fração HDL do colesterol 
(mg/dL). (C) Colesterol não HDL. (D) triglicerídeos (mg/dL). As barras representam média ± 
erro padrão; n=6-8 por grupo. Teste t de students (*p<0.05). 



41 
 

 

5.2. PARÂMETROS HEPÁTICOS 

5.2.1. Transaminases hepáticas 

 

 Foram avaliadas as transaminases de interesse clinico, transaminase glutâmica 

oxalacética (TGO) e transaminase glutâmica pirúvica (TGP). O tratamento com 

Dolutegravir não aumentou significativamente os níveis de TGO (Figura 4A), mas 

aumentou significativamente os níveis séricos da TGP (Figura 4B), sugerindo lesão 

hepática. 

 

Figura 4. Transaminases hepáticas. (A) TGO. (B) TGP. As barras representam média ± erro 
padrão; (A) n=6-8 por grupo; Teste t de students (*p<0.05). 

 

5.2.2. Histopatologia hepática 
 

Os fígados dos animais tratados com DTG apresentaram alterações na avaliação 

histopatológica: dentro destas se destacam a degeneração de tipo esteatose 

microvesicular, além de um aumento no infiltrado de linfócitos, como mostram as figuras 

representativas dos grupos CT e DTG (Figura 5). 
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Figura 5. Cortes histológicos de fígado corados com hematoxilina e eosina. No grupo CT 
observaram-se caraterísticas típicas do órgão. Hepatócitos formando cordões entremeados pelos 
sinusoides hepáticos. O espaço porta com caraterísticas histológicas normais. Marcado com *: 
macrófagos hepáticos (células de Kuffer). Marcado com #: túbulo. No Grupo DTG: espaço porta 
evidenciando marcada degeneração hidrópica e esteatose. Marcado com cabeça de seta: célula 
em anel de sinete típica da esteatose onde os vacúolos lipídicos deslocam o núcleo à periferia. As 
setas brancas mostram congestão hemática. 

 

5.2.3. Score de esteatose 
 

Observou-se um score de 1 em todos os animais do grupo tratado com Dolutegravir, 

correspondendo a um 5- 25% dos hepatócitos com esteatose hepática (Figura 6). 

 

Figura 6. Score de esteatose em cortes de fígados corados com H&E. N=5-6. Teste Mann 
Whitney (*p<0.05). 

 

5.2.4. Score de inflamação 

Encontrou-se um score de 1 no grupo tratado com Dolutegravir, correspondendo 

a 1 a 2 células inflamatórias infiltrando o parênquima por cm2. 
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Figura 7. Score de inflamação em cortes de fígados corados com H&E. N=6. Teste Mann 
Whitney (*p<0.05). 

 

5.2.5. Concentração de lipídios hepáticos 

Os fígados dos camundongos tratados com Dolutegravir apresentaram um 

aumento significativo na concentração de lipídios totais (Figura 8A) e de triglicérides 

(Figura 8C). Contudo, não houve aumento significativo do conteúdo hepático de 

colesterol (Figura 8B). 

 

 
Figura 8. Concentração de lipídios hepáticos. (A) Lipídios hepáticos totais (mg/g).  (B) 
Colesterol hepático (mg/g). (C) Triglicérides hepáticos (mg/g). As barras representam média ± 
erro padrão; n=6-8 por grupo. Teste Mann-Whitney e teste t de students (*p<0.05). 
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5.3. AVALIAÇÃO DO STATUS OXIDATIVO HEPÁTICO 

 

A fim de se avaliar o status oxidativo no fígado, foram quantificadas as 

concentrações de malondialdeído (MDA), uma das principais substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) e importante produto da peroxidação lipídica, assim como 

a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e catalase. O 

Dolutegravir, foi capaz de aumentar, a concentração de MDA (Figura 9A) e diminuir a 

atividade enzimática da SOD (Figura 9B). Não foi encontrada diferença entre os grupos 

quanto à atividade enzimática da catalase (Figura 9C). 

 

 
Figura 9. Status oxidativo hepático. (A) Peroxidação lipídica no fígado avaliada através da 
dosagem de TBARS. (B) Atividade enzimática da superóxido dismutase (SOD). (C) Atividade 
enzimática da catalase. As barras representam média ± erro padrão; n=6-8 por grupo.  Teste t de 
students (*p<0.05). 
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5.4. REATIVIDADE VASCULAR SISTEMA DE BANHO DE 

ÓRGÃOS ISOLADOS 

 

5.4.1. Efeito do DTG no relaxamento vascular induzido pela acetilcolina 
 

Foram realizadas curvas de concentração resposta cumulativa a Acetilcolina, em 

anéis de aorta torácica pré-contraídos com fenilefrina na presença de endotélio funcional, 

observando-se uma diminuição da resposta máxima no grupo tratado com Dolutegravir 

(Figura 10A; Emáx CT: 93,09 ± 1,7 %, N=12; Emáx DTG: 79,0±2,5 %, N=16). 

Posteriormente foi avaliada a contribuição do NO através da inibição não-seletiva das 

NOS com L-NAME. O L-NAME aboliu o efeito relaxante da acetilcolina nos grupos 

experimentais (Figura 10A; Emáx CT+L-NAME: -9,18 ± 0,9, N=5, Emáx DTG+L-

NAME: -11,2 ± 5, N=5). Contudo, a análise do delta das áreas sob a curva dos grupos 

controle e DTG mostram que o delta do grupo DTG é menor, sugerindo uma menor 

participação do NO no relaxamento induzido pela ACh ou uma disfunção endotelial pela 

deficiência da via do NO (Figura 10B). 
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Figura 10. Efeito do DTG no relaxamento vascular induzido pela acetilcolina. (A) Curvas de 
resposta vasodilatadora a Ach (10-9-10-4mol / L) em aneis de aorta de camundongos controle e 
tratados com DTG incubados ou não com L-NAME. (B) Delta AUC L-NAME. Os resultados são 
expressos como média ± erro padrão. Para reatividade vascular (n = 16-5), as percentagens médias 
de relaxamento (curvas Ach) foram comparadas por análise de variância (ANOVA a dois fatores). 
* Representa uma diferença significativa (*** p <0,001 quando comparado ao CT) (** p <0,01 
quando comparado ao CT).  

 

5.4.2. Efeito do superóxido no relaxamento vascular induzido pela acetilcolina  
 

O MnTMPyP é um mimético de SOD, permeável a membrana celular. Assim 

sendo, atua reduzindo a biodisponibilidade de superóxido (O·̄2). Para avaliar a 

contribuição do superóxido na diminuição do relaxamento induzido por acetilcolina anéis 

de aorta torácica foram incubados por 10 minutos com MnTMPyP, posteriormente pré-

contraidos com fenilefrina e foram realizadas curvas de concentração resposta cumulativa 

a Acetilcolina na presencia de endotélio funcional. Não foi observada melhora 

significativa da resposta máxima no grupo tratado com Dolutegravir (Emáx DTG: 

79,04±2,4 %, N=16 e Emáx DTG MnTMPyP: 86,43 ± 7,0, n=5), assim como no grupo 

controle (Emáx CT: 93,09 ± 1,7 %, N=12 e Emáx CT MnTMPyP: 95,51±2,5 N=5), 

sugerindo que a redução no relaxamento no grupo DTG não foi devido a um aumento na 

produção de radicais superóxido (Figura 11).  
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Figura 11. Efeito do superóxido no relaxamento vascular induzido pela acetilcolina. (A) Curvas 
de resposta vasodilatadora a Ach (10-9-10-4 mol / L) em anéis de aorta torácica de camundongos 
controle e tratados com DTG incubados ou não com MnTMPyP. Os resultados são expressos 
como média ± erro padrão. Para reatividade vascular (n = 16-5), as percentagens médias de 
relaxamento (curvas Ach) foram comparadas por análise de variância (ANOVA a dois fatores). * 
Representa uma diferença significativa (**** p <0,0001, ***p˂0,001, ** p˂0,01, quando 
comparado ao CT).  

 
 Tabela 3. Valores de Emáx dos resultados dos experimentos de relaxamento 

vascular. 

Fármacos Controle DTG 
ACh 93,7 ± 1,7 % *** 79,0 ± 2,4% 
ACh + L-NAME -9,1 ± 0,9 % -11,2 ± 5,0 % 
ACh + MNTMPYP 95,5 ±2,5 % 86,4 ± 7,0 % 

Os resultados são expressos como média ± erro padrão. Para reatividade vascular (n= 16-
5), (*** p <0,001 quando DTG Ach comparado ao CT Ach). Teste t de students. 

 

5.4.3. Efeitos do tratamento com DTG na contratilidade vascular 
 

O próximo passo foi avaliar se o tratamento com DTG geraria alterações na 

contratilidade induzida pela fenilefrina. Curvas concentração-resposta de fenilefrina 

foram construídas na ausência e presença do L-NAME (300μM). O DTG não foi capaz 

de alterar o padrão de contração induzida pela fenilefrina (Figura 12). Para valores de 

(Emáx CT: 2,7 ± 0,2 %, N=9 e Emáx DTG: 2,4 ± 0,2, N=13, Emáx CT+ L-NAME: 3,8± 

0,6 %, N=7 e Emáx DTG+L-NAME: 3,0±0,2 N=11). 
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Contudo, o L-NAME aumentou a contração induzida por Fenilefrina de maneira 

mais acentuada no controle do que nos tratados com DTG (Figura 12).  

 

 
Figura 12. (A) Curvas de resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina no controle (n=9), 
tratado com DTG (n= 13), controle + LNAME (n= 7), DTG + L-NAME (n= 11). (B) Delta AUC 
L-NAME. Os resultados são expressos como média ± erro padrão. Para reatividade vascular, as 
percentagens médias foram comparadas por análise de variância (ANOVA a dois fatores). * 
Representa uma diferença significativa (**** p <0,0001, ***p˂0,001, ** p˂0,01, quando 
comparado ao CT). Para Delta AUC L-NAME Teste t de students (*p<0.05). 

 

Tabela 4. Valores de Emáx dos resultados dos experimentos de contração vascular. 

Os resultados são expressos como média ± erro padrão. Para reatividade vascular 

(n = 13-7), (***p <0,001 quando CT Fenil comparado ao CT Fenil+L-NAME e quando 

 Controle DTG 
Fenil 2,7 ± 0,2 %*** 2,4  ± 0,2 %** 
Fenil + L-NAME 3,8 ± 0,6 %*** 3,0±0,2 % 



49 
 

 

CT Fenil+L-NAME comparado ao DTG Fenil+L-NAME, **p <0,01 quando DTG Fenil 

comparado ao DTG Fenil+L-NAME). Teste t de students. 

5.5. Produção de NO, superóxido e peróxido de hidrogênio. 

 

Baseados nesses dados, resolvemos investigar a produção de oxido nítrico, 

superóxido e peróxido de hidrogênio na aorta dos animais controle e tratados com 

Dolutegravir, por microscopia de fluorescência usando as sondas seletivas para estas 

espécies reativas. O tratamento com DTG levou a uma diminuição na disponibilidade de 

NO (Figura 13A), más não houve diferença na disponibilidade de superóxido (Figura 

13B) e peróxido de hidrogênio (Figura 13C), o que suporta os nossos achados de 

reatividade vascular.  

 
Figura 13. Medidas da produção de NO, superóxido, H2O2 por fluorescência em cortes de aorta 
torácica de animais tratados com DTG e controles. (A) Intensidade de fluorescência do DAF-
FM. (B) Intensidade de fluorescência do DHE –DA. (C) Intensidade de fluorescência do 
DCFH-DA. Dados expressos em unidades arbitrarias de fluorescência e as barras 
representam média ± erro padrão; n=5 por grupo.  Teste t de students (*p<0.05). 
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5.6.  Imunodeteccão de eNOS e nNOS por microscopia de 

fluorescência em cortes de aorta torácica  

 

Posteriormente avaliamos a expressão da eNOS e nNOS por imunofluorescência 

nos cortes de aortas. Os experimentos de imunofluorescência demonstram que há 

diminuição na expressão de ambas, eNOS (Figura 14A) e nNOS (Figura 14B), na camada 

endotelial da aorta dos animais tratados com DTG.  

 

 
 
Figura 14. Determinação da expressão de eNOS e nNOS por imunofluorescência em cortes de 
aorta torácica de animais tratados com DTG e controles. (A) Intensidade de fluorescência de 
eNOS (B) Intensidade de fluorescência de nNOS. Dados expressos em unidades arbitrarias de 
fluorescência e as barras representam média ± erro padrão; n=5 por grupo.  Teste t de students 
(*p<0.05). 
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5.7. Medida da produção de nitrotirosina por imunohistoquímica 

 

A nitrotirosina é um marcador de dano causado pelo peroxinitrito às proteínas e 

um indicador do estresse oxidativo. A expressão de nitrotirosina foi analisada pela técnica 

de imunohistoquímica. Nós observamos um aumento significativo da marcação para 

nitrotirosina no grupo tratado com DTG (Figura 15), sugerindo que, além da redução da 

expressão das NOS, a redução do NO e consequente redução do relaxamento poderia 

envolver a produção de peroxinitrito. 

 

 
Figura 15. Determinação da produção de nitrotirosina por imunohistoquímica em cortes de aorta 
torácica de animais tratados com DTG e controles. (A) Imagens representativas da 
imunohistoquímica para nitrotirosina em aorta dos grupos experimentais. (B) Níveis de 
nitrotirosina, os valores em porcentagem de área marcada representam a expressão de 
nitrotirosina nos cortes de aorta torácica. Os dados representam a média ± erro padrão (n=4 para 
cada grupo).  Teste t de students (*p<0.05). 

5.8. Pressão arterial sistólica 

 

Foi feita a mensuração da pressão arterial sistólica caudal e os valores, são 

apresentados na Figura 16. Foi verificado que os grupos de animais controle e DTG não 

apresentaram diferenças significativas entre si.  



52 
 

 

C T
D T G

0

5 0

1 0 0

1 5 0

p
re

ss
ã

o
 a

rt
e

ri
al

 s
is

tó
li

c
a 

m
m

H
g

 
Figura 16. Pressão arterial sistólica de camundongos tratados com DTG e controles. Valores 
expressos em médias ± EPM (n=7 – 8). Teste t de students (*p<0.05).  

 

5.9. Avaliação eletrocardiográfica 

 

Para avaliar o efeito do tratamento com Dolutegravir nas propriedades elétricas 

cardíacas, sinais eletrocardiográficos foram registrados. Traçados representativos do 

eletrocardiograma são observados na Fig. 17A.  Não houve diferença significativa nos 

intervalos PRi, QTc, duração do QRS nem na frequência cardíaca entre os grupos (Fig. 

17C-17F). 

 
Figura 17. Traçados representativos do eletrocardiograma. (A) Eletrocardiograma com 
morfologia normal, Eletrocardiograma com ondas P, complexo QRS e T normais, de um animal 
do grupo tratado. (B). Frequência cardíaca. (C) Intervalo PR. (D) Duração do complexo QRS. (E) 
intervalo QTc. As barras representam média ± erro padrão; n=6-12 por grupo.  Teste t de students 
(*P<0.05).  
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5.10. Histopatología cardíaca 

Foram avaliados cortes histológicos corados com HE de coração para determinar 

a presença de alterações na morfologia e disposição dos cardiomiócitos e não se 

observaram diferenças significativas entre os grupos (Figura 18). Foi mensurada a área 

celular, constatando que não houve diferença entre os grupos . 

 

 

Figura 18. (A) Cortes histológicos de coração corados com hematoxilina e eosina. 

Observa-se a arquitetura do tecido cardíaco normal nos grupos controle e tratado com 

Dolutegravir. (B) Área celular dos cardiomiócitos (n = 4). 
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6. DISCUSSÃO 
 

A doença cardiovascular é uma importante causa de morbimortalidade em pessoas 

com vírus da imunodeficiência humana . O risco de doença cardiovascular aterosclerótica 

é maior na pessoas vivendo com HIV em comparação às pessoas não infectadas  

(Feinstein et al., 2019).  A prevenção cardiovascular em pacientes infectados pelo HIV é 

um desafio tanto para cardiologistas quanto para médicos envolvidos no 

tratamento/controle da infecção.  

No presente estudo, investigamos os efeitos cardiometabólicos do medicamento 

antirretroviral Dolutegravir (DTG) disponível comercialmente, em um modelo de 

camundongos C57BL/6.  

O Dolutegravir é um inibidor de integrase recente e faz parte de vários regimes 

iniciais preferenciais de TARV para a maioria das pessoas com HIV desde 2017.  

Frequentemente os pacientes têm substituído terapias antirretrovirais antigas para terapias 

que incluem o Dolutegravir, por seus inúmeros benefícios como alta potência, menor 

toxicidade e alta barreira genética. 

O perfil lipídico sérico dos animais neste estudo foi avaliado ao término do 

experimento e encontramos que o DTG não alterou os níveis de colesterol total, colesterol 

HDL, fração aterogênica nem triglicérides dos animais quando comparados com o grupo 

controle. Nossos dados confirmam as observações iniciais sugerindo um efeito mínimo 

do dolutegravir e outros inibidores da integrase nos lipídios séricos em humanos 

(Ofotokun et al., 2015; Quercia et al., 2015). 

Foi demonstrado anteriormente que certos tipos de ITRN e de IP poderiam induzir 

resistência à insulina in vitro e in vivo (Honnapurmath & Patil, 2017). Em nosso trabalho, 

observamos que o tratamento de camundongos C57BL/6 com dolutegravir por 4 semanas 

não tem efeitos nos níveis de glicose plasmática. Os INIs tem sido pouco associados a 

resistência à insulina, no entanto, existem relatos de casos associando INIs como o 

dolutegravir e raltegravir a hiperglicemia, o que foi melhorado após interrupção da droga 

(Fong et al., 2017; McLaughlin et al., 2018). Os mecanismos pelos quais os INIs podem 

ter efeitos metabólicos não são conhecidos. 

Em nosso estudo, foi observada infiltração gordurosa hepática semelhante à 

DHGNA, nos camundongos tratados com DTG por 4 semanas, em associação com 



55 
 

 

aumento dos níveis de triglicérides hepáticos e da TGP sérica. A TGP é produzida 

principalmente no fígado sendo um melhor indicador para avaliação da integridade 

celular hepática que a TGO  (Giannini et al., 2005). 

A toxicidade hepática tem sido associada a terapias com outros antirretrovirais 

como os ITRN e é reconhecido que alguns dos IP podem atuar diretamente nos 

hepatócitos e interferir em muitas vias metabólicas lipídicas (Flint et al., 2009). Estudos 

in vitro e in vivo indicam que os IP estimulam a síntese de novo de triglicérides, ácidos 

graxos e colesterol nas células hepáticas, o que causa, consequentemente, hepatomegalia 

e esteatose (Riddle et al., 2001; Riddle et al., 2002) e essas anormalidades, foram 

especialmente pronunciadas após a alimentação com uma dieta rica em gorduras do tipo 

ocidental. Embora os INIs, e particularmente o DTG ainda não tenha sido considerado 

hepatotóxico, nossos camundongos tratados com DTG exibiram TGP elevada em 

comparação com os controles e esse aumento evidencia a ocorrência de lesão hepática 

causada pelo DTG. Com um aumento significativo na concentração de lipídeos totais, 

particularmente dos triglicerídeos, os quais são o componente principal das lesões de 

esteatóticas, características da doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA). 

Esse achado é importante como fator de risco cardiovascular, tendo em vista a 

relação entre doença hepática gordurosa e doença cardiovascular. A DHGNA é 

atualmente considerada um fator de risco independente no desenvolvimento da doença 

cardiovascular. Evidências associam a DHGNA com disfunção endotelial, aumento da 

velocidade da onda de pulso, aumento da calcificação arterial coronariana e aumento da 

espessura da íntima-media carotídea, todos marcadores estabelecidos para doença 

cardiovascular (Francque et al., 2016). 

Alguns estudos também relataram a associação de níveis aumentados de TGP e 

doença cardiovascular (Schindhelm et al., 2007; Yun et al., 2009) sugerindo que, em 

pacientes sem hepatite viral ou consumo excessivo de álcool, a maioria com DHGNA, 

aqueles com TGP elevado tinham um risco mais alto de doença cardiovascular do que 

aqueles com atividade normal de TGP (Ioannou et al., 2006). 

Em nosso estudo, a peroxidação lipídica hepática também foi elevada no grupo 

tratado com DTG, indicando estresse oxidativo hepático. Todos esses eventos ainda são 

intensificados pela redução da atividade das enzimas antioxidantes, como a SOD o que 

torna o tecido hepático mais vulnerável. Vários antirretrovirais têm sido associados com 

um aumento do estresse oxidativo que não se limita ao endotélio, já os ITRN 
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demonstraram a capacidade de induzir estresse oxidativo no cérebro, rim, fígado e outros 

tecidos (Glover et al., 2014). 

Durante os experimentos de reatividade vascular, realizamos curvas-concentração 

resposta à acetilcolina e fenilefrina, verificando que o DTG alterou a resposta de 

relaxamento, mas não alterou a contração vascular mediada por fenilefrina. Nossos dados 

estão em concordância com alguns estudos que também demonstraram diminuição do 

relaxamento sem alteração da resposta contrátil após tratamento ex vivo com efavirenz  

(Faltz et al., 2017). 

Posteriormente avaliamos a via das NOS através do uso do inibidor não seletivo 

LNAME, e observamos que, como esperado, o L-NAME aboliu a resposta vasodilatadora 

em aortas dos animais tratados ou não com DTG. Contudo, o delta da área sob a curva 

foi menor no grupo tratado sugerindo uma menor produção de oxido nítrico nesse grupo.  

Nossos achados indicam que o DTG induz disfunção endotelial, mas não está claro se 

essas diferenças são devidas a mecanismos tóxicos adicionais ou simplesmente a um 

maior grau de estresse oxidativo.  

Os achados no presente estudo parecem resultar de um declínio na biodisponibilidade de 

NO. Esse efeito pode ser resultante de uma redução na biossíntese de NO, uma vez que 

houve diminuição da expressão de eNOS e nNOS, bem como de uma inativação do NO 

por superóxido, levando a produção de peroxinitrito. Portanto, é provável que estresse 

oxidativo mediado por DTG seja responsável por prejudicar a atividade de eNOS, nNOS 

e, portanto, o relaxamento vascular. Além disso, não sabemos por quais mecanismos o 

DTG leva a redução da expressão das NOS na camada endotelial. Apesar de nos 

questionarmos se a lesão hepática estaria associada as alterações vasculares, dados 

preliminares do nosso grupo com cultura celular sugerem que o DTG induz diretamente 

uma  redução na expressão da eNOS (dados ainda não publicados). 

Na presença de estresse oxidativo, os níveis de superóxido aumentam significativamente, 

o NO reage com o O·̄2, em uma reação limitada à difusão de NO e aproximadamente seis 

vezes mais rápida que a dismutação de O·̄2 pela SOD (Beckman & Koppenol, 1996), esta 

reação produz um oxidante potente, o peroxinitrito (ONOO-). Esse fato poderia explicar 

nosso resultado de diminuição na produção de NO sem observar uma diferença na 

produção de superóxido nas aortas, devido a que o O·̄2 poderia já ter reagido com oxido 

nítrico formando peroxinitrito rapidamente.  
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Uma vez formado, o peroxinitrito pode modificar quimicamente aminoácidos, ácidos 

nucleicos e proteínas e peptídeos contendo tiol. O peroxinitrito é um dos responsáveis 

pela modificação oxidativa de proteínas formando a nitrotirosina (sendo esta, portanto, 

um marcador indireto do peroxinitrito). Níveis elevados de nitrotirosina são comumente 

encontrados em muitas condições patológicas onde há excesso na produção de NO e/ou 

radicais superóxido.  

Muitos estudos demonstram que a nitração de proteínas é evidenciada em diferentes 

estágios da aterosclerose e a nitrotirosina aumentada também é observada no 

remodelamento vascular com formação de neointima (Mu et al., 2008). Em nosso 

trabalho houve aumento de nitrotirosina nas aortas dos animais do grupo DTG, sugerindo 

aumento da oxidação proteica mediada por peroxinitrito. Assim, vale ressaltar que este 

efeito evidencia um maior estresse oxidativo ocasionado pelo DTG e provavelmente é o 

responsável pela menor atividade de eNOS e nNOS e menor biodisponibilidade de NO 

induzindo, portanto, prejuízo no relaxamento vascular.  

No entanto, os resultados relatados aqui não sugerem um possível benefício dos 

antioxidantes como terapia adjuvante para prevenir a disfunção endotelial induzida por 

tratamentos com DTG e mais estudos são necessários para investigar a possibilidade de 

mecanismos adicionais de toxicidade. 

Nosso próximo passo foi avaliar o efeito do DTG sobre a pressão arterial sistólica. 

Não foi encontrada diferença entre os grupos. Este resultado foi esperado tendo em vista 

que o impacto da disfunção endotelial gerada pelo DTG não é suficiente para alterar a 

resposta contrátil como observado nos experimentos de reatividade vascular. Ainda há 

controvérsia se a exposição a medicamentos antirretrovirais (ARV) representa um risco 

adicional para o desenvolvimento de hipertensão. Enquanto alguns estudos relataram um 

risco aumentado de hipertensão naqueles expostos a ARV em geral (Nduka et al., 2016), 

outros não observaram essa associação (Hatleberg et al., 2018). 

Na avaliação da histopatología cardíaca não observamos alterações associadas ao 

tratamento com Dolutegravir. No entanto na avaliação eletrocardiográfica no grupo 

tratado foram encontrados eletrocardiogramas sem alterações e animais com traçados 

eletrocardiográficos com achados como: PR prolongado indicando bloqueio do nó AV de 

primeiro grau, complexo QRS indicando possível distúrbio de condução intraventricular 

/ bloqueio de ramo, sendo necessária realização de novos estudos eletrofisiológicos  para 
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confirmação de resultado. Como em qualquer estudo, nossos achados devem ser 

interpretados com cautela e no contexto dos benefícios que o DTG proporciona. 

Os pacientes infectados pelo HIV tomam uma associação de medicamentos para 

controlar a carga viral e isso dificulta a identificação dos efeitos colaterais causados por 

medicamentos individuais. A principal desvantagem dos estudos sobre os efeitos 

adversos dos medicamentos antirretrovirais é que eles podem envolver variações de 

paciente para paciente, tornando mais difícil a escolha da terapia certa para cada 

indivíduo.  

Todos os pacientes infectados pelo HIV candidatos à terapia antirretroviral e os 

pacientes já em tratamento devem ser submetidos a uma avaliação que inclua análise do 

risco cardiovascular com as diretrizes atualmente disponíveis. 

 

São necessários novos estudos para descobrir o mecanismo de toxicidade dos novos 

medicamentos antirretrovirais.  Isso ajudará a se estruturar a combinação mais adequada 

de medicamentos a serem administrados, bem como a se produzir novos medicamentos 

ou modificar os medicamentos existentes para manter a eficácia antiviral sem interferir 

nas funções endotelial e hepática. E também é necessário ampliar a pesquisa de 

suplementos alimentares como antioxidantes, que podem ajudar a reduzir, algumas das 

complicações decorrentes de tratamentos medicamentosos. 
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7. CONCLUSÃO 
 

Os resultados deste trabalho permitem concluir que o tratamento de longo prazo  

com DTG induziu disfunção endotelial, mediada pela diminuição da biodisponibilidade 

de NO,  da expressão de eNOS e nNOS, sem alteração da resposta contrátil e também 

induziu esteatose e aumento do estresse oxidativo hepático, mas não alterou o perfil 

lipídico, glicemia, histologia cardíaca nem a pressão arterial em camundongos C57BL/6J.  
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