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RESUMO

As comorbidades respiratorias em pessoas infectadas pelo virus HIV tendem a desenvolver
complicagdes associadas as coinfec¢des oportunistas. Este estudo teve como objetivo avaliar
0s aspectos morfologicos e funcionais das plaquetas de pacientes com HIV / AIDS com
comorbidades respiratorias. Neste estudo, foi demonstrado que pacientes HIV/AIDS
coinfectados com tuberculose (Th) mostraram alteracdo plaquetaria e tiveram maior chance de
risco de obito. A analise de marcadores inflamatorios mostrou que os niveis de IL-6 foram
elevados e associados ao Obito (p=0.028), comorbidades (neuroldgicas e digestivas),
manifestacdes hematoldgicas (p=0.0094) e contagem de células T CD4+ (p=0.0105). As
alteracdes na contagem de plaguetas nos pacientes HIV/AIDS com comorbidade respiratdria
foram ou por plaquetopenia (p=0.0059) e ou plaquetocitose (p=0.022).. A analise
morfolégica mostrou duas subpopulagdes de plaquetas CD41+DHE+ (reticuladas) e
CD41+DHE- (maduras). As plaquetas dos pacientes com HIV-Tb responderam ao estimulo
com adrenalina aumentando o numero de eventos sugerindo fragmentacdo desta
subpopulacéo. Apesar de ainda nédo estar claro o mecanismo envolvido nestas complicagdes, a
inflamacdo e as alteragcbes nas respostas de plaquetas parecem ser importantes fatores

associados a progressao da infeccdo pelo HIV e ébito.

Palavras chave: HIV/AIDS, comorbidade respiratéria, inflamacéo, plaquetas.



ABSTRACT

Respiratory comorbidities is major causes of hospital admission among people living with
HIV worldwide, and their outcome is poor when associated with opportunistic coinfections.
This study aimed to evaluate the morphological and functional aspects of the platelets of
HIV/AIDS patients with respiratory comorbidities. In this study, tuberculosis coinfected
HIV/AIDS (HIV/AIDS-TB) patients showed a higher risk of death, higher IL-6 levels was
associated with death (p=0.028), comorbidities (neurological and digestive), hematological
manifestations (p=0.0094) and CDA4+T cell counts (p=0.0105). Platelet abnormalities
observed in HIV/AIDS-TB were due either thrombocytopenia (p=0.0059) or thrombocytosis
(p=0.022). Morphological analysis showed different behavior of two subpopulations of
CD41+/DHE+ (reticulated) and CD41+/DHE- (mature) platelets when they were stimulated
with adrenaline. The mature platelets of HIV/AIDS-TB responded increasing the number of
events suggesting fragmentation of this subpopulation. Although the mechanism involved in
these complications is unclear, inflammation and changes in platelet responses appear to be

important factors associated with progression of HIV infection and death.

Key-words: HIV/AIDS, respiratory comorbidities, inflammation, platelets.
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1. INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é uma pandemia mundial e
estima-se que aproximadamente 37 milhdes de pessoas em todo o mundo estdo infectadas
pelo HIV (NASSER et al., 2018). N&o obstante, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) esta associada a alta mortalidade e morbidade nestes individuos (FETTING et al.,
2014). Desde o inicio da epidemia ocorreram 35 milhdes de mortes por causas relacionadas a
AIDS, sendo 1,3 milhdo de mortes somente em 2017 (UNAIDS, 2018). No Brasil, neste
mesmo ano, foram registrados aproximadamente 16,4 mil casos de HIV, 15,7 de AIDS e 12,4

mil mortes por causas associadas a AIDS (BRASIL, 2017).

Tem-se observado nos ultimos anos uma mudanca no perfil epidemioldgico da
infeccdo pelo HIV. O advento da terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART) fez com
que houvesse um declinio exponencial na mortalidade e morbidade associadas ao HIV/AIDS,
refletindo na melhora da qualidade de vida, e consequentemente no crescimento das taxas de
sobrevida nesta populacdo (WANG et al., 2016). Nesse contexto, a mortalidade nesses
individuos passou a ser associada a causas subjacentes ndo convencionais ao HIV, tais como
complicacBes decorrentes da ativacdo imunoldgica crbnica e inflamacgdo, que estariam
ocasionando o aumento de comorbidades, dentre elas as respiratorias (LORENC et al., 2014;
GALLANT et al., 2017).

Pessoas vivendo com HIV (PVHIV) podem apresentar elevada prevaléncia de
doencas respiratérias (DRUMOND & KIRK, 2014), e que em parte, se deve ao
estabelecimento do processo imunossupressivo, mas também a outros fatores de risco, tais
como comportamental (tabagismo) e/ou clinico (co-infeccBes) (MARINCU et al., 2015).
Assim, em algum momento do transcorrer da infeccdo, a pessoa vivendo pode manifestar

algum sintoma e/ou patologia respiratéria (ALINAGHI et al., 2011).

As doengas respiratorias de origem infecciosa sdo as mais comuns e as principais
causas de Obito nestas pessoas (GINGO et al., 2013), com destaque para tuberculose
(BRUCHFELD et al., 2015) e pneumonia (FELDMAN, 2005). Contudo, doengas cronicas,
como a insuficiéncia respiratoria (que também pode ser decorrente do agravamento das
doencas infecciosas), frequente em PVHIV internadas, ndo podem ser excluidas (SARKAR &
RASHEED, 2013).
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Os quadros clinicos de doengas respiratérias em pacientes HIV podem ser ainda
agravados pelo processo de ativagdo plaquetéria, induzido pela exacerbagdo do constante
estado inflamatoério nesses pacientes (BOZZA et al., 2009). Sabe-se que a infec¢édo pelo HIV
estd frequentemente associada com um déficit da funcdo plaquetaria, aumento dos niveis de
ativadores plaquetarios e exacerbagdo da ativacdo plaquetaria (KIEBALA et al., 2015). Além
disso, as plaquetas parecem influenciar na historia natural da infec¢do pelo HIV, uma vez que,
0 aumento da sua contagem relaciona-se com a carga viral e progressdo da doenca
(TSEGAYE et al., 2013). Contudo, hd uma escassez de dados sobre a funcdo plaquetéria na
infecgdo pelo HIV, principalmente associada & comorbidades respiratdrias, porém indicios de
que estes pacientes teriam uma reatividade plaquetaria alterada ja foram descritos
(SATCHELL et al., 2010).

Uma anélise retrospectiva das principais comorbidades encontradas em pacientes
HIV/AIDS internados na FMT-HVD apontou a maior frequéncia de comorbidades
respiratorias associada ao risco de oObito (dados ndo publicados). Desse modo, elaboramos a
hipGtese de que pacientes HIV/AIDS com comorbidade respiratoria apresentavam atividade
plaquetaria alterada. A constatacdo desta forneceria embasamento para compreensdo da
funcdo plaquetéria durante o curso da infeccdo pelo HIV frente a complicacBes respiratorias,

além do possivel envolvimento das plaguetas na patogénese destas complicagdes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Epidemiologia HIV e HIV/AIDS

A Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (do inglés: Acquired Immunodeficiency
Syndrome — AIDS) é definida de acordo com o Centers for Diseases Control and Prevention
(CDC) como uma doenga de carécter infecciosa que tem como agente o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), cuja principal caracteristica € reducdo da contagem de
células T CD4+ que por sua vez tornam seus portadores imunodeprimidos ou
imunodeficientes. A imunossupressao que leva ao surgimento da AIDS geralmente aparece
quando a contagem absoluta de células T CD4+ for < 200 cel/mm?® de sangue, ou o percentual
de CD4 for < 14% (CASTRO et al., 1993).

O recente levantamento da The Joint United Nations Programme on HIV/AIDS
(UNAIDS) apontou 1,8 milh&o de novas infec¢des pelo HIV no mundo em 2016, alcangando
um total de 36,7 milhdes de pessoas vivendo com HIV (UNAIDS, 2018). Em contrapartida,
as mortes por causas associadas a AIDS declinaram 48% desde 2005. Estima-se que, em
2016, cerca de 1 milhdo de pessoas morreram em decorréncia de causas associadas a AIDS
em todo o mundo. Estes valores representam um avanco relevante visto que em 2010 e 2005
os indices eram de 1,5 e 1,9 milh&o, respectivamente (WHO, 2018, UNAIDS, 2018).

A constante reducdo das taxas de mortalidade nesta populacdo ainda tende ao
declinio, uma vez que as pessoas que fazem o uso da terapia anti-retroviral (TARV) estdo
apresentando maiores indices de sobrevida (MAARTENS et al., 2014). O efeito do advento
da TARYV pode ser obervada no nimero dessas pessoas com acesso a terapia, que atingiu 20,9
milhdes em 2017, enquanto que em 2015 era de 17,1 milhdes (UNAIDS, 2018). O efeito
também foi observado nos indices de novas infec¢es, com redugdo de 3,3 milhdes para 2,3
milhdes entre 2002 e 2012 (MAARTENS et al., 2014).

No Brasil, foram notificados pelo Sistema de Informacdes de Agravos de Notificacdo
(Sinan) entre os anos de 2007 e 2017, 194.217 casos de infecgédo pelo HIV, sendo 131.969 em
homens e 62.198 em mulheres (Figura 1). A regido que apresentou maior nimero de casos foi
a Sudeste, com 96.439 (49,7%), seguida pelo Sul com 40.297 (20,7%), Nordeste com 30.297
(15,6%), Norte com 14.275 (7,4%) e Centro-Oeste com 12.931 (6,7%) (BRASIL, 2017).
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Figura 1: Taxa de deteccdo de AIDS (por 100 mil habitantes) segundo sexo e razéo de sexos
por ano de diagnostico. Brasil, 2006 a 2015. Fonte: Boletim epidemioldgico HIV-AIDS 2017.

Do inicio da epidemia de AIDS no Brasil em 1980 até junho de 2016, foram
notificados no pais 842.710 casos de AIDS, apresentando uma concentracdo nas regides
Sudeste e Sul, correspondendo cada qual a 53,2% e 20,1% do total de casos, as regides
Nordeste, Centro-Oeste e Norte correspondem a 15,4%, 6,1% e 6,0% do total dos casos,
respectivamente (BRASIL, 2017).

Tem sido registrado no pais, anualmente, uma média de 40 mil casos de AIDS nos
ualtimos cinco anos. A regido Norte apresentou uma média de 4,2 mil casos ao ano, o
Nordeste, 8,8 mil, o Sudeste, 16,3 mil, o Sul, 8,5 mil e o Centro-Oeste, 2,8 mil (BRASIL,
2017). Apesar de nos ultimos dez anos o Brasil ter apresentado uma estabilizagdo na taxa de
deteccdo de AIDS, com uma média de 20,7 casos a cada 100.000 habitantes, as regides Norte
e Nordeste apresentaram uma tendéncia linear de crescimento da taxa de deteccdo; em 2006 a
taxa registrada foi de 14,9 (Norte) e 11,2 (Nordeste) casos/100 mil habitantes, enquanto no
ultimo ano a taxa foi de 24,8 (Norte) e 15,2 (Nordeste), representando um aumento de 66,4%
(Norte) e 35,7% (Nordeste) (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
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Figura 2: Taxa de deteccdo de AIDS (por 100 mil habitantes) segundo UF e capital de
residéncia. A) Taxa de deteccdo de AIDS (por 100 mil habitantes) segundo UF e capital de
residéncia. Brasil 2014. Fonte: Boletim epidemiolégico HIV-AIDS 2015. B) Taxa de
deteccdo de AIDS (por 100 mil habitantes) segundo UF e capital de residéncia. Brasil, 2016.
Fonte: Boletim epidemiolégico HIV-AIDS 2017.

Em 2014, o estado do Amazonas atingiu 0 patamar de segundo estado da federacéo
em numero de incidéncia de HIV/AIDS, ficando atras apenas do Rio Grande do Sul (Figura
2A). Além disso, a capital Manaus também alcancou altos indices com 63 casos a cada 100
mil habitantes. Neste mesmo ano, foram registrados 294 Obitos por AIDS no estado
(BRASIL, 2015). Em 2016, o Amazonas ainda se configurou entre os trés principais estados
do pais com casos de HIV/AIDS, bem como sua capital, Manaus (Figura 2B). O pico maior
de 6bitos por AIDS foi em 2015 de 299 (BRASIL, 2017).
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Um recente levantamento da situacdo epidemioldgica de HIV/AIDS no Amazonas
entre 2001 e 2012, observou que apesar de uma ligeira reducdo dos indices epidemioldgicos
associados a HIV/AIDS nos altimos anos, o quadro de epidemia no estado ainda esta distante
de uma estabilizacdo, principalmente devido ao crescimento da incidéncia de AIDS, do indice
de mortalidade e diagndsticos tardios (Figura 3) (OLIVEIRA et al., 2015).
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Figura 3: Casos de AIDS em adultos e mortes relacionadas com a AIDS no Estado do
Amazonas, 2001-2012. Fonte: OLIVEIRA et al., 2015.

Este mesmo estudo também observou que questdes como o isolamento geografico,
barreiras logisticas e a populacdo cultural e eticamente diversificada, colaboraram com a
disseminacéo da epidemia para o interior do estado, dificultando o seu controle (Figura 4)
(OLIVEIRA et al., 2015).

Dados do boletim epidemioldgico institucional da Fundacdo de Medicina Tropical
Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) apontam que no ano de 2016 a institui¢ao registrou 1067
casos de infeccdo pelo HIV, com 360 de AIDS e 278 6bitos (FMT-HVD, 2016).
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Figura 4: Casos de AIDS e mortes relacionadas com AIDS por municipio, Estado do
Amazonas, 2001-2012 (OLIVEIRA et al., 2015).
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2.2. O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

2.2.1.Caracteristicas biologicas, estruturais, gendmica e ciclo de vida

O HIV é um retrovirus envelopado pertencente ao género Lentivirus. O envelope
viral é formado por uma bicamada lipidica derivada da célula do hospedeiro, contendo as
glicoproteinas gp120 e gp41, importantes para a entrada do virus nas células do hospedeiro.
Internamente, uma matriz proteica (pl7) envolve o capsideo viral (p24). No interior do
capsideo encontra-se 0 genoma viral, constituido de duas moléculas de RNA de fita simples,
associado a trés enzimas virais: transcriptase reversa, integrase e protease (Figura 5)
(TEIXEIRA et al., 2011; RAJARAPU, 2014).
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Figura 5: Estrutura do virus HIV. Representacdo esquematica de uma particula viral madura
do virus HIV (Adpatado de Steckbeck et al., 2013).

O genoma viral completo do HIV é constituido de nove genes flanqueados por
longas sequencias terminais repetidas LTRs (do inglés long terminal repeat) (Figura 6). As
LTRs atuam regulando a expressdo dos genes virais, a integracdo viral no genoma do

hospedeiro e a replicacdo viral. Os nove genes sdo responsaveis por codificar as proteinas
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virais e podem ser estruturais (env, gag e pol) e funcionais (tat, ver, nef, vif, vpr e vpu)
(SUNDQUIST et al., 2012; NAGATA et al., 2017).

Proteinas estruturais do core Enzimas virais Proteinas estruturais do envelope
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. Long terminal repeats (LTR) . Transactivator of transcription (tat)
. Group specific antigen (gag) . Regulator of expression of viral protein (rev)
. Polymerasa (pol) Viral protein U (vpu)
. Viral infectivity factor (vif) . Envelope glycoprotein (env)
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Figura 6: Organizacdo genémica do virus HIV. LTR — Transcricdo do genoma viral;
integracdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira; local de ligacdo para fatores de
transcricdo do hospedeiro. Gag — proteinas do centro do nucleocapsideo e da matriz. Pol —
Transcriptase reversa, protease, integrasse e ribonuclease. Env — proteinas do envelope viral
(gp120 e gp4l). Vif — supera os efeitos inibidores das enzimas da célula hospedeira
(APOBEC3G), promove a replicagdo viral. Vpr — aumenta a replicagéo viral; promove
infeccdo dos macrofagos pelo HIV; bloqueia progressdo do ciclo celular. Tat — necessaria
para alongamento dos transcritos virais. Ver — promove a exportacdo nuclear de RNAs virais
incompletas. Vpu — regula de forma inibitéria a expressdo da célula CD4 do hospedeiro;
acentua a liberacdo dos virus das células; neutraliza o fator de restri¢éo teterina do hospedeiro.
Nef — regula de forma inibitéria a expressdo da célula CD4 do hospedeiro e do MHC-I do
hospedeiro; acentua a sinalizacéo intracelular para facilitar a replicacdo viral (Adaptado de
Rajarapu, 2014).

O gene gag codifica proteinas estruturais do nucleo, como a da matriz (pl17), do
capsideo (p24) e do nucleocapsideo (p7/p9) (CONNOR & HO, 1992; MURPHY, 2014). O
gene env codifica as glicoproteinas gpl120 e gp41l, que ndo estdo covalentemente associadas
uma a outra e sdo importantes para a infeccdo das células (ARRILDT et al., 2012). O gene pol

é responsavel por codificar as enzimas virais transcriptase reversa, integrasse e protease,

29



altamente relevantes a replicagdo viral (NAGATA et al., 2017). Dentre os trés genes
estruturais, o0 env € 0 que possui maior variabilidade genética. Varia¢fes nas sequéncias dos
genes gag e pol podem induzir a geracdo de virus invidveis, porém, as sequencias env aceitam
um elevado numero de substituices, que em sua maioria favorecem o escape do virus aos
mecanismos da imunidade do hospedeiro (CONNOR & HO, 1992). Além destes genes,
comumente encontrados também em outros retrovirus, o genoma do HIV, como visto acima,
possui outros seis genes funcionais ou reguladores, que sdo eles tat, ver, nef, vif, vpr e vpu
(NAGATA et al., 2017) (Figura 2). Esses genes codificam proteinas que afetam a replicacéo
viral e a infectividade de diversas maneiras (MURPHY, 2014).

Dois destes genes, tat e rev, desempenham funcGes regulatdrias de essenciais para a
replicacdo viral (BAGASHEV & SAWAYA, 2013; WILLIAMSON et al., 2015). Os outros
quatro, nef, vif, vpr e vpu, sdo essenciais para a eficiente producdo do virus in vitro
(NAGATA et al., 2017). Mais detalhadamente, o gene tat regula a transcricdo de LTRs pela
ligacdo aos transcritos virais. O gene rev é responsavel pela migracdo do RNA mensageiro
(RNAm) do nucleo para o citoplasma para traducdo de novas proteinas de env, gag e pol. O
gene nef esta envolvido na replicacdo do HIV-1 in vivo, além de inibir a expressdo das células
CD4 e do MHC de classe | do hospedeiro. O gene vif atua na fase de maturacdo viral
mediante o desenvolvimento da estrutura conica do capsideo, que esta envolvida na
infectividade dos virions em células ndo infectadas. Esse gene também pode interromper a
atividade antiviral da enzima humana APOBEC (enzima citidina desaminase que muda acidos
nucléicos virais) por degradacdo proteossémica, inibindo sua entrada nos virions. O gene vpu
atua na liberacdo de virions de células infectadas mediante o brotamento das particulas virais
recém produzidas. O gene vpr atua aumentando a replicacdo viral em células que nédo estdo
em divisdo, promove a infeccdo dos macréfagos pelo HIV e bloqueia a progresséo do ciclo
celular (MURPHY, 2014).

A infeccdo pelo HIV inicia atraves interacdo entre a gpl20 e o receptor CD4 da
célula alvo, que por sua vez interage com os coreceptores de quimiocina CCR5 ou CXCR4,
como demonstrado na Figura 7 (MARTEENS et al., 2014). Ao ligar-se ao receptor CD4, a
gp120 sofre alteragcdes conformacionais e exp8e os sitios de ligacdo para o correceptor. Apos
essas interagdes, a gp4l ancora o complexo gp120/gp4l, ocasionando a fusédo do envelope
viral na membrana celular hospedeira e, em seguida, ocorre a liberacdo do capsideo do virus

no citoplasma da célula e, por conseguinte, do RNA gendmico viral e das enzimas virais no
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citoplasma da célula do hospedeiro (BARRE-SINOUSSI, 1996; FREED, 2001). Passado este
processo, inicia-se as fases de transcricdo do &cido ribonucleico (RNA) viral em &cido
desoxirribonucleico (DNA) por meio da enzima transcriptase reversa e, posteriormente ocorre
a duplicacdo do DNA viral, que em seguida sera inserido no genoma do hospedeiro por
intermédio da integrase, outra enzima do virus (BARRE-SINOUSSI, 1996).

Em seguida, os processos de transcricdo e traducdo das proteinas virais ocorrem em
sequéncia, por acdo da enzima protease. A etapa de montagem e liberacdo dos virions da
célula ocorrem pelo processo de brotamento sendo que, parte da membrana plasmatica do
hospedeiro originara a cépsula viral (FREED, 1998). Apds liberagdo da particula imatura,
ocorre 0 processo de maturacdo no qual os virus sdo formados. Ao final, além dos diversos
efeitos citopaticos virais, os indices de replicacdo viral podem atingir niveis tdo elevados que
induzem a morte da célula (PIATAK et al., 1993; PECANHA et al., 2002; OLIVEIRA et al.,
2009).
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Figura 7: Ciclo de vida do virus HIV (Adaptado de MARTEENS et al., 2014).
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2.2.2.Patogénese da infeccdo pelo HIV

A infeccdo pelo HIV comeca com uma fase aguda, que é em partes controlada pela
resposta imune, e evolui para uma infeccdo progressiva cronica dos tecidos linfoides
periféricos (KUMAR et al., 2010). O virus tipicamente entra no organismo através do epitélio
das mucosas. Os eventos patogénicos e manifestagdes clinicas apo6s a infeccdo podem ser
divididos em trés fases: (1) infec¢do primaria ou fase aguda: periodo de tempo a partir da
infeccdo inicial pelo HIV-1 até o desenvolvimento da resposta de anticorpos (0-12 semanas);
(2) fase assintomatica ou de laténcia clinica (1-15 anos) e (3) fase sintomatica ou AIDS, onde
surgem as doencas que definem a AIDS (Figura 8). (STEVENSON, 2003; LETVIN &
WALKER, 2003; KUMAR et al., 2010).
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Figura 8: Evolucdo clinica da infeccdo pelo HIV. TGI: trato gastrointestinal (Adaptado de
MARTEENS et al., 2014).

A infeccdo pelo HIV comeca sem sintomas ou mal-estar e € acompanhada por
pequenas mudancas no sistema imunoldgico. Esta fase pode-se estender até trés meses apos a
infeccdo, que culmina na soroconversao com a deteccdo de anticorpos especificos para HIV,

periodo conhecido como “janela imunologica” (NAIF, 2013).
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A infeccdo primaria ou aguda é caracterizada pela infecgdo dos linfécitos T CD4+ de
memoria nos tecidos linfoides das mucosas e pela morte de um grande namero de células
infectadas . Os tecidos das mucosas sdo grandes reservatérios de linfocitos e um importante
local de residéncia de linfécitos T de memoria, esta perda local causa uma exponencial
deplecdo de linfécitos, tanto que, poucas células infectadas sdo detectaveis no sangue e outros
tecidos (HAASE, 2005; BRENCHLEY et al., 2006a).

Apos a infeccdo das mucosas ocorre a disseminacgédo do virus e o desenvolvimento de
respostas imunes do hospedeiro, denominado viremia primaria (KUMAR et al., 2010). As
células dendriticas (DC — do inglés: dendritic cells) do epitélio capturam o virus no local de
entrada e migram para os linfonodos, onde elas disseminam o virus para os linfocitos T CD4+
através de contato direto de célula a célula. Esse processo de replicacdo induz a viremia
secundaria, quando um alto nimero de particulas do virus esta presente no sangue. O virus
dissemina-se pelo corpo devido a infec¢do de linfocitos T CD4+, macréfagos e DC nos
tecidos linfoides periféricos (KUMAR et al., 2010). Enquanto a infec¢do se dissemina, o
individuo desenvolve respostas imunes humorais e celulares antivirais (GANDHI &
WALKER, 2002). Estas respostas sdo evidenciadas pela soroconversio e pelo
desenvolvimento de linfocitos citotoxicos CD8+ (T CD8+) para o virus, contendo
parcialmente a infeccdo e a producdo viral (STAPRANS & FEINBERG, 2004, KUMAR et
al., 2010).

Apobs a resolucdo do quadro de infeccdo primaria e a soroconversdo, o individuo
entra na fase crénica, porém com poucas ou nenhumas manifestacdes clinicas, portanto, sendo
esta fase assintomatica, sendo conhecida como fase de laténcia clinica do HIV. Esta fase pode
durar de varios meses a alguns anos. A replicacdo viral € mantida no baco e nos linfonodos,
contudo, ha um balanc¢o entre a destruicdo das células T CD4+ e sua producdo. Dessa forma,
ocorre uma destruigdo lenta e gradativa de células T CD4+, macrofagos e DC (BARTLETT &
MOORE 1999; GESKUS et al., 2007).

A fase final da infeccdo € a progressdo para a AIDS, caracterizada por colapso das
defesas do hospedeiro. Esse colapso leva a infeccdo a uma evolugdo para doenga grave,
caracterizada pelo aparecimento de comorbidades e co-infec¢Ges, que podem resultar ao ébito
(KUMAR et al., 2010). Essa etapa é marcada pela intensa e progressiva deplecdo das células
T CD4+ (FORSMAN & WEISS, 2008). Concordou-se que os individuos infectados
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desenvolvem a AIDS quando a carga viral é alta e a contagem de T CD4+ é menor que 200
mm?® (NAIF, 2013). Essa deplecdo é intensificada pelo aumento de apoptose de linfécitos
infectados e ndo infectados pelo HIV (FORSMAN & WEISS, 2008). Ocorrem a producéo
e/ou ativacdo de citocinas pro e anti-inflamatorias que refletem uma intensa replicagéo viral
associada a uma imunossupressdo que predispde as infeccGes oportunistas e/ou neoplasias
(GANDHI & WALKER, 2002).

2.2.3. Resposta imune na evolucao da doenca pelo HIV

Uma das principais caracteristicas da patogénese do HIV ¢ a incapacidade do sistema
imune controlar e eliminar o virus, e 0s eventos iniciais apds a infeccdo viral tem recebido
maior destaque, ja que as respostas primarias em infeccBes virais comuns geralmente séo
suficientes para eliminar o virus. Com o virus HIV estas respostas ndo séo eficientes, tdo
pouco na eliminacdo do patégeno, visto que se trata de um representante da familia lentivirus.
A resposta imune gerada em um primeiro momento € capaz de reduzir a carga viral, no
entanto, ndo € anticorpo dependente como nos virus comuns, visto que nesta fase inicial ndo
ha seroconversdo. Tal evento dificulta até a deteccdo diagnostica em alguns casos
(MOGENSEN et al., 2010).

Na fase aguda da infeccdo pelo HIV, a resposta imune €é caracterizada pelo
reconhecimento inicial do virus por DC’s, que desempenham um papel importante na
patogénese da doenca, ocorrendo ja nos estagios iniciais e permanecendo durante toda a
infeccdo (TURVILLE et al., 2001). Isto ocorre porque estas células sdo os alvos primarios do
virus ap6s a exposi¢do da mucosa, podendo também ser utilizadas como um reservatorio viral
(McMICHAEL et al., 2010).

O evento inicial para que o HIV infecte uma DC é a ligag&o ao receptor CD4, através
da proteina gp120, e aos co-receptores CCR5 ou CXCR4. As DCs também sdo capazes de
capturar o HIV atraves de receptores de lectina, em especial, 0 CD209, também chamado de
DC-SIGN (Dendritic cell — specific ICAM3 grabbing non-integrin) (TURVILLE et al., 2002;
MANCHES et al., 2014). A interacdo entre o HIV-1 e o receptor DC-SING induz a
internalizacdo do virus, mantendo-o intacto no endossomo, e ao realizar o transporte do virus
para os linfonodos, as DC aumentam a probabilidade de infeccdo dos linfocitos T CD4+ e, e a
subsequente e rapida disseminacdo do virus nas células do hospedeiro (SABATTE et al.,

2007; MARTIN-GAYO & YO, 2017).
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J& foi demonstrado na infeccdo pelo HIV, que células dendriticas plasmocitoides
(pDC) séo capazes de gerar um estado anti viral caracterizado pela producdo de grandes
guantidades de IFN-a e outras quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias a partir do
reconhecimento do RNA viral via TLR7 (MANCHES et al.,, 2014). Porém, estudos
demonstraram que as pDC também podem induzir a diferenciacdo das células T reguladoras
(Tregs) € secrecéo de IL-10 suprimindo a ativagdo de células T efetoras (MANCHES et al.,
2008). Além disso, essa resposta € capaz de reduzir populacdes de células Tyl7 durante a
infeccdo, levando a perda da integridade intestinal e consequente translocacdo microbiana,
favorecendo o rapido progresso para a AIDS (BRENCHLEY et al., 2006b; FAVRE et al.,
2010).

A ativacdo das células natural killer (NK) também possui importante papel na
infecgdo pelo HIV, configurando um importante mecanismo antiviral em estagios precoces da
infeccdo, antes do desenvolvimento de respostas mediadas por linfocitos T e B (HENS et al.,
2016). As principais acOes efetoras das NK incluem a promoc¢do do estado antiviral e
antitumoral através da producdo de de IFN-a e outras citocinas pré-inflamatorias e a
modulacéo da resposta adaptativa (MAILLIARD et al. 2003; HENS et al., 2016).

Outra funcdo no estado antiviral é a lise de células infectadas pela acdo das enzimas
perforinas, que criam poros na membrana das células-alvo, e granzimas, que penetram nas
células, matando-as por apoptose (CRUVINEL et al., 2010). Os receptores expressados por
estas células, se apresentam de forma similar as imunoglobulinas e sdo denominados de Killer
cell immunoglobulin-like receptors (KIRs) CD94 ou NKG2A e receptores de citotoxicidade
natural (NCRs) (SCULLY & ALTER, 2016). Os receptores KIR, de modo particular, durante
a fase aguda da infeccdo pelo HIV, demonstram possuir um importante papel no
reconhecimento de peptideos do HIV-1, cujo desfecho induziria a ativacdo de células NK
(ALTER et al., 2007; SCULLY & ALTER, 2016). No entanto, defeitos na funcdo dessas
células podem induzir & progressdo da doenca. E conhecido que o HIV reduz a expresso do
HLA, dessa forma as células NK ficam ativadas para a lise das células-alvo. Contudo, o virus
também reduz a expressao das moléculas HLA-A e B, mas pode manter a expressao do HLA-
C, favorecendo a evaséo do reconhecimento pelas NK (FLORES-VILLANUEVA et al., 2001;
LEAL et al., 2017). Estudos envolvendo alelos HLA-B tem demonstrado associagdo com 0
baixo declinio de linfécitos T CD4+, células que possibilitam conhecer a progressdo da
infeccdo (MARTIN et al., 2002; JENNES et al., 2006). Outras altera¢des funcionais das NK,
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como a diminuicdo do conteudo de granzima A e perforina, refletem em uma maior
infectividade do virus e progressdo da doenga, por reduzirem a capacidade citolitica dessas
células (PORTALES et al., 2003). A diminuicdo de receptores NCR também pode
comprometer o clearance viral destas células durante a fase aguda da infeccdo (VIEILLARD
et al., 2005; TERRA-JUNIOR et al., 2016).

De modo geral, a resposta imune durante a fase aguda da infeccdo pelo HIV
compreende o reconhecimento do virus pelas DCs. Esta interacdo leva a ativacdo destas
celulas, e uma vez ativadas secretam IL-12, IL-15, IL-18 e IFN-o que estimulam as células
NK, que por sua vez secretam IFN-y, que atua na maturacdo de DCs e estimula a resposta

Tyl. Contudo, durante a infec¢éo esta resposta pode ser prejudicada (ALTFELD et al., 2011).

Mas estes mecanismos de defesas primarios, ndao sdo eficientes contra o HIV, o virus
passa a infectar as células T CD4+, apresentando um elevado potencial de replicacdo nestas
células. As células T CD4+ ativadas sdo altamente passiveis a replicacdo viral, porém, as
células T quiescentes nao sustentam retrotranscricao, integracdo e expressao do genoma viral.
Isso se da a presenca de baixos niveis de nucleotideos, ATP e fatores de transcricdo (COIRAS
et al., 2009). Uma das principais formas com que o HIV mantem a sua replicagéo e
infectividade viral nas células T CD4+ é a partir de mecanismos que promovem a
imunomodulacdo destas células, principalmente via TCR (NERI et al., 2011). Contudo, ainda
que ocorra a manutencdo da infectividade viral em células T CD4+ ativadas ou quiescentes, a
infecgdo direta pelo HIV-1, apoptose das celulas ativadas e a morte das células infectadas
pelos linfécitos T CD8+ culminam na elevada deplecdo das células T CD4+ durante a
infeccdo (HAZEMBERG et al., 2000).

Anormalidades funcionais nas células T CD4+, como falha na diviséo celular, foram
associadas a perda na resposta imunitaria a antigenos de memdria, aloantigenos e mitdgenos
(CLEIRICI et al., 1989). Defeitos de proliferacdo foram associados a expressdo diminuida de
IL-2 em células T CD4+ de individuos infectados (SIEG et al.,, 2001). Em contraste, a
expressao de IFN-y ¢ frequentemente mantida, sugerindo que os defeitos na resposta ndo sao
consequentes da deplecdo de células reativas ao antigeno, mas sim de um defeito na

capacidade destas células responderem apds o reconhecimento via TCR (SIEG et al., 2001).

A expansao de células T CD8+ especificos para peptideos do HIV é uma das formas

da imunidade adaptativa responder a infeccdo pelo virus, controlando-a na fase inicial, porém
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torna-se ineficaz com a evolugdo da infeccdo devido o surgimento de mutantes virais
(variantes com antigenos mutados) (STREECK & NIXON 2010). A acdo citotdxica das
células T CD8+ € essencial para o controle da infeccdo pelo HIV, visto que uma maior
concentracdo de granzima B e perforina nos granulos dessas células foi observada em
individuos ndo progressores em comparagdo aos individuos progressores (MIGUELES et al.,
2008).

Em modelos murinos de imunodeficiéncia adquirida com virus da imunodeficiéncia
simia (SIV), o aumento na frequéncia de células T Naturais no sangue periférico foi
associado com a progressdo da doenca (BEILHARZ et al., 2004). Em humanos, estudos
demonstram que a resposta imune contra HIV pode ser diminuida pelas Trgs naturais
(AANDAHL et al., 2004; KINTER et al., 2004) e que a persisténcia viral induz a expansédo de
Tregs, culminando em uma tolerdncia imunoldgica aos antigenos do virus (WEISS et al.,
2004). Segundo esses estudos, as células Ty durante a infeccdo pelo HIV podem contribuir
para o crescimento da viremia, por diminuirem respostas imunes especificas contra o virus. A
acdo das Ty também pode impedir a deplecdo das células T CD4+ e outras respostas
inflamatorias (HUNT et al., 2011). Por outro lado, as Trg podem controlar a
imunopatogénese durante a infec¢do aguda pelo HIV, bem como contribuir para a progressao
para a fase cronica da doenca (NIXON et al., 2005; DAMOISEAUX, 2006; FEVRIER et al.,
2011).

A infeccdo pelo HIV também é controlada pela acdo de anticorpos (imunidade
humoral) que respondem a uma variedade de antigenos do virus. Os primeiros anticorpos sdo
gerados dentre 6 a 9 semanas ap6s a infeccdo (ABBAS et al., 2016). A producéo inicial de
anticorpos anti-HIV-1 é principalmente direcionada para epitopos das glicoproteinas do
envelope viral, porém ndo séo neutralizantes, logo séo fracos inibidores da infecciosidade
viral (TOMARAS et al., 2008). Os principais anticorpos sdo gerados contra as proteinas
gp120, gp4le p24, bem como contra a transcriptase reversa e produtos de gag e pol (ABBAS
etal., 2016).

Acredita-se que a producdo de anticorpos anti-gp41 se da ainda na fase aguda da
infeccdo, entre 5 e 13 dias ap6s o pico de viremia, podendo ser identificados niveis
plasmaticos. Esses anticorpos podem ser IgM e 1gG, desse modo sugere-se que o switching
de classe ocorra de forma precoce na infeccdo pelo HIV (TOMARAS et al.,, 2008).
Anticorpos anti-gp120 surgem aproximadamente 28 dias ap0s o pico de viremia, mas mesmo
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esses anticorpos ndo sdao capazes de conter o virus, devido o virus alterar rapidamente os
epitopos mais imunodominantes das proteinas do seu envelope (PANTOPHLET &
BURTON, 2006).

Os anticorpos capazes de neutralizar o virus sdo desenvolvidos tardiamente, meses
apos a infeccdo (TOMARAS et al.,, 2008). Anticorpos amplamente neutralizantes sdo
dirigidos contra o sitio de ligacdo ao CD4 e co-receptores, regido que impede o virus de sofrer
mutacdes, sendo desta forma, eficazes na eliminacgdo do virus (LI et al., 2009). O fato desses
anticorpos ndo controlarem a viremia e consequentemente ndo conferirem protecdo contra a
infeccdo afeta de forma direta e negativa a producdo de vacinas eficazes baseadas na
producdo de anticorpos contra o HIV (RERKS-NGARM et al., 2009).

2.3. Alteracdo da dindmica da doenca com o advento TARV

A epidemiologia da infeccdo pelo HIV mudou acentuadamente com o acesso a
terapia antirretroviral (TARV), com a diminuicdo da prevaléncia e a incidéncia global e uma
significativa reducdo das taxas de mortalidade associadas a infeccdo pelo HIV (MAARTENS
et al., 2014). Por outro lado, tém-se observado mortalidade atribuida a comorbidades nao
convencionais, tais como neoplasias, patologias hepaticas, respiratorias e cardiovasculares
(MORLAT et al., 2014; SACKOFF et al., 2006; THE ANTIRETROVIRAL THERAPY
COHORT COLLABORATION 2011; RODGER et al., 2013).

Morlat et al. (2014) encontraram resultados similares entre as causas de mortalidade
na Franca de 2000 a 2010, mostrando que cada vez mais a morbidade e mortalidade dos
pacientes HIV ndo eram causados pela imunodeficiéncia adquirida, mas por complicagdes
maiores devido a uma inflamacéo crénica (MORLAT et al., 2014). Estas complicagdes foram
responsaveis pela mortalidade em mais de 50% dos 1,2 milhdes de mortes que ocorreram em
2014 (MAARTENS et al., 2014).

Sabe-se desde o inicio dos estudos sobre a AIDS, que a inflamacdo crbnica exerce
um papel crucial na progressdo e patogénese da infeccdo pelo HIV quando ndo tratada
(DEEKS et al., 2013). Em pacientes HIV os eventos decorrentes da inflamacéo tendem ser
mais graves, visto que, a presenca continua do virus mantém as células T CD4+ e T CD8+ em
um estado de ativacdo constante (MUSWE et al., 2017).
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Na infeccdo pelo HIV, o GALT (tecido linfoide associado ao intestino) configura o
principal sitio de replicacdo continua do virus, dada a elevada concentracdo de células T
CD4+ neste local, tornando-se um alvo ideal para infeccdo pelo HIV (THOMPSON et al.,
2017). Por ser um dos primeiros tecidos a ser infectado apds a exposicdo, ocorre uma macica
deplecdo de células T CD4+ associada a hiperativacdo generalizada de células T CD8+ e T
CD4+ (HAZENBERG et al., 2003; MAVIGNER et al., 2012; MIEDEMA et al., 2013). Este
processo tem sido descrito como um fator chave na inducdo da inflamacdo e degradacdo da
mucosa intestinal mediada pelo HIV, levando a translocacdo de produtos microbianos
intestinais para circulagdo sistémica. Desse modo, o LPS oriundo da translocgdo aciona uma
série de eventos que culminam na intensa producdo de citocinas inflamatorias, estabelecendo
assim um ambiente inflamatorio constante (Figura 9) (BRENCHELEY et al., 2006b;
D’ETTORRE et al., 2012; VASSALDO et al., 2012).

” «—LPS

Inativacao

lipoproteinas
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Figura 9: Ativacdo de LPS. O LPS induz um potente estado de ativagcdo imunitaria a partir da
sua interagdo com a proteina de ligacdo a LPS (LBP), que transfere cataliticamente LPS para
a membrana ou CD14 soluvel (sCD14), posteriormente interage com o complexo TLR4-
MD2, no qual culmina com a ativacgao do fator de transcricdo NF-kB, produzindo
intensamente mediadores inflamatorios como IL-6, IL-1B, TNF e IFN do tipo I (Adaptado de
Kitchens & Thompson, 2005).

2.4. Fatores associados a inflamagéo cronica

A partir da fase aguda da infeccdo pelo HIV ocorre uma intensa producao e liberacéo
de citocinas, como o IFN-a, IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-10, IL-15 (STACEY et al., 2009) (Figura
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10). Em pacientes HIV na fase da imunodeficiéncia, os eventos decorrentes da inflamacéo
tendem a ser mais graves, visto que, a presenca continua do virus mantém as células T CD4+
e T CD8+ em um estado de ativacao constante (MUSWE et al., 2017).

Tem sido demonstrado que a expressdo e secrecdo de IL-6 por mondcitos e
macrdfagos foram positivamente associados com os niveis de RNA viral e progressdo da
doenca (BORGES et al., 2015; SHIVE et al., 2012; BAKER et al., 2012). Além disso, estudos
apontam que niveis elevados desta citocina em individuos HIV estdo associados ao risco de
morte por complicacdes, principalmente hepaticas e cardiovasculares (FOSTER et al., 2000;
BOULWARE et al., 2011; ROSE-JOHN, 2012). Outras implica¢des clinicas também foram
associadas com IL-6 a longo prazo, tais como, anemia e cancer (RAJ, 2009; GRIVENNIKOV
etal., 2011; BORGES et al., 2014).
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Figura 10: Producdo de citocinas na infeccao pelo HIV na fase aguda. (Adaptado de Stacey
et al. 2009).

Por outro lado, aumento nos niveis plasmaticos elevados de IL-6 também foram
vistos em pessoas infectadas com HIV com carga viral suprimida sob tratamento (NEUHAUS
et al., 2010; ARMA et al., 2012; BORGES et al., 2014). A terapia anti-retroviral é capaz de
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reverter parcialmente a maioria desses estimulos inflamatdrios, porém o efeito é incompleto, e
a inflamacéo persiste indefinidamente (DEEKS et al., 2013). Esta teoria é sustentada pelos
descritos de Kalayjian et al. (2010), segundo o qual niveis elevados de marcadores
inflamatdrios como 1L-6, STNFR-1 (receptor de TNF solavel), sCD27 (CD27 soluvel) e
sCD40L (CD40L soluvel) foram observados mesmo semanas apds o inicio da terapia,
sugerindo que esta ndo é capaz de restaurar por completo 0s niveis homeostaticos
inflamatérios do paciente (KALAYJIAN et al., 2010). Além disso, a terapia pode
indiretamente desempenhar um papel na inflamagcdo por meio de seus efeitos sobre o
metabolismo, aumentando risco de dislipidemia (HATTAB et al., 2014; LIMSRENG et al.,
2016).

A melhor caracterizacdo da funcdo imune por biomarcadores na infeccdo pelo HIV
ndo tratada tem sido feita através da determinagdo do numero absoluto células T CD4+ e
frequéncia de células T ativadas, visto que esta populacdo celular é o alvo principal de
infeccdo do virus. Porém, um numero crescente de estudos tem se dedicado a inflamacéo
relacionada a monadcitos e macrofagos, principalmente em abordagens da infec¢do pelo HIV
tratada (DEEKS et al., 2013). Nesse contexto, varios biomarcadores plasmaticos tem sido
correlacionados com o desencadeamento do estado inflamat6rio na infecgdo pelo HIV, dentre
eles 0 CD14 soluvel (sCD14), marcador de ativacdo de mondcitos e macréfagos (NIXON &
LANDAY, 2010). Ele é encontrado como uma proteina de membrana ancorada com
glicosilfosfatidilinositolse (GPI) ou na forma soltvel (sCD14) gerada ap6s a estimulagdo por
lipopolissacaridio (LPS) e outros produtos microbrianos (SHIVE et al., 2015; UYSAL et al.,
2016). Niveis crescentes de sCD14 durante a infec¢do pelo HIV foram demonstrados como
resultantes da translocacdo microbiana (BRENCHLEY et al., 2006b; SANDLER et al., 2011).
Em individuos infectados pelo HIV, altos niveis plasmaticos de sCD14 sdo um potente
preditor de morbidade e mortalidade, uma vez que, estdo altamente associados com 0 mau
prognoéstico desses pacientes (TENORIO et al., 2014; HUNT et al., 2014; UYSAL et al.,
2016). Além da associacdo com a mortalidade, elevadas taxas de sCD14 também podem
predispor a rapida progressdo a doenca e variados eventos clinicos em individuos HIV (LIEN
etal., 1998; KRASTINOVA et al., 2015).

Outros marcadores inflamatorios também atuam no estabelecimento de um estado
imune cronico na infeccdo pelo HIV (NIXON & LANDAY, 2010). Elevados niveis de TNF-a.

no plasma e tecidos de pacientes infectados pelo HIV estdo estreitamente associados a
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gravidade dos sintomas de individuos com AIDS (LAHDEVIRTA et al., 1988; KUMAR et
al., 2016). Também foi visto que a exacerbacdo deste mediador contribui para uma maior
deplecéo de células T CD4+, tanto pela morte direta destas quando infectadas, mas também
quando néo infectadas (HUANG et al., 2006). Contudo, dados ja demonstram que elevados
niveis desta citocina podem ser reduzidos frente ao uso da terapia antiretrovital (MUSWE et
al., 2017).

O IFN-y aumenta a replicagdo viral devido a ativacdo em células infectadas pelo HIV
que, juntamente com outras citocinas inflamatorias, esta envolvido no estabelecimento de uma
ativacdo imunolégica cronica e exacerbacdo da clinica associada a AIDS (KEATING et al.,
2012). E descrito que esta citocina esta consideravelmente elevada ja na fase inicial da
infeccdo pelo HIV, fato este decorrente do aumento do nimero de células produtoras de IFN-y
em decorréncia da replicacdo viral (ROFF et al., 2013). J4 0 IFN-a atua limitando a replicagdo
viral uma vez estabelecida a infeccdo sistémica. Contudo também aumenta a ativacdo imune
por facilitar a producdo e o recrutamento de células T CD4+ alvo, sendo um preditor de
progressao para AIDS (UTAY & DOUEK, 2016).

Outras citocinas pro-inflamatérias podem induzir diretamente a replicagdo do HIV
devido a sua capacidade de ativar o fator de transcricdo NF-kB, como a IL1-B. Diversos
mecanismos sdo ativados pelo préprio virus visando estimular a expressao desta citocinas e
consequentemente ativar a via do NF-xf (HALJ et al., 2013; GANGWANI & KUMAR, 2015;
SHAH et al., 2011).

Por fim, as citocinas IL-2 e IL-4 podem aumentar a replicacédo viral devido seu papel
de ativacdo em celulas infectadas pelo HIV devido o papel primario no suporte a expansao de
células T antivirais e respostas de anticorpos (KEATING et al., 2012). J& IL-17 é capaz de
bloquear a imunidade antiviral, permitindo assim a infecgdo viral sustentada (KORN et al.,
2009). Porém, estudos demonstram que menores niveis desta citocina podem estar
relacionados ao controle da viremia e a protecdo ao HIV em individuos expostos nédo
infectados (CHEGE et al., 2012; KHOWAWISETSUT et al., 2013).

2.5. Comorbidades respiratorias e HIV

Desde o surgimento da epidemia do HIV, tém-se observado uma grande

predisposicdo a infeccbes, complicagdes e sintomas respiratorios em pessoas infectadas pelo
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virus (ALINAGHI et al., 2011; SHAH et al., 2017). Estima-se que pelo menos em dois tercos
dos pacientes HIV o acometimento pulmonar é a primeira manifestacao clinica da sindrome, e
a grande maioria tende a desenvolver complicacdes pulmonares no decorrer da doenca
associada com coinfeccdes oportunistas (ALINAGHI et al., 2011; LI, 2014).

As complicacbes respiratorias de origem infecciosa na infeccdo pelo HIV séo
historicamente uma das principais causas de mortalidade e morbidade nesta populacéo
(GINGO et al., 2013; LI, 2014). Dados revelam que mesmo pacientes que ndo evoluem a
Obito ap6s quadros de infecgbes respiratdrias, ha algum comprometimento da funcgéo
pulmonar no transcorrer da infec¢do pelo HIV (BROWN et al., 2017a; STOFF et al., 2017). A
etiologia dessas infecgbes € multifatorial, podendo ser ocasionadas por fungos, micobatérias,
virus, bactérias, e também variar em funcdo de fatores demograficos, tais como distribuicédo

geogréfica e status socioecondmico (BENITO et al., 2012; LI, 2014).

Nos ultimos anos, a tuberculose (TB) tem sido a principal causa de morte de
pacientes HIV, representando cerca de uma a cada trés mortes relacionadas a AIDS
(ALINAGHI et al., 2011). Somente em 2015, havia aproximadamente 1,2 milhdo de casos de
TB em individuos HIV em todo mundo. Estima-se que 390.000 mortes associadas a TB nesta
populacdo tenham ocorrido neste mesmo ano (WHO, 2018). Este perfil se estende também no
Amazonas, onde hd um crescimento na frequéncia de doencas respiratorias em pessoas
vivendo com HIV (PVHIV), especialmente co-infectadas com TB, sendo esta, responsavel

por grandes indices de mortalidade na populacdo de PVHIV do estado (SOUZA et al., 2008).

Contudo, diversas manifestacdes clinicas e patologias pulmonares além da TB tém
sido relatadas na populacdo de pessoas infectadas pelo HIV. Alinagui et al. (2011)
observaram em homens iranianos soropositivos (n=177) que quase 50% da populagéo
apresentou alguma manifestacdo respiratoria, sendo mais comum tosse, expectoracdo,
dispneia e hemoptise. Em relacdo as de cunho infeccioso, tuberculose pulmonar e pneumonia,
foram as mais frequentes (ALINAGHI et al., 2011).

Shah et al. (2017) encontrou resultados similares e em pacientes HIV com
tuberculose e com outras coinfecgdes, tais como a pneumonia bacteriana, incluindo
pneumonia bacteriana recorrente, pneumonia por Pneumocystis carinii. As bactérias mais
comuns foram Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus e Klebsiella sp (SHAH et

al., 2017). Igualmente, Dias et al. (2018) ao estimar o perfil epidemioldgico e clinico de
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pacientes infectados pelo HIV na populacdo brasileira, descreveu pneumonia como a principal
infeccdo oportunista nestes pacientes, bem como elevada incidéncia de tuberculose (DIAS et
al., 2018).

Pacientes HIV com baixa contagem de células CD4 sdo mais propensos ao
aparecimento de comorbidades respiratdrias. Peters et al. (2007) descreveu a presenca de
diversas manifestacbes respiratorias, tais como, tosse produtiva crbnica, dor toracica,
dispneia, consolidacdo pulmonar, linfoadenopatia hilar, derrame pleural e fibrose pulmonar
em pacientes com contagem de linfécitos CD4 menor que 200 células (media 174,8+5,4
células) (PETERS et al., 2007). Recentemente, Toshiniwal et al. (2014) encontraram
resultados congruentes com os anteriormente descritos. Neste estudo, casos de tuberculose
pulmonar e pneumonia bacteriana ocorreram em todos os niveis de contagem de células T
CD4+, contudo com maior incidéncia em baixas contagens destas (TOSHNIWAL et al.,
2014).

Por sua vez, o uso da terapia antirretroviral ndo implica no desenvolvimento de
comorbidades respiratérias em individuos HIV. Gingo et al. (2013) descreveram que
individuos HIV apresentaram infec¢des respiratorias mesmo apos uso de TARV e, assim, com
risco aumentado de morte em comparagdo com aqueles sem infec¢Ges. Desse modo, 0sS
autores sugeriram que a infec¢do pelo HIV permanece sob o risco significativo de doencas
respiratorias infecciosas mesmo apos a introducdo da TARV (GINGO et al., 2013). Brown et
al. (2017) observou que pessoas infectadas pelo HIV e com supressdo imunoldgica por TARV
tinham um pior estado de salde respiratdria, conjuntamente com quadros de falta de ar. Tais
resultados sugerem que mesmo com eficiéncia da TARV, a salde respiratdria de pacientes
HIV encontra-se prejudicada, ocasionado um impacto significativo na qualidade de vida
(BROWN et al., 2017b).

2.6. Plaquetas e HIV

O envolvimento das plaquetas na patogénese da infeccdo pelo HIV pode ser
visualizado pela associacdo entre alteracGes na contagem de plaquetas ou dos seus marcadores
de ativacdo com a progressao da doenca (PATE & MANKOWSKI, 2011). Relatos apontam
que a contagem de plaquetas € inversamente correlacionada com a carga viral de individuos
ndo tratados, e que a reducdo do numero de plaquetas prevé um declinio de células T CD4+

(MUNOZ et al., 1998; ALCANTARA et al., 2009).
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As plaquetas possuem receptores que favorecem a sua infecgdo pelo HIV (Figura
11). Apesar de ndo expressarem CD4, como os megacariocitos, as plaquetas possuem co-
receptores do HIV, tais como CXCR (1, 3 e 4) e CCR (1, 3 e 4) (CHABERT et al., 2015). O
receptor DC-SING, um receptor de lectina tipo C presente em macrogafos e células
dendriticas, também foi identificado em plaquetas, com a capacidade de se ligar ao HIV
(CHABERT et al., 2015). O receptor lectina C tipo 2 (CLEC-2) também é expresso nas
plaquetas. Chapain et al. (2006) descreveram que uma combinacao de inibidores de DC-SIGN
e CLEC-2 reduz fortemente a associacdo do HIV-1 com plaquetas, indicando que essas
lectinas sdo necessarias para a ligagdo eficiente do HIV-1 as plaquetas (CHAPAIN et al.,
2006).

CCR-4, CXCR-1,
CXCR-2, CXCR-4

Figura 11: Receptores de plaquetas que reconhecem o HIV. Receptores de quimiocinas do
tipo CXCR 1, 3 e 4 (CXCR1, CXCR3 e CXCR4). Receptores de quimiocinas do tipo CCR 1,
3 e 4 (CCR1, CCR2 e CCR4). Receptor transmembrana lectina C tipo Il (CLEC-2). Receptor
DC-SIGN. (Adptado de CHABERT et al., 2015).

O HIV pode ser internalizado em vesiculas endossomais em plaquetas de individuos
infectados. Estudos apontam que esta internalizacdo induz a ativacdo de plaquetas
(YOUSSEFIAN et al., 2002; BOUKOUR et al., 2006). Este processo também pode inativar o
HIV, uma vez que a vesicula endocitica pode migrar proximo ao sistema canicular aberto,
entrando em contato com o contetido dos granulos-a. Contudo, ndo esta bem estabelecido se a
vesicula endossomal obedeca este trajeto a ponto de sofrer acdo dos produtos dos granulos-o.
No entanto, desde as primeiras descri¢des das interagdes do HIV com as plaquetas, ndo houve
indicacdo comprovada de replica¢do produtiva do virus dentro das plaquetas e por extensao da
chamada infeccao plaquetéaria pelo HIV. N&o h& evidéncias de que o HIV induza o aumento
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do apoptose nas plaquetas (YOUSSEFIAN et al., 2002). Neste caso, o virus ficaria protegido
do sistema imune (BOUKOUR et al., 2006).

2.7. Plaguetas e comorbidades respiratorias

Algumas doencas pulmonares, principalmente aquelas com quadros inflamatdrios
exacerbados, ocasionam o acimulo de plaquetas no pulmao. Condigdes decorrentes desse tipo
de infeccdo como lesBes teciduais e sepse podem ativar plaquetas na circulacdo (BOZZA et
al., 2009; BATTINELLI et al., 2011). Nesse contexto, as plaguetas podem exercer um papel
emergente e relevante na clinica de comorbidades pulmonares de carater inflamatorio
(KUEBLER, 2006).

Um exemplo de doenca pulmonar com quadros inflamatoérios é a doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC). Na DPOC, a inflamacdo exerce um importante papel em sua
patogénese e pode contribuir para ativacio plaquetaria (MUNOZ-ESQUERRE et al., 2018).
Maclay et al. (2012) mostraram aumento da ativacdo plaquetaria e a presenca de agregados
plaguetas/mondcitos em pacientes com DPOC em comparagdo com individuos ndo portadores
de DPOC (MACLAY et al., 2012). Munhdz-Esquerre et al. (2018) descreveram uma
reatividade plaquetaria aumentada durante a DPOC. Além disso, 0 aumento da reatividade
plaquetaria pode estar associado a um incremento nos marcadores inflamatérios (MUNOZ-
ESQUERRE et al., 2018).

As plaquetas em doencas pulmonares inflamatorias também podem interagir com
neutrofilos, capturando-os e formando agregados plaquetas-neutrofilos (ZARBOCK et al.,
2006), contribuindo para exacerbacdo de quadros inflamatdrios nestes casos. Um numero
consideravel de agregados circulantes de leucocitos plaquetarios pode ser encontrado, por
exemplo, em pacientes com asma alérgica ou fibrose cistica (PITCHFORD et al., 2003;
O'SULLIVAN et al., 2005). Contudo, ainda ndo é claro o papel das plaquetas no
desenvolvimento da inflamacdo em doencas pulmonares, bem como a contribuicdo de

mediadores derivados de plaquetas neste processo (KUEBLER et al., 2006).

Uma vez que a infecgdo pelo HIV também esté associada a inflamacéo e reatividade
plaquetaria aumentada (GURBEL et al.,, 2017), a co-existéncia com comorbidades
respiratorias parece favorecer um ambiente propicio para instauragdo de uma ‘“‘sindrome

inflamatoria” (Figura 12), agravando o quadro clinico desses pacientes.
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Pouco se tem descrito sobre o envolvimento de plaquetas em comorbidades
respiratdrias associadas a infeccdo pelo HIV. Em um dos poucos estudos com este enfoque,
Kumar et al. (2016) demonstraram a ocorréncia de trombocitopenia e manifestacdes
pulmonares (tosse, hemoptise, falta de ar, dor toracica, derrame pleural, pneumotorax, fibrose
pulmonar e infecgOes bacterianas) em uma mesma populacdo de pacientes HIV. Embora
houvesse uma tendéncia no MPV (volume plaquetario médio) nesta mesma populacéo, esta
ndo foi estatisticamente significante (p>0,05) (KUMAR et al., 2016). Apesar da escassez de
informacdes nesta area, a ativacdo plaquetaria tem sido reportada como um importante agente

no desenvolvimento e progressdo de doencas respiratorias (MALERBA et al., 2017).

Infecgao pelo HIV

Inflamagao

Ativagdo plaquetaria/
reatividade plaquetaria

Comorbidade respiratéria
aumentada

Sindrome inflamatoéria

Figura 12: Representacdo esquematica de um possivel mecanismo de indugédo de inflamacgéo
em pacientes HIV com comorbidade respiratoria (Adaptado de Gurgel et al., 2017). A
infeccdo pelo HIV esté associada a inflamacéo e ativacdo plaquetaria e elevada ocorréncia de
comorbidades respiratorias. As plaquetas ativadas fornecem uma série de fatores que induzem
a inflamacdo, que por sua vez pode ser exacerbada frente a co-existéncia comorbidades
respiratdrias nestes pacientes que também induzem a inflamacdo. Essa interacdo levaria ao
estabelecimento de uma sindrome inflamatdria que estaria agravando o quadro clinico destes
pacientes, e contribuindo para progressdo da doenca e aumento do risco de ébito.

47



2.8. Morfologia, formagéo e estrutura das plaquetas

As plaquetas sdo elementos celulares anucleados resultantes da fragmentacdo do
citoplasma dos megacariocitos (GARRAUD & COGNASSE, 2015; SUT et al.,, 2018),
adquirindo uma morfologia discoide caracteristica de aproximadamente 1 a 3 um de didmetro
e com tempo médio de vida de 5 a 9 dias (MACHLUS & ITALIANO, 2013).

O processo de geragdo das plaquetas se da a partir da fragmentacéo de pseudopodes
da membrana citoplasmatica dos megacariécitos, compreendendo duas etapas, a
megacariopoiese e a trombopoiese. Na primeira os megacariécitos sofrem proliferacdo e
maturacdo a partir da célula progenitora da medula 6ssea devido a multiplicacdo clonal,
fatores de transcricdo e por citocinas, principalmente trombopoietina, culminando na
producdo de megacariocitos maduros. No segundo a trombopoietina, responsavel pelas
modificagdes que ocorrem no citoplasma do megacariécito, medeia a liberacdo das plaquetas
para a circulacdo. Estas sao liberadas dos megacariocitos maduros diretamente no sangue por
fragmentacdo citoplasmatica ou pela constricdo periddica de pseuddpodes citoplasmético
megacariociticos (SZALAI et al., 2006).

Glicogénio

Microtabulos \ Granulos densos
Membrana 3 s

Sistema canicular \ _ e,
™ . e . ~
oL ® .
e " Granulos lisossomais

Metabdlitos

Mitocdndria

Granulos a

Figura 13: Estrutura das plaquetas. As plaguetas possuem em sua superficie, maltiplos
receptores, um sistema canicular, microtubulos, mitocondrias, granulos (lisossomal, alfa e
denso) e pequenos depositos de glicogénio (Adaptado de ZAPATA et al., 2014).
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Estruturalmente (Figura 13), a membrana plasmatica de plaquetas é composta de
uma bicamada fosfolipidica, constituindo o local de expressdo de diversos receptores de
superficie que auxiliam na sinalizacdo e no trafego intracelular, como CD36, CD63, CD9,
GPCR, llbllla e GLUT-3 (GHOSHAL & BHATTACHARYYA, 2014). Esses receptores de
superficie também desencadeiam a liberacdo de granulos a que exercem influéncia sobre
maltiplas fungdes, como coagulacdo, inflamacdo, aterosclerose, defesa do hospedeiro
antimicrobiano, angiogénese, reparo de feridas e tumorigénese (BLAIR & LAUMENHAF,
2009).

Na parte interna da membrana plasmatica estdo presentes fosfatidiletanoaminas,
fosfatidilserinas e fosfatidilnositol, que mantem a estabilidade da sua superficie durante o
estado proagulante, enquanto que na parte externa € encontrada exclusivamante a
esfingomielina (MCNICOL & GERRARD, 1997; HEEMSKERK et al., 2002).

A membrana plasmatica é envolta externamente por uma camada lipoproteica
(glicocalix) que alberga importantes proteinas a funcdo plaquetaria, as glicoproteinas (GP)
(Figura 14). Dentre estas, destacam-se 0s receptores das familias das selectinas, como a P-
selectina ou CD62P, das integrinas como as GP I1b e Illa, dos receptores ricos em leucina tais
como as GP Ib, V e IX e da superfamilia das imunoglobulinas tais como a GP VI, bem como
0s receptores para agentes agonistas, como ADP (adenosina difosfato), colageno, epinefrina e
trombina (Figura 14) (KAMATH et al., 2001; LANDI & MARQUES-JUNIOR, 2003).
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Figura 14: Receptores (preto) e agonistas (cinza) plaquetarios (CASTRO et al., 2006).
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A plagueta também possui um citoesqueleto, uma rede tridimensional de
microfilamentos, composto de actina e filamina, microtibulos, em sua maioria compostos por
turbulina e outros filamentos que englobam proteinas como vimentina ou laminina. Durante a
sua ativacdo, o citoesqueleto contrai-se, conferindo uma morfologia esférica e emitindo
pseuddépodes (JANDROT-PERRUS & NURDEN, 2010).

Em seu interior, as plaquetas apresentam sistemas de membranas denominados
sistema canicular aberto e sistema tubular denso (Figura 13). O primeiro é formado por
invaginacdes da membrana plasmética, que constituem uma rede de acesso de moléculas
plasmatica para o interior das plaquetas, bem como uma reserva de membrana para emissao
de pseuddpodes durante a ativacio plaquetaria. E através deste sistema que a plaqueta ativada
excreta seus produtos. O segundo é formado de restos do reticulo endoplasmético que nao se
comunicam com o exterior, configurando o principal local de armazenamento de célcio no
interior das plaquetas (MCNICOL & GERRARD, 1997).

No citosol encontram-se numerosas organelas incluindo peroxissomos, lisossomos e
mitocondrias, aléem de granulos especificos de variados tipos, como os alfa (a), densos e
lisossomais (Figura 13). Os granulos o, sdo os maiores em tamanho (aproximadamente 200-
400nm) e mais frequentes (50 a 60 por plaquetas). Contém o fator plaquetario 4 (PF4),
selectina-P, trombospondina, B-tromboglobulina, fatores que intervém na coagulacdo (factor
V, X1, XIllI, fibrinogénio, fator von Willebrand) e moléculas de adesdo, como a fibronectina e
a vitronectina (EVERTS et al., 2006; BADIMON et al., 2009; THON & ITALIANO, 2012).
Os granulos densos sdo menores, aproximadamente 150nm, e estdo em menor frequéncia (3 a
8 por plaqueta). Contém além de calcio, ATP (adenosina trifosfato), ADP e serotonina.
Devido sua elevada concentracdo de célcio possuem forte densidade elétrica, dai seu nome
(JANDROT-PERRUS & NURDEN, 2010). Os granulos lisossomais possuem tamanho
intermediario (aproximadamente 200 a 250nm) e contém hidrolases é&cidas e CDG63
(JANDROT-PERRUS & NURDEN, 2010).

2.9. Funcéo plaquetaria

As plaquetas podem exercer diversas fungdes bioldgicas. Além de possuirem um
importante papel na hemostasia, podem atuar na regulacdo do tonus vascular, na inflamacéo,
no sistema imunolégico e na trombose (BLAIR & FLAUMENHAFT, 2009). Em condigdes
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fisiol6gicas normais, circulam sob o estado inativo, devido a secrecao de fatores pelas células
endoteliais (prostraglandina — PGE;, 6xido nitrico - NO e CD39/ADPase) que atuam inibindo
a ativacao plaquetaria. Quando se encontram sob o estado de ativacdo, agregam e estimulam a
formacédo do coagulo em resposta a processos hemorragicos. (ANGIOLILLO et al., 2010;
BRASS, 2010).

2.9.1. Agregacdo plaguetaria

A agregacdo plaquetaria ocorre em trés etapas: iniciacdo, extensdo e estabilizacéo
(BRASS, 2010). Na iniciacdo ocorre a formacdo de uma monocamada plaquetéria, que
suportara a subsequente agregacdo das plaquetas ativadas. Este processo é mediado pela
interacdo das plaguetas com o colageno, bem como a presenca de trombina no local da leséo.
Na extensdo as plaquetas ativadas secretam agonistas como o troboxano (TxA2), ADP,
serotonina, colageno e trombina que estimulam a adesdo de outras plaquetas. A secrecdo de
TxA2 e ADP além de induzirem o recrutamento de mais plaquetas, modificam a sua forma,
bem como favorecem a expressdo de moléculas pré-inflamatorias (P-selectina ou CD62P) e
ativacdo do complexo GP llb/Illa, fundamental para o processo de agregacdo. Na fase de
estabilizagcdo, ocorre a formacdo de pontes de fibrinogénio entre as plaquetas ativadas,
garantido assim a estabilizacdo estrutural do trombo plaquetéario (BRASS, 2010).

Indutores da agregacdo plaquetéria, tais como ADP e adrenalina (ADR) ou
epinefrina, sdo potentes agonistas plaquetarios. Possuem atividade pré-coagulante, gerando
assim, uma exacerbacao da amplificacdo das plaguetas, e consequentemente aumentando as
chances do desenvolvimento de um processo trombotico (YEAMAN, 2014; CARESTIA et
al., 2016). Por sua vez, os estimuladores antagonistas plaquetarios, como o acido
acetilsalicilico (AAS) ou aspirina, atuam preservando a conformidade das plaquetas e
principalmente inibindo o processo de agregacdo plaquetaria (GRASSI & DO CARMO,
2016; FERREIRA et al., 2017).

Sabe-se que o virus HIV também é capaz de promover ativacao plagquetaria, contudo
a funcdo plaquetaria na infeccdo pelo HIV ainda néo é clara (NKAMBULE et al., 2015a).
Nkambule et al. (2015) ao estudar a funcdo plaquetaria em individuos HIV sem tratamento,
observou que esta é retida em pacientes assintomaticos infectados pelo HIV e que h4d uma
hiperatividade plaquetéria frente a agonista enddgenos nesta condicdo (NKAMBULE et al.,
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2015a). Nesse contexto, avaliar a resposta de plaquetas frente a estimulos agonistas e
antagonistas, pode auxiliar na elucidagéo sobre anormalidades funcionais e estruturais durante

a infecgédo pelo HIV.

2.9.2. Inflamacéo e imunidade

A hemostase ainda continua sendo a principal e mais conhecida fungdo biologica
atribuida as plaquetas. Contudo, estas podem ainda estar envolvidas em outros processos,
como inflamagdo, interacdo com células da resposta imune, bem como na progressao tumoral,
angiogénese e metastase (OLIVEIRA et al., 2013).

No contexto inflamatorio, as plaguetas possuem elevada capacidade pro-
inflamatdria, que pode ser potencializada a partir de sua interacdo com o endotélio e com
leucocitos (SEMPLE & ITALIANO, 2011). Essa interacdo induz a expressdo de moléculas de
adesdo (como a E-selectina) na superficie da parede dos vasos sanguineos e em leucocitos
presentes no fluxo sanguineo. O inicio deste processo é realizado pela ligacdo da P-selectina
e/ou E-selectina com PSGL-1 (ligante presente na superficie de leucdécitos), resultando na
adesdo e rolamento de leucdcitos pela superficie do endotélio, transmigrando-os até o local de
inflamacdo, onde liberam mediadores inflamatdrios apds sinalizacdo intercelular justacrina
(WEYRICH et al., 2003).

As plaguetas podem ainda induzir respostas inflamatérias por expor o ligante CD40
(CD40L) a uma proteina de crescimento do tipo TNF-a, que é reconhecida pelo receptor
CD40 expresso na superficie de células endoteliais (BOZZA et al., 2009; SEMPLE &
ITALIANO, 2011). No mais, as plaguetas também podem alterar a ontogénese, funcdo de
macrofagos e células dendriticas (MASON et al., 2007; BOZZA et al., 2009).

Tsegaye et al. (2013) ao estudare a ativacao plaquetaria no estagio inicial da infec¢éo
pelo HIV-1 descreveu que a ativacdo de plaquetas € capaz de suprimir a infeccdo de células T
pelo virus. As plaquetas contendo granulos inibiram a propagacdo do HIV-1 nas células T
mais eficientemente do que as plaquetas degranuladas, indicando que o contetdo dos granulos
pode exercer atividade antiviral. Observaram ainda que a liberacdo de CXCL4 (um dos
principais componentes dos granulos de plaquetas) pelas plaquetas ativadas inibe a infeccéo
pelo HIV-1 das células T adjacentes no estagio de entrada do virus (TSEGAYE et al., 2013).
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Em resumo, observa-se que as plaquetas podem influenciar através de seus sistemas
moleculares e sinalizacdo justicrina, tanto no desenvolvimento de processos inflamatorios,
guanto em respostas imunes inatas e adquiridas (BOZZA et al.,, 2009; SEMPLE &
ITALIANO, 2011).
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3. JUSTIFICATIVA

O advento da TARV (terapia antirretroviral) fez com que a mortalidade em pessoas
vivendo com HIV passasse a ser atribuida a fatores ndo convencionais decorrentes da
inflamacéo cronica. O declinio das células T CD4+ e progressdo para AIDS em conjunto com
a inflamacdo crénica colaboram com o desencadeamento de vérias comorbidades, e as

respiratdrias aparecem com grande expressividade.

Sabe-se que plaquetas estdo alteradas nas comorbidades respiratérias, podendo ainda
desempenhar um importante papel na patogénese destas. Na infeccdo pelo HIV, onde estas
comorbidades possuem elevada prevaléncia, o processo de ativacdo plaquetéaria pode agravar
o0s quadros clinicos de doencas respiratdrias nestes pacientes, sejam elas de origem infecciosa

ou crbnica, contribuindo para progressdo da doenca e em casos extremos, ao 6bito.

Sendo assim, a busca por respostas na comparacao das alteracfes morfoldgicas das
plaquetas em pacientes HIV/AIDS com ou sem comorbidade respiratéria, pode fornecer
dados importantes a respeito de sua participacdo na exarcebacdo da inflamacdo durante a
infeccdo por HIV. E, além disso, essa avaliacdo contribui para o estabelecimento da
participacdo das plaquetas na piora do quadro clinico de pacientes com comorbidade
respiratdria e com possivel desfecho em 6bito. Este estudo, ndo so6 identificou subpopulactes
de plaquetas e avaliou a sua resposta frente a estimulos agonistas, mas também avaliou o
comportamento de marcadores imunolégicos como preditores de agravamento da doenca. Os
resultados identificaram um possivel mecanismo subjacente a degradacdo de plaquetas que
pode estar contribuindo com a gravidade do quadro de insuficiéncia respiratdria, o qual

permitira elaborar abordagens visando a intervencdo medica nestes casos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Avaliar aspectos morfoldgicos e funcionais das plaquetas de pacientes HIV/AIDS

com comorbidades respiratorias.

4.2. Especificos

» Realizar uma analise retrospectiva das comorbidades apresentadas pelos pacientes
HIV/AIDS internados nos Gltimos dois anos;

= Utilizar marcadores plaquetarios para definicdo de subpopulacbes plaquetarias em

pacientes HIVV/AIDS com ou sem comorbidades respiratorias;

= Estimar os niveis de marcadores de ativacdo imune crénica (sCD14 e perfis de citocinas
Thl, T2 e TH17),
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Consideracdes éticas

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Fundacdo Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) sob o nimero de
parecer 1753402 e CAAE 57330116.6.40000.0005 (Anexo 1).

5.2. Tipo, populagéo e local do estudo

A populagdo alvo foi constituida de pacientes HIV/AIDS internados na Fundacéo de
Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) e a amostragem se deu por
conveniéncia. Aspectos morfoldgicos e funcionais das plaguetas foram investigados em
pacientes HIV/AIDS com comorbidades respiratdrias, neroldgicas e outros. Os participantes
tiveram seus exames laboratoriais acompanhados da contagem CD4 e carga viral. Para o
grupo controle foram recrutados individuos sadios que aceitaram participar do estudo.

Este estudo foi classificado em dois momentos distintos, mas complementares entre
si. Em um primeiro momento o estudo se torna retrospectivo, por analisar as informacdes
pregressas dos pacientes internados no Gltimo biénio (2016-2017), compilando informacdes
sobre o estabelecimento e/ou desenvolvimento de comorbidades e da prépria evolugdo da
infecdo por HIV, tratamentos e falhas terapéuticas. J& em um segundo momento, temos entéo,
um estudo de carater prospectivo no sentido de que as avaliagdes imunoldgicas observaram
marcadores especificos, que sdo preditores de piora ou cronicidade de estado inflamatorio,
podendo assim, mesmo a partir de uma Unica analise, prospectar o futuro quadro de saude dos

pacientes participantes deste estudo.
5.2.1.Critérios de inclusdo
Foram incluidos no estudo pacientes HIVV/AIDS internados na FMT-HVD nos anos

de 2016-2017, na faixa etaria entre 18-70 anos, de ambos 0S Sex0s, € que apresentaram

sintomas e/ou sinais clinicos caracteristicos de doencas respiratorias.
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5.2.2.Critérios de exclusdo

Foram excluidos deste estudo, pacientes com infeccdo pelo virus das hepatites B e C,
visto que estas co-infeccdes favorecem um pior prognositico do paciente, bem como podem
interferir nos resultados da terapéutica aplicada. Pacientes com sorologia positiva para o virus
linfotropico humano (HTLV) também foram excluidos, ja que a alta similaridade patogénica
deste virus com o virus HIV poderia mimetizar os resultados encontrados. Foram excluidos
também pacientes com purpura trombocitopénica idiopatica e sindrome de Guillain-Barré,
uma vez que a funcdo plaquetéria nestas patologias esta naturalmente comprometida, bem

como pacientes em uso de anti-hipertensivos, que tem acdo direta na fiosiologia plaquetéria.

5.3. Analise restrospectiva

Foi realizada uma analise restrospectiva das comorbidades apresentadas pelos
pacientes HIV/AIDS internados nos dltimos dois anos na FMT-HVD. Um total de 200
pacientes foi incluido. Os dados clinicos destes pacientes foram acessados mediante a
consulta no protudrio utilizando o sistema de prontuério eletrénico (iDoctor). Os dados
inferidos foram tabulados no programa Microsoft®Excel e analisados no GraphpadPrism 5.0.
Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p< 0,05 e intervalo

de confianca de 95%.

5.4. Abordagem dos pacientes

A abordagem foi realizada com o paciente ou com seu acompanhamente responsavel,
durante o qual o objetivo da pesquisa foi esclarecido para solicitar o convite a participar do
estudo. Em caso positivo, o paciente ou responsavel preencheu uma ficha contendo
informacdes pessoais e dados clinicos (Anexo 3), logo apds o aceite através do termo de

consentimento livre e esclarecido (Anexo 2).

5.5. Obtencéo dos dados clinicos

No momento da abordagem dos pacientes coletamos dados sociodemogréaficos. Tais
como, nome, idade, sexo, género, raca, uso de drogas, TARV. Por meio de acesso ao
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prontuario médico dos pacientes, foram coletados os seguintes dados clinicos: estado de satde
geral, comorbidades, co-infec¢bes, tratamento, manifestagdes clinicas (emagrecimento,
diarreia, vOmitos) e Obito. Este instrumento também forneceu dados laboratoriais:
hemograma, sorologia (Citomegalovirus — CMV, Toxoplasmose, Epstein Baar — EBV, Herpes
virus, virus da hepatite B — HBV), virus da hepatite C — HCV), marcadores imunol6gicos
(carga viral e contagem de células T CD4+ e T CD8+) e marcadores bioquimicos
(bilirrubinas, creatinina, desidrogenase latica, gama GT, albumina, fosfatase alcalina, TGO e
TGP).

5.6. Coleta das amostras bioldgicas

No mesmo dia da abordagem do paciente foram coletados 20 mL de sangue por
venopuncao a vacuo apés entrevista e assinatura do TCLE. O volume foi distribuido em
quatro tubos, seguindo a respectiva ordem: 1 contendo anticoagulante (tampa roxa), 1 tubo
seco (tampa vermelha) e 2 tubos contendo citrato de sodio (tampa azul). O Gltimo tubo de
citrato de sodio coletado foi designado para realizacdo dos testes com plaquetas, visando o
maximo de exlusdo de ativadores plaquetéarios e microparticulas. Apos a coleta as amostras
foram acondicionadas em recipiente térmico a temperatura ambiente e transportadas para o
Instituto Lé&onidas e Maria Deane (ILMD/ Fiocruz Amazbnia) para processamento e

realizacdo dos procedimentos descritos a seguir (Figura 15).

5.7. Obtencgéo do soro e armazenamento das amostras

As amostras coletadas em tubos seco foram centrifugadas a 3.500RPM durante 5
minutos a 25 °C para obtencdo do soro e aliquotadas (1mL) para analise de marcadores
inflamatdrios. O sangue total coletado em tubo com anticoagulante foi homogeneizado e
aliquotados (1mL) para armazenamento e analises futuras. Ambos foram armazenados a -80
°C.

5.8. Obtencéo do plasma rico em plaquetas (PRP)

As amostras de sangue (5mL) coletadas em tubos contendo citrato foram

centrifugadas a 800 x g durante 5 minutos a 25 °C. Os sobrenandantes obtidos foram
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centrifugados novamente a 580 x g durante 20 minutos a 25 °C. O sobrenadante final obtido
foi o plasma rico em plaquetas (PRP) (SHIGA et al., 2017).

Amostras biologicas

Plasma
(Citrato de sodio)

Sangue
(Tubo seco)

Sangue total (EDTA)

Dosagem de sCD14 Fenotipagem plaquetas
(ELISA) (Citometria)

/—\ Dosagem de citocinas
A (CBA)

rmazenamento
(-80 °C)
Dosagem de metabdlitos
do triptofano (HPLC)

Figura 15: Fluxograma dos processos metodologicos de coleta e analise laboratorial. EDTA:
etilenodiamino tetra-acético). SCD14: CD14 solvel. ELISA: Enzyme linked immunosorbent
assay. CBA: Cytometric Bead Array. HPLC: High performance liquid chromatography.
PRP: Plasma rico em plaguetas.

5.9. Isolamento das plaquetas

Ao PRP foi acrescentado Prostraglandina E; (PGE;) (Prostraglandin E; 1mg; Cat.
N°. P5515; Lot. #BCBT8985; Sigma) para evitar a ativacdo plaquetéaria e centrifugado a 500 x
g durante 20 minutos a 25 °C. O sobrenadante foi desprezado e as plaquetas foram
ressuspendidas em tampao PSG (SmM de PIPES, 145 mM de NaCl, 4mM de KCI, 50uM de
Na2HPO4, 1mM de MgCI2-6H20, 5,5mM de glicose; pH 6,8) e 300 nM de PGE;. Foi
realizada uma nova centrifugacdo a 500 x g durante 20 minutos a 25 °C e o sobrenadante
descartado. As plaquetas foram ressuspensas em PSG e 300nM de PGE; (tampdo PSG/
PGE;). Foi realizada cuidadosamente a homogeneizacdo até dissolucdo completa do pellet,
contendo em um volume final de 2 mL de plaquetas, para as marcag¢Ges plaguetarias com 0s
anticorpos fluorescentes especificos (HAMBURGER & MCEVER, 1990) (Anexo 4).
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5.10. Avaliacéo da resposta de plaquetas

A avaliacdo da resposta plaquetaria foi realizada em um subgrupo de 25 pacientes.
As plaquetas foram fenotipadas (Anexo 4) utilizando o anticorpo monoclonal anti-CD41
(FITC Mouse Anti-Human CD41b; Cat. N° 555469; Lot. 5244691; BD Pharmingen™)
(Figura 16B). O acido nucleico das plaquetas foi marcado com dihidroetideo — DHE
(Dihydroethidiu-Hydroethidine; Cat. N°. D1168; Thermo Fisher Scientific) de modo a estimar
seu nivel de maturacdo e assim designar as subpopulacdes plaquetarias (Figura 16C).
Estimulos agonistas (Adrenalina; Hipolabor 1mg/mL) juntamente com anti-CD41 e DHE
também foram realizados. A capacidade responsiva foi determinada pela alteracdo nos
parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), que indicam respectivamente,

agregacdo plaquetaria e granulacéo.

5 PLT
3 458

-5 fCoa1 10
96,4 3

SSC-A
CD41b

Figura 16: Caracterizacdo das subpopulacGes de plaguetas pela duplamarcacdo. A) Painel de
tamanho e granulosidade para selecdo de plaquetas. Foram de cometa caracteristico da
distribuicdo de heterogeneidade de tamanho (selecdo). B) A populacdo total foi analisada no
painel canal FL-1 (CD41+) e tamanho (quadrado indicou a sele¢do para avaliar presenca ou
ndo de resquicios de acidos nucleicos). C) Definicdo das duas subpopulagdes paine FL-1
(CD41+) e FL-2 (DHE), em CD41+/DHE+ (quadro superior, definida como reticuladas) e
CD41+/DHE- (quadrado inferior, definida com plaguets maduras).

5.11. Dosagem de citocinas plasmaticas

A dosagem de citocinas das amostras de plasma dos pacientes e controles foi

realizada pela técnica de Citometria de Fluxo CBA (Cytometric Bead Array) num subgrupo
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de 100 pacientes, seguindo as recomendacdes descritas pelo fabricante, com o Kit BD™
Human Twl/Tu2/Tul7 Cytokine (Cat. N° 560484, Lot.: 7184746, BD® Biosciences, San
Diego, CA, USA), onde as citocinas quantificadas foram: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-
yeIL17 e como KiT BD™ Human Inflammatory Cytokine (Cat. N° 551811, Lot.: 7216799,
BD® Biosciences, San Diego, CA, USA), onde as citocinas quantificadas foram: IL-8, IL-1p,
IL-6, IL-10 TNF e IL-12. Para o célculo das concentragdes em pg/mL e Intensidade Média de

Fluorescéncia (MFI) de cada citocina foi utilizado o software FCAP-Array™ (v3.0.1).
5.12. Dosagem de CD14 soluvel (sCD14)

As concentraces plasmaticas de CD14 solivel foram determinados por Ezyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) em placas de 96 pocgos (Cell Sciences e R & D
Systems). Inicialmente a placa foi sensibilizada com o anticorpo priméario (anti-human CD14
Antibody; Cat. N°. MAB3833; Lot. AWI091610A; R&D Systems), diluido em tampé&o
carbonato-bicarbonato (0,05M; pH 9,6). Apds a sensibilizacdo, foi feito o bloqueio com
tampdo PBS/BSA (PBS pH 7,4; albumina bovina a 3%). Em sequéncia os soros (diluidos a
0,5% em PBS/BSA), dos pacientes e dos controles e o anticorpo recombinante (Recombinant
Human CD14; Cat. N°. 383-CD; Lot. BCS1716091; R&D Systems) foram adicionados em
cada poco da placa. Na sequéncia adicionou-se 0 anticorpo secundario (anti-human CD14
Biotinylated Antibody; Cat N° BAF383; Lot. BAR0714031; R&D Systems). Ap0s esta etapa
foi adicionado estreptavidina e a reacdo foi revalada com tampédo revelacdo (tampdo citrato-
fosfato + TMB + H,0, 30%) e cessada com H,SO,4 (2,0M). A leitura foi feita por meio
colorimétrico (densidade optica — DO), utilizando espectrofotdmetro para leitora de placas de
ELISA (BIO-RAD Microplate Reader iMark™) na absorbancia de 450nm (Anexo 5).

5.13. Identificacdo e quantificacdo de Triptofano (TRP) e Quinurenina (KYU)

O soro de pacientes foi submetido ao tratamento com 8% de acido perclérico, para a
precipitacdo de proteinas e a extracdo de TRP e KYU. Essa mistura foi agitada em vortex (até
que se obtivesse um aspecto leitoso) e centrifugada a 5.000 RPM por 10 minutos a 4°C. Apds
a centrifugacao, retirou-se o sobrenadante para em seguida ser analisado em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Para tal, foram injetados 20 puL em coluna de fase reversa
Luna C-18 (N°. AJO-8368; Gemini-NX C18 4x3; Allcrom), o tempo de corrida foi de 20 min
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com um fluxo de fase movel (tampdo de Acetonitrila, acetato de sddio com pH=4) de 1
mL/min. O triptofano e a quinurenina foram separados e analisados pelos detectores
fluorescéncia e UV, respectivamente. Os picos foram identificados apds adicionar o
comprimento de onda no HPLC, sendo 360 nm para KYU e 278 nm para TRP. Para
identificar os picos, as amostras foram comparadas aos tempos de retencdo do padréo
previamente analisado no HPLC em diferentes concentracfes (100/10uM; 50/5uM;
25/2,5uM; 12,5/1,25uM; 6,25/0,625uM). E assim anotou-se a area para realizar o calculo
(equacdo gerada no GraphPadPrism a partir da concentracdo do padrdo) e obter a

concentracdo de TRP e KYU nas amostras analisadas.

5.14. Leitura e andlise das amostras de CBA e plaquetas

Para a aquisicdo das amostras foi utilizado o Citdmetro de Fluxo FACSCanto Il
(Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) do Instituto Lednidas e Maria Deane
(ILMD) - Fiocruz Amazénia. As analises foram realizadas no programa Flow-Jo, para

obtencdo dos dados de citocinas e plaguetarios.
5.15. Defini¢des de morbidades abordadas no estudo
HIV: Individuos com sorologia positiva para o virus HIV com confirmacéao

laboratorial.

HIV/AIDS: Individuos com sorologia positiva para o virus HIV internados na FMT-

HVD com contagem de células T CD4+ igual ou inferior a 200 células/mm? de sangue.

Comorbidade respiratoria: Sinais e/ou sintomas caracteristicos de doenca

respiratoria, com origem infecciosa e nao infecciosa, que apresentem ou ndo cronicidade.

Comorbidade neuroldgica: Sinais e/ou sintomas caracteristicos de doenca

neuroldgica, com origem infecciosa e ndo infecciosa, que apresentem ou ndo cronicidade.

Comorbidade digestiva: Sinais e/ou sintomas caracteristicos de doenca
digestiva/intestinal, com origem infecciosa e ndo infecciosa, que apresentem ou nao

cronicidade.
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Insuficiéncia respiratéria: Incapacidade reduzida ou total de respiracdo autbnoma,
desencadeada pela obstrucdo das vias respiratérias ou desenvolvida ao longo do tempo em

decorréncia de outras doengas.
Tuberculose: Doenca diagnosticada por baciloscopia positiva para M. tuberculosis.
Plaquetopenia: Contagem de plaquetas inferiores a 150.00/ mm? de sangue.

Plaquetocitose: Contagem de plaquetas superiores a 350.00/ mm® de sangue.

5.16. Andalise estatistica

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism versdo 5. As distribuicfes
foram calculadas por y°. Quando a comparaco foi realizada entre dois grupos usou-se o teste
T ndo paramétrico de Mann Whitney. Quando a comparacdo envolveu trés grupos, as
comparagcbes multiplas foram realizadas pelo Anova com teste de Kruskal-Wallis. As
diferencas encontradas nas comparacdes mdaltiplas foram diferenciadas em (a) ou (b). Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p< 0,05 e intervalo de
confianca de 95%. Quando o grau de significancia foi classificado na forma de asterisco, (*)
indicou p<0,05; (**) p<0,005 e (***) p<0,0005. Para todas as analises de comparacdes, 0s
testes utilizados assumiram o desvio da hipdtese nula num-sé-sentido. Uma analise de
correlacdo de Spearman foi utilizada para triar as varidveis que deram resultados

significativos p<0.05 para as andlises de regressao linear.
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6. RESULTADOS

A populagdo estudada abrangeu 200 individuos, sendo esta dividida em duas sub-
populacbes, HIV/AIDS e HIV/AIDS com comorbidade respiratéria (HIV/AIDS+CR). No
grupo HIV/AIDS (n=85), 75,29% (n=64) dos integrantes eram do sexo masculino e 24,71%

(n=21) do sexo feminino. A média de idade deste foi de 38,68+12,09. Da mesma forma, no

grupo HIV/AIDS+CR (n=115) houve maior frequéncia do sexo masculino, com 78,26%

(n=90), o sexo feminino apresentou frequéncia de 21,74% (n=25). A média de idade deste
grupo foi de 37,96+10,86 (Tabela 1).

Tabela 1: Caracterizagéo geral da populagéo estudada.

HIV/AIDS (n=85) HIV/AIDS+CR (n=115) p

Idade (médiaxDP) 38,68+12,09 37,96+10,86 ns
Sexo

Masculino 64 (75,29%) 90 (78,26%) ns

Feminino 21 (24,71%) 25 (21,74%) ns
TARV

Sim 62 (72,94%) 89 (77,39%) ns

Né&o 23 (27,06%) 26 (22,61%) ns
Carga viral

Indetectavel 13 (15,29%) 22 (19,13%) ns

>50 50 (58,82%) 76 (66,09%) ns

Sem resultado 22 (25,89%) 17 (14,78%) ns
CD4 (cel/uL) 135001,0+172308 12618,0+161,66 ns
Plaquetas (/mm®) 276978,0+136134,24 283179,0+142233,2 ns

Plaquetopenia 18 (21,18%) 17 (14,78%) ns

Plaquetocitose 6 (7,06%) 25 (21,74%) 0.004
MPV 7,94+2,78 7,90+2,54 ns
PDW 13,5145,18 13,4945,31 ns

TARV: terapia antirretroviral, CD4: linfocitos T CDA4+;

Distribution Width.

MPV: Mean Platelet Volume; PDW: Platelet
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Quanto ao uso de terapia antirretroviral (TARV) observou-se no grupo HIV/AIDS e
HIV/AIDS+CR, respectivamente, que 72,94% (n=62) e 77,39 (n=89) estavam sob o0 uso
desta. Na avaliacdo da carga viral (CV) destes pacientes, no grupo HIV/AIDS, 15,29% (n=13)
apresentaram CV indetectavel e 58,82% (n=50) CV acima de 50 cdpias. Por sua vez, no grupo
HIV/AIDS+CR, 19,13% (n=22) estavam com CV indetectavel e 66,09% (n=79) com CV
acima de 50 cépias. Os grupos apresentaram, respectivamente, média de células CD4 de
135001,0+172308 e 12618,0+161,66 (Tabela 1).

Na avaliacdo dos indices do plaquetograma, foi observada respectivamente nos
grupos, uma média de 276978,0+136134,24 e 283179,0+142233,2 na contagem global de
plaquetas. Pacientes HIV/AIDS+CR possuem maior frequéncia de plaquetocitose (21,74%;
n=25) quando comparados com pacientes HIV/AIDS (7,06%; n=6) (p=0.004). A frequéncia
de plaquetopenia foi de 14,78% (n=17) e 21,18% (n=18), nos grupos HIV/AIDS e
HIV/AIDS+CR, respectivamente. O grupo HIV/AIDS apresentou meédia de MPV de
7,94+2,78 e PDW de 13,51+5,18. Por sua vez, o grupo HIV/AIDS+CR de 7,90+2,54 e
13,4945,31, respectivamente (Tabela 1).

Os dados dos pacientes incluidos no estudo foram coletados através de consulta no
sistema iDoctor. Foram levados em consideracdo os dados apresentados no momento da
coleta de sangue para analise soroldgica de citocinas. Todos os dados secundarios obtidos no
sistema levaram em consideracdo a dia da entrevista e coleta. Depois, 0os mesmos foram

acompanhados pelo sistema para saber o desfecho 6bito ou sobrevivéncia.

Um levantamento de dados clinicos dos pacientes HIV/AIDS foi realizado,
considerando comorbidades, coinfec¢Bes e dados laboratoriais. Dentre os quais puderam ser
definidos: tuberculose, comorbidades respiratorias, comorbidades neurolédgicas, comorbidades
digestivas, anemia, manifestacdes clinicas (vomito, diarreia, emagrecimento) e estado geral
(BEG e LOTE). Essas variaveis categoricas foram submetidas a teste de associagdo em
funcdo da variavel desfecho: obito. Desse modo, foi observado que tuberculose (p=0.001) e

vomito (p=0.032) demostraram associacdo com Obito nestes pacientes (Tabela 2).
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Tabela 2: Comorbidades e manifestacfes clinicas e sua associa¢cdo com oObito em pacientes
HIV/AIDS.

Obito
Raz4o de Prevaléncia P p
Tuberculose 3.44 (2.33-5.08) 10.337 0.001
Comorbidade respiratoria 1.63 (1.34-1.99) 3.016 0.082
Comorbidade neuroldgica 0.52 (0.09-3.07) 0.692 0.405
Comorbidade digestiva 1.03 (0.17-6.41) 0.001 0.972
Anemia 0.71 (0.26-1.93) 0.698 0.403
Vomito 2.48 (1.41-4.37) 4,587 0.032
Diarreia 0.83 (0.14-5.04) 0.045 0.832
LOTE 0.48 (0.08-2.82) 0.925 0.336
Emagrecimento 1.50 (0.91-2.47) 1.341 0.247
BEG 1.24 (0.40-3.85) 0.126 0.723

BEG: bom estado geral; LOTE: Lucido e orientado em tempo e espago.

Para avaliar a associacdo de variaveis clinicas com aumento do risco de 6bito em
pacientes HIV/AIDS foi realizado teste de associacdo. Utilizando-se 0 modelo de regressao
logistica, foram identificados comorbidades infecciosas, comorbidades hematoldgicas e
marcadores de avaliacdo imunolégica, como fatores preditivos independentes para evolucédo a
Obito. A razdo de probabilidade (OR) indicou aumento do risco de evolugdo ao ébito em até
32% em pacientes com emagrecimento (p=0.028). A tuberculose por sua vez, foi a Unica
coinfeccdo associada com o aumento de risco de obito em até 37% (p=0.013). Entre os dados
laboratoriais, as alteracdes na contagem de plaquetas aumentam em até 37,2% a chance de
Obito (p=0.011) (Tabela 3).

Para ilustrar a analise multivariada as variaveis foram comparadas individualmente
entre os pacientes que tiveram desfecho de ébito ou que sobreviveram (Tabela 3). O
emagrecimento, a presenca de coinfeccdes como tuberculose e alteracdo plaquetaria (tanto
plaquetopenia, quanto plaquetocitose) foram associados ao desfecho 6bito. A insuficiéncia
respiratdria associada a coinfecgdo por tuberculose também foi frequentes no grupo que foi a
obito.
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Tabela 3: Variaveis clinicas individualmente associadas com aumento do risco de Obito em
pacientes HIV/AIDS.

Obito  Vivo
N=22 N=76 OR IC 95% p
Estado geral Sexo 13 61 0,35 0.13-0.97 0,052
Beg 10 36 1,08 0.41-2.80 0,874
Lote 10 41 141 0.54-3.64 0,483
Tratamento 15 56 1,31 0.46-3.66 0,611
Emagrecimento 16 34 3,29 1.20-9.37 0,028
Vémito 9 28 084 031-222 0,729
Diarreia 4 27 248 0.71-8.07 0,123
Anemia 16 48 0,64 0.22-1.83 0,406
Comorbidades  Sistema respiratério 17 44 040 0.13-1.21 0,099
infecciosas Tuberculose (TB) 14 26 336 1.27-9.26 0,025
Insuficiéncia respiratdria + TB 14 25 3,57 1.34-9.86 0,013
Sistema neurol6gico 10 30 0,78 0.30-2.03 0,615
Sistema digestivo 9 16 0,39 0.13-1.06 0,060
Sistema circulatério 2 4 0,56 0.09-3.2 0,510
Outras EPF 4 13 0,93 0.26-3.20 0,907
coinfecgoes CMV(IgG+) 16 60 1,41 0.47-4.17 0,538
EBV(lgG+) 15 56 1,31 0.46-3.66 0,611
Herpes(IgG+) 15 49 085 0.30-233 0,748
HCV 2 4 0,56 0.09-3.25 0,510
Marcadores HIV-RNA>1000 15 43 0,61 0.22-1.66 0,330
imunoldgicos CD4 <200 células 14 47 0,93 0.34-247 0,879
CD8 anormal 13 38 069 026-181 0,452
CD4/CD8<1,5 17 62 1,30 0.41-4.12 0,653
Comorbidades ~ Anemia severa 5 10 052 0.15-1.70 0,272
hematologicas  Alteracdo nimero de plaquetas 14 24 372 142-1053 0,011
Plaquetopenia 6 12 050 0.16-153 0,221
Plaquetocitose 8 12 3,04 0.97-847 0,067
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Para avaliar os dados laboratoriais de pacientes com comorbidade respiratéria foram
realizadas analises de compara¢Ges multiplas com teste t de Mann Whitney. As diferencas
encontradas nas comparaces multiplas foram diferenciada em (a) ou (b). A avaliacdo de
dados laboratoriais destes pacientes apontou maior namero absoluto de plaquetas em
pacientes HIV/AIDS com comorbidade respiratéria cm compara¢do aos pacientes sem
comorbidade respiratéria (p=0.009). A plaquetocitose apresentou uma tendéncia a ser a
principal alteracdo relacionada a insuficiéncia respiratdria associada a tuberculose, no entanto

o valor p ndo apresentou significancia devido ao baixo N amostral (Tabela 4).

Tabela 4: Dados laboratoriais de pacientes HIV/AIDS com insuficiéncia respiratoria
associada a tuberculose e pacientes HIV/AIDS sem insuficiéncia respiratoria.

IR+TB Sem IR

N Média SD N Média SD p
HIV-RNA(cdpia) 37 192758  100949,0 28 243953 64659,0 ns
CD4 (cel/pL) 37 142,3 25,6 28 162 41,5 ns
CDS8 (cel/pL) 36 647,2 104,2 27 749,5 110,3 ns
CD4/CD8 35 0,262 0,0 26 0,2018 0,0 ns
CD14s (ng/ul) 33 3723 659,8 34 4008 679,6 ns
Triptofano (TRP) 24 20,48 3,0 20 21,94 3,0 ns
Quinurenina (KYU) 24 1,944 0,3 20 2,321 0,4 ns
KYU/TRP 24 0,1186 0,0 20 0,11 0,0 ns
Hemoglobina (g/dl) 38 10,63 0,4 36 9,98 0,4 ns
Leucocitos/mm3 37 8396 3104,0 36 6814 1484,0 ns
Linfocitos (%) 38 23,78 1,4 36 25,48 2,5 ns
Eosindfilos (%) 38 6,124 14 36 5,683 0,8 ns
Plaguetas (/mm3) 38 341215 25118,0° 36 241560 23342,0° 0,009
MPV 37 7,912 0,3 36 8,423 0,2 ns
PDW 37 13,91 0,8 36 14,76 0,8 ns
Bilirrubina (mg/dL) 36 1,091 0,4 36 2,753 1,3 ns
Creatinina (mg/dL) 36 1,011 0,2 37 2,258 1,2 ns
DHL (U/L) 36 405,1 27,5 35 532 136,5 ns
Gama GT (U/L) 37 161,3 26,5 37 262,9 61,9 ns
Albumina 34 3,438 0,2 36 3,175 0,3 ns
Fosfatase alcalina (U/L) 37 368,8 42,2 36 392,9 59,6 ns
TGO (U/L) 38 57,74 8,5 37 57,3 9,3 ns
TGP (U/L) 38 54,58 9,5 37 61 9,7 ns

CD4: linfécitos T CD4*; CD8: linfocitos T CD8"; MPV: Mean Platelet Volume; PDW: Platelet Distribution
Width; DHL: desidrogenase latica; Gama GT: gama glutamil transpeptidase; TGO: transaminase glutamico-
oxalacética; TGP: transaminase glutdmico-pirtvica.

68



Para avaliar se os fatores sollveis da resposta imune (citocinas de perfil Tyl, Ty2,
Twl7 e quimiocinas) possuiam associacdo com o desfecho morte (Tabela 5), estes foram
dosados. As medias e desvios-padrdes foram obtidos a partir da intensidade média de
fluorescéncia (MFI) . As variaveis continuas obtidas foram submetidas a teste de associagédo
em funcgdo da varidvel desfecho: ébito. Dentre as citocinas analisadas (Tabela 5), observou-se
que pacientes HIV/AIDS que forma a Obito possuem niveis aumentados das citocinas
inflamatdrias I1L-6 (p=0.028) e IL-8 (p=0.002), demonstrando associacdo negativa desses

marcadores com Obito nestes pacientes.

Tabela 5: Niveis de citocinas de perfil Tyl, Ty2, Tyl7 e quimiocinas e sua associacdo com
6bito em pacientes HIVV/AIDS.

Contole Obito Vivo

Média (SD) Média (SD) Média (SD) P
IL-2 283,0 (16,31) 2747 (4,49) 351,6 (42,61) ns
IL-4 165,3 (8,22) 161,2 (4,99) 188,9 (20,76) ns
IL-6 192,0 (28,42) 2308 (1219,0) 2324 (1441,0) 0.028
TNF 155,7 (22,28) 2308 (1219,0) 189 (40,87) ns
IFN-y 296,3 (140,60) 137 (3,68) 1826 (1609,0) ns
IL-17 248,7 (109,0) 144 (21,67) 863 (720,0) ns
IL-12 106,0 (10,72) 94,94 (3,20) 224,3 (91,07) ns
IL-10 161,6 (12,96) 408,1 (119,80) 401,9 (123,1) ns
IL-1B 229,1 (42,12) 207,7 (9,10) 320,7 (90,31) ns
IL-8 379,5 (18,37) 4656 (1264,0) 2073 (421,2) 0.002

Os niveis de citocinas também foram avaliados na presenca e auséncia de

comorbidades respiratoria, neuroldgica e digestiva (Tabela 6). A andlise de associa¢do néo
demonstrou relagdo dos niveis de citocinas em pacientes HIV/AIDS com comorbidades
respiratorias quando comparada ao grupo com auséncia destas. Contudo, em pacientes
HIV/AIDS com comorbidade neurologicas foram observados niveis elevados das citocinas
inflamatdrias IL-1p (p=0.0031) ¢ IL-8 (p=0.0095) quando comparado ao grupo HIV/AIDS
sem comorbidade neuroldgica. Do mesmo modo, pacientes HIV/AIDS com comorbidade
digestiva, apresentaram elevados niveis de IL-10 quando comparados ao grupo sem essa
comorbidade (p=0.003).
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Os niveis de citocinas também foram avaliados com dados hematoldgicos em
pacientes HIV/AIDS (Tabela 7). Neste caso, foram comparados os dados hematoldgicos
préximos ao dia de coleta, ou seja, foram utilizados os dados em até dois dias depois da coleta
de sangue. Foram incluidas nesta analise anemia, plaguetopenia e plaquetocitose,
comorbidades deste perfil frequentemente encontradas em nossa populagdo. Foi realizada uma
andlise de associacdo entre grupos para avaliar esta variavel. Desse modo, observou-se que
pacientes HIV/AIDS com anemia apresentam niveis elevados das citocinas IL-6 (p=0.0094) e
IL-10 (p=0.0059) em comparacdo aos pacientes HIV/AIDS sem anemia. Do mesmo modo,
pacientes HIV/AIDS com plaguetopenia também apresentaram aumento da concentracdo de
IL-6 (p=0.0109). Contraditoriamente, em pacientes HIV/AIDS com plaquetocitose foram

observados niveis reduzidos desta citocina (p=0.022).
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Tabela 6: Niveis de citocinas em pacientes HIV/AIDS com e sem comorbidade respiratdria, neurologica e digestiva.

Respiratdria Ausente Neurolégica Ausente Digestiva Ausente

Média (SD) Média (SD) P Média (SD) Média (SD) Média (SD) Média (SD)
IL-2  342,2(48,85) 2849(6,78)  ns 357,5(77,88) 304,9 (11,75) ns 4245 (132,0) 2943 (7,97) ns
IL-4  196,4 (25,86) 168,9 (4,96) ns 206,8 (40,38)  178,1(8,02) ns 232 (68,47) 1745 (5,71) ns
IL-6  862,9(183,7) 671,8(176,7)  ns 729,3(168,08) 911,5(191,8) ns 900,5 (251,1)  830,7 (143,0) ns
TNF  3751(6354) 257 (19,43) ns 328,6 (72,08)  336,9 (46,91) ns 499,3 (117,10) 290,3 (31,37) ns
IFN-y 206 (51,57)  140,1(6,37)  ns 2257 (82,14)  167,9(14,8) ns 293,7 (139,0) 154,8(10,13) ns
IL-17  210,2 (52,15) 195,2 (54,07) ns 293,9(93,69) 189,7(31,0) ns 275,3 (112,00 207,8(34,39) ns
IL-12  134,1(12,35) 1594 (33,11)  ns 170 (33,59) 145 (15,67)  ns 125,6 (12,86) 154,3 (16,63) ns
IL-10 221 (110,9) 100,8 (8,4) ns 272,8 (177,8) 138,5(23,79) ns 385,4 (48,31) 263,2 (24,83) ***
IL-1B 346,2(114,8) 2153(11,48) ns 201,0 (14,14)  243,6 (17,11) ** 520,7 (310,5) 234,3(16,82) ns
IL-8 2294 (402,4) 3194 (973,2) ns 1509,0 (302,3) 2599 (380,8) ** 1965 (512,2) 2405 (435,6) ns
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Tabela 7: Niveis de citocinas em pacientes HIV/AIDS com manifestagdes hematoldgicas.

Anemia Sem anemia Plaquetopenia  Plaquetas normais Plaquetocitose  Plaquetas normais

Média (SD) Média (SD) Meédia (SD) Média (SD) P Meédia (SD) Meédia (SD) P
IL-2 290,09 (12,72) 343,7(52,51) ns 290,9 (12,72) 3437(52,51)  ns 292 (16,0) 3437 (52,51)  ns
IL-4  163,0 (4,19) 203,5(27,86) ns 163 (4,19) 203,5 (27,86) ns 163,2 (4,0) 203,5 (27,86) ns
IL-6 11410 (197,4) 543,6 (171,2) ** 1368 (418,4) 850,1 (180,8) * 1154 (408,3) 824,2 (159,6) *
TNF 3039 (42,63) 323,4(51,45) ns 303,9 (42,63) 3234 (51,45)  ns 420,3 (139,0) 3234 (51,45)  ns
IFN-y 149 (9,31) 212 (55,56)  ns 149 (9,31) 212 (55,56) ns 134,4 (8,79) 212 (55,56) ns
IL-17 149,1(35,16) 239,1(63,43) ns 149,1 (35,16) 239,1 (63,43) ns 174,5 (33,02) 239,1 (63,43) ns
IL-12  108,6 (7,06)  152,7 (23,15) ns 108,6 (7,06) 152,7 (23,15)  ns 146,4 (22,66) 152,7 (23,15)  ns
IL-10  304,3(29,0)  248,2 (32,65) ** 104,8 (17,41) 232,9(1195)  ns 94,38 (2,65) 232,9(1195)  ns
IL-1p 2235(17,41)  334(122,1) ns 223,5917,41) 334 (122,1) ns 278,6 (69,07) 334 (122,1) ns
IL-8 2678 (1121,0) 2080 (444,5) ns 2678 (121,0) 2080 (444,5) ns 3867 (1447,0) 2080 (444,5) ns
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Por fim, os niveis de citocinas foram comparados em relacdo a imunossupressao
destes pacientes, a partir da contagem de células T CD4+ e da carga viral dos pacientes
HIV/AIDS (Tabela 8). A andlise de comparacdo entre grupos demonstrou niveis elevados da
citocina inflamatoria 1L-6 em pacientes com contagem de células T CD4+ menor que 200
células (929,0+£173,7; p=0.0105). Nestes mesmos pacientes, também foram observado niveis
elevados de IL-10 (206,0+93,89; p=0.0031). No mais, ndo foi observada associacdo dos

niveis destes marcadores com a carga viral destes pacientes.

Tabela 8: Associacdo dos niveis de citocinas com a contagem de células T CD4+ e carga
viral de pacientes HIV/AIDS.

CD4<200 CD4>200 Carga viral >500 Carga viral<500

Meédia (SD) Meédia (SD) P Meédia (SD) Média (SD) P
IL-2  329,9(41,08) 268,7(3,97) ns 290,6 (8,54) 278,7(559)  ns
IL-4  188,2(21,21) 160,0(8,04) ns 169,5 (3,97) 158,7 (4,85)  ns
IL-6 1092 (185,6) 629,3(162,8) * 937,3 (207,1) 884,9 (370,08) ns
TNF  373,3(53,85) 186,9(12,1) ns 332,9 (48,37) 324,6 (103,09) ns
IFN-y  193,5(4351) 134,8(4,97) ns 153,9 (11,67) 144,7 (13,82) ns
IL-17  238,5(50,68) 1045 (4,49) ns 216 (47,27) 124,3(23,09) ns
IL-12  153,6 (18,9) 114,5(13,65) ns 155,4 (23,29) 120,1 (10,93) ns
IL-10  206,0 (93,89) 281,6(51,81) ** 113 (18,03) 92,79 (5,09)  ns
IL-1p 2414 (16,25) 193,3(7,63) ns 237,7 (24,41) 198,6 (14,43) ns
IL-8 2037 (354,7) 3667 (1824,0) ns 2524 (531,20) 1775 (527,40) ns

O desfecho de 6bito foi associado com coinfecgdo por tuberculose associada com
insuficiéncia respiratoria. Este desfecho, também foi associado com dois fatores de resposta

imune, tais como, alteragdo plaquetaria e aumento de IL-6.

Com intuito de avaliar a frequéncia e o aspecto funcional das plaquetas, estas foram
marcadas para CD41b (GPlIb) (Figura 17B), uma importante glicoproteina de superficie

utilizada na identificacéo fenotipica desta populagéo celular.
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Duas subpopulacgdes de plaquetas puderam ser evidenciadas com a utilizacdo de um
marcador de acido nucleico (RNA/DNA), o dihidroetidio (DHE). Deste modo, foram
caracterizadas populacbes CD41+DHE-, aqui denominadas como plaguetas maduras e
CD41+DHE+, aquelas com resquicios de acido nucleico, denominadas como plaquetas

reticuladas (Figura 16C).
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Figura 17: Comportamento das subpopulacdes de plaquetas com estimulo de adrenalina. As
subpopulacBes de plaquetas foram caracterizadas de acordo com a marcacdo CD41 e DHE
(ver métodos). A populacao total de plaquetas foi definida pelo painel FL-1 (CD41+) e FL-2
(DHE), em duas subpopulac6es: CD41+/DHE- e CD41+/DHE+. Painéis A, B, E e F indicam
a subpopulacdo CD41+/DHE-, definida aqui com plaquetas maduras. Os painéis C, D, G e H
indicam a subpopulacdo CD41+/DHE+, seriam as plaquetas reticuladas em razdo de &cidos
nucleicos remanescentes. As selecbes P1 e P2 foram caracterizadas pelo tamanho no canal
FSC. A-B) As plaquetas maduras dos pacientes HIV-TB sem estimulo e apds estimulo com
ADR, respectivamente. E-F) As plaquetas maduras dos individuos sadios sem estimulo e
apos estimulo com ADR, respectivamente. C-D) As plaquetas reticuladas dos pacientes HIV-
TB sem estimulo e com estimulo com ADR, respectivamente. G-H) As plaquetas reticuladas
dos individuos sadios sem estimulo e com estimulo com ADR, respectivamente.

A populacéo total de plaquetas foi definida pelo painel FL-1 (CD41+) e FL-2 (DHE),
em duas subpopulagdes: CD41+/DHE- e CD41+/DHE+. Os painéis A, B, E e F indicaram a
subpopulacdo CD41+/DHE-, definida aqui com plaquetas maduras. Os paineis C, D, G e H

indicam a subpopulacdo CD41+/DHE+, seriam as plaquetas reticuladas em razdo de acidos
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nucleicos remanescentes. As selecdes P1 e P2 foram caracterizadas pelo tamanho no canal
FSC. As plaquetas maduras dos pacientes HIV-TB mostraram deslocamento apés estimulacdo
com ADR, aumentando a populacdo de plaquetas na selecdo P1, o que indica diminuigéo de
tamanho (Figura 17A-B). Em contra partida, nos individuos sadios essa subpopulacdo de
plaquetas maduras deslocam para P2 indicando aumento de tamanho (Figura 18E-F). Em
relacdo as plaquetas reticuladas dos pacientes HIV-TB ndo ficou claro um deslocamento
(Figura 17C-D). Essa populacao nos sadios foi bem deslocada para P2 indicando aumento do

tamanho que indica agregacdo plaquetaria (Figura 17G-H).

Quando as anélises foram reunidas e realizadas em grupo, observamos uma maior
frequéncia de plaquetas totais CD41+ tanto em pacientes HIV/AIDS com comorbidade
respiratéria quanto em pacientes HIV/AIDS. A frequéncia de plaquetas totais CD41+ foi
avaliada sob a acéo da adrenalina. Observou-se uma reducéo de plaquetas tanto em pacientes
HIV/AIDS quanto em pacientes HIV/AIDS com comorbidade respiratéria quanto comparados

aos grupos sem estimulo (Figura 18).
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Figura 18: Frequéncia de plaquetas (CD41+) em pacientes HIV/AIDS, pacientes sadios e
pacientes HIV/AIDS com comorbidade respiratdria na auséncia e presenca de estimulo.

Para avaliar a atividade funcional, as subpopulagdes de plaquetas foram submetidas a
estimulos com adrenalina (Figuras 19 e 20). O comportamento das plaquetas reticuladas
quando todos os pacientes HIV foram analisados néo apresentou um padrdo. A estimulacdo
com adrenalina induziu aumento na frequéncia de plaquetas reticuladas em alguns pacientes e
diminuicdo em outros (Figura 19A). A subpopulacdo reticulada dos individuos sadios

apresentou um padrdo peculiar representado pelo aumento da frequéncia desta (Figura 19B),
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como se ocorresse uma fragmentacdo dessa populacdo. Em contrapartida nos paciente co-
infectados com tuberculose a adrenalina provocou uma reducdo no ndmero de plaquetas
reticuladas, como se houvesse agregacéo (Figura 19C). Esse aumento do nimero de plaquetas
reticuladas nos individuos sadios foi estatisticamente diferente de todos os pacientes HIV,

como também aqueles co-infectados com tuberculose (Figura 19D).
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Figura 19: Avaliacdo da responsividade da subpopulacdo de plaquetas reticuladas
(CD41+DHE+). A) Plaquetas de pacientes HIVV/AIDS sob a auséncia e presenca de estimulo;
B) Plaquetas de pacientes controles sob a auséncia e presenca de estimulo; C) Plaquetas de
pacientes HIV/AIDS com comorbidade respiratoria (CR) sob a auséncia e presenca de
estimulo; D) Comparacdo entre os grupos HIV/AIDS, controles, HIV/AIDS+CR na presenca
e auséncia de estimulo.
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Curiosamente, as subpopulagdes de plaquetas CD41+DHE- tiveram comportamento
diferente nos individuos controle (Figura 20B). Da mesma forma que as reticuladas, as
plaquetas maduras ndo apresentaram um padrdo quando todos os pacientes HIV foram
reunidos (Figura 20A). Essa populacdo nos sadios diminuiu indicando agregacdo, e nos
individuos coinfectados HIV/TB houve uma tendéncia, ndo significativa, de aumento no
ndmero de plaquetas (Figura 20C). No entanto, o ndmero amostral ndo evidenciou essa
tendéncia. Quando o numero de plaquetas maduras foi comparado entre 0s grupos, a Unica
diferenca foi o numero inicial reduzido no grupo contendo todos os pacientes HIV em relagédo
aos controles (Figura 20D).
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Figura 20: Avaliacdo da responsividade da subpopulacdo de plaquetas maduras
(CD41+DHE-). A) Plaquetas de pacientes HIV/AIDS sob a auséncia e presenga de estimulo;
B) Plaquetas de pacientes controles sob a auséncia e presenca de estimulo; C) Plaquetas de
pacientes HIV/AIDS com comorbidade respiratoria (CR) sob a auséncia e presenca de
estimulo; D) Comparacao entre os grupos HIV/AIDS, controles, HIV/AIDS+CR na presenca
e auséncia de estimulo.
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7. DISCUSSAO

As complicacbes respiratorias na infeccdo pelo HIV comumente representam uma
das principais causas de morbidade e mortalidade, sendo a tuberculose a coinfeccdo mais
frequentemente associada com alteragdes nas contagens de plaquetas e aumento de IL-6, 0
que predispde estes pacientes ao 6bito (FERREIRA, 2015). O envolvimento das plaquetas na
patogénese da infeccdo pelo HIV pode ser visualizado através da associacdo entre alteracdes

na contagem de plaquetas, ou dos seus marcadores de ativacdo com a progressdo da doenca.

Neste estudo, avaliamos caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes
HIV/AIDS com comorbidade respiratoria, bem como avaliamos alteragdes morfologicas e
funcionais de plaquetas e marcadores inflamatorios nestes pacientes. Os dados apresentados
mostram de modo geral que pacientes HIV/AIDS que apresentam comorbidade respiratoria
possuem maior risco de evoluir a 6bito e que alteracbes na responsividade de plaquetas

podem agravar este quadro.

Em acréscimo, IL-6 parece exercer uma acdo and6mala na patogénese das
complicacBes associadas a infeccdo, contribuindo para piora do quadro clinico, além de
configurar como um preditor de 6bito nesta populacdo. De fato, a IL-6 € uma citocina que
atua regulando varios processos fisiologicos (TANAKA & KISHIMOTO, 2014). Contudo,
apesar do fato de que o aumento das concentracdes plasmaticas de IL-6 contribui para a
progressao da doenca pelo HIV, ainda ndo estd claro o que estaria desencadeando este
processo (SHIVE et al., 2012). Desse modo, nossos resultados apontam que o aumento de IL-
6 é concomitante ao estado inflamatério na infeccédo pelo HIV, podendo ser determinados por
maltiplos fatores. Sugerimos que a interacdo sinérgica e prejudicial de complicacdes

relacionadas e ndo relacionadas ao HIV seriam um destes fatores.

Desde as primeiras descri¢cfes do HIV/AIDS, as complica¢des pulmonares tém sido
relatadas com grande frequéncia, principalmente aquelas de etiologia infecciosa (DAVIS et
al., 2008). Atualmente, as comorbidades respiratorias, ndo apenas infeccdes oportunistas, mas
também aquelas de carater crdnico, continuam sendo uma das principais causas do aumento
da mortalidade entre as pessoas infectadas pelo HIV e a primeira causa de internacdo
hospitalar mesmo na era HAART (BENITO et al., 2012). De fato, a tuberculose é a
complicacdo de maior frequéncia mundial e nacional dentre diversas patologias respiratorias,
como, pneumonias e infecg¢bes fungicas (SHAH et al., 2017). O mesmo foi observado no Rio
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de Janeiro, que representa a area onde as duas infec¢bes sdo endémicas (SARACENI et al.,
2015). Nossos resultados apontaram a tuberculose como a principal infeccdo do sistema
respiratorio em pacientes HIV/AIDS, com a prevaléncia de 98,7%, achado este que segue a
tendéncia do padrdo mundial, onde se é observado a alta frequéncia desta infeccdo em pessoas
infectadas pelo HIV. E ainda, a presenca de tuberculose e insuficiéncia respiratdria
aumentaram a chance de 6bito destes pacientes em até 32% e 35%, em consonancia com 0s
dados ja descritos na literatura (BARBIER et al., 2009; LIN et al., 2009; SARKAR &
RASHEED, 2013; MABUNDA et al., 2014; PODLEKAREVA et al., 2014; DA SILVA
ESCADA et al., 2017).

Em nosso estudo a associacdo de fatores solUveis da resposta imune foram avaliados
frente ao desfecho de dbito. Durante a infecgdo pelo HIV ocorre um complexo conjunto de
interacdes entre fatores virais e do hospedeiro, que levam a um estado cronico de ativagéo
imune. Este estado por sua vez induz producdo de varios mediadores inflamatérios, incluindo
citocinas e quimiocinas. A inflamacéo sistémica persistente tem sido associada a progressao
da doenca pelo HIV (PAIADIRNI & MULLER-TRUTWUIN, 2013) e mortalidade em
pacientes infectados pelo virus (HART et al., 2018). Nossos resultados apontaram que 0
aumento dos niveis dos marcadores inflamatorios IL-6 e 1L-8 estdo associados ao Obito nestes

pacientes.

Diversos autores também verificaram niveis plasmaticos aumentados de IL-6
associados a um maior risco de mortalidade em pacientes HIV (NIXON & LANDAY, 2010;
BOULWARE et al., 2011; WADA et al., 2016; HSU et al., 2017) estando congruentes com
nossos achados. Varios fatores podem induzir o aumento de IL-6 durante a infeccdo pelo
HIV. Borges et al. (2015) ao investigar fatores associados (demograficos, clinico-laboratoriais
e comorbidades) aos niveis de IL-6 no plasma de individuos (n=9864) infectados pelo HIV,
observaram que niveis mais altos de IL-6 estdo associados com idade avancada, replicacdo do
virus, baixo nimero de células T CD4+, menores niveis séricos de lipideos, uso de inibidores
de protease e comorbidades (doenca cardiovascular, diabetes mellitus, HBV e HCV)
(BORGES et al., 2015). Desse modo, os achados anteriormente relatados em conjunto com os
nossos evidenciam que diversos fatores podem ser determinantes para a exacerbacdo da
producéo de IL-6 durante a infeccdo pelo HIV, contribuindo para perpetuacao da inflamacéo.
Além disso, nossos resultados apontam a necessidade de abordar a IL-6 como um
biomarcador de desfecho clinico em pacientes HIVV/AIDS.
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A elevagdo dos niveis de IL-8 em pacientes HIV/AIDS como um preditor potencial
de risco de 6bito por noés descrito, também j& foi relatada em outros estudos (NIXON &
LANDAY, 2010; OSUNKALU et al., 2015; PANANGHAT et al., 2016). Os niveis de IL-8
em criancas infectadas pelo HIV apontaram que a elevacdo nos niveis dessa citocinas estao
fortemente associadas a progressao da doenga (PANANGHAT et al., 2016). Por outro lado, 0s
niveis plasmaticos dessa citocina em adultos infectados pelo HIV tendem a mostrar uma
reducdo sob uso da terapia antirretroviral (HAISSMAN et al., 2009). Aqui, muitos pacientes
indicavam estar sob tratamento, mas a contagem de células T CD4+ menores que 200 cel/pL
e os elevados niveis de carga viral associados a elevacdo de IL-8 alertam para um grande
problema que é a falha terapéutica, no qual os pacientes ndo aderem a um tratamento efetivo.

Com o advento da terapia antirretroviral, a replicacdo do virus péde ser controlada,
surgindo um novo panorama clinico da AIDS, no qual as complica¢fes ndo relacionadas estdo
prevalecendo. Essas comorbidades sdo variadas podendo ser de origem respiratoria,
neuroldgica, digestiva, cardiovascular, hepatica e oncoldgica. Contudo, todas possuem como
mecanismo indutorio a inflamacéo cronica induzida na infec¢éo pelo HIV (PANDREA et al.,
2015). Também avaliamos os niveis de citocinas na presenca e auséncia de comorbidades
respiratorias, neuroldgica e digestiva em pacientes HIV/AIDS. E nesse contexto,
demonstramos a associagdo do aumento de IL-1B e IL-8 em pacientes HIV/AIDS com

comorbidade neurolégica e de IL-10 naqueles com comorbidade digestiva.

Complicacbes neuroldgicas sdo bastante frequentes em pacientes HIV/AIDS
(NOGUI et al., 2009; ULDRICK et al., 2014), pois a infiltracdo do sistema nervoso central
por virus livres, mondcitos/macrofagos ativados e células T infectadas pelo HIV desencadeia
0 processo de neuroinflamacdo, resultando no aumento de mediadores soliveis (HONG &
BANCKS, 2015). Nossos resultados apontaram um aumento de IL-1B ¢ IL-8 em pacientes
acometidos por comorbidade neuroldgica. Estudos ja realizados corroboram com este achado,
onde descrevem niveis elevados de citocinas e quimiocinas inflamatorias, incluindo IL-1p e
IL-8 em complicagdes neuroldgicas tanto no sangue, quanto no liquido cefalorraquidiano
(LCR) de individuos soropositivos (MEHLA et al., 2012; VERA et al., 2016).

No mais, na avaliacdo das comorbidades neurolégicas na nossa populacdo de
pacientes, a neurotoxoplasmose foi a infeccdo mais frequente (48,45%). Essa elevada
incidéncia também ja foi verificada por diversos autores (NOGUI et al., 2009; ARAUJO et
al., 2012; XAVIER et al., 2013; BENSON et al., 2018). Tal panorama reforga o fato de que o
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estado de imunossupressao durante a infeccdo pelo HIV propicia um ambiente favoravel para
0 desenvolvimento desta coinfec¢do, onde 0 ndo estabelecimento de uma resposta imune
efetiva auxilia na cronificacdo da infeccdo pelo Toxoplasma gondii, agravando o quadro
clinico dos pacientes, causando complicacBes severas que podem levar ao 6bito (NOGUI et
al., 2009; ARAUJO et al., 2012; XAVIER et al., 2013; BENSON et al., 2018).

Desde os primeiros casos descritos da AIDS as alteragdes clinicas relacionadas ao
trato gastrointestinal (TGI) tem apresentado alta prevaléncia (PUPULIN et al., 2009). Sabe-se
que o tecido linfoide associado ao intestino (GALT) é um dos principais alvos de replicacao
do HIV, sendo de grande importancia na deplecdo de células T CD4+ (VAN MARLE et al.,
2013; FERNANDES et al., 2018) onde ocorre uma intensa hiperativacdo imune que culmina
na quebra da permeabilidade intestinal desencadeando o processo de translocagédo microbiana
, que por sua vez age como estimulo para desencadear a inflamacdo (DILLON et al., 2014).
Ao avaliar marcadores inflamatérios em comorbidade digestivas, observamos associacao de
altos niveis de 1L-10 em pacientes HIV/AIDS que apresentaram estas comorbidades, como
corroborados em outros estudos (SAID et al., 2010; DUTERTRE et al., 2012). Em acréscimo
em nosso estudo, a diarreia foi a principal manifestacdo digestiva encontrada (42,5%), estando
de acordo com dados descritos na literatura (ELFSTRAND & FLOREN, 2010; LOGAN et
al., 2016).

A associacdo dos niveis de citocinas com dados hematoldgicos também foi realizada,
onde observamos associacdo da alteracdo de niveis de IL-6 com anemia, plaguetopenia e
plagquetocitose em pacientes HIV/AIDS. A anemia é uma complicacdo comumente encontrada
(MAKUBI et al., 2015), e a inflamacdo cronica colabora para o desenvolvimento deste
quadro, dessa forma os marcadores de inflamacdo também estdo alterados nesta condicao
(SHIVAKOTI et al., 2015). Descrevemos a associacdo do aumento dos niveis de IL-6 e IL-10
com anemia. corroborando com estudos ja realizados, e associando-a ainda com a maior
probalidade de mortalidade, validando assim os achados por nés descritos (BORGES et al.,
2014b; QUIROZ-ROLDAN et al., 2017). Niveis elevados de IL-10 também ja foram
descritos, sendo ainda associados com hepcidina, horménio hepatico que interfere na absorgéo
de ferro, induzindo a anemia em individuos infectados pelo HIV (ARMITAGE et al., 2014).

Descrevemos também a associacdo de niveis elevados de IL-6 com quadros de
plaguetopenia e niveis reduzidos com plaquetocitose. Miguez et al. (2005) ao avaliar a relacéo
da IL-6 e fatores crescimento plaquetario, com contagem de plaquetas, carga viral, contagem
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de CD4 e tratamento anti-retroviral em 75 pacientes infectados pelo HIV, observou que a
producdo média de IL-6 foi significativamente maior em pacientes plaquetopénicos do que
em individuos ndo plaquetopénicos, estando ainda associada com carga viral alta e baixa
contagem de CD4, justificando os resultados por nos encontrados (MIGUEZ et al., 2005).
Tais resultados nos levam a concluir que existem duas categorias de alteragcdes da contagem
de plaquetas associadas ao HIV, uma acompanhada da reducgéo de IL-6 e outra com elevacoes
compensatdrias de IL-6. Em acréscimo, encontramos uma maior frequéncia de plaquetocitose
(21,74%) em individuos HIV/AIDS+CR, contrariando os relatos ja descritos na literatura
onde h& maior prevaléncia de plaquetopenia durante a infeccdo pelo HIV (LEITE, 2010;
NASCIMENTO & TANAKA, 2012).

Ambas as alteragBes plaquetarias, acima descritas, na infeccdo pelo HIV podem
surgir através de desregulacdo do balan¢co do aumento ou diminuicdo da producdo de
plaquetas. Contudo, o aumento da destruicdo de plaguetas mediada por anticorpos anti-
plaquetarios miméticos do HIV, o aumento do uso de plaquetas ativadas (METCALF PATE
& MAKOWSKI, 2011), e a ocorréncia de distdrbios hematopoiéticos e infecgdes oportunistas
(NASCIMENTO & TANAKA, 2012) favorecem a estabelecimento de plaquetopenia

associada ao HIV.

A associacdo dos niveis de citocinas com a contagem de células T CD4+ e carga
viral também foi realizada. Observamos que pacientes com baixa contagem de células T
CD4+ (>200 cel/pL) possuem niveis elevados de IL-6. H& muito tempo é demonstrado que a
infeccdo pelo virus HIV induz a expressdo e a secrecdo de IL-6 por mondcitos e macréfagos
(NAKAJIMA et al., 1989; BREEN et al., 1990). Recentemente, evidéncias tém demonstrado
além do aumento de IL-6, uma associa¢do da elevagdo dos niveis dessa citocina com a baixa
contagem de células T CD4+, assim como por nos descritos (ARMAH et al., 2012; SALTER
et al., 2014). Contudo, dados apontam que IL-6 também pode estar elevada mesmo em
individuos com alta contagem de T CD4+ (BORGES et al., 2015). Este perfil sugere que a
intensa deplecdo de células T CD4+ durante a infeccdo pelo HIV e constante replicacéo viral
sdo maiores indutores de inflamagdo do que a propria imunodeficiéncia, apesar de diversos
fatores afetarem a inflamacgé@o na infecgcdo. Desse modo, alem de apontarmos a IL-6 como
preditor de mortalidade, sugerimos esta citocina como um potencial biomarcador de

progresséo da doenca.
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No presente estudo ndo encontramos nenhuma associacdo de marcadores
inflamatérios com a carga viral. Diferentemente, aos achados descritos por outros autores,
onde o aumento de diversas citocinas, como TNF, IL-1p, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12
e IFN-y foi associado com aumento da carga viral (SHEBL et al., 2012; VAIDYA et al.,
2014; BORGES et al.,, 2015; IKETLENG et al., 2016). Desse modo, nossos resultados

apontam que a inflamacéo ndo esté associada aos niveis de replicacdo viral.

Também observamos que alteraces no nuimero de plaquetas, com tendéncia a
plaquetocitose a ser a principal alteracdo relacionada, conferem maiores chances de 6bito em
pacientes HIV/AIDS com comorbidade respiratdria. Dados consistentes com nossos achados
apontam que alteracGes na contagem de plaquetas estdo associadas com a progressdo da
doenga pelo HIV e morte, sustentando o papel das plaquetas na patogénese da infecgéo.
Contudo, os autores descrevem a plaquetopenia como principal alteracdo, diferentemente de
nossos achados (RIEG et al., 2007; METCALF PATE & MANKOWSKI, 2011; TSEGAYE e
tal., 2013).

Na avaliacdo do aspecto funcional das plaquetas na infeccdo pelo HIV, observamos
uma maior frequéncia de plaquetas tanto em pacientes HIV/AIDS com comorbidade
respiratéria quanto em pacientes HIV/AIDS sem comorbidades respiratérias. Um estudo
recente onde a monitoracdo da producdo de plaquetas foi feita por citometria de fluxo na
infeccdo pelo HIV em modelo experimental com macacos, foi descrito um aumento no
namero de plaquetas (METCALF PATE et al., 2013). Tais dados sdo similares aos nossos
achados, mas os autores utilizaram para fenotipagem plaquetaria o marcador de superficie
CD-62P, que além de identificar a populacdo, estima também a ativacdo plaquetaria, o que o
CD41 (marcador fenotipico utilizado em nossas analises) sozinho, ndo possibilita. Logo, 0s
resultados descritos por eles, refletem o aumento do nimero de plaquetas ativadas, enquanto
0s nossos refletem o aumento do numero absoluto de plaquetas totais (CD41+) encontrado

nesses pacientes.

Evidéncias ja apontam que a inflamagdo exacerbada pode ocasionar um intenso
acumulo de plaquetas nos pulmdes, bem como ativar plaquetas na circulacdo de individuos
acometidos por doenca respiratéria (BOZZA et al., 2009; BATTINELLI et al., 2011). Na
tuberculose, a principal comorbidade respiratoria encontrada em nossa populacéo, dados ja

demonstram que o aumento do numero de plaquetas e de indices plaquetarios, estariam
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associados a maior intensidade inflamatoria nesta infeccdo (TOZKOPARAN et al., 2007;
DANIEL & DUNN, 2013; LEE et al., 2016).

Contudo, observamos reducdo da subpopulacdo de plaquetas reticuladas em
pacientes com TB quando estimuladas com adrenalina, sugerindo agregacao. Satchell et al.
(2010) ao avaliar a funcdo plaquetéria na infeccdo pelo HIV, observou que plaquetas de
pacientes HIV de fato s8o mais reativas a adrenalina, consequentemente sofrem maior
agregacao na presenca desta (SATCHELL et al., 2010), corroborando com nossos achados.
No mais, as plaquetas também sdo alvo de infeccdo para o HIV, e que, além disso, 0 virus
podem ativar as plaquetas infectadas, bem como nédo infectadas proximas, e essa ativacdo
pode levar também ao aumento da formacdo de agregados em resposta aos estimulos
desencadeados pela interacdo direta do virus com as plaquetas (CHABERT et al., 2015;
HOTTZ et al., 2018).

Também descrevemos um aumento da subpopulacdo de plaquetas maduras em
pacientes com TB quando estimuladas com adrenalina, sugerindo fragmentacdo. Estudos tem
demonstrado que a presenca de anticorpos (GPI111a49-66) contra um epitopo imunodominante
da integrina B3 (glicoproteina Illa — GPIlla) induz a fragmentacdo das plaquetas (LI et al.,
2005; LI et al., 2007; WANG et al., 2011). Porém, sugerimos que esta fragmentacdo poderia
ser decorrente da geracdo de microparticulas de plaquetas. O aumento da producéo e ativacao
de microparticulas na infeccdo pelo HIV ja foi descrito (BODE et al., 1991; MAYNE et al.,
2012), além disso, podem ser formadas prontamente ap0s ativacdo com agonistas
(ITALIANO et al.,, 2010). Desse modo, nossos achados apontam no sentido de que a
fragmentacdo das plaquetas maduras na infecgdo pelo HIV possa exacerbar o estado
inflamatdrio da infeccdo associada a complicagdes respiratorias. Portanto, nosso estudo serviu
para abrir a discussdo no sentido de induzir estudos mais aprofundados para melhor elucidar
este processo, e tentar diminuir a exacerbacdo da insuficiéncia respiratéria no contexto do
HIV.
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8. LIMITACOES

Durante a realizacdo deste estudo, algumas limitacOes e vieses foram percebidos
como fatores importantes a serem considerados para as proximas interve¢fes ou estudos.
Dentre as quais podem ser citadas, 0 pequeno numero amostral nos testes de avaliacdo da
resposta de plaquetas (n=20), a falta de avaliacdo sobre a relevancia do uso de terapia anti-
retroviral em nossos resultados, baixa adesdo ao estudo por parte dos participantes
convidados, estado debilitante dos pacientes para a aquisicdo da amostra sanguinea e a
logistica envolvida no transporte da amostras, visto que as plaguetas podem ser ativadas
facilmente, e devido a distancia entre as instituicbes envolvidas, requereu maiores precaucoes

por parte de nossa equipe.

Mesmo assim, 0 mérito do trabalho ndo foi afetado, e nos trouxe a possibilidade de
varios desdobramentos interessantes, além da possibilidade de continuacdo do trabalho, pois a
técnica utilizada para a avaliacdo das plaquetas é de simples manufatura, alta eficiéncia e de
facil reproducdo. Podendo esta ferramenta ser empregada na avaliacdo de outra comorbidade
como a doenca cardiovascular, ampliando assim a possibilidade diagndstica e progndstica

para estes pacientes.
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. CONCLUSOES

A partir dos testes de associacdo realizados, comprovou-se que pacientes HIV/AIDS com

comorbidade respiratoria e alteracdo plaquetaria possuem maior risco de 6bito;

IL-6 quando em niveis elevados estd associada com comorbidades (neuroldgicas e
digestivas) nestes pacientes, manifestacbes hematoldgicas (anemia, plaguetocitose e
plaquetopenia) e baixas contagens de células T CD4+. Estabelecendo assim 0s niveis
aumentados desta citocina como fator preditor de agravamento da doenca com desfecho

em Obito;

Na avaliacdo da imunofenotipagem de plaquetas isoladas desses pacientes, constatamos
elevada frequéncia da populacdo de plaquetas totais (CD41+), o que antagoniza a literatura

corrente, onde se destaca o inverso de nossos resultados (plagquetopenia).

O comportamento plaquetario (células totais) nos pacientes estudados, quando sob o
estimulo agonista, apresentou diminuicdo populacional, comprovando sua funcionalidade

celular através da agregacdo plaquetéria, conforme o esperado.

Na populacdo de plaquetas reticuladas o estimulo provocou diminuicédo, e na populagdo de
plaquetas maduras, ocorreu aumento, sugerindo fragmentacdo. O que possivelmente pode
estar incrementando o estado inflamatdrio crénico nestes pacientes, através da producdo de

microparticulas de plaquetas.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

O aumento da incidéncia de complicacdes ndo relacionadas a AIDS, dentre elas as
comorbidades respiratorias, estdo cada vez mais associadas a progressao da infeccéo pelo HIV
e Obito. Apesar de ndo estar claro o mecanismo envolvido nestas complicagdes, a inflamacao
e alteracdes nas respostas de plaquetas parecem ser importantes fatores indutores. Desse
modo, nossos resultados fornecem néo so, o estabelecimento de preditores de agravamento de
doenca, mas também a visualizacdo de relacBes desfavoréveis destes componentes
imunoldgico em relacdo ao desenvolvimento inflamatoério, além das perspectivas para a
compreensdo totalitaria das fungdes plaquetarias durante o curso da infeccéo pelo HIV frente
as complicagdes respiratdrias, considerando sempre seu envolvimento na patogénese destas

complicagdes.
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11. PERSPECTIVAS

= Aumentar o grupo amostral para avaliacdo da resposta de plaquetas;

= Avaliar a reposta de plaquetas na auséncia e presenca da terapia anti-retroviral;

= Investigar os niveis de ativacao plaquetaria em plaquetas isoladas deste pacientes;
= Associar os niveis de ativacdo plaquetaria com marcadores inflamatérios;

» [nvestigar a producdo de microparticulas derivadas de plaquetas nestes pacientes.
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Convidamos of a) 5ra) para participar da pesquisa “Digrrela em pacientes HIV e HIV-AIDS na Amazdnia ocidental: Avaliagio
da eficlegla dos enteropatdgencs e dos medladores Inflamaltdrios associados a Inflamagdo sistdmica™, sob a
responsabilidade da pesquisadora Dra. Patricia Puccinelli Orlandi.

JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

A pesquisa se justifica pela epidemia HIV-AIDS no Amazonas, Junto com a presence de diamela vista em muitos
pacientes que s&0 HIV, muitas vezes com origem em infecpbes sem diagndstico, e a falta de saneamentio basico na regido, que
pode aumentar & quantidade de virus, bacténias e parasitas transmitidos por contaminagio fecal-oral. Essa pesquisa pretende
Identificar nos pacientas HIV & HIV-AIDS de Manaus, se existe & presenga desses micro-organismos que causam a diameda;
relacionando as informagtes de saneamento & moradia e o estado clinico destes pacientas, para identificar as possivels causas
dessas infecgbes e micro-organismos mats comuns. Esta abordagem epldemickbgica & de suma importincia, visto gue ndo ha
nenhum trabalha anterior que tenha investigado a prevalncia a origem e diversidade de virus e bactérias causadores de diameda
am pacientes HIV e HIV-AIDS nesta regifo, que apresentam caracteristicas dnicas. Vale ressaliar gue essa proposta nBo
somente identificard os possivels causadores de diamels presentes nesses paclentes, como possibllitard o desenvobimento de
estratégias de diagndstico a0 SUS gue sejam efickentes para identificar esses micro-organismos que circulam na regido; akém de
permitir a elaboragio de medidas de controde e prevencio, o que deverd contribuir para a redugio do agravamento da doenga e
dos cusios ao SUS provocados por essas infecgles.

Um outro ponto alio da proposta & a caracienizaco do perfil de resisténcia aos antibkdticos das bactéries circulantes nestes
pacientss, permitindo o auxiio na conduta de tratamento & ser administrada, reduzinds & o adoecimento por diamela nos
pacientes HIV.

OBJETIVOS DA PESQUISA

Investigar os micro-organismos causadones de diarreia em pacientes com HIV e HIV-AIDS e determinar associaphes
com & situa¢ao da imunidade e da progressio da doenga.
PROCEDIMENTOS UTILIZADOS NA PESQUISA

Para participar, vocé deve responder, ou auxiliar o paciente participante a responder uma entrevista & a fomecer amostras
bioldgicas (sangue e fezes). Durante & entrevista o Sr.(a) serd guestionado sobre oS dados pessoals do paciente (nome
complein, data de nascimento, enderego, contato de telefone, grau de instrugao, renda familiar, quantss pessoas residem com o
pacients & informactes dlinicas (vistas no prontuério), qual fol o motivo da internagio, se ha presenga de sintomas, s& o paclente
estd usando algum medicemento) e outras informagdes que forem imporantes para 8 pesguisa. Caso o Sr(a) néo saiba de
alguma dessas informagdes, os seus familiares ou o prontusrio do paciente serd consultado.

Ad amostras serdo coletadas quando o médico responsével solicitar exames que envolvam &s amostras relaconadas. A
coleta desses materials sempre serd realizada por profissionals do Hospital de Medicing Tropical, devidamente treinados e
capacitados.

Para gue & amostra seja suficiente para a realizagdo do exame e do projeto de pesquisa serd necessénio colher um volums
malor de amostra. Mas a6 serd colhido um wolume makor de amostra se o médico & o responadwel da colets julgar que seja
necessario e gue ndg ird trazer nenhum dano ou desconforto @ mais pare o Sr.(a). Mas senfio for necessario, o laboratdrio do
hospital fornecera uma pequena parie para 8 pesquisa e dessa forma a realizagdo do examse que o médico soliciiou RS0 serd
prejudicada.

Mo caso do paciente ndo aulbnomo se tratar de wma crianga, um médico pedisira estara & frente da soliciacio dos exames
e coleta de amosiras, além do atendimento & auxilio no esclareciments de gualsquer ddvidas que possam swngir durante &
realizag®o desta pesquisa.

Coleta de SII:I]I]E: A coleta de sangue poderd ser realirada de maneiras distintas, o que ird depender do uwso de cateter venasac

- Cas0 o Sr'a. n&o utilize cateter serd colhido 1{uma) amostra de sangue, a partir de pungio venosa, utilizando agulha & seringa
ou escalpe descartivels.

- Caso o Srla use cateter venoso, serd colhida 1({uma) amostra de sangue, através do cateter.

De preferéncia serd colhido 10 mL de sangue, gue serd fracionado igualments entre o laboratdrio do hospital @ o projeto de
pesquisa. Se ndo for posaivel obler esse volume, deverd ser colhido no minimo de 4 a2 5 mL, gue entdo serd encaminhado a0
laboratbrio do hospital, gue entéo fomecerd uma allquota suficiente para a pesguisa.

Coleta de Fezes: O colstor val ser fomecido pelo hospital ou pela equipe de pesquisa. Ma amostra néo pode conter uring ou
agua. Esta amostra deve ser entregus em no méxdmo 3 horas, sendo acondiconar na geladeira por no méximo 24 horas.
ARMAZENAMENTO E DISPOSICAD FINAL DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

As suas amostras biolbgicas serBo armazenadas durante o periodo de realizagdo deste projeto. Podendo ser necesséno o

armazenamento das mesmas por um periodo maks longo, para a pesguisa de novos enteropatdgenos.

ARMAZENAMENTO DE DADOS PESS0OAIS, INFORMACOES CLINICAS E DE CEPAS BACTERIANAS
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Como esse projeto de pesguisa pretende relatar &3 infecgbes por virus, bactérias, fungos e por parasitas intestinads,
pretendemos identificar todas esies e guarda-los sob refrigeraglo em freezers a -80°C.
Sendo assim, o Sr.(a) estd de ecordo com o ammazenamenio dos dados pessoais do paciente, das suss informagtes dlinicas, do
seU sangue & fezes e dos microorgantsmos encontrados pare estudos e divulgapdes posterores?
SIM N&D

Caso o Sr.(a) esteja de acordo, declaramos que guando formos realizar esses estudos, o projeto serd novamente submetido
para aprovagado do Comité de Efica em Pesquisa (CEP) e, quando for o caso, da Comiss2o Macional de Etica em Peaquisa
(COMEF). E ainda, garantimos que o Sr(a) como responsivel legal do paciente participante, serd informado(a) sobre tooo
andamento desses outros estudos, onde a gualguer momento ofa) Sra) poderd desistir ou recusar-se a prosseguir com sua
participagfo nessas pesquisas. E ainda garantimos gue todos os seus dados e do paciente sempre serBo mantidos em em

seguranga e sigilo.

BENEFICIOS DECORRENTES DA PARTICIPACAD DA PESQUISA

O paciente participante serd beneficiado pelo retomo dos resultados das anslises da pesguisa. pois serd indicado a equips
médica o melhor remédio a ser utilizado, resultando em um tratamenio médico mais adequada.
Além disso, o Sria) estard contribeindo para gerag®o de conhecimento para entender, prevendr ou aliviar as infecgdes
cormelacionadas, assim como possibditara 8 adocdo de novas medidas de controle das infecpdes e possivelmente até mesmo
gerar nowas condutas terapéuticas.

DESCONFORTOS E RISCOS DECORRENTES DA PARTICIPACAD DA PESQUISA

Os niscos decorrenies da paricipacdo nesta pesquisa s&0 basicamente o desconforto durante a coleta, onde algumas
vezes, durante ou &pbs colher o sangue do brago, ele pode doer um pouco na regido da picada da agulha e pode ficar com uma
mancha roxa na local (hematoma), ou pode ocormer pung:3o acidental de uma arténia ou infecgao.
As condighes da coleta de fezes podem gerar desconforto & até mesmo um certo constrangimenio.

MEDIDAS DE SEGURANCA PARA EVITAR DANOS

05 riscos gue envolvemn dor, formagio de hematomas, pungdo em local emado poder8o ser reduzidos ou evitados pela
execuGan comela dos procedimenios de coleta, gue sempre serd realizads por profissional capacitado, que fara todos os
procedimentos com multa cautela e seguindo-se corretamente todas as etapas.

05 riscos relacdonados & aquisigdo de infecgdo no momento da coleta serdo evitados pela coreta assepsia do local, que
serd realizado utlizando-se etanol ou isopropanal a 70%. clorexiding ou soluglo de iodo, além da uilizacio de matenisl
descartdvel.

As skuaghes constrangedoras serdo minimizadas através de onentagbes para tranquilizar o paciente. As amostras serio
coletadas, preferencialmente em locals isolados e com privacidade, caso ndo seja possivel serfo utilizados recursos como Uso
de vestimentas (bata) para nBo expor o paciente durante a coleta.

PARTICIPACAQ NA PESQUISA

O Sr.(a) tam autonomia de recusar-se a participar do projeto de pesquisa ou retirar seu consentimenta, em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagio alguma, sado garantdo gue nSo haverd nenhum tipo de prejulzo, saja pessoal ou em relagio a
atendimento na unidade de sadde.

SIGILO E PRIVAICDADE DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA
Os resultados da pesquisa serfo anslisados e publicados, mas sua identidade ndo serd divulgada, sendo guardada em
sigilo durante & depods de todas a8 fases da pesquisa.

DESPESAS E REMUNERACOA DECORRENTES DA PARTICIPACAO NA PESQUISA

©Ofa) Sr(a) nao tera nenhuma despesa e também ndo receberd nenhuma remuneracao.
ASSISTENCIA E INDENIZACAD

E garantido a0 (&) Sr.ia) direito de assisténcia integral @ gratuita devido & danos dirstos ou indiretos & imediates ou tardios
decorrentes da participacio no estudo, pelo lempo que for necessano. Também & garantindo indenizagio diante de eventuals
danos decomentes da pesquisa.

Caso ocorra algum tipo de prejuizo & sadde do padente &0 qual o Sr. (Sra) & responsével, seja fisico ou psicolbgico durante
a coleta das amostras, ou dos outros procedimentos da pesquisa. O (a) Sr. (Sra.), serd ressarcido ou compensado da forma que
for mals conveniente, seja através de compensagaoc materal. finenceira ou de transporte e alimentagBo, tanto para quem

participa da pesquisa, como para seus acompanhantes ou responsdvels legals.

ACOMPANHAMENTO APOS ENCERRAMENTO DA PESQUISA

Apbs o encerramento da pesquisa, o Sr(a) receberd informagdes quanto as descobertas reslizadas através do projeto de
pesquisa, assim como os beneflcios gerados a partir da sua paricipacio.
A gualguer momento o Sr.(a) também poders entrar em contato para informagdes relativas ao projeto de pesquisa.
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Como esse projeto de pesquisa pretende relatar &s infecpbes por virus, bactérias, fungos e por parasitas intestinais,
pretendemaos identificar todas estes & guarda-los sob refrigeraglo em freezers a -80°C.
Sendo assim, o Sr.(a) estd de scordo com o ammazenamento dos dados pessoaks do paciente, das suss informagtes clinicas, do
seU sangue & fezes & dos microongantsmos encontrados pars estudos & divulgagbes posteriores?
SIM NAD

Caso o Sr.(a) esteja de scordo, declaramos que guando formos realizar esses esbudos, o projeto serd novamente submetido
para aprovagao do Comité de Efica em Pesquisa (CEP) e, quando for o caso, da ComissSo Macional de Etica em Peaguisa
(COMEFP). E zinda, garantimos que o Sr(a) como responsdvel legal do paciente participante, serd informado(a) sobre todo
andamento desses outros estudos, onde a qualguer momento o{a) Sra) poderd desistir ou recusear-se a prosseguir com sua
participaco nessas pesquisas. E ainda garantimos gue todos os seus dados e do paciente sempre ser8o mantidos em em

seguranga & sigilo.

BENEFICIOS DECORRENTES DA PARTICIPACAD DA PESQUISA

O paciente participante serd beneficiado pelo retomo dos resultados das andlises da pesquisa, pols serd indicado a equipe
médica o melhor remédio a ser utilizado, resultando em wm tratamento médico mals adequada.
Além disso, o Sria) estard contribuindo para gerag®o de conhecimento para entender, prevenir ou aliviar as infecgles
comelacionadas, assim como possibiitara & adogdo de novas medidas de controle das infecpdes & possivelments até mesmo
gerar novas condutas terapéuticas.

DESCONFORTOS E RISCOS DECORRENTES DA PARTICIPACAD DA PESQUISA

Os riscos decorrentes da participe¢io nesta pesquisa s80 basicamente o desconforto durante a coleta, onde algumas
vezes, durante ou apbs colher o sangue do brago, ele pode doer um pouco na regiso da picada da agulha e pode ficar com uma
mancha raxa no local (hematoma), ou pode ocorrer pung:3o acidental de uma arténia ou infecglo.
As condipbes da coleta de fezes podemn gerar desconforto e &té mesmo um certo constrangimento.

MEDIDAS DE SEGURANCA PARA EVITAR DANOS

Os riscos gue envolvem dor, formagBo de hematomsas, pungdo em local errado poderBo ser reduzidos ou evitados pela
execuGio comela dos procedimenios de coleta, gue sempre serd realizads por profissional capacitado, gue fard todos os
procedimentos com muita cautela e seguindo-se cometamente todas as etapas.

s riscos relaconados & aquisigdo de infecgdo mo momenio da coleta serfo evitedos pela cometa assepsia do local que
serd realizado utilizando-se etanol ou isopropanol a 70%. clorexiding ou soluglo de iodo, além da utlizacio de maternsl
descartdwel.

As siuapbes constrangesoras serdo minimizadas atrewés de onentagbes para franquilizar o paciente. As amostras ser&o
coletadas, preferencialmente em locals isolados e com privacidade, caso n8o seja possivel serlo utilizados recursos Como USo
de vestimentas (bata) para n&o expor o pacienta durante a coleta.

PARTICIPACAD NA PESQUISA

0 Sr.ja) tem autonomia de recusar-se a paricipar do projeto de pesquisa ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagio slguma, sedo garantido gue ndo haverd nenhum tipo de prejulzo, seja pessoal ou em relagio a
atendimento na unidade de sadde.

SIGILO E PRIVAICDADE DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA
Os resultados da pesquisa sero anslisados e publicados, mas sua identidade ndo serd divulgada, sendo guardads em
sigllo durante e depois de todas as fases da pesguisa.

DESPESAS E REMUNERACOA DECORRENTES DA PARTICIPACAD NA PESQUISA

Ofa) Sr(a) nao terd nenhuma despesa & também ndo receberd nenhuma remuneragao.
ASSISTENCIA E INDENIZACAD

E garantido a0 (&) Sr.ia) direito de assisténcia integral @ gratuita devido & danos dirstos ou indiretos @ imediatos ou tardios
decorrentes da participagio no estudo, pelo tempo que for necessano. Também & garantindo indenizagso diante de eventuals
danos decomentes da pesquisa.

Caso ocorra algum tipo de prejuizo a sadde do padente a0 qual o Sr. (Sra) & responsével, seja fisico ou psicolbgico durante
a coleta das amostras, ou dos outros procedimentos da pesquisa. O (a) Sr. (Sra.), serd ressarcido ou compensado da forma que
for mais convendente, seja através de compensagio materal, financeira ou de transporte e alimentagio, tanto para quem

participa da pesquisa, como para seus acompanhanies ou responsdvels legals.

ACOMPANHAMENTO APOS ENCERRAMENTO DA PESQUISA

Apds o enceramento da pesquisa, o Sria) receberd informagies quanio as descoberias reslizadas através do progeto de
pesquisa, assim coma o5 beneflicos gerados a partir da sua paricipagio.
A qualguer momento o Sr.(a) também poderd entrar em contato para informagtes relativas so projeto de peaquisa.
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INFORMACOES ADICIONAIS
Para qualquer owtra informacio ofa) Sria) pederd entrar em contato com a pesquisadora ou com o CEP/UFAM:

PESQUISADORA RESPONSAVEL COMITE DE ETICA EM PESQUISA - FMT

Nome: Dra. Patricia Puccinelli Orlandi Telefome: (92) 2127-3555

Telefone: (92) 992256037 ou 3621-2334

E-mall: pairicia_orlandifamazonia. fiocrue br E-mail: cepdfint.am.gov.br

Endereca: Rua Teresina, 476, Adriandpolis Enderego: Av. Pedro Teiceira, n® 25 — Dom Pedro
Manaus/AM - CEP: §9.057-070 Manaus — AM — CEP 69.040-000

Institute Lodnidas ¢ Maria Deane (Fiocruz/ Amazdnia) Fundagho de Moedicina Tropical Doutor Heitor

Vieira Dourado (FMT-HDW)
MEDICA PEDIATRA

Nome: Dra. Fernanda Matias da Silva — CRMZAM 48352
Telefone: {92) 991 162966

E-mail:

depogi fmt.am_gov br £ depeceni@ fntam. gov_br

Endereca: Av. Pedro Teixeira, n* 25 — Dom Pedro

Moanaus — AM — CEP 69.0<40-000

Fundagio de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado (FMT-HDV)

COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP)

Toda pesquisa que envolve seres humanos & previamente submetida & analise pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP),
que & um colegiado crisdo para defender os interessas dos sujeitos da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir
no desenvolvimenio da pesquisa dentro de padries éticos (Resoluclo n® 466112 Consalho Macional de Sadde).

O CEP & responsével pela avaliagBo e scompanhamento dos aspecios &ticos de todas a8 pesguisas envolvendo seres
humanos. As atribuiges do CEF sio de papel consultive e educativo, visando contribuir para qualidade das pesguisas, bem
como & valorizagdo do pesquisador, que recebe o reconhecimento de que sua proposta & eticamente adeguada.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAD

Eu, . fui informado
sobre o qQue o pesquisador guer farer e porque precisa da  minha BuborizagBo, pEra  gque o
paciernte participe

desta pesquisa, e entendi a explicagio.

Por isso, eu concordo em participar do projeto, de forma autBnoma, consclente, livre e esclarecida. sabendo gue nfo vou
ganhar nada e gue posso sair quando quiser, em qualquer fase da pesguisa. gue ndo haverd nenhum tipo de prejuizo, seja
pessoal ou em relagio ao atendimento na unidade de sadde.

Alnda declaro que estou clente e de acordo que irei pariciper dessa pesquisa através de enfrevista para o fornecimento de
dados e informagbes importates para o projeto de pesquisa e pelo fornecimento das amastras biokbgicas (sangue e fazes), do
paciente ao gual eu sou responsével legalmente.

Estou clente gue essas emostras 56 serfo coketadas quando houver solicitagBo médica de exames, que serdo colhidas por
profissionais do setor e entdo fracionedas entre o laboratdnio do hospital & o projeto de pesquisa.

Também declaro estar cienle gue os dados resultantes desse estudo serBo divulgados, mas a minha identidade serd
mantkia em sigilo durante & depols & execucBo desse projetn.

Alnda reafimmo gue a minha resposta quanio ao armazenamento dos dados pessoals, das informagdes dinicas do paciente
ao qual eu sou responsével legalmente, dos microorganismos detectados e identificados nesse esiudo, para serem
posterormente estudsdss detalhadaments sobre 8 mesma problemética & divulgades em estudos posteriores, sendo mantido
em sigilo tanto a minha identidade, quanto a do paciente ao qual eu sou legalmente reaponssvel fiol:

Osim O Maa.

Este documento & emitido em duas vias que serBo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada

urm de nis.

Drata: ! !

Assinatura do pesqusador Assinatura particzpante ou Impressic do dedo polegar
responsivel on membro da responsavel i participambe ou
equipe de pesguisa responsdvel
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Anexo 3

ANEXO 1
Sl & s . m“m g,
QUESTIONARIO PARA ESTUDO DE g o B
i DI-HIV i =
FIOCHUZ bt T et Y=g
Cidlgo: n*

Critério de Inclusfio: Pacientes HIV &/fou HIV/AIDS com idade a partir de 12 anos - 70 anos com ouw s=m diarreia
e que, por solicitaclo médica, serfio submetidos 4 coleta de sangue ¢ fezes para realizacho de exames.

A} - DADMS PESSOALS

Nome:

Idade: Data de MNascimento: ! ! Sexo: F( ) M )
Enderego:

Bairro, Tel.: Residencial: Celular:

B) - DADOS DO RESPONSAVEL*

*Puaaeies mi auilnisie, qus sl possam seapuonds 0 questiondsio sl s eve i e e primsdvee], selisnte pemmisdo prévia do priprae pacians o
repormdel.
Nome:
Idade: Data de Nascimento: ! ! Sexo: F( ) M({ }
Endereco:
Complements Tel.: Residencial: Celular:

Gran de parentesoo com o paclente:

C) - DADDS EPIDEMIOLOGICOS

Ciran de Instrugio: Renda famdiliar: Sirtuacio
empregaticiaz Siuacio Conjugal: N de
Filhos: Sorpositividade na Familla: { ) Slm { ) Nio Parentesco:

Orientacho Sexual: { ) Tramssexwal ( ) Travesti ( ) Homossexual ( ) Bissexual ( )
Heterossexual Inicio da atividade sexoal (anos): N

parcelros (anos): Forma de Contdgio: { )sexual ( sangue
{ ) outra: Utiliza algum tipo de droga () Sim ( ) Ndo Quals:
1 paciente fol hospltalizado nos ditimos 30 dias que antecederam esta coleta: Sim () Nio| )

Desconhece (). Hi em casa outra pessoa ndo hospitalizada que teve diarréka nas duas semanas antes
desta coleta?Sim () Nio { ) Desconhece( )

Qual o tipo de abastecimentoe de dgua: ( ) pogoe () Cacimba ( ) Encanada ( ) Outro:

Qrual o tipo de dgua utllizado para beber: ( ) sem tratamento ( ) Fervida { ) Clorada ( ) Filirada

{ WCoada ( ) Mineral () Chuva () Rio () Igarapé | ) Outra:
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(ual o tipo de casa: | ) Alvenaria ( ) Palafita ) Mista { ) Outra:

Quantos chmodos tem a casa: (uantas pessoas residem no mesmo loeal

(ual o tipo de instalacho sanltiria: ( ) Fossa séptica | ) Fossa asséptica ( ) Rede de esgoto

Apiis voed usar o sanltirio voci lava as suas miosT Sempre () habliualmente ( ) as veres [ )
nunca{ ) desconhece( )

Antes de preparar os allmentos voce lava as mios? Sempre () habiiualmente { ) as vezes( )

nunca () desconheee | )

0} - INFORMACOES CLINICAS/LABORATORIAIS®
* Eiied infiimagdes pocderis ser oblidis seavds da lis dens prelasi = 'z v et
o alrevis da i e | i ol e digile fedvia i

Tipo de Paclente: { ) Ambulatorial () Internagdo ( ) UTI

Ano de conhecimento do DMagndstice:

Nimero de Internagies anterfores assocladas ao HIV: Diagndsthon:
Doencas infecclosas Oportunistas anteriores () Sim () Ndo Quals:
Far uso de Medicacho anti-retroviral ( ) Sim (| ) Nio Qual esquema willizado:

Fez interrupgio por conta pripria da terapla antl-retroviral { ) Sim ( ) Nio Motive:

Toma algum medicamento além dos que so preconizados pela terapla anti-retroviral { ) Sim ( ) Ndo
Qruals:
Possul efelto colateral & terapla anti-retroviral | ) Sim { ) N0 Quals:
Teve eplatdios de diarréa apds o diagnéstico de HIV: ( ) Sim ( ) Nio Quantos:
Estd com diarréia atualmente: { ) Sim { ) Nio. Hi quanto tempo:
Fresenca de sinals elineos

Sintomas sim (o () Quals:

Febre sim( jndo( ) Quanto:

Vimito sim { jndo{ ) Quantas vezes por dia:
Desidratacio slm{ jndo( )

Presenca de sangue nas fezes simi{ )ndo| )

Presenca de parasitas visivels | ) Slm ( ) Nao

Dor abdominal { ) Sim () Nio

Uso de Dispositives invasives? | ) Nio ( ) Sim
{ ) Cateter Urindrio'V esical (Oueanto tempo?
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{ ) Cateter Central {acesso venoso) Ouanio tempo?
{ ) Ventilacho Mecinica (Respirador) Cueanto tempo?

Hemograma:
Contagem de LT-CD4:
Contagem da carga viral do HIV:

Tem vutras doengas assoctadas ao HIV: () Sim | ) Nio Quals:

(utras informaches pertinentes:
Doata: ___F !
ol
Axsinatura do parisci pante Impressio do dedo polegar
ou respansavel do participanie ou responsvel
Assiratura do Pesquisador Responsivel Assimatura do profissional responsivel pelo
ou membre da equipe Formecimenio de dados climcos/laboratonais
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Anexo 4

IMUNOFENOTIPAGEM DE PLAQUETAS

1. Preparo das solugdes

1.1. Tampao PSG/PGE

e O tampdo PSG/PGE deve ser preparado na cabine de fluxo laminar;
e Adiciona-se 10 uL de PGE; em 10 mL de PSG (isso para cada 5 amostras);
e (Caso reste algum volume deste apds o experimento, este deve ser desprezado.

1.2. DHE

e O DHE dever ser preparado diluindo-o na concentracdo de 1:500 (Ex.: adicionar 1 uL de
DHE em 500 puL de PSG.

2. Marcagao celular

e Centrifugar a amostra a 0,5 rcf durante 20 minutos a 25°C;

e Apds a centrifugacgdo, adicionar em um falcon de 15 mL, 2 mL de PSG/PGE e 3 mL da
amostra (soro);

e Centrifugar o falcon a 0,5 rcf durante 20 minutos a 25°C;

e Desprezar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 1 mL de PSG/PGE.

e Realizar a marcacdo em tubos de citometria seguindo o painel abaixo: (Obs.: Adicionar a
amostra por ultimo)

Tubo Descri¢ao
1 10 plL amostra + 90 pL de PSG/PGE (Controle Negativo)
2 10 pL amostra + 10 pL CD41 + 10 pL DHE + 80 pL PSG/PGE
2 10 pL amostra + 10 pL CD41 + 10 pL DHE + 60 plL adrenalina
4 10 pL amostra + 10 pL CD41 + 10 pL DHE + 60 pL AAS
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Anexo 5

ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) - sCD14

1) Preparar o tampado de sensibilizacdo (Tampdo carbonato-bicarbonato 0,05M);

» O tampdo carbonato-bicarbonato 0,05M é preparado diluindo a solugdo C em 1/4:
5 mL de solugdo C para 15 mL de H,0 destilada.

Tampao carbonato-bicarbonato 0,2M

Solugio A Carbonato de Sddio 0,2M (Na,COs) 1,1 gem 50 mL
Solugio B Bicarbonato de Sédio 0,2M (NaHCO3) 0,8 gem 50 mL
Solugdo C 50 mL 40 mL 30 mL 20 mL 15mL 10 mL 5mL
Solugdo A 16mL 128mL 96mL 64mL 4,8mL 3,2mL 1,6 mL
Solugdo B 34dmL 272mL 204mL 13,6 mL 10,2mL 6,8 mL 3,4mL

2) Sensibilizar a placa com 50uL de tampao carbonato-bicarbonato contendo o anticorpo de
captura em cada well (po¢o);

3) Incubar over night a 4 °C;

4) Remover o anticorpo de captura e realizar o bloqueio com 300uL de tamp&o PBS+BSA 3%
em cada well. Incubar a 37°C por 2 horas;

PBS+BSA 3%
BSA 1,5g
PBS 1X 50 mL

5) Adicionar 50uL do plasma ou o anticorpo recombinante diluido em tampdo PBS+BSA 3%
em cada well. Incubar a 37°C por 1 hora;

6) Lavar 7 vezes com 300uL de PBS tween 20 (0,05%) em cada well;

PBS tween 20 (0,05%)
1000 mL 800 mL 600 mL 200 mL
Tween20 0,5 mL (500 L) 0,4 mL (400 pL) 0,3 mL (300 uL) 0,1 mL (100 pL)
PBS 1X 1000 mL 800 mL 600 mL 200 mL

7) Adicionar 50uL anticorpo secundario diluido em tampdo PBS+BSA 3% em cada well.
Incubar a 37°C por 1 hora;
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8) Lavar 7 vezes com 300uL de PBS tween 20 (0,05%) em cada well;
9) Adicionar 50pL de estreptavidina diluida em tampdo PBS+BSA 3% em cada well. Incubar a
37°Cpor 1 hora;

Estreptavidina
Estreptavidina 1,0 uL
PBS+BSA 3% 5,0 mL

10) Lavar 7 vezes com 300uL de PBS tween 20 (0,05%) em cada well,
11) Revelar com 50uL tampao de revelacdo (tampao citrato-fosfato + TMB + H,0, 30%);

» O tampado de revelagdo é preparado seguindo as concentragdes das solugdes abaixo:

Tampado de revelagao (tampao citrato-fosfato + TMB + H,0, 30%)

Solugdo C 5,0 mL
T™B 0,555 pL
Peroxido de hidrogénio 30% (H,0,) 2,0 uL

» Para fazer a solugdo C, seguir as seguintes recomendacgoes:

Tampao citrato-fosfato

Solugdo A Fosfato de Sddio 0,083M (Na,HPO,) 0,58 gem 50 mL
Solugdo B Acido Citrico 0,036M (H3C¢Hs0) 0,34 gem 50 mL

Obs.: A solucdo C é obtida misturando-se as solugdes A e B nas concentracdes abaixo e deve
ter pH entre 4,9 a 5,2.

Solugdo C 4mL 8mL 12 mL
Solugao A 24mL 48mL 7,2mL
Solugao B 1,6 mL 3,2mL 4,8mL

12) Esperar reagir por aproximadamente 5 minutos (caso a reacdo ainda permaneca fraca,
deixar reagir por mais tempo);

13) Cessar a reagdo adicionando 50pL de acido sulfurico (H,SO4) a 2,0M em cada well;

14) Fazer a leitura logo em seguida sob absorbancia de 450nm;
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