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Mesquita, EC. Avaliacao da fun¢do plaquetaria na infec¢do pelo HIV-1. Rio de Janeiro;
2013. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas] — Instituto de

Pesquisa Clinica Evandro Chagas.
RESUMO

A terapia antirretroviral de alta poténcia (TARV) aumentou significativamente a
sobrevida e a qualidade de vida dos pacientes portadores de HIV/AIDS, levando, por
conseguinte, a cronificacdo da doenca. Neste novo cendrio epidemiolégico, cresce a
importancia de complicacBes cardiovasculares como o infarto agudo do miocardio e a

trombose venosa profunda.

A plaqueta tem papel central na génese destas complicacdes e seu papel na infecgdo
pelo HIV-1 comega a ser explorado na literatura. No presente trabalho objetivamos avaliar
a fungdo plaquetéaria durante a infeccdo pelo HIV-1, especificamente o grau de ativacao,
disfuncdo mitocondrial, morte celular, producdo de Oxido nitrico e resposta a estimulos
agonistas. Para tal, avaliamos 30 voluntarios saudaveis e 26 pacientes infectados pelo HIV-
1 em acompanhamento no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) da
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) de Janeiro de 2012 a Janeiro de 2013. Dentre 0s
pacientes infectados avaliados, 17 apresentavam uso regular de TARV e tinham a carga
viral para HIV-1 no sangue periférico indetectavel (< 50 copias/mm®) e 9 apresentavam
carga viral para HIV-1 no sangue periférico detectavel (> 50 copias/mm?). Observamos que
a plaqueta dos dois grupos de pacientes portadores de HIV/AIDS analisados exibe um
aumento no perfil de ativacdo (expressdo de P-selectina e exposicdo de fosfatidilserina),
aumento na producdo de 6xido nitrico e menor inducdo da expressdo de P-selectina apds
estimulo com trombina, quando comparada a resposta da plaqueta de individuos controles.
Além disso, observamos sinais claros de ativacdo da via intrinseca de apoptose (diminuicdo
do potencial de membrana mitocondrial, aumento na producao de superdxido mitocondrial,
exposicdo de fosfatidilserina e ativacdo de caspase 9) mesmo com o controle da replicacédo

viral, atingido com o uso regular de TARV.
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Acreditamos, portanto, que nossos achados possam ajudar a entender melhor a
patogénese da infeccdo pelo HIV-1, assim como a génese das complicacOes
cardiovasculares, onde a plaqueta tem papel central.
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Mesquita, EC. Platelet activation and cell death pathways in platelets isolated from
HIV/AIDS patients. Rio de Janeiro; 2013. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em
Doencas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

ABSTRACT

The advent of highly active antiretroviral therapy (HAART) has increased life
expectancy and the quality of life of patients living with HIVV/AIDS. Now, new clinical data

emphasizes long term complications of HIV-1 infection, such as cardiovascular diseases.

Blood human platelets have a pivotal role in thrombus formation and their
physiology during the course of HIV-1 infection has recently begun to be explored. The
aim of the present study is to build up this literature by characterizing platelet activation,
mitochondrial dysfunction, apoptosis and response to agonist stimulus in HIV/AIDS
patients and control subjects. From January of 2012 to January of 2013 we included 30
healthy volunteers and 33 HIV-1 infected subjects from the outpatient clinic of Evandro
Chagas Clinical Research Institute (IPEC), Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ). Among
the HIV-1 population, 18 patients were under HAART therapy and had achieved
virological suppression (viral load in peripheral blood < 50 copies/mm?®) and 9 patients had
uncontrolled viral replication (viral load in peripheral blood > 50 copies /mm?®). We noted
that HIV-1 infected individuals exhibit increased platelet activation (P-selectin expression
and fosfatidilserine exposition), enhanced nitric oxide (NO) production and abnormal
response to agonistic stimulus (thrombin). Moreover, we noted marked sigs of intrinsic
apoptotic pathway activation (decreased transmembrane mitochondrial potential, increased
superoxide production, fosfatidilserine exposure and caspase 9 activation) in patients under

virological suppression achieved through HAART.

These findings might contribute to the understanding of AIDS immunopathogenesis
as well as the mechanisms behind the increased cardiovascular risk reported in this

population.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, estima-se que existam 34,2 milhdes de pessoas vivendo com HIV/AIDS e
em 2011 aproximadamente 1,7 milhGes de mortes foram atribuidas em todo o mundo a esta
patologia (UNAIDS, 2012), que representa a sexta causa de morte no mundo (WHO, 2011).
No Brasil, desde o inicio da epidemia até junho de 2011, foram registrados pelo Ministério
da Saude (MS) 608.230 casos de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e
241.469 mortes relacionadas a AIDS.

O advento da terapia antirretroviral de alta poténcia (TARV) no tratamento dos
pacientes infectados pelo HIV-1 foi determinante na melhora do progndéstico e diminuicao
da letalidade, levando, por conseguinte, a um aumento na sobrevida e cronificacdo da
doenca (Dore et al, 2002). Lewden et al (2007) demonstraram que a mortalidade de
pacientes com contagem de células TCD4+ maior que 500 células/mm?®, em uso de TARV
ha pelo menos 6 anos, passa a ser semelhante a da populagéo geral.

Novos dados clinicos apontam para a importancia de complicacdes ndo relacionadas
diretamente a imunodeficiéncia (doencas oportunistas). Pacheco et al (2009) seguiram
1.538 individuos infectados pelo HIV-1 de 1997 a 2006 e observaram que a partir do
periodo mais recente (2005-2006) as causas de morte ndo relacionadas a AIDS passaram a
superar as causas de morte relacionas a AIDS.

Neste novo cenario clinico, a disfuncdo endotelial e 0 aumento na incidéncia de eventos
cardiovasculares, onde a plaqueta tem papel central, surgem de forma destacada. O risco
relativo para desenvolvimento de infarto agudo do miocardio (IAM) em homens e mulheres
aumenta significativamente nos pacientes infectados, quando comparado a controles
equiparados para os fatores convencionais de risco (Currier et al, 2003). Na coorte DAD
(Friis-Moller et al, 2003), sugeriu-se um aumento na incidéncia de 1AM em pacientes
utilizando antirretrovirais, efeito potencializado pelo uso crénico das medicagdes. O risco
relativo foi 1,26 (95% CI 1,12 a 1,41) para individuos em tratamento.

Além do risco cardiovascular, a interacdo plagueta-HIV também traz novas
informacdes sobre a patogénese da AIDS. Chaipan et al (2006) demonstraram que a
plaqueta é capaz de endocitar o HIV-1 através das moléculas DC-SIGN (Dendritic cell-

specific receptor) e CLEC-2 (C-type lectin-like receptor 2) da superficie plaquetaria. E



Boukour et al (2006) demonstraram que ap6s a endocitose a plaqueta é capaz de inativar o
HIV-1, processo potencializado pelo estado de ativacdo plaquetaria (Youssefian et al,
2002).

Desta forma, o entendimento da funcdo plaquetéria na infeccdo pelo HIV-1 pode ajudar
a elucidar os mecanismos das complicagdes vasculares, além de estender o conhecimento

sobre a patogénese da AIDS.

1.1 Historico e epidemiologia

Em 5 de Junho de 1981, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos
Estados Unidos da América (EUA) relatou uma serie de 5 casos de pneumonia grave por
Pneumocystis carinii — hoje conhecido como Pneumocysti jiroveci — em homossexuais
americanos, todos com desfecho fatal e confirmados por biopsia pulmonar (MMWR, 1981).
Este tipo de patologia era extremamente infrequente nos EUA, ocorrendo apenas no cenario
de imunodepressdo severa. Na época, relacionou-se o estilo de vida homossexual, presente
em todos 0s casos descritos, com a patogénese da doenca, originando entéo a construcdo do
termo gay related immunodeficiency (GRID). Anos depois, em 1983, o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) era descoberto como agente etiolégico da AIDS (Acquired
immunodeficiency syndrome), rendendo aos pesquisadores envolvidos no isolamento viral o
prémio Nobel de Medicina (Barré-Sinoussi et al, 1983; Abbott e Brumfiel, 2008). Com o
isolamento viral, os primeiros testes diagnosticos foram desenvolvidos e, em 1985, o FDA
(Food and Drug Admistration) aprovou e disponibilizou o primeiro kit comercial. Até
1985, os relatos de caso se basearam em achados clinicos, definidos pelo CDC (CDC,
1982).

A AIDS se alastrou rapidamente. Em 1984 havia cerca de 8.000 casos descritos da
doenca, em 1987 eram 125.000 casos, e em apenas 3 anos, em 1990, a AIDS atingia a
marca de 8 milhdes de individuos. Atualmente, estima-se que existam 34,2 milhdes de
pessoas vivendo com HIV/AIDS, e apenas no ano de 2011 foram atribuidas 1,7 milhdes de
mortes em todo o mundo a esta patologia (UNAIDS, 2012). A AIDS representa atualmente

a sexta causa de morte no mundo (WHO, 2011).



No Brasil, desde o inicio da epidemia até junho de 2010, foram registrados 592.914
casos de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) pelo Ministério da Saude (MS),
sendo 385.818 casos em homens e 207.080 casos em mulheres. Segundo estimativas do
MS, 630 mil pessoas estdo infectadas pelo HIV-1, e destas, pelo menos 255 mil
desconhecem seu status soroldgico. A faixa etéaria dos pacientes com AIDS vem mudando
ao longo da ultima década, com maior frequéncia de individuos infectados ap6s a idade
jovem. Em 2009 a taxa de incidéncia alcangou 20,1 casos por 100 mil habitantes,
principalmente na faixa etaria de 30 a 40 anos, para ambos os sexos (Ministério da Salde,
2010).

1.2 Diagnostico

No Brasil, o diagnostico segue o preconizado pela portaria nimero 51 de 14 de

Outubro de 2009. A primeira etapa consiste na realizacdo de um dos seguintes ensaios:
a) Ensaio imunoenzimatico - ELISA;

b) Ensaio imunoenzimatico de microparticulas - MEIA,;

¢) Ensaio imunologico com revelacdo quimioluminescente e suas derivacdes - EQL;
d) Ensaio imunolégico fluorescente ligado a enzima - ELFA ;

e) Ensaio imunologico quimioluminescente magnético CMIA,;

f) Testes rapidos: imunocromatografia, aglutinacdo de particulas em latex ou

imunoconcentracéo;

g) Novas metodologias registradas na ANVISA e validadas pelo Departamento de
Vigilancia, Prevencdo e Controle das Doencas Sexualmente Transmissiveis e Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida.



Se o resultado de uma das metodologias for negativo e ndo houver suspeitas clinicas
mantidas, o paciente é considerado ndo infectado. Se houver resultado positivo na primeira
etapa, uma segunda etapa € necessaria. Nesta etapa as seguintes metodologias podem ser

utilizadas:

Imunofluorescéncia indireta - IFI;

o o

Imunoblot - IB;

o

Imunoblot rapido - IBR;
Western Blot - WB;
e. Outras metodologias registradas na ANVISA e validadas pelo Departamento de

e

Vigilancia, Prevengdo e Controle das Doengas Sexualmente Transmissiveis e

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.

Se a etapa Il também for reagente para o HIV uma nova amostra deve ser solicitada
e submetida a etapa I, para confirmacao diagnostica.

Se houver discordancia entre a etapa | e etapa Il, sendo a primeira positiva e a
segunda negativa ou indeterminada, o resultado liberado devera ser ‘“Amostra
indeterminada para HIV”. Neste caso, nova amostra devera ser solicitada e submetida as
duas etapas. Se o resultado permanecer como indeterminado, métodos moleculares, como a

reacdo em cadeia da polimerase (PCR), poderdo ser utilizados para elucidacéo.



1.3  Agente etioldgico

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), agente etiolégico da AIDS, é um
retrovirus da familia Retroviridae, subfamilia Lentiviridae (Chiu et al, 1985), a qual
também € representada por outros retrovirus como o virus da imunodeficiéncia felina
(FIV), o virus da imunodeficiéncia simia (SIV), o virus da imunodeficiéncia equina (EIV) e
o0 virus Visna (VSV), que infecta ovelhas. Estes organismos partilham caracteristicas em
comum como periodo de laténcia longo e material genético composto por RNA (Acido
desoxirribonucleico).

Existem dois tipos virais denominados de HIV-1 e HIV-2 (Clavel et al, 1987). O
HIV-1 é responsavel pela maior parte das infeccdes em todo o mundo, especialmente nos
Estados Unidos da América (EUA), Brasil, Europa e Africa Central, enquanto que o HIV-2
é mais encontrado na Africa ocidental e india (Schim van der Loeff et al, 2006; Schmidt et

al, 2008). No presente trabalho abordaremos a infeccdo pelo HIV-1.

O HIV-1 tem um formato esférico e aproximadamente 100nm de didmetro. Seu nucleo é
eletrondenso e de formato conico, constituido por 2 fitas de RNA e proteinas estruturais
(protease, transcriptase reversa e integrase) estabilizadas por um capsideo protéico,
circundado por um envelope externo de glicopreteinas e uma membrana lipidica (Figura 1)
(Wong-Staal et al, 1985).
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Figura 1: Estrutura do HIV-1. Adaptado de Robhins e Cotran: Pathologic basis of diseases, 8* Edicéo.

No capsideo viral encontramos a proteina p24, importante marcador dos métodos
convencionais de ELISA utilizados para o diagnostico da infec¢do pelo HIV-1. A matriz
viral é formada pela proteina pl7 e envolve o capsideo viral, existindo imediatamente
abaixo do envelope viral. No envelope viral localizam-se as glicoproteinas gp120 e gp41,
fundamentais para garantir o ciclo de replicacdo viral e, exatamente por este motivo, tém se
tornado alvo de estratégias farmacoldgicas para o combate da doenca (Cohen AJ e Fauci
AS, 2001).

O genoma viral é constituido por 3 genes centrais (gag, pol e env), além de diversos
genes regulatérios (tat, nef, ver, vif, vpu, vpr). A Figura 2 ilustra a estrutura genémica do
HIV-1 e seus principais subprodutos. As regides LTR (long terminal repeat), existentes no
inicio e no final da seqtiéncia génica do HIV-1, tém a funcéo de regular a transcricdo viral e
estabilizar a estrutura genémica (Cohen AJ e Fauci AS, 2001).



O gene gag é responsavel pela producdo de uma poliproteina (p55) que é clivada
pela protease viral em proteinas da matriz (p17), do capsideo (p24) e do nucleocapsideo
(p7). O gene pol é responsavel pela producdo das enzimas integrase, transcriptase reversa e
da protease. O gene env é responsavel pela producdo de proteinas do envelope viral como a
gp160, que é clivada nas proteinas gp120 e gp41. Dentre os genes regulatérios, destaca-se a
atividade do gene tat (transactivator of transcription), capaz de estimular a transcricdo do

HIV-1 exponencialmente através da ativacao do gene pol e da transcriptase reversa.
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Figura 2: Genoma do HIV-1 e seus principais subprodutos.



1.4 Patogénese

O HIV-1 tem tropismo pelas células CD4 positivas (CD4+), especialmente
linfocitos T, macréfagos e células dendriticas (Collman et al, 1990). A molécula do
envelope viral, gp120, liga-se com grande afinidade a molécula CD4+ da célula hospedeira.
Esta ligacdo promove uma mudanca conformacional na estrutura da molécula gp120 e
permite entdo que a molécula gp41, também presente no envelope viral, ligue-se a molécula
CCR5 ou CXCR4, moléculas receptoras para as quimiocinas RANTES (CCL5), Mip-1la
(CCL3), Mip-1p (CCL4) e SDF-1 (CXCL12), respectivamente, expressos na célula
hospedeira (Cohen AJ e Fauci AS, 2001). Os isolados virais podem ser diferenciados
conforme sua capacidade de ligacdo aos diferentes co-receptores descritos. “Isolados R5”
possuem tropismo para o receptor CCR5 (Deng et al, 1996) e “Isolados x4” possuem
tropismo para o receptor CXCR4 (Feng et al, 1996). Podem também ser encontrados em
pacientes isolados duplo-tropicos, ou seja, com tropismo tanto para CCR5 como para
CXCR4 (isolados R5X4). No inicio da infeccdo existe uma tendéncia a predominar 0s
isolados R5, enquanto que estagios de doenca avangada cursam com predominio de
isolados X4 (Rowland-Jones et al, 2003).

Apos este processo, 0 envelope viral funde-se com a célula hospedeira e transfere
seu material genético e proteinas para o citoplasma celular. As fitas de RNA sofrem entdo a
acdo da transcriptase reversa, produzindo 2 fitas de DNA, denominado DNA proé-viral.
Através da acdo da enzima integrase, este material genético viral é inserido no genoma
humano da célula hospedeira. Durante seu tempo de vida habitual, a célula infectada é
acionada diversas vezes para producdo de substancias, natural do seu funcionamento.
Quando os fatores de transcricdo, como o NF-kB por exemplo, atingem o nucleo celular e
disparam a leitura do material genético, esta leitura ira também transcrever as proteinas
virais (Cohen AJ e Fauci AS, 2001). As proteinas virais sdo entdo montadas no citoplasma
e ddo origem a um novo virus, que pode romper a membrana plasmatica e provocar a lise
celular ao sair da célula (Peterlim e Trono, 2003). A este processo de utilizacdo do
maquinario celular para producdo de proteinas virais ap6s um estimulo fisiol6gico da-se o
nome de transativacdo heterdloga ou subversdo imune. Este processo esta representado na

figura 3.
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Figura 3: Ciclo de replicacdo do HIV-1. Adaptado de Peterlin e Trono, 2003.

Além da saida viral macica, outros mecanismos contribuem para explicar a deplecédo
de células TCD4+ da periferia. A célula infectada é capaz de apresentar antigenos virais
para a célula TCD8+ (Células T citotdxicas) via moléculas de MHC de classe | (MHC-I).
Estas células reconhecem o complexo MHC:peptideo na superficie das células TCD4+
infectadas e exercem entdo seu mecanismo de citotoxicidade através da liberacdo de
perforina e granzima. Além disso, macrofagos infectados pelo HIV produzem citocinas
como o TNF-a, que possui receptores nas células TCD4+ com um dominio de Sinalizagdo

para morte celular.



Tipicamente, apds entrar no organismo via sitios de mucosa e infectar celulas
CD4+, o HIV-1 é carreado até o linfonodo. Neste local ocorre replicacdo viral macica, o
que corresponde a sindrome retroviral aguda. Esta é caracterizada por febre,
linfonodomegalia, cefaléia, mialgia e artralgia. Ap6s este periodo, a resposta imunologica
celular especifica (adquirida) é montada e a viremia é controlada, fase referida como de
laténcia clinica. Este periodo em que o nimero de cdpias virais no sangue € baixo e 0
namero de células T CD4+ atinge valores préximos aos de normalidade pode durar anos.
Alguns individuos sdo capazes de montar uma resposta duradoura contra a infeccdo pelo
HIV.

Individuos capazes de manter a carga viral para o HIV-1 indetectavel no sangue
periférico (< 50 copias/ml) sdo chamados de controladores de elite ou supressores de elite.
Por outro lado, individuos que, embora apresentem carga viral moderadamente detectavel,
mas mantém niveis normais de celulas T CD4+ na periferia s&éo denominados progressores
lentos. Atualmente estima-se que os controladores de elite representem cerca de 2% da
populacdo total infectada pelo HIV (Deeks e Walker, 2007).

Com o tempo, a maior parte dos individuos experimenta o retorno da replicacdo
viral, com destruicdo progressiva da resposta imune celular e o surgimento de infeccdes
oportunistas e neoplasias tipicamente associadas ao HIV (Rowland-Jones et al, 2003). A

figura 4 ilustra a historia natural da infeccdo pelo HIV.
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Figura 4: Histdria natural da infeccdo pelo HIV-1. Adaptado de Rowland-Jones et al, 2003.

1.4.1 Ativacao cronica do sistema imune e inflamacéo

O tecido linfoide associado ao intestino (GALT) € o principal sitio de replicacdo do
HIV. Este local abriga grandes quantidades de células TCD4+ de memodria. Estas células
sdo especialmente sensiveis a infeccdo pelo HIV-1 (Johnson, 2008) e apenas no oitavo dia
de infeccdo ja € possivel detectar uma destruicdo macica desta populacdo celular
(Mehandru et al, 2004). Mehandru et al (2004) demonstraram que a deplecdo de células
TCDA4+ neste sitio anatdmico antecede a queda de células TCD4+ na periferia e que a
recuperacdo dos niveis de células TCD4+ no sangue periférico com a resposta imune
adaptativa ndo é acompanhada de repovoamento completo deste tipo celular no GALT.

Neste local, o HIV-1 promove a quebra da permeabilidade seletiva intestinal,
permitindo a passagem de produtos bacterianos, como o LPS (Lipopolissacarideo), presente
na parede celular de bactérias gram negativas. O LPS que atinge a circulagdo funciona

como um estimulo antigénico crdnico, processo que contribui para a exaustdo de células T,
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que pode ser medida através da expressdo das moléculas HLA-DR e CD38 na superficie
celular (Brenchley et al, 2006). Diversos marcadores alternativos, além da contagem no
sangue periférico de células TCD4+ e da carga viral, tém sido descritos na infeccdo pelo
HIV-1, tais como PD-1 (Day et al, 2006), CTLA-4 (Kaufmann et al, 2007) e sCD14
(Brenchley et al, 2006). Além da exaustdo imunoldgica, marcadores de inflamacdo, como
IL-6, PCR (Proteina C Reativa) e dimero-D, mostram-se patologicamente elevados em
individuos infectados pelo HIV-1. Estes marcadores mostraram-se mais sensiveis na
predicdo da progressdo de doenca e da mortalidade nos individuos infectados do que a
carga viral medida no sangue periférico (Kalayjian et al, 2010).

1.4.2 Cronificacdo da infeccdo pelo HIV-1 e mudanca no perfil de

complicacg0es relacionadas a AIDS

O advento da terapia antirretroviral de alta poténcia (TARV) no tratamento dos
pacientes infectados pelo HIV-1 foi determinante na melhora do progndstico e diminuicao
da letalidade, levando, por conseguinte, a um aumento na sobrevida e cronificacdo da
doenca (Dore et al, 2002). Lewden et al (2007) observaram que a mortalidade de pacientes
com contagem de células TCD4+ maior que 500 células/mm?® em uso de TARV ha pelo

menos 6 anos, se assemelha a da populacéo geral.

No estudo SMART - Strategies for Management of Antiretroviral Therapy — a TARV
foi suspensa em um grupo de pacientes com contagem de células T CD4+ acima de 350
células/mm?®, comparando com pacientes que mantiveram continuamente os antirretrovirais.
Foi observado, no grupo de pacientes que teve a TARV suspensa, um aumento das
infeccBes oportunistas e maior mortalidade, aléem de uma maior freqiiéncia de doencas
cardiacas, renais ou hepaticas (SMART, 2006).

Palella et al (2006) demonstraram que a TARV aumenta a expectativa de vida dos
pacientes infectados. Os pesquisadores seguiram 6.945 individuos infectados pelo HIV-1 de
1996 a 2004. A taxa de mortalidade caiu de maneira expressiva, de 7.0 mortes/100 pessoas-

ano em 1996 para 1.3 mortes/100 pessoas-ano em 2004. As causas de morte associadas ao
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HIV cairam de 3.79/100 pessoas-ano em 1996 para 0.32/100 pessoas-ano em 2004. O
percentual de morte por causas ndo relacionadas a AIDS aumentou expressivamente de
13.1% em 1996 para 42.5% em 2004. Entre estas, as mais importantes foram disfuncao
hepatica, cardiovascular, pulmonar e neoplasias ndo relacionadas a AIDS. Esta mudanca no
perfil de mortalidade foi acompanhada por mudangas na contagem de células TCD4+
proxima a este desfecho, passando de 59 célulassmm® em 1996 para 287 células/mm?® em
2004. Os pacientes que morrem por causas nao relacionadas a AIDS iniciam TARV com
niveis de células TCD4+ maiores que individuos que morrem por causas relacionadas a
AIDS (22.4% e 7.8%, respectivamente, iniciaram TARV com contagem de células TCD4+
> 350 células/mm?, p < 0.001).

Esta mudanca no perfil de complicacGes do paciente cronicamente infectado pelo HIV-
1 tambeém esta representada no Brasil. Pacheco et al (2009) seguiram 1.538 individuos
infectados pelo HIV-1 de 1997 a 2006. A partir do periodo mais recente (2005-2006) as
causas de morte ndo relacionadas a AIDS passaram a superar as causas de morte relacionas
a AIDS.

1.4.3 HIV-1, inflamacé&o e doenca cardiovascular

A coorte FRAM (Fat Redistribution and Metabolic Change in HIV infection)
incluiu 922 pacientes HIV positivos em diferentes momentos da infeccdo pelo HIV e
mostrou que mesmo individuos com boa resposta imunologica (contagem de células
TCD4+ > 500 células/mm®) possuem niveis elevados de fibrinogénio e proteina C reativa
(PCR) (Tien et al, 2010). Estes marcadores inflamatdrios sdo independentemente capazes
de predizer a mortalidade geral e em subgrupos de estratificacdo pelos niveis de células
TCDA4+. A razdo de chance (OR) para mortalidade geral com um aumento de fibrinogénio
em 100mg/ml é 1.93 (1.57-2.37), 95% IC, para CD4 < 200 células/mm?, 1.43 (1.14-1.79),
95% IC, para CD4 entre 200-350 células/mm?, 1.30 (1.04-1.63), 95% IC, para CD4 entre
350-500 células/mm?® e 1.30 (1.04-1.63), 95% IC, para CD4 > 500 células/mm?® (Tien et al,
2010).
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Diversos marcadores ligam diretamente o grau da inflamacdo do individuo
cronicamente infectado pelo HIV-1 a desfechos como morte e surgimento de doenca
definidora de AIDS. Kalayjian et al (2010) demonstraram que antes do inicio da TARV, a
presenca de niveis mais elevados de STNFR-1 (receptor de TNF soluvel), sCD27 (CD27
soltvel), sCD40L (CD40L solavel) e IL-6 esta associada ao desenvolvimento de nova
doenca oportunista e morte, apds ajuste por idade, sexo, nivel de hemoglobina e contagem
de células TCD4+. Em uma andlise de subgrupos, excluindo-se pacientes com doenca
oportunista, STNFR-1, sCD27 (CD27 solavel) e sCD40L associaram-se ao
desenvolvimento de neoplasia relaciona a AIDS e morte. Estes eventos foram observados
51 semanas apos inicio de TARV, momento no qual os individuos apresentavam contagem
de células TCD4+ > 200 células/mm? e carga viral para HIV por PCR indetectavel (< 50
copias/mm?®). Este achado sugere que mesmo o efeito viroldgico e imunolégico atingido
pela TARV néo é capaz de restaurar completamente o nivel de inflamag&o do individuo.
Armah et al (2012) tambem relacionam resposta viroldgica e imunolégica com o grau de
inflamacéo. Neste estudo os pesquisadores demonstraram que pacientes HIV positivos com
HIV RNA > 500 cépias/mm?® no sangue periférico e contagem de células TCD4+ < 200
células/mm® possuem aumento nos marcadores de inflamacdo como IL-6 (OR:2.25; 95%
Cl:1.60-3.16) e D-dimero (OR:1.97; 95% CI:1.44-2.71) quando comparados com controles
pareados pelo risco cardiovascular, além de aumento nos marcadores de ativacdo da
resposta imune inata como sCD41 (CD41 solavel), um marcador de ativagdo monocitica
(OR:2.60; 95% Cl:1.64-4.14).

Sibramarian et al (2012) utilizaram tomografia por emissdo de pdsitrons e
demonstraram que pacientes HIV positivos com controle virologico (HIV RNA < 50
copias/mm?® no sangue periférico) e boa resposta imunolégica (Mediana de células TCD4+
> 600 células/mm3) exibem maior grau de inflamacao arterial adrtica quando comparados a
pacientes nao infectados, mesmo apds equiparacdo para o risco cardiovascular.
Demonstraram ainda que a inflamacdo arterial correlaciona-se com o maior grau de
ativacdo do sistema imune, medida neste estudo pela expressdo de CD163 sollvel no
sangue (sCD163), um marcador de ativagdo monocitica e macroféagica.

A TARV é capaz de restaurar parcialmente o grau de inflamacdo e a disfuncéo

endotelial observada durante a infeccdo pelo HIV-1. Baker et al (2012) observaram que a
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disfuncdo endotelial medida através de ADMA (dimetil-arginina assimétrica) esta
associada a marcadores de inflamacéo como D-dimero e proteina C reativa (PCR) durante a
infecgdo pelo HIV-1 e é parcialmente revertida com o uso de terapia antirretroviral. Bernal
et al (2012) compararam o estado de inflamacéo e a ativacdo endotelial em pacientes HIV
positivos com controle virolégico e sem controle virolégico, ap6s equiparacao para idade,
sexo e risco cardiovascular. Os pacientes HIV positivos sem controle virologico possuem
valores elevados de IL-6, hsPCR (Proteina C reativa ultra-sensivel), além de aumento da
ativacdo endotelial, medida pela expressdo de VCAM-1 (proteina de adesdo celular
vascular 1). Os mesmos parametros também estdo elevados quando se compara 0 grupo
com controle virolégico aos controles, sugerindo que o tratamento atenua parcialmente o
estado de inflamagdo e a ativagdo endotelial.

A infeccdo pelo HIV-1, além de causar disfuncdo endotelial, altera a incidéncia de
eventos cardiovasculares. O risco relativo para desenvolvimento de IAM em homens e
mulheres aumenta significativamente nos pacientes infectados, quando comparados a
controles equiparados para os fatores convencionais de risco, passando de 0,76 para 1,64 e
1,03 para 1,72, respectivamente (Analise na faixa etaria de 24 a 34 anos) (Currier et al,
2003). Na coorte DAD, sugeriu-se um aumento na incidéncia de IAM em pacientes
utilizando antirretrovirais, efeito potencializado pelo uso crénico das medicagdes. O risco
relativo foi 1,26 (95% CI 1,12 a 1,41) para individuos em tratamento.

Durand et al (2011) analisaram o impacto da infeccdo pelo HIV-1 e da terapia
antirretroviral no desenvolvimento do infarto agudo do miocardio (IAM). Na analise por
sub-grupos, infec¢do pelo HIV-1, uso de lopinavir, ritonavir, abacavir ou efavirenz esteve
associada com aumento do risco de IAM. Triant et al (2010) estudaram a relacdo de carga
viral para HIV-1 e nivel de células TCD4+ no desenvolvimento de IAM. A contagem de
CD4 é o principal fator capaz de predizer IAM e sua recuperacdo esta associada a
diminuicdo do risco de IAM. Neste estudo, de maneira geral, a terapia antirretroviral teve
um papel protetor no desenvolvimento de IAM.

O risco para evento trombotico no leito venoso também parece estar aumentado no
paciente portador de AIDS, ocorrendo em uma faixa etaria mais jovem do que na
populagdo néo infectada. Crum-Cianflone et al (2008) observaram um risco 4 vezes maior

de TVP em pacientes HIV positivos quando comparado a populacdo controle pareada por
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idade, sexo e risco cardiovascular. Desenvolvimento de TVP esteve associado a nadir mais
baixo de CD4, carga viral e contagem de células TCD4+. A idade média de TVP foi de 36
anos, mais jovem que a populagdo em geral.

Recentemente, Hsue et al (2012), diferentemente dos trabalhos citados
anteriormente, sugeriram que individuos infectados pelo HIV-1 possuem uma producdo
significativamente menor de trombina quando comparados aos controles, pareados pelo
risco cardiovascular. Interessantemente, 0s pesquisadores ndo observaram alteracdes
significativas nos marcadores inflamatérios e a presenca ou auséncia de carga viral
indetectavel ndo alterou os resultados.

De maneira geral, as evidéncias atuais sugerem que a infeccdo pelo HIV-1 esta
associada a um aumento significativo do risco cardiovascular e que a TARV € capaz de

atenuar, mas ndo de reverter estas complicagoes.

1.5 Fisiologia plaquetaria

A auséncia de nucleo e sua meia vida relativamente curta (7 a 10 dias) fizeram com
que o papel biolégico das plaquetas ficasse, por muitos anos, restrito ao entendimento da
hemostasia. Recentemente, no entanto, fungdes antes atribuidas apenas a células nucleadas
foram caracterizadas na plaqueta como: (a) Apoptose (Mason et al, 2007); (b) Diviséo
celular (Schwertz et al, 2010) e (c) Sintese protéica (Warchal et al, 1966).

A seguir abordaremos algumas funcdes classicamente atribuidas as plaquetas
humanas assim como pontos-chave na nova biologia plaquetaria, importantes para a

discussdo do presente trabalho.
1.5.1 Agregacdo plaquetaria

Didaticamente, a funcdo plaguetéaria na hemostasia é dividida em 3 estagios: (a)
iniciacdo, (b) extensdo e (c) estabilizacdo (Brass, 2010). Na iniciacdo, a exposicdo de
colageno e a presencga de trombina permitem a formacdo de uma monocamada plaquetaria,

que suportara a subsequiente agregacdo de plaquetas ativadas. A extensdo ocorre quando um
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maior nimero de plaquetas é depositado nesta camada inicial e estas se tornam ativadas.
Neste passo, a ligagdo de trombina, tromboxano A2 e ADP a seus receptores, PARL e
PAR4, TP, P2Y1 e P2Y12, respectivamente, é essencial. Estes receptores sdo receptores
metabotrépicos, ou seja, estdo acoplados a uma proteina G que serd responsavel por
continuar o processo de sinalizacdo intracelular até que haja a transcricdo e expressao
plaquetaria da integrina allbp3 (GP IIb-Illa), fundamental para que haja a forca de coeséo
plaquetéria (agregacdo). A plaqueta é fonte importante destas moléculas. Os granulos-o e
grénulos densos séo ricos em trombina e ADP, respectivamente, enquanto que a producao
de tromboxano A2 vem do metabolismo do &cido aracdénico liberado pelo metabolismo
dos fosfolipidios da membrana plaquetaria. O processo de ativacdo plaquetéaria também é
marcado pela transposicdo de fosfatidilserina da cama interna para a camada externa da
membrana plaquetaria, o que favorece a ligacdo de complexos de fatores de coagulacéo e a
geracdo de trombina.

O terceiro estagio, estabilizacdo, refere-se a eventos que ocorrem para inibir a
desagregacéo plaquetaria precoce e amplificam a sinalizacéo interplaquetaria. Neste estagio
€ observada uma estrutura composta por plaquetas ativadas permeadas por fibrina,
resistente o bastante para vencer a pressdo hidrostatica existente no leito arterial. Esta
estrutura ndo apenas fornece uma superficie que facilita a migracéo celular para os tecidos
adjacentes como também é fonte de mediadores inflamatorios e moléculas que facilitam a
cicatrizacao.

Deficiéncias neste processo sao capazes de influenciar profundamente a homeostase
do meio interno, como podemos observar na Thrombastenia de Glanzmann, na sindrome de
Bernard-Soulier, na doenca de Von Willebrand e na deficiéncia do receptor de colageno,
onde fica claro o papel das moléculas allbB3, GPIb, VWF e GP VI, respectivamente. A
ativacdo plaguetaria também contribui para a perpetuacdo do processo inflamatdrio

vascular e para o crescimento da placa ateromatosa (Davi e Patrono, 2007).
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1.5.2 Apoptose plaquetaria

A plaqueta é capaz de sofrer apoptose. Um balanco entre BCL-X, e BAK regula a
meia-vida de plaquetas na circulacdo periférica. Com o envelhecimento plaquetéario ocorre
a degradacdo de BCL-X, iniciando a via intrinseca de apoptose e conseqiiente depuracdo
plaquetaria (Mason et al, 2007). Outros estimulos como a estocagem e/ou ativagdo com
trombina ou o iondforo de céalcio A23187 promovem a diminuicdo do potencial de
membrana mitocondrial (4%¥m). Esta alteracdo mitocondrial esta associada com ativacdo da
via intrinseca de apoptose, demonstrada por aumento da expressdo das proteinas pro-
apoptoticas Bid, Bax, Bake e ativacdo de caspase-3 (Verhoeven et al, 2005; Leytin et al,
2006; Lopez 2008). Também fazem parte do fendtipo de apoptose plaquetaria a exposicao
de fosfatidilserina e a producéo de microparticulas plaquetarias (PMP) (Gyulkhandanyan et
al, 2012). A figura 5 ilustra importantes eventos da apoptose plaquetéria.

Plaqueta
nao ativada

Plaqueta Plaqueta apoptoética
ativada

Mitocéndria

i

PMPs

L . . L. Destruicao
Sinais pré-apoptoéticos: Eventos apoptéticos:

il A%¥m Diminuigao do potencial de

- Estimulos quimicos membrana mitocondrial

- Forga de cisalhamento

= Caspases Caspases
- |nfecga° pEIO HIV'? nao ativadas ﬁ e ativadas
Bel-2 ¢ ExposigdoFS
Bak vy ——— A
Bax Plagueta — pPMPs

Figura 5. Eventos apoptéticos na plaqueta humana. Observa-se a mudanca de forma, com
emissdo de prolongamentos celulares (Filopodia), diminuicdo do volume plaquetério, dimuicéo
do potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym), exposicdo de fosfatidilserina (FS),
transposicdo de Bcl-2, Bak e Bax para a mitocéndria, produgdo de PMPs (Microparticulas
plaquetarias) e ativacdo de Caspases. (Adaptado de Gyulkhandanyan et al, 2012)
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1.5.3 Traducéo estimulo dependente: Sintese protéica denovo

A plaqueta possuiu moléculas de mMRNA quiescentes, oriundas de suas células-mae,
0s megacariécitos. De acordo com o estimulo, a plaqueta ativada é capaz de traduzir o
mRNA em novas proteinas. Embora a sintese protéica plaquetéria tenha sido descrita
décadas atrds (Warchal et al, 1966), apenas recentemente, com as novas técnicas de
hibridizacdo e analise do genoma, os mecanismos envolvidos no controle da sintese
protéica plaquetaria ganharam atencdo. Lindemann et al (2001) analisaram o pool de
mRNA plaquetario (Transcriptoma) e identificaram mais de 30 moléculas de mMRNA pré-
formados. Neste trabalho, os pesquisadores observaram que atraves da sinalizacdo pela
integrina ollbPB3 plaquetas ativadas produzem IL-1B de maneira sustentada. A IL-1B
produzida no meio atua no endotélio vascular e estimula a expressdo de E-selectina,
favorecendo a ligagédo de polimorfonucleares no endotélio e sua emigragéo pela vasculatura
em direcdo ao sitio efetor.

A plaqueta possui mecanismos de controle pds-transcricionais. Zimmerman e
Weyrich (2008) demonstraram a presenca de mTOR (Mammalian target of rapamycin),
uma serina quinase que controla a tradugdo protéica em mamiferos, indicando que 0s
mecanismos de controle pos-trancripcionais estdo presentes na plaqueta do sangue
periférico. Também demonstraram que a familia proto-oconcogénica bcl-3 (B cell
lymphoma-3) e suas proteinas correlatas, importantes reguladores do ciclo celular, estdo
presentes e funcionais na plaqueta.

As moléculas produzidas pela plaqueta ativada, e seus respectivos alvos no corpo
humano, estdo demonstrados na tabela 1. Estas moléculas ligam a plaqueta a diversos
fendmenos biologicos como inflamacdo (Bozza e Zimmerman, 2009), resposta imune,

rejeicdo de transplantes e sinalizacéo celular.
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Quadro 1. Fatores com atividade imunoldgica, inflamatdria e antimicrobiana

produzidos apds a ativacao plaquetaria. Adaptado de Weyrich e Zimmerman, 2004,

Classe Molécula Armazenado ou Alvo biolégico
Sintetizado
Citocinas IL-18 Sintetizado Monécitos, Cels edoteliais,
DCs e macroéfagos
HMGB1 Armazenado Macréfagos, PMNs, Cels
edoteliais
Quimiocinas NAP2 (CXCL7) Clivagem PMNs
proteolitica
PF4 (CXCL4) Armazenado PMNs
GRO-a (CXCL1) Armazenado PMNs
ENA-78 (CXCL5) | Armazenado PMNs
RANTES (CCL5) Armazenado Mondcitos, eosindfilos,
basofilos, Cels NK, Cels T,
DCs
MIP-1a (CCL3) Armazenado Monécitos, eosindfilos,
basofilos, Cels NK
MCP-3 (CCL7) Armazenado Mondcitos, basofilos, Cels
NK, linfocitos, DCs
Mediadores inflamatdrios Serotonina Armazenado Monécitos e macréfagos
TXA2 Sintetizado Plaquetas, Cels T e
macréfagos
PAF Sintetizado PIaqL{e.tas, PMNS',
mondcitos, macrofagos e
linfocitos
Histamina Armazenado Cels edoteliais, mondcitos,
PMNSs, Cels NK, Cels T, Cels
B e eosindfilos
Peptideos antimicrobianos | Trombocidinas Clivagem Nenhum alvo cellular

proteolitica

humano, microbicida para
bactérias e fungos

Fatores de crescimento
com funcdo
imunomoduladora

PDGF

TGF-B

Armazenado

Armazenado

Monécitos e macréfagos

Mondcitos, macrdfagos e
CelsTeB

AbreviacOes: Cels edoteliais, células endoteliais; DCs, células dendriticas; PMNs, polimorfonucleares; Cels
NK, células matadoras naturais; Cels T, linfocitos T; Cels B, linfocitos B. (Adaptado de Weirich e

Zimmerman, 2004)
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1.5.4 Novas funcdes bioldgicas

Muitos produtos produzidos pela plaqueta ativada possuem atividade
antimicrobiana. Tang et al (2002) analisaram a fungdo antimicrobiana de PF-4 (fator
plaquetério 4 - CXCL4 -), CCL5, CTAP-3 (pepetideo ativador do tecido conjuntivo 3),
PBP (proteina plaquetaria béasica), timosina -4 (Tp-4), FP-B (fibrinopeptideo B) e FP-A
(fibrinopeptideo A). Estas moléculas foram capazes de inibir o crescimento de diversos
agentes microbianos como Escherichia coli ML35, Staphylococcus aureus, Candida
albicans e Cryptococcus neoformans. Os autores sugerem que devido a seu elevado nimero
na circulacdo sanguinea, o papel da plaqueta no controle do crescimento microbiano é
relevante. Mais recentemente, Clark et al (2007) demonstraram que a plaqueta é capaz de
ativar a geracdo de NETs (neutrophil extracellular traps), importante mecanismo de
controle da proliferacdo microbiana.

Ahmad et al (2001) caracterizaram a expressdo plaquetaria de ligante de FAS (FAS-
L). Estes pesquisadores demonstraram que apds a ativagdo, a plaqueta expressa e secreta
FAS-L no meio. Em um modelo in vitro de células humanas tumorais a ligacdo FAS: FAS-
L, importante mecanismo de controle de crescimento tumoral, foi capaz de induzir a
apoptose nas células tumorais, demonstrando que esta molécula é funcional na plaqueta.
Além de FAS-L, a plagueta também expressa TLR-4 (Receptor do tipo Toll — 4).
Jayachandran et al (2010) demonstraram o papel da plaqueta na resposta imune inata. Neste
trabalho, doses de LPS baixa (que ndo eram capazes de estimular a producdo de TNF-a)
foram capazes de promover a ativacdo plaquetaria. Utilizando camundongos knockout para
TLR-4, a introducdo de LPS ndo foi capaz de promover a ativacdo plaguetaria.

Morrel et al (2008) identificam a producdo plaquetdria de glutamato e sua
capacidade de promover a ativacdo plaquetaria. O bloqueio do receptor de glumatamato
plaquetario, em modelo murino de transplante de pele, foi capaz de aumentar a sobrevida
dos enxertos (Swaim et al, 2010).

A plagueta é capaz de modular a resposta celular especifica. Em modelo murino de
hepatite B aguda, a deplecdo plaquetéria bloqueou o acimulo de células TCD8+ especificas
(CTL) no figado e preveniu o dano hepatico. A transfusdo de plaquetas com fungdo normal

restaurou a resposta de células T especificas, enquanto a transfusdo de plaquetas com
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bloqueio na capacidade de ativacdo ndo restaurou a resposta imune e o dano hepatico. Mais
ainda, com a adigéo de anticoagulantes, a transfusdo de plaquetas com potencial de ativagao
bloqueado ndo restaurou o dano hepético e a resposta de células T, sugerindo que o papel
na trombose ndo é o responsavel pelas alteracdes encontradas (lannacone et al, 2005).

1.6 Plaquetae HIV

Os primeiros dados relativos a interacdo Plaqueta - HIV surgiram através da
microscopia eletronica, em 1990. Neste trabalho, Zucker-Franklin et al (1990)
identificaram o HIV-1 em plaquetas frescas de sangue periférico e em megacariocitos
humanos. Chaipan et al (2006) demonstraram que o mecanismo de entrada do HIV na
plaqueta ndo é mediado pela via classica de infecgé@o celular (molécula CD4 e um receptor
de quimiocina) mas sim pela interacdo da gpl20 viral com as moléculas DC-SIGN
(Dendritic cell-specific receptor) e CLEC-2 (C-type lectin-like receptor 2) da superficie
plaquetaria, possibilitando a endocitose viral.

A plaqueta € capaz de inativar o HIV. Apds entrar na célula o virus pode seguir dois
destinos basicos. Se a vesicula endocitica é trafegada para a periferia plaquetaria, proximo
ao sistema canalicular aberto (OCS), o HIV entrard em contato com o conteddo dos
granulos-a. e sera neutralizado. Contudo, se o trafego vesicular do HIV endocitado nédo
atinge o contetdo dos granulos alfa, localizando-se mais centralmente na plaqueta, o HIV
permanece intacto e protegido do ataque do sistema imune, podendo ser transportado para
outras partes do corpo (Boukor et al, 2006). Youssefian et al (2002), demonstraram que a
atividade endocitica plaquetaria do HIV-1, com subseqiente destruicdo ao contato com 0s
granulos-a plaquetarios, ¢ aumentada pelo estado de ativac¢do plaquetaria.

A plagueta também € capaz de modular a replicacdo viral através da rede citocinas.
Auerbach et al (2012) demonstraram a producao plaquetaria de PF-4 (CCL-4), uma CXC
quimiocina, e sua potente capacidade de inibir a replicacdo viral em macréfagos e linfocitos
T. In vitro, os autores demonstraram que a inibicdo da replicacdo viral ocorre com a ligacéo
de CXCL4 em um sitio da gp120 préximo ao sitio de ligagdo com a molécula CD4. CXCL4
é liberado com a ativacdo plaquetéria e € a proteina mais abundante dos granulos-a

plaquetarios.
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O HIV provoca alteragdes na fisiologia plaquetaria. Didaticamente, podemos
separar estas alteracdes em alteracGes da forma (morfoldgicas) e da fungdo plaquetéria
(funcionais). Morfologicamente, Mena et al (2011) demonstraram que individuos
infectados pelo HIV e que nunca usaram TARV apresentam aumento no volume
plaquetario. Funcionalmente, diversas alteracdes tém sido caracterizadas como o aumento
da ativacdo plaquetaria (Mayne et al, 2012) e o aumento na producdo de citocinas e
quimiocinas como CCL5 (Holme et al, 1998), CXCL4 (Auerbach et al, 2012) e TF (fator
tissular) (Mayne et al, 2012).

A infeccdo pelo HIV provoca a ativacdo plaquetéria e a producdo de microparticulas
plaquetarias (PMP). A ativacdo plaquetaria medida pela expressdo de P-selectina (CD62P)
e a producéo de PMP correlacionam-se com a expressdo de fator tissular plaquetario e com
marcadores de translocacdo microbiana como o sCD14 (CD14 soluvel), o ligante de LPS
(lipopolisacarideo) e com a exaustdo de celulas T (CD38 positivas e HLA-DR positivas)
(Mayne et al, 2012).

A infeccdo pelo HIV é capaz de desregular a producéo plaquetaria de CCL5 (Holme
et al, 1998). CCL5, juntamente com CCL3 e CCL4, sdo quimiocinas produzidas pelos
linfocitos T capazes de suprimir a replicacao viral do HIV por competirem com o sitio de
ligacdo da gp4l viral. Na infeccdo avancada pelo HIV (AIDS), a producao plaquetaria de
CCLS5 esta desregulada. Nesta fase, a plaqueta exibe uma producéo basal significativamente
elevada, mas € incapaz de igualar a resposta de uma plaqueta normal frente ao estimulo
com um agonista do receptor de trombina — SFLLRN — (Holme et al, 1998). Processo que

~ .\

os autores denominam “exaustdo” plaquetaria.

A molécula TAT (Trans-Activator of Transcription), fundamental nos mecanismos
patogénicos do HIV por aumentar exponencialmente a replicacdo viral, é capaz de provocar
diretamente a ativacdo plaquetaria e a producdo de microparticulas plaquetarias (PMPs) em
um mecanismo que depende da interacdo com o receptor de quimiocina CCR3, com a
integrina B3 e com o fluxo intracelular de calcio. Nesta ativacdo, as plaquetas estimuladas
secretam a molécula CD154 no meio, um imunomodulador envolvido na geracdo de auto-
anticorpos (Wang et al, 2011).

Perry et al (2005) avaliaram o papel de Tat na patogénese da lesdo neuronal

associada ao HIV-1. Em modelo murino, Tat é capaz induzir lesdo mitocondrial e stress
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oxidativo em neurdnios. O efeito patogénico esta, neste modelo, associado a producdo de
PAF (Fator de ativacdo plaquetéria). A disfuncdo mitocondrial esta relacionada a apoptose
neuronal e a adigdo de FCCP (Trifluor-metil-carbonil-cianido- fenildrasona) em cultura ou
do antagonista do canal KATP mitocondrial (Canal de ATP sensivel a potassio) foram
capazes de inibir a despolarizacdo mitocondrial e a apoptose, sugerindo que a disfungéo
mitocondrial estd envolvida na ativacdo de apoptose neuronal.

Nos pacientes infectados pelo HIV a trombocitopenia é um achado freqiente e
parece estar relacionado com a evolugdo da doenca (Rieg et al, 2007). Os mecanismos
envolvidos na disfuncdo hematoldgica, marcada pela plaquetopenia, ainda ndo foram
completamente elucidados, mas parecem diferir nos diferentes momentos da infecgéo.
Inicialmente, os fendmenos auto-imunes, com a geracdo de auto-anticorpos, tendem a
prevalecer, enquanto que posteriormente, a faléncia na plaquetopoiese induzida pela
infeccdo do HIV, parece predominar (Passos, 2010).

O impacto da infeccdo pelo HIV na homeostase plaquetaria também é influenciado
pela terapia antirretroviral. Hentig et al (2008) demonstraram que, em pacientes infectados
pelo HIV, o inicio de TARV contendo inibidores de protease (Saquinavir, Lopinavir,
Fosamprenavir ou Atazanavir) aumentou significativamente a interacdo plaqueta-leucocito
e a expressdo plaquetaria de CD40-L, marcadores associados com desenvolvimento de
aterosclerose. O potencial de geracdo de trombina também se mostrou elevado. Neste
estudo, a expressao de P-selectina (CD62P) ndo sofreu alteracoes significativas. Satchell et
al (2011) demonstraram que pacientes em uso TARV que contém Abacavir apresentam
maior agregacdo plaquetaria quando estimuladas com agonistas (ADP, colageno e
adrenalina), além de uma maior sensibilidade a agregacdo quando estimuladas com TRAP
(peptideo ativador do receptor de trombina), quando com paradas com plaguetas controle.
Chini et al (2012) analisaram prospectivamente o efeito de TARV contendo Abacavir,
especificamente o esquema Abacavir/Lamivudina/Efavirenz na producdo plaquetaria e
leucocitaria de PAF (fator ativador plaquetario). As medidas foram feitas imediatamente
antes e com 1, 3 e 6 meses apds o inicio da TARV. A partir do terceiro més, embora
houvesse resposta virologica e imunoldgica, observou-se um aumento plaquetario e

leucocitario de PAF, mediador classicamente implicado na génese de IAM.
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Em suma, o entendimento da funcdo da funcdo plaquetéria na infeccéo pelo HIV-1
pode ajudar a elucidar os mecanismos das complicacGes cardiovasculares e estender o

conhecimento sobre a patogénese da AIDS.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a funcdo plaquetaria em diferentes momentos clinicos da infeccdo pelo HIV.

2.2 Objetivos Especificos
- Avaliar o perfil de ativacdo plaquetaria em pacientes infectados pelo HIV-1 e controles;

- Caracterizar a presenca de disfuncdo mitocondrial em plaquetas de pacientes infectados
pelo HIV-1 e controles;

- Comparar a producdo plaquetaria de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em

pacientes infectados pelo HIV-1 e controles;

- Comparar os parametros de morte celular plaquetaria em pacientes infectados pelo HIV-1

e controles;

- Comparar o perfil de ativacdo plaquetaria induzido por trombina entre pacientes

infectados pelo HIV-1 e controles.

- Comparar o perfil da ativacdo, disfungdo mitocondrial, producdo de espécies reativas de
nitrogénio e a resposta com trombina em pacientes com controle virolégico (carga viral
para HIV-1 no sangue periférico < 50 copias/mm?) e sem controle virolégico (carga viral

para HIV-1 no sangue periférico > 50 copias/mm®).
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3. METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional seccional onde o tipo de amostragem foi de

conveniéncia.
3.2 Populagédo do estudo

Apos a aprovacdo pelo comité de ética em pesquisa (CEP / CAAE 0043.0.009.000-11),
foram incluidos no estudo individuos com sorologia positiva para HIV-1 em diferentes
estagios clinicos de doenca, acompanhados ambulatorialmente ou internados no Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC/FIOCRUZ), e individuos ndo infectados pelo
HIV-1.

3.3  Subgrupos de estudo

() Individuos infectados e em wuso de TARV com supressdao virologica

(carga viral para HIV-1 no sangue periférico < 50 cépias/mm?);

(ii) Individuos infectados e sem supressao viroldgica

(carga viral para o HIV-1 no sangue periférico > 50 copias/mm®);

(iii)  Individuos ndo infectados (controles): Constituido por acompanhantes dos pacientes

dos demais grupos, com sorologia negativa para HIV-1.

3.4 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo foram: gravidez, menores de 18 anos, infeccdo pelo virus
da hepatite C, infeccdo pelo virus da hepatite B, infeccdo pelo virus linfotrépico humano
(HTLV), parpura trombocitopénica idiopatica, pdrpura trombocitopénica trombdtica, uso

de antiagregante plaquetario e a ndo assinatura do termo de consentimento.
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3.5 Dados clinicos

Coletamos os seguintes dados epidemiolégicos e demograficos: Sexo, idade no
momento da coleta de sangue, raca, etilismo, uso de drogas ilicitas.

Coletamos os seguintes dados clinicos: Co-morbidades, medicacdo concomitante,
tempo de diagndstico de AIDS.

Coletamos os seguintes dados laboratoriais: Sorologia para hepatite-B (HBV),
sorologia para hepatite-C (HCV), sorologia para o virus T-linfotrépico humano (HTLV),
contagem de células TCD4+ e quantificacdo de carga viral para o HIV-1 por PCR (Até 3
meses antes da inclusdo no estudo), dosagem de albumina, plaquetometria no momento da
coleta, tempo de acdo da pro-trombina (TAP), tempo parcial da tromboplastina (PTT) e
indice internacional de normalidade (INR).

3.5  Coleta de material biologico

Apos a assinatura do termo de consentimento pelo paciente ou por seu responsavel
legal, 20 ml de sangue foram coletados por puncéo de veia ou artéria periférica de pacientes

infectados pelo HIV-1 e controles, para a realizacdo dos seguintes procedimentos:

3.6  Isolamento de plaquetas

Plaquetas foram isoladas usando o método de Hamburger e McEver (1990). O
volume de 20 mL de sangue total foi centrifugado a 800 rpm (200 x g) por 20 minutos a
temperatura ambiente. A camada correspondente ao plasma rico em plaquetas (PRP) foi
coletada e a esta foi adicionada PGE; (prostaglandina E;, Cayman Chemical 13010.1), que
alcancou uma concentragdo final de 0,3 pM, de forma a evitar a ativagdo plaquetaria
durante o processo de centrifugacdo. O PRP foi entdo centrifugado a 1.500 (730 x g) rpm
por 20 minutos a temperatura ambiente, descartou-se o sobrenadante e as plaquetas foram
ressuspendidas em 25 mL de PSG (5mM de PIPES, 145 mM de NaCl, 4mM de KCI, 50uM
de Na2HPO4, 1mM de MgClI2-6H20, 5,5mM de glicose; pH 6,8). Mais uma vez PGE; foi
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adicionada para a concentragdo final de 0,3 uM. Ap6s mais uma centrifugacdo a 1500 rpm
(730 x g) por 20 minutos & temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado e as
plaquetas foram ressuspensas em meio M199 (meio 199 com EBSS, L-Glutamina e
HEPES; Lonza 12-117F) para a concentracéo final de 1x10° células/ml, a contagem foi
realizada em centrifuga para micro-hematécrito, cada linha do cartdo de hematdcrito

corresponde a 1x10° plaquetas humanas.

O nivel de pureza das plaquetas isoladas foi avaliado por meio de citometria de
fluxo (BD FACScan Excalibur) utilizando um anticorpo monoclonal para CD-41la
conjugado a fluoresceina isotiocianato (FITC mouse anti-human CD41a, eBioscience 11-
0419) (figura 6). Foram adquiridos 10.000 eventos os quais mostraram ter mais de 99% de

celulas CD41a positivas.

Taman_ho
Numero de Eventos

T T S T - T I 100
Granulosidade

Figura 6. Analise do nivel de pureza das plaquetas isoladas. A) Populacdo de
células purificadas analisadas quanto ao tamanho e granulozidade; B) Perfil de
expressdo de CD41a nas células isoladas (em azul células ndo marcadas e em
vermelho células marcadas com CD41a-FITC). Observou-se mais de 99% de
positividade para CD41a nas plaquetas isoladas.
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3.7 Deplecdo de células CD45+

A deplecdo de leucdcitos foi realizada com um kit comercial, conforme orientagdes
do fabricante (EasySep® Human CD45 Depletion Kit # Cat 18259). Resumidamente, a
solucdo de plaquetas purificadas € acrescida com anticorpos monoclonais anti-CD45 e 2,5
ul de PGEL (0,3 uM), para prevenir a ativacao plaquetéaria, e incubada por 10 min.
Adicionamos as beads magnéticas e 2,5 ul de PGE1 (0,3 uM), encubando por 10 min. A
solucdo de plaquetas com anticorpos e beads magnéticas é colocada no magneto
(EasySep® Magnet # Cat 18000) por 10 min e a deple¢édo leucocitéria é concluida.

3.8 Analise da ativacao plaquetaria

A avaliacdo da expressdo de P-selectina na superficie de plaquetas foi utilizada
como marcador da ativacdo e degranulacdo plaquetaria. A analise foi feita por meio de
citometria de fluxo (BD FACScan Excalibur) utilizando anticorpo monoclonal para P-
selectina (CD62-P) conjugado a fluoresceina isotiocianato (FITC mouse anti-human CD62-
P, BD Pharminogen 555523).

3.9  Andlise da exposicao de fosfatidilserina

A externalizacdo de fosfatidilserina foi avaliada através de marcacdo com anexina V
conjugada a fluoresceina isotiocianato (TACSTM Annexin V-FITC, TA5532) de acordo
com especificacdes do fabricante. As células foram ressuspensas em 100uL de reagente de
incubacdo com anexina V (10uL tampdo de ligacdo 10x [100 mM de HEPES, 1,5 M de
NaCl, 50 mM de KCI, 10 mM de MgCl2, e 18mM de CaCl2], 1uL de anexina V-FITC, e
89uL de agua destilada estéril), e incubadas por 15 min a TA protegidas da luz. Foram
adicionados 400uL de tampdo de ligacdo em cada tubo e aquisicdo foi realizada em

citbmetro de fluxo (BD FACScan Excalibur) até uma hora apds a marcacéo.
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3.10 Analise do potencial de membrana mitocondrial

O 4¥m foi avaliado utilizando a sonda fluorescente tetrametilrodamina etil éster (TMRE),
a 100 nM, 37°C por 10 min (Molecular Probes, Invitrogen). Resumidamente, a solucéo de
plaquetas contendo 5 x 10° células em cada poco foi acrescida de 0,5 pl da sonda bioldgica,
encubado por 10 minutos, protegido da luz, a 37 °C e a leitura da marcacéo foi realizada
através de citometria de fluxo (BD FACScan Excalibur), sendo a excitacdo a 488nm e a

emissdo na faixa do laranja/vermelho 590 nm.

3.11 Analise da producéo de oxido nitrico

A quantificacdo da produgédo de oxido nitrico (NO) intracelular foi realizada com a sonda
biologica DAF-FM diacetato (4-amino-5-metilamino- 2',7'-difluorofluoresceina diacetato
#cat D-23842), conforme orientacdes do fabricante. Resumidamente, a solucdo de plaquetas
contendo 5 x 10° células em cada poco foi acrescida de DAF-FM (5 pM a 37°C por 30

min) e realizada a leitura no citometro de fluxo (BD FACScan Excalibur).

3.12 Analise da producéo de superdxido mitocondrial

A geracdo de superoxido mitocondrial foi avaliada através de MitoSOX Red (2,5
UM a 37°C por 10 min), uma sonda catidnica que acumula na mitocéndria e reage com
espécies reativas de oxigénio (ROS). Resumidamente, a solucdo contendo 5 x 10° células
por poco foi acrescida de 0,5 pl da sonda bioldgica, encubado por 15 minutos, protegido da

luz, a 37 °C e a leitura foi realizada no citdmetro de fluxo (BD FACScan Excalibur).

3.13 Anélise da ativacao de Caspase 9

A andlise da expressdo de caspase 9 foi realizada através de um KIT comercial
(FAM FLICA™ CASPASE-9 KIT # Cat 913). Resumidamente a solugcdo de plaquetas
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contendo 5 x 10° células por poco foi adicionada 25 pl de Tyrode e 1 ul da sonda biolégica,
encubado por 1 hora, protegido da luz, a 37 °C. A solugdo foi lavada com o tampdo de
lavagem (450 pl H20O-di + 50 ul de tampéo), centrifugado a 5.000 rpm por 10 min e o
pellet foi ressuspenso em 300 pl de Tyrode. A leitura foi realizada no citémetro de fluxo
(BD FACScan Excalibur).

3.14 Analise da resposta plaquetaria ao estimulo com trombina

A resposta plaquetaria ao estimulo com diferentes concentragdes de trombina (0.05 U/ml,
0.1 U/ml, 0.2 U/ml, 0.4 U/ml) foi medida através da expressdo de P-selectina, apos 15
minutos de estimulo. A leitura foi realizada por citometria de fluxo (BD FACScan
Excalibur).

3.15 Armazenamento de amostras

Para cada paciente incluido no estudo foram armazenadas 3 aliquotas de 1 ml de plasma,
sobrenadante plaquetério e lisado celular para posterior analises. As amostras foram
armazenadas a —70 °C no Laboratério de Imunofarmacologia do Instituto Oswaldo Cruz
(100).

3.16 Andlise Estatistica

As analises estatisticas serdo realizadas utilizando-se os pacotes estatisticos SPSS for
Windows 10.0 (SPSS, Chicago, IL) e GraphPad Prism 3.0 for Windows (GraphPad
Software, San Diego California USA). Variaveis numéricas serdo apresentadas como
medianas e intervalo interquartil, serdo avaliadas quanto a distribui¢cdo normal pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e as diferencas entre 0s grupos serdo avaliadas por teste t de Student
ou Mann Whitney ou ANOVA, quando forem incluidos mais de 2 grupos. Significancia

estatistica sera considerada sempre que p < 0,05.
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4. RESULTADOS

De Janeiro de 2012 a Janeiro de 2013 avaliamos 30 voluntérios saudaveis e 27
pacientes infectados pelo HIV-1 em acompanhamento no Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas (IPEC) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Dentre os pacientes
infectados avaliados, 18 apresentavam uso regular de TARV e tinham a carga viral para
HIV-1 no sangue periférico indetectavel (< 50 copias/mm?®) e 9 apresentavam carga viral
para HIV-1 no sangue periférico detectavel (> 50 copias/mm?®). A mediana de idade de
todos os pacientes infectados foi igual a 40 (1Q 35 — 51) e a dos controles foi igual a 30 (1Q
26 — 33) [p < 0,01]. Sexo masculino predominou no grupo de pacientes infectados (58%) e
controles (59%), ndao havendo diferenca significativa de sexo (p = 0,09). As caracteristicas
clinicas e laboratoriais estdo demonstradas na tabela 1.

O grupo de pacientes com controle viroldgico apresentou mediana de idade igual a
45 (1Q 38 — 49), com predominio do sexo masculino (56%). Houve diferenca de idade entre
este grupo e os controles (p < 0,05) mas nédo entre este grupo e 0 grupo com carga viral
detectavel, assim como nao houve diferenca de sexo entre os grupos. O grupo de pacientes
sem controle virologico apresentou mediana de idade igual a 38 (IQ 30 — 54), com
predominio do sexo masculino (66%). Houve diferenca de idade entre este grupo e 0s
controles (p < 0,05).

A mediana de tempo de diagnostico de HIV dos pacientes com controle virologico
foi de 114 meses (IQ 63 — 176) e a dos pacientes sem controle viroldgico foi de 99 meses
(1Q 79 — 162), ndo havendo diferenca significativa entre as medianas (p = 0,80). A
combinacdo de classe de antirretrovirais mais utilizada pelo grupo com controle virologico
foi 2 ITRN (inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos) + 1 ITRNN
(inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos) e a combina¢do mais
utilizada pelo grupo de pacientes sem controle virolégico foi 2 ITRN + 1 IP/r (inibidor de
protease com buster de ritonavir). Nenhum esquema especifico predominou
significativamente. Falha viroldgica neste Gltimo grupo esteve relacionada a abandono de
tratamento e uso irregular das medicacGes, embora o presente trabalho n&o tenha sido

desenhado para captar de forma 6tima este dado.
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Plaquetopenia significativa foi encontrada apenas na comparacdo do grupo de
pacientes sem controle virologico 115 (1Q 71 — 190) com controles 196 (1Q 153 —238), p <
0,05.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes e controles.
Resultados estéo expressos em mediana e intervalo interquartil.

Néo HIV HIV/AIDS HIV/AIDS
CV>50 CV <50
(N = 30) (N=9) _ (N=17)
Idade (anos) 30 (26 — 33) 38(30-54) 45(38.5-49.5)
Sexo (masculino) 10 (37%) 6 (66%) 9 (53%)
Contagem de células CD4 (por mm®) - 126 (38 —265) 569 (242 — 866)
Nadir CD4 - 51 (31-197) 243 (71 -550)
Carga viral (x 10° copias/mm?®) - 255 (54 —493)  indetectavel
Tempo de diagnostico de HIV (meses) - 99 (79-162) 114 (63-121)
TARV - 7 (78%) 17 (100%)
ITRN + ITRNN - 1 (14%) 9 (56%)
ITRN + IP/R - 6 (86%) 7 (44%)
Plaquetometria (x 10°) 196 (153 —238) 115 (71—-190)" 157 (143 —213)
TAP (%) 71 (67 - 87) 75 (65 - 88) 85 (70 —94)
PTT (Segundos) 30 (28 - 32) 32 (28 - 35) 29 (24 - 31)
INR 1,18(1,0-1,2) 1,18(1,1-12) 1,1(1,0-1,2

*p < 0,05 quando comparado aos ndo HIV

+p <0,01 quando comparado aos ndo HIV
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4.1  Aumento da ativacdo plaquetaria em individuos portadores de HIV/AIDS sob

controle virologico

Com o intuito de avaliar o estado de ativacdo celular, plaquetas (5 x 10°) de
individuos infectados pelo HIV-1, com a replicacdo viral controlada, e de individuos nao
infectados (controles) foram marcadas para CD62-P (P-selectina) e para fosfatidilserina.

4.1.1 Plaquetas isoladas de individuos portadores de HIV/AIDS sob controle

viroldgico possuem aumento na expressao de P-selectina

A expressdo de P-selectina (CD62-P) na superficie plaquetaria € um dos principais
marcadores de ativacdo celular. A presenga desse marcador foi avaliada por citometria de
fluxo em plaquetas isoladas de pacientes portadores de HIV/AIDS e em uso de terapia
antirretroviral (TARV) que atingiram supressao viroldgica (quantificacdo de carga viral por
PCR para HIV-1 no sangue periférico menor que 50 cépias/mm?®).

Observamos uma maior expresséo de P-selectina nas plaquetas isoladas de pacientes
portadores de HIV/AIDS sob controle viroldgico quando comparadas aos individuos
controles [intensidade média de fluorescéncia (IMF) para CD62-P = 17,63 (1Q 13,1 — 19,8)
e 30,7 (1Q 16,66 — 49,20) para controles e pacientes, respectivamente, p < 0,05] (figura 7).
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Figura 7: Expressdo plaquetaria de P-selectina. (A) Intensidade média de
fluorescéncia (IMF) para P-selectina de plaquetas (5 x 10°) controles (n = 27) e de
pacientes com HIV/AIDS sob controle virolégico (n = 16). (B) e (C): Histogramas
representativos. (*) p < 0.05, Teste U: Mann Whitney Test.

4.1.2 Plaguetas isoladas de individuos portadores de HIV/AIDS sob controle

viroldgico possuem aumento na exposicao de fosfatidilserina

Com o intuito de avaliar a translocacdo de fosfatidilserina da camada interna para a
camada externa da membrana plasmatica, outro fenbmeno que marca ativacdo celular,
plaguetas (5 x 10°) isoladas de pacientes portadores de HIV//AIDS sob controle virolégico e
controles foram marcadas para anexina V, uma proteina ligadora de fosfolipideos, célcio-
dependente, que se liga com alta especificidade a fosfatidilserina.

Observamos que as plaquetas isoladas de pacientes portadores de HIV/AIDS sob

controle virologico exibem aumento da exposicdo de fosfatidilserina (% Anexina V)
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quando comparadas a plaquetas de individuos controles [percentual de positividade = 7,15
(1Q 5,17 — 11,41) e 26,24 (1Q = 10,32 — 67,62) para controles e pacientes, respectivamente,
p <0,01] (figura 8).
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Figura 8: Aumento na exposicdo de fosfatidilserina plaguetéaria. (A) Percentual de
positividade (%) para anexina V de plaquetas (5 x 10°) controles (n = 17) e de pacientes
com HIV/AIDS sob controle virolégico (n = 7). (B) e (C): Histogramas representativos.
(**) p <0.001, Student t Test.

Estes dados apontam que as plaguetas de individuos portadores de HIV/AIDS,
mesmo com controle virologico, exibem um aumento significativo no grau de ativacéo

celular.
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4.2  Plaquetas isoladas de individuos portadores de HIV/AIDS sob controle

virolégico apresentam sinais de disfungdo mitocondrial

Com o intuito de investigar a funcdo mitocondrial plaquetaria, analisamos o
potencial de membrana mitocondrial (A¥m) e a produgdo mitocondrial de espécies reativas

de oxigénio (superdxido mitocondrial) de plaquetas de pacientes e controles.

4.2.1 Plaquetas isoladas de individuos portadores de HIV/AIDS sob controle
virologico apresentam diminuigdo acentuada do potencial de membrana

mitocondrial

Com o intuito de investigar o potencial de membrana mitocondrial (A%¥m) plaquetas
(5 x 106) de pacientes portadores de HIV/AIDS e controles foram marcadas com a sonda
fluorescente tetrametilrodamina etil éster (TMRE) e levadas para leitura através de
citometria de fluxo (BD FACScan Excalibur).

Plaquetas isoladas de individuos portadores de HIV/AIDS e em uso de terapia
antirretroviral (TARV) que atingiram supressao viroldgica (quantificacdo de carga viral por
PCR para HIV-1 no sangue periférico menor que 50 copias/mm?®) apresentam diminuicéo
significativa do potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) quando comparadas a
plaquetas de individuos controles [intensidade média de fluorescéncia = 22,16 (1Q 19,05 —

28,07) e 11,59 (1Q 7,93 — 16,52), para controles e pacientes, respectivamente] (figura 9).
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Figura 9: Medida do potencial de membrana mitocondrial (4%m). (A) Intensidade
média de fluorescéncia (IMF) para tetrametilrodamina etil éster (TMRE) de
plaguetas (5 x 10°) controles (n = 27) e de pacientes com HIV/ AIDS sob controle
viroldgico (n = 14). (B) e (C): Histogramas representativos. (**) p < 0.001, Student t
Test.

4.2.2 Plaquetas isoladas de individuos portadores de HIV/AIDS sob controle
viroldgico apresentam aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio

(Superoxido)

Para melhor caracterizar a disfuncdo mitocondrial plaquetéaria do paciente portador
de HIV/AIDS avaliamos a producdo de espécies reativas de oxigénio (superoxido) atraves
da sonda fluorescente MitoSOX™ Red. Esta sonda biologica atravessa a membrana de
células vivas e penetra seletivamente na mitocéndria. Ela é rapidamente oxidada por

superdxido, mas ndo por outras espécies reativas de oxigénio ou espécies reativas de
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nitrogénio. Apés a oxidacdo a sonda se torna fluorescente e esta fluorescéncia é lida por
citometria de fluxo (BD FACScan Excalibur).

Pacientes infectados pelo HIV-1 e sob controle da replicagcdo viral apresentam
aumento na producdo de superéxido mitocondrial quando comparados aos individuos ndo
infectados [intensidade média de fluorescéncia = 9,39 (1Q 7,60 — 12,02) e 12,66 (1Q 10,12
— 25,24), para controles e pacientes, respectivamente] (figura 10).
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Figura 10: Analise da producdo de superdxido mitocondrial. (A) Intensidade média de
fluorescéncia (IMF) para MitoSoxRed de plaguetas (5 x 10°) controles (n = 13) e de
pacientes com HIV/AIDS sob controle virolégico (n = 17). (B) e (C): Histogramas
representativos. (**) p < 0.01, Student t Test.
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4.3  Plaquetas isoladas de individuos portadores de HIV/AIDS sob controle

virologico apresentam aumento na ativagdo de Caspase 9

Tendo demonstrado disfungdo mitocondrial, um importante sinal da via intrinseca
de ativagdo de apoptose, procedemos a marcagdo para Caspase 9 (FAM
FLICA™CASPASE-9) para melhor caracterizar este evento celular. Observamos que a
plaqueta de individuos infectados pelo HIV-1 sob controle virolégico exibe aumento
significativo da expressao de Caspase 9 [intensidade média de fluorescéncia = 9,03 (1Q 8,1
—11,14) e 12,91 (IQ 8,72 — 18,93), para controles e pacientes, respectivamente] (figura 11).
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Figura 11: Aumento da ativacdo plaquetéaria de Caspase 9. (A) Intensidade média de
fluorescéncia (IMF) para caspase 9 de plaquetas (5 x 10°) controles (n = 11) e de
individuos portadores de HIV/AIDS sob controle virolégico (n = 12). (B) e (C):
Histogramas representativos. (*) p < 0.05; Teste U: Mann Whitney Test;
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4.4  Plaquetas de individuos portadores de HIV/AIDS sob controle viroldgico
produzem mais Oxido nitrico que plaquetas isoladas de individuos nao

infectados

A infeccdo pelo HIV-1 estd associada a disfuncdo endotelial mediada pela
desregulacdo na producdo de Oxido nitrico (NO) (Baker et al, 2012). Com o intuito de
avaliar a producdo plaquetaria de NO, utilizamos a sonda bioldégica DAF-FM diacetato (4-
amino-5-metilamino- 2’,7'-difluorofluoresceina diacetato). A sonda biolégica ganha o
interior celular por difusdo passiva e é desacetilada para formar DAF-FM, que ao reagir
com NO produz um benzotriazol, capaz de emitir fluorescéncia.

Plaquetas isoladas de individuos portadores de HIV/AIDS com controle viroldgico
apresentam maior producdo de NO quando comparada a producéo de plaquetas controles
[intensidade média de fluorescéncia = 11,82 (1Q 10,31 — 12,75) e 27,0 (I1Q 17,93 — 34,62),

para controles e pacientes, respectivamente, p < 0,01] (figura 12).
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Figura 12: Aumento da producdo intraplaguetaria de Oxido nitrico (NO). (A)
Intensidade média de fluorescéncia (IMF) de plaquetas (5 x 10°) controles (n = 15) e de
pacientes com HIV/AIDS sob controle virologico (n = 18). (B) e (C), histogramas
representativos. (**) p < 0.001; Teste U: Mann Whitney Test.

45  Perfil de resposta plaquetaria ao estimulo com trombina durante a infec¢ao

pelo HIV-1em pacientes com controle viroldgico

Com o intuito de realizar um teste funcional nas plaguetas isoladas de pacientes
portadores de HIV/AIDS em uso de TARV e com boa resposta clinica (carga viral para
HIV-1 por PCR < 50 cépias/mm?®), estimulamos as plaquetas isoladas com trombina em
diferentes concentra¢6es (0.05 U/ml, 0.1 U/ml, 0.2 U/ml e 0.4 U/ml), por um periodo de 15

minutos, e medimos a expressdo de CD62-P por citometria de fluxo (BD FACScan
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Excalibur). Observamos que as plaquetas isoladas de individuos com HIV/AIDS e sob
controle viroldgico falham em equiparar a resposta de plaquetas de individuos controles,
(figura 13).
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Figura 13: Resposta plaquetéaria ao estimulo com Trombina. Plaquetas (5 x 10°) de
controles (n = 15) e pacientes com HIV/ AIDS sob controle viroloégico (n = 10) foram
estimuladas com diferentes concentragdes de trombina (0.05 U/ml, 0.1 U/ml, 0.2 U/ml,
0.4 U/ml) por 15 minutos e em seguida marcadas para CD62-P (P-selectina). A: Curva
dose resposta. B e C: Histogramas representativos. (*) p < 0.01, Student t Test; (IMF)
Intensidade Média de Fluorescéncia.
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Tendo demonstrado aumento da ativacédo, disfuncdo mitocondrial, apoptose e perfil
de resposta ao estimulo com trombina em plaquetas de pacientes portadores de HIV/AIDS
com carga viral indetectavel, procedemos a avaliagdo dos mesmos parametros em
individuos portadores de HIV/AIDS sem controle viroldgico (carga viral para HIV-1 por
PCR > 50 copias/mm?).

4.6  Aumento da ativacdo plaquetaria em individuos portadores de HIV/AIDS sem

controle viroldgico

Assim como nos paciente portadores de HIV/AIDS com controle virologico,
observamos aumento nos parametros de ativacao celular nas plaquetas isoladas de pacientes
portadores de HIV/AIDS sem controle virologico, quando comparadas aos individuos
controles. Houve diferenca tanto para P-selectina [intensidade média de fluorescéncia para
CD62-P = 17,63 (IQ 13,1 — 19,8); 30,7 (IQ 16,66 — 49,20) e 37,9 (IQ 27,6 — 91,8) para
controles, pacientes com controle viroldgico e sem controle viroldgico, respectivamente, p
< 0,05 e p < 0,01, respectivamente] quanto para fosfatidilserina [percentual de positividade
=7,15 (1Q 5,17 — 11,41); 26,24 (1Q = 10,32 — 67,62) e 37,9 (1Q 26,6 — 91,8) para controles,
pacientes com controle viroldgico e sem controle virologico, respectivamente, p < 0,05 e p
< 0,01, respectivamente]. Nao observamos diferencas significativas quando comparamos as

duas populacdes de individuos portadores de HIV/AIDS (figuras 14 e 15).
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Figura 14: Expressdao plaquetaria de P-selectina. (A) Intensidade média de
fluorescéncia (IMF) para P-selectina de plaguetas (5 x 10°) controles (n = 27), de
pacientes com HIV/AIDS sob controle virologico (n = 16) e sem controle virologico
(n = 10). (B) e (C): Histogramas representativos. (*) p < 0.05, (**) p < 0.05, Teste U:
Mann Whitney Test.
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Figura 15: Aumento na exposicdo de fosfatidilserina plaquetaria. (A) Percentual de
positividade (%) para anexina V de plaquetas (5 x 10°) controles (n = 17), de pacientes
com HIV/AIDS sob controle viroldgico (n = 7) e sem controle virolégico (n = 8). (B)
e (C): Histogramas representativos. (*) p < 0.05, (**) p < 0.01, Student t Test

4.7  Plaquetas isoladas de individuos portadores de HIV/AIDS sem controle

viroldgico apresentam aumento na producéo de 6xido nitrico

Assim como nos paciente portadores de HIV/AIDS com controle virologico,
observamos aumento na producdo de NO nas plaquetas isoladas de pacientes portadores de
HIV/AIDS sem controle viroldgico, quando comparadas aos individuos controles
[intensidade média de fluorescéncia = 11,82 (1Q 10,31 — 12,75); 27,0 (1Q 17,93 — 34,62) e
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17,29 (1Q 14,45 — 27,9), para controles, pacientes com sontrole virolégico e sem controle
virologico, respectivamente, p < 0,01 para ambas anélises]. Ndo observamos diferencas
significativas quando comparamos as duas populacdes de individuos portadores de
HIV/AIDS (figuras 16).
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Figura 16: Aumento da producdo intraplaquetaria de o6xido nitrico (NO). (A)
Intensidade média de fluorescéncia (IMF) de plaquetas (5 x 10°) controles (n = 15), de
pacientes com HIV/AIDS sob controle viroldgico (n = 18) e sem controle virologico (n
= 8). (B) e (C), histogramas representativos. (**) p < 0.001; Teste U: Mann Whitney
Test.
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4.8  Perfil de resposta plaquetaria ao estimulo com trombina durante a infeccéo
pelo HIV-1 em pacientes sem controle virolégico

Com o intuito de caracterizar a resposta plaquetaria ao estimulo com trombina em
pacientes sem controle virolégico (carga viral para HIV-1 por PCR > 50 cépias/mm?®),
estimulamos as plaquetas isoladas com trombina em diferentes concentragdes (0.05 U/ml,
0.1 U/ml, 0.2 U/ml, 0.4 U/ml), por um periodo de 15 minutos, e medimos a expressdo de
CD62-P por citometria de fluxo (BD FACScan Excalibur).

Observamos que as plaquetas isoladas de individuos com HIV/AIDS sem controle
virologico falham em equiparar a resposta de plaquetas de individuos controles (figura 17).
N&o observamos diferenca significativa entre as diferentes populacdes de individuos

infectados.

49



>

3001 -© controle
@ HV <50 -
- 9 HIV>50
L
< 200+ *
I *
£
I3
Q £
[¢D)
¥ 100+ 1
o
0-
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
Trombina (U/mL)
B Controle C HIV> 50
[ 0.0 Trombina "1 &3 0.0Thrombina
"1 — 04 Trombina "1 — 04Thrombina
Qeo" 10! 102 10° - 104 Q'(')c 10} 102 103 109

FL2-Height FL2 Helght

Figura 17. Resposta plaquetéaria ao estimulo com Trombina. Plaquetas (5 x 10°) de
controles (n = 15), pacientes com HIV/ AIDS sob controle virolégico (n = 10) e sem
controle virologico (n = 9) foram estimuladas com diferentes concentraces de trombina
(0.05 U/ml, 0.1 U/ml, 0.2 U/ml, 0.4 U/ml), por 15 minutos, e em seguida marcadas para
CD62-P (P-selectina). A: Curva resposta. B e C: Histogramas representativos. (*) p <
0.01, Student t Test; (IMF) Intensidade Média de Fluorescéncia.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho avaliamos as caracteristicas clinicas e laboratoriais de
pacientes portadores de HIV/AIDS em acompanhamento no Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas (IPEC/FIOCRUZ), de Janeiro de 2012 a Janeiro de 2013. Nosso objetivo
foi avaliar a funcdo plaquetéria durante a infecgdo pelo HIV-1, especificamente o grau de
ativacdo, disfuncdo mitocondrial, morte celular, producdo de éxido nitrico e resposta a
estimulos agonistas. Para tal, avaliamos 30 voluntéarios saudaveis e 33 pacientes infectados
pelo HIV-1, sendo 18 pacientes portadores de HIV/AIDS com supressao viroldgica e 9
pacientes portadores de HIV/AIDS sem supressdo viroldgica. Definimos supressao
virologica quando a carga viral para o HIV-1 no sangue periférico era inferior a 50

copias/mm?.

5.1  Ativacdo plaquetaria durante a infeccéo pelo HIV-1

A exposicdo de P-selectina é um evento celular que marca ativacao e secre¢do dos
a-granulos plaquetarios (Rendu et al, 2001). Aumento da ativacdo plaquetaria tem sido
descrita durante o curso da infeccdo por diversos agentes virais como adenovirus (Stone et
al, 2007; Othman et al, 2007), Epstein-Barr virus (EBV) (Ahmad e Menezes, 1997) e o
virus da hepatite C (HCV) (Zahn et al, 2006). Recentemente, Hottz et al (2011),
demonstraram que a infeccao pelo virus do dengue, especificamente o subtipo 2 (DENV-2),
é capaz de induzir a ativacdo plaquetaria e morte celular, em um mecanismo dependente da
ligacdo do virus com a molécula DC-SIGN da superficie plaguetéria.

Com o intuito de avaliar a ativacdo plaguetaria na infeccdo pelo HIV-1 medimos a
expressdo de P-selectina (CD62-P) e a exposicdo de fosfatidilserina de pacientes e
controles. Observamos que plaquetas isoladas de pacientes portadores de HIV/AIDS
apresentam aumento na expressdo de P-selectina (CD62-P) e na exposicdo de
fosfatidilserina (% anexina-V), marcadores classicamente associados com ativacdo celular.
Observamos este fendtipo nos dois grupos de pacientes infectados (pacientes com carga
viral detectavel e pacientes com carga viral indetectavel), sugerindo que, diferentemente do

que ocorre na infecgdo pelo DENV-2, a interagdo direta do HIV-1 com a plaqueta ndo
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parece ser o principal mecanismo envolvido no aumento da ativacdo plaquetaria. Assim
como no nosso estudo, Mayne et al (2012) também observaram sinais de ativacdo
plaquetaria (P-selectina e microparticulas) em individuos portadores de HIV/AIDS, embora
um diferente ponto de corte para classificar controle viroldgico tenha sido utilizado (carga
viral para HIV-1 no sangue periférico < 400 copias/mm® para definicdo de controle
virolégico).

O mecanismo envolvido no aumento da ativacdo plaquetaria durante a infecgdo pelo
HIV-1 ainda ndo esta completamente elucidado mas, possivelmente, envolve a translocacéo
de produtos bacterianos, achado central da imunopatogénese da infeccdo pelo HIV-1
(Brenchley et al, 2006). As plaquetas humanas expressam TLR4 (Andonegui et al, 2005), o
receptor de LPS. Quando estimulado por LPS, TLR4 é capaz de provocar diversas
alteracdes na fisiologia plaquetaria como inducdo na transcricdo de IL-1p (Shashkin et al,
2008), aumento na liberacdo de PAF (fator ativador de plaquetas) e SCD40L (Cognasse et
al, 2008), e trombose vascular (Stark et al, 2012). Além da ativacdo por TLR4, a plaqueta
também expressa TLR9 funcional, capaz de provocar ativacdo plaquetaria, degranulacao e
trombose vascular (Panigrahi et al, 2013). Além disso, parametros de translocagédo
bacteriana (sCD14 e sCD163 ) e de ativacao cronica do sistema imune (HLA-DR e CD38)
correlacionam-se com marcadores de ativacdo plaquetaria (Mayne et al, 2012) e com
desfechos clinicos (inflamacéo adrtica) nos portadores de HIV/AIDS (Subramanian et al,
2012). Embora a sinalizacdo por TLR seja uma via de ativacdo plaquetéaria, o efeito de LPS
na plaqueta humana em condicdes fisiologicas e patologicas ainda é controverso. De fato,
Hashimoto et al (2009) demonstraram que o estimulo de TLR4 por LPS, com um At de 5
minutos, inibe diretamente a agregacdo plaquetaria, a liberacdo de ADP pelos granulos
denso-plaquetéarios e a producdo de microparticulas plaquetarias apos estimulo com TRAP
(peptideo agonista do receptor de trombina).

Deste modo, demonstramos que a populacdo de pacientes portadores de HIV/AIDS
avaliada no presente estudo apresenta maior ativacdo plaquetaria, demonstrada através da
expressdo de P-selectina e da exposicdo de fosfatidilserina, independentemente do controle
da viremia atingida através da TARV. Provavelmente, a translocacdo bacteriana e o estado

pré-inflamatorio gerado no curso da doenca representem o principal mecanismo envolvido

52



na génese deste fendmeno, embora o efeito direto da interacdo do HIV-1 com a plaqueta

também deva ser considerado.

5.2  Producéo plaquetéaria de 6xido nitrico durante a infec¢ao pelo HIV-1

O oxido nitrico (NO) é uma molécula diatdmica produzida a partir da enzima NO-
sintase (NOS), expressa em diversos tipos celulares como células endotelias, neurénios,
plaquetas (Sase et al, 1995) e células do sistema imune. Diversas fungdes bioldgicas ja
foram atribuidas a esta molécula como relaxamento da musculatura lisa perivascular,
inibicdo da agregacgdo plaquetaria, sinalizacdo intercelular, inflamagao e efeito bactericida
(Bogdan et al, 2001; Freedman et al, 1997).

Recentemente, Baker et al (2012) demonstraram, a importancia de NO na disfuncéo
endotelial relacionada ao HIV/AIDS. Ja descrita na populacdo geral (Cooke, 2005), a
dimetilarginina assimétrica (ADMA) é uma enzima inibidora da NO-sintase (NOS) e
portanto um marcador indireto de deficiéncia de NO, que se mostrou significativamente
elevada na infeccdo pelo HIV-1 (Baker et al, 2012).

A disfuncdo endotelial associada ao HIV-1 tem sido alvo crescente de diversos
grupos de pesquisa na ultima década, em parte pelo novo perfil de complicacbes
cardiovasculares que surge nesta populagcdo. Alguns estudos foram capazes de relacionar
estado pro-inflamatério e a intensidade da translocacdo bacteriana (medida de LPS na
circulagdo sanguinea) observados na infeccdo pelo HIV-1 com o grau de disfungédo
endotelial (Blodget et al, 2012). Quando se realiza o controle da replicacdo viral, através do
uso regular de TARV, é possivel, em alguns cenarios clinicos, alcancar reversdo parcial da
disfuncao endotelial (Baker et al, 2012).

No presente trabalho utilizamos a sonda fluorescente tetrametilrodamina etil éster
(TMRE) para medir a producdo plagquetaria de NO. Observamos que, independentemente
do controle da replicacdo atingida com o uso da TARV, a plaqueta dos dois grupos de
pacientes infectados expressam um aumento significativo na producdo de NO, quando
comparamos com a producdo de NO da plaqueta controle. Demonstramos assim,
simultaneamente, aumento no estado de ativacdo da plaqueta (figura 7 e 8) e aumento na

producdo de NO. Embora classicamente o NO seja um agente inibidor da ativacdo e
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agregacdo plaquetéria (Freedman et al, 1997; Radomski et al, 1990), novos trabalhos
sugerem que a sinalizacdo plaquetéria exercida pelo NO siga um padrdo bifésico
(Marjanovic et al, 2005).

Sob estimulo com concentragdes baixas de trombina, a producdo de NO pela NOS3
(isoforma 3 da Oxido nitrico sintase, a isoforma mais importante na producdo de NO
plaquetério. Sase et al, 1995) ativa a via de sinalizacdo dependente de cGMP (monofosfato
de guanosina ciclico), que cuminara com a degranulacdo plaquetéaria (ativacdo)
(Marjanovic et al, 2005).

Desta forma, provavelmente o aumento na producdo de NO plaquetério que
observamos nos individuos portadores de HIV/AIDS acompanhados no IPEC/FIOCRUZ
venha da ativagdo de NOS3, cGMP e PKG (proteina kinase dependente de cGMP), que
simultaneamente induz a degranulacdo e ativacdo plaquetaria (Marjanovic et al, 2005).
Futuros estudos sdo necessarios para elucidar o papel do NO de origem plaquetatia na

disfuncao endotelial associada ao HIV-1.

5.3  Disfuncdo mitocondrial e morte celular por apoptose durante a infec¢do pelo
HIV-1

O envolvimento da mitocéndria na regulacdo da ativacdo plaquetaria e no controle
da morte celular por apoptose tem se tornado evidente (Reed e Kroemer, 2000; Matarrese et
al, 2009). A despolarizagdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) tem sido
descrita em plaquetas durante a estocagem e/ou ativagdo por certos agonistas como
trombina ou o ionoforo de célcio A23187, sendo associada com ativacdo da via intrinseca
de apoptose, demonstrada por aumento da expressdo das proteinas pro-apoptéticas Bid, Bax
e Bak, ativacdo de caspase-3 e exposicao de fosfatidilserina (Verhoeven et al, 2005; Leytin
et al, 2006; Lopez 2008).

Diversos agentes virais estdo associados com disfun¢do mitocondrial e morte celular
por apoptose. Alguns destes agentes virais sdo capazes de induzir diretamente a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial (MMP), como o virus da hepatite B (HBV),
através da proteina HBx (Su e Schneider, 1997), o virus da hepatite C (HCV) (Deng et al,
2008), o virus linfotropico T humano (HTLV) (Hiraragi et al, 2005) e o papiloma virus
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humano (HPV) (Raj et al, 2004). No presente trabalho, com o intuito de minimizar o efeito
confundidor que estes agentes poderiam gerar na caracterizacdo da disfuncdo mitocondrial
plaquetéaria, excluimos os pacientes portadores de HBV, HCV e HTLV.

O HIV-1 é capaz de induzir apoptose em diversos tipos celulares. A proteina viral R
(Vpr) do HIV-1 est4 associada com a morte celular de neurdnios (Guha et al, 20012),
linfocitos (Arokium et al, 2009) e mondticos (Stewart et al, 1997). Tat e Env também sédo
capaz induzir lesdo neuronal (Aprea et al, 2006; Perry et al, 2005) e apoptose em linfcitos
(Zuli et al, 1995; Castedo et al, 2001; Perfettini et al, 2004). Até o momento, funcdo
mitocondrial e apoptose ainda ndo haviam sido caracterizadas na plaqueta de individuos
portadores de HIV/AIDS.

No presente trabalho, demonstramos pela primeira vez que a plaqueta de individuos
infectados pelo HIV-1 exibe sinais claros de apoptose (exposicdo de fosfatidilserina,
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m), producdo de superdxido
mitocondrial e ativacdo de caspase 9). Estes achados mostraram-se presentes mesmo com o
controle da replicacdo viral atingida com o uso regular de TARV. Nos pacientes sem
controle virolégico devido a falha viroldégica, ma adesdo ou abandono do tratamento,
conseguimos identificar de forma significativa apenas a exposicdo de fosfatidilserina,
provavelmente devido ao reduzido namero de individuos deste grupo.

Este achado pode representar novo mecanismo envolvido na trombocitopenia
associada ao HIV-1 e no nosso estudo identificamos plaquetopenia significativa quando
comparamos 0 grupo de pacientes sem controle viroldgico e controles (p < 0,05). Os
mecanismos envolvidos na disfuncdo hematologica ainda ndo estdo completamente
elucidados e parecem diferir nos diferentes momentos da infeccdo. Inicialmente, 0s
fendmenos auto-imunes, com a geracdo de auto-anticorpos tendem a prevalecer. Wang et al
(2011) identificaram que Tat é capaz de ativar diretamente as plaquetas humanas em um
processo que culmina com a liberacdo de CD154 (CD40L) e que o CD40L liberado no
meio é capaz de ativar células B a produzirem auto-anticorpos contra plaquetas (Wang et
al, 2011). Tardiamente na infeccdo pelo HIV-1, a faléncia na plaquetopoiese parece
predominar (Passos, 2010).

De maneira geral, observamos que a plaqueta de pacientes portadores de

HIV/AIDS, independentemente do controle da replicacdo viral atingida através da TARV,
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apresenta sinais tipicos de morte celular pela via intrinseca de apoptose. Este mecanismo
ainda ndo havia sido descrito e pode ser um mecanismo importante na génese da disfuncéo

hematoldgica/plaquetopenia associada a progressao da infec¢do pelo HIV-1 para AIDS.

5.4  Alteragdes da fisiologia plaquetaria em pacientes portadores de HIV/AIDS

Além de sua funcdo classica na hemostasia, as plaquetas sdo parte do sistema de
defesa do hospedeiro (Youssefian et al, 2002). Durante a infec¢do pelo HIV-1, a plaqueta
desempenha importantes medidas de controle viral como endocitose e inativagdo de
particulas virais (Boukor et al, 2006), e modulacdo da rede de citocinas, com liberagdo de
CXCL4 (Auerbach et al, 2012).

Contudo, a interacdo plaqueta-HIV é bidirecional, ou seja, provoca alteragdes no
ciclo de vida do virus e também na fisiologia plaquetaria, como um aumento do volume
plaquetario (Mena et al, 2011), aumento da ativacdo, expressao de fator tissular e de
microparticulas plaquetarias (PMPs) (Mayne et al, 2012), assim como aumento na
producdo de quimiocinas como CCL5 (Holme et al, 1998).

No presente trabalho, com o intuito de testar a ativacdo plaquetaria frente a um
estimulo agonista, encubamos a plaqueta de individuos infectados e controles com
diferentes concentragdes de trombina. Observamos que a plaqueta de individuos portadores
de HIV/AIDS apresentam menor inducdo da expressao de P-selectina pelo estimulo com
trombina quando comparada a resposta da plaqueta de individuos controles. Observamos
esta disfuncao tanto em pacientes portadores de HIV/AIDS com controle virolégico quanto
em pacientes portadores de HIV/AIDS sem controle virolégico.

Este dado sugere que a plaqueta de individuos portadores de HIV/AIDS, embora
esteja mais ativada (figuras 7 e 8), ndo é capaz de igualar a resposta de plaquetas controles
frente a um novo estimulo agonista (trombina). Este dado é suportado por Holme et al
(1998). Estes autores observaram uma producdo plaquetaria basal de CCL5 mais elevada
nos pacientes portadores de HIV/AIDS e também uma falha destas células em igualar a
producdo de CCL5 de controles, apds estimulo com SFLLRN (fragmento n-terminal do
receptor de trombina). Nossos dados corroboram o estado de “exaustdo plaquetdria”

obervados por Holme et al (1998), sugerindo que durante a patogénese da AIDS exista um
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mecanismo impedindo a degranulacdo plaquetéria ou causando a degranulacdo permanente

das plaquetas circulantes.

55  Limitagdes

Este estudo apresenta algumas limitagdes. Entre estas, o tamanho amostral pequeno,
especialmente no grupo de pacientes sem controle virolégico (n = 9), o que limita a
afericdo de efeitos com frequiéncia reduzida.

O uso de antirretrovirais também pode alterar a fungdo plaquetéria (Hentig et al,
2008; Satchell et al, 2011; Chini et al, 2012) e representa um fator confundidor importante
no presente estudo. Pretendemos avaliar os mesmos parametros de funcdo plaquetaria em
pacientes virgem de TARV. Né&o houve, contudo, predominio significativo de nenhum
esquema de TARV no presente estudo, que evidentemente ficou sob decisdo do meédico
assistente do paciente.

Notamos diferenca significativa entre a mediana das idades dos grupos de pacientes
infectados analisados e a idade dos controles (p < 0,05). Nao acreditamos, contudo, que a
idade isoladamente seja um fator associado a disfuncao plaquetaria (Mayne et al, 2012). No
entanto, pretendemos incluir novos voluntarios para parear os grupos por idade.

Utilizamos a citometria de fluxo como ferramenta de aferi¢cdo dos dados relativos ao
fendtipo e a funcdo plaquetéria, ferramenta esta que pretendemos complementar com
técnicas como ELISA e western blot.

A caracteristica monocéntrica limita a capacidade de generalizacdo dos nossos
dados, embora seja importante para a caracterizacdo da coorte de pacientes do
IPEC/FIOCRUZ.
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5.6  Considerac0es finais

A cronificacdo da infeccdo pelo HIV-1 estd associada a um aumento nas
complicacbes ndo relacionadas com a imunodeficiéncia, especialmente complicacdes
cardiovasculares. O mecanismo envolvido nestas complicagdes ainda ndo esta
completamente elucidado, mas aponta a disfuncdo plaquetaria como importante
personagem.

No presente trabalho descrevemos caracteristicas clinicas e laboratoriais de
pacientes portadores de HIV/AIDS em acompanhamento no IPEC/FIOCRUZ. Fomos
capazes de identificar diversas alteracGes fenotipicas e funcionais da plagqueta destes
individuos, caracterizando, pela primeira vez, morte celular através da via intrinseca de
apoptose na plaqueta humana.

Acreditamos que nossos achados podem ajudar a entender melhor a patogénese da
infeccdo pelo HIV-1, assim como a génese das complicacbes cardiovasculares, onde a

plaqueta tem papel central.
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6. PERSPECTIVAS

Pretendemos estender a caracterizacdo da funcdo plaquetéria, nos moldes utilizados
no presente estudo, para o grupo de pacientes ndo expostos a terapia antirretroviral. Esta
abordagem visa subtrair o potencial efeito confundidor da terapia antirretroviral sobre os
parametros de disfuncdo plaquetéria analisados.

Com o intuito de complementar a demonstragdo da apoptose plaquetaria
aplicaremos a técnica de Western Blot (WB) no lisado celular estocado durante a realizagdo
do presente estudo. Através desta, mediremos a ativacdo de caspase 9 (demonstrada no
presente estudo) e caspase 3 (caspase efetora).

Para investigar se existe correlagdo entre os parametros de disfuncdo plaquetaria
observados e marcadores de inflamacao, pretendemos dosar PCRt, IL-6, D-dimero, LPS e
glutamato no plasma armazenado durante a realizagdo do estudo.

Pretendemos aprofundar a caracterizacdo do fendbmeno de exaustdo plaquetéria
observado no presente trabalho medindo tromboxano A2 (TXA2) no sobrenadante de
plaquetas estimuladas com trombina. Diferentemente do CD62P, que estd armazenado nos
granulos alfa, o0 TXA2 necessita que a capacidade de sintese da plagqueta esteja preservada.

A auséncia de trombocitopenia significativa nos pacientes com controle virologico e
disfuncdo plaquetaria sera investigada, inicialmente, com a dosagem de trombopoetina no
plasma estocado durante a realizacdo do presente trabalho.

A elucidacdo do mecanismo envolvido nas alteracbes encontradas deverd ser
abordada por nosso grupo. Ensaios in vitro de infeccdo plaquetaria pelo HIV-1 sdo um
desdobramento natural do presente estudo. Pretendemos avaliar a importancia da “via
plaquetaria” de infec¢do de outros tipos celulares bem como avaliar o papel da apoptose

plaquetaria na imunopatogénese da infeccdo pelo HIV-1.
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CONCLUSAO

A)

B)

C)

D)

Observamos que a plaqueta dos dois grupos de pacientes portadores de
HIV/AIDS analisados (com controle virolégico e sem controle virologico)
exibe um perfil de ativagcdo (expressdo de P-selectina e exposicdo de
fosfatidilserina) quando comparada a plaqueta de individuos controles;

Observamos que a plaqueta de individuos portadores de HIV/AIDS sob
controle virologico exibe sinais de disfun¢do mitocondrial e apoptose
(diminuigdo do potencial de membrana mitocondrial, aumento na produgéo
de superdxido mitocondrial, exposicdo de fosfatidilserina e ativacdo de

caspase 9);

Observamos que a plaqueta dos dois grupos de pacientes portadores de
HIV/AIDS analisados (com controle viroldgico e sem controle virolégico)

exibem um aumento na producéo de 6xido nitrico (NO);

Observamos que a plaqueta dos dois grupos de pacientes portadores de
HIV/AIDS analisados (com controle viroldgico e sem controle virolégico)
sd0 menos sensiveis ao estimulo com trombina (agonista) de que a plaqueta

de individuos saudaveis.
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1. ldentificagiio:
Titule do Projeto: “Avaliagiio do fungdio plagueldsa na infocgho palo HIVG

Pesquisador Responsdvol: Fernando Augunto Hozza,
Mestrando: Emersom Cicini Mesquita,
Instituigio Responsavel: Institulo de Poaqulnn Clinkca Evandro Chagas/FIOCHUZ

Data de Apresentagdo ao CEP: 110/2011,

2. Sumario:
\Visa a avaliar a fungdo plaquetaria nos diferonten memuontos clineos i intacs e gate ME/.

Tem comeo objetives especificos: 1) Comparar marciadorss do alivagho plivuetiria artes o5
diferentes grupos do estudo; 2) Comparar & produglio de nupbciot raativas da ety &
nitrogénio em piaquetas dos diforentos grupos do onuludo; 3) Corslntannat i P A
plaquetaria com parametros clinicos not diforontons grupons do eatud, A) Ceanganist 2
produgao de citocinas e quimiocinas plaquoldein non diferentes grugas do esteds, %)
Comparar o pardmetros do morte colutar plaguotérin anlre o5 difararins  Grugss
Este estudo tem um desenho obsorvacional soccionnl o consielic na coleta i &
pontual de 20 mi de sangue do pacientos portaderos do HIVIBIDA 6 acompanharmerds
ambulatorial ou Internades no Instituto do Posquisa  Clinica Evandre  Chagas
(IPEC/FIOCRUZ) e 50 ml de sanguo de pacientes nho infoctados, Gorho anediidos
individuos com sorologia positiva para HIV em diforentes ostbglos dinicos de dustva, &
individuos ndo infectados: 1) Individuos Infoctados o nasintorndticos, viegarm oo TR, 7)
Individuos infectados e em uso de TARYV com suprossho virolGgic, %) Indrsicues
infectados e em uso de TARV sem supressfio virologlca; A4) Individuos infectadas palo Hi/
com infecgdes oportunistas ou sépticos; 5) Individuos niio infoctados (Crupe Cosdrels -
serd constituido por acompanhantes saudaveia dos pacienton dot denain gruges). Trats-
ce de uma amostra de convenigncla. Estima-aso que corca do 100 paclentos, distritasieyos
em 20 pacientes/voluntarics por grupo, sorfo Incluldos non 12 meses de durtagho dis

inclusdo do estudo.

3. _Obsenm;bes Gerals: (Atondendo a Rosolugiio CNS 106/06).

Projeto com delineamento adequado, Foram apresentados dois Termos de Conserdimento
Livre e Esclarecido, sendo um para o grupo "Nio conlr Y6 o ouro para O grepe
"Contrele”, elaborados em linguagem acessivel no sujeito da posguiss.

4. Diligéncias:

Sim, Foram satisfeitas.

5. Parecer: APROVADO. .-
Data: 16 de dezembro de 2011. £ :;z';/’
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ANEXO 2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo: Avaliacédo da funcao plagquetaria na infeccdo pelo virus do HIV

Justificativa e objetivos

Este estudo tem como objetivo identificar alguns fatores associados a queda da
contagem de plaquetas associada a infeccéo pelo HIV, visando o estabelecimento de
novas estratégias terapéuticas.

Proposta do Estudo
O Sr(a) esta sendo

convidado a participar deste estudo, para estudar se 0 HIV altera a funcéo

plaquetaria.

Explicacdo dos Procedimentos
Sera realizada uma coleta de sangue de 20 (vinte) ml, através de uma puncao de
veia periférica ou linha arterial, utilizando-se material esteril e descartavel. Este

procedimento € semelhante a coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina.

Apos a andlise inicial, estas amostras ficardo armazenadas por 48 meses, para
eventuais necessidades de realizacdo de novas dosagens e/ou andlises. Estas
amostras estardo sob a responsabilidade do coordenador do estudo, Dr. Fernando

Augusto Bozza.

Beneficios

Pode haver beneficios com sua participacdo a medida que este estudo contribua para
0 aumento do conhecimento a respeito da infeccdo pelo HIV e para melhorias no
tratamento, pois o0 material colhido sera utilizado em diversos testes que ajudardo a

entender como o HIV altera o HIV e a imunidade.
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Desconfortos e Riscos

Os desconfortos que podem ocorrer séo aqueles relacionados a uma retirada normal
de sangue para exame, como dor no local da pungdo venosa e formacdo de um
hematoma local. Este estudo ndo implica em riscos, nem em qualquer modificacéo

do tratamento empregado ou administracdo de medicamentos experimentais.

Participacéo voluntaria no estudo
A participacdo neste estudo é voluntéaria. Vocé pode se recusar a participar, bem
como cancelar sua participacdo a qualquer momento do estudo. Esta decisdo nédo

afetara de nenhuma maneira os cuidados médicos que lhe serdo oferecidos.

Confidencialidade
O seu nome ndo sera mencionado em publicacdes ou relatérios produzidos para este
estudo. Entretanto seu prontuario médico podera ser consultado pelos profissionais

envolvidos no estudo.

Armazenamento de amostras bioldgicas

O plasma serd separado e armazenado em -70 °C no Laboratério de
Imunofarmacologia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), para posterior analise. As
amostras serdo processadas para detectar certas substancias para a atual pesquisa. Se
no futuro houver necessidade da dosagem de outras substancias nestas amostras de
soro, plasma e células, o paciente ou responsaveis serdo contactados para nova

avaliacdo e autorizacdo para uso deste material.

Se vocé tem duvidas
Se vocé tiver qualquer davida sobre o estudo, por favor, telefone para o Dr.
Emersom Mesquita ou Dr. Fernando Bozza nos telefones 3865-9620 ou 8886-7045.
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CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPAC}AO NO ESTUDO

A sua assinatura significa que vocé leu este formulario ou que ele foi lido para vocé,
que Ihe foram dadas todas as explicacOes sobre o estudo, que vocé recebeu respostas
para as suas duvidas, estd satisfeito com as informag6es que lhe foram dadas e

concordou com a participacéo no estudo.

Assinatura (Paciente) Data

Se 0 paciente ndo é capaz de consentir:

A sua assinatura, como representante legal do paciente, significa que vocé leu este
formulario ou que ele foi lido para vocé, que Ihe foram dadas todas as explicagdes
sobre o estudo, que vocé recebeu respostas para as suas davidas, esta satisfeito com
as informacdes que lhe foram dadas e concordou com a participacao do paciente no

estudo.

ndo é capaz de dar o

seu consentimento. Nome do Paciente (em letra de forma)

Nome do Representante Legal Grau de parentesco com o0 paciente

(em letra de forma)

Assinatura (Representante legal) Data
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ANEXO 3. FICHA DE COLETA DE DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

—~)

I > =
EVAHDRO CHAGAS

“Avaliacdo da funcido plaquetaria na infeccdo pelo HIV”

Protocolo clinico de coleta de dados:

No:  NOME: IDADE:  amos SEXO:
PRONT: Inclusdo em: ' ' Origem:

Diagnostico HIV/SIDA: /7 00 Voluntario ndo HIV

CD4- (data: ' ' ) CV:  (data: ' ' )
Albumina: (data: ' ' )

Plagquetas: (data: ' ' )

Terapia antirretroviral: (Data inicio: ' ' )

0 Virgem de HAART 0AZT O3TC 0 TDF OATZR

OLPVR 0O HAL ORTV 0ODRV O APV

0 Outro:

Comorbidades

ODM [OHAS [ Neoplasias ( 3 O HBV
OHCV OHTLY O Outras
Sociais

0 Tabagismo [ Etilismo 0 Outras drogas:

Responsavel pelo preenchimento:
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