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RESUMO

A trombocitopenia cronica ¢ um distdrbio hematolégico comum em pacientes
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e pode estar associada a uma
variedade de anormalidades hemorragicas, apesar de muitas vezes ser assintomatica. Os
mecanismos de base da trombocitopenia cronica no HIV incluem destruicdo acelerada de
plaquetas periféricas e producéo diminuida na medula 6ssea. O MPV e 0o PDW séo indices
plaquetométricos para avaliacdo da ativacdo plaquetéria. O estudo avaliou os indices
plaquetarios e 0s niveis de ativacdo plaquetaria aos desfechos clinicos de 44 pessoas
vivendo com HIV/Aids (PVHIV) que foram internadas na FMT-HVD. Amostras de
sangue foram obtidas no momento da admissédo e em um segundo ponto entre 3° e 7° dia
de internacdo. Os indices plaguetométricos foram determinados e o Plasma Rico em
Plaquetas (PRP) foi coletado para avaliagdo de plaquetas ativadas por citometria de fluxo
com anticorpos anti-CD62, anti-CD41 e anti-CD42. Sete pacientes foram a obito e
nenhum das alteracdes plaquetarias foi associado ao desfecho. Em relacdo a
trombocitopenia, 0 MPV foi estatisticamente menor entre 0s ndo trombocitopénicos, o
PDW foi acima do normal em quase todos 0s pacientes, no entanto os trombocitopénicos
tiveram elevacdo estatisticamente superior indicando maior ativacdo plaquetaria. Apenas
0s pacientes trombocitopénicos tiveram correlacbes negativas de MPV e PDW com
frequéncia de plaquetas imunofenotipadas pela citometria. Quando os pacientes foram
classificados pela presenca de pelo menos um critério de gravidade (necessidade de droga
vasoativa, suporte ventilatorio, UTI, hiperferritinemia (ferritina>1000), lactato
desidrogenase >1000), aqueles com gravidade tiveram ndmero médio de plaquetas
reduzida (ndo necessariamente trombocitopenia) e a média de PDW foi estatisticamente
maior que os sem gravidade. A trombocitopenia ndo foi caracteristica de gravidade. As
subpopulacdes de plaquetas ativadas (CD62+) reduziram ao durante a interna¢do nos
pacientes ndo trombocitopénicos e naqueles sem gravidade. Os achados sugerem que a
elevacdo do MPV nos trombocitopénicos seria resposta compensatoria da medula. Por
outro lado, a ativagcdo plaquetéria parece ter um papel importante no monitoramento
clinica durante a internacdo pois a exacerbacdo do PDW ocorreu nos pacientes com

gravidade e a frequéncia de plaquetas ativadas caiu naqueles sem gravidade.

Palavras-Chave: HIV, Aids, plaquetas, imunofenotipagem, MPV, PDW.



ABSTRACT

Chronic thrombocytopenia is a common hematologic disorder in patients infected with
the human immunodeficiency virus (HIV) and may be associated with a variety of
bleeding abnormalities, despite being often asymptomatic. The underlying mechanisms
of HIV-related thrombocytopenia include accelerated destruction of peripheral platelets
and decreased bone marrow production. MPV and PDW may be indices of platelet
activation. The study evaluated platelet indices and activated platelet subsets at outcomes
of 44 people living with HIV/AIDS who were admitted to the FMT-HVD. Blood samples
were collected until 24 hours after hospital admission and afterwards between the 3 and
7" of admission day. Platelet indices were determined, and Platelet Rich Plasma (PRP)
was collected for evaluation of platelets activated by flow cytometry with anti-CD62,
anti-CD41 and anti-CD42 antibodies. Seven patients died and none of the platelet indices
were associated with death. Regarding thrombocytopenia, MPV was statistically lower
among non-thrombocytopenic patients, PDW was above normal in almost all patients,
however thrombocytopenic patients had a statistically higher elevation indicating
exacerbated platelet activation. Only thrombocytopenic patients had negative correlations
of MPV and PDW with frequency of CD42+CD41+ platelets. When patients were
classified according to severity of illness [vasoactive drug requirement, ventilatory
support, ICU, hiperferritinemia (ferritin >1000), lactate dehydrogenase >1000], those
with at least one of these criteria had a reduced mean platelet count (not necessarily
thrombocytopenia) and the mean PDW was statistically higher. Thrombocytopenia was
not characteristic of severe illness. The findings suggest that the elevation of MPV in
thrombocytopenic patients would be a compensatory marrow response. In addition,
platelet activation may be used in clinical monitoring, patients with severe illness
exacerbated PDW on admission, and the frequency of activated CD62+ platelets dropped

in those hospitalized without severe illness.

Keywords: HIV, Aids, platelets, immunophenotyping, MPV, PDW.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Epidemiologia HIV e HIV/Aids

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA ou acquired
immunodeficiency syndrome - Aids) foi reportada em 1981 por Gottlieb (Centers for
Diseases and Prevention; Los Angeles, EUA), a partir da identificacdo de um nimero
elevado de pacientes adultos que apresentavam sarcoma de Kaposi, pneumonia por
Pneumocystis carinii e comprometimento do sistema imune. Em 1983, o agente
etimoldgico foi identificado como um retrovirus humano, o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV). Desde entdo, a infeccdo por HIV e sua manifestacdo clinica avancada,
Aids, tornaram-se uma epidemia que se espalhou em varios paises. Os medicamentos
antirretrovirais surgiram no final da década de 80. Em 1987, a Agéncia de Alimentos e
Drogas dos Estados Unidos (Food and Drug Administration) aprovou a zidovudina ou
azidotimidina (AZT) para uso em pacientes com HIV. Inicialmente desenvolvido para
tratamento do cancer, 0 AZT tinha alguma habilidade em controlar o HIV e passou a ser
utilizado no tratamento de HIV/Aids. Com o advento da terapia antirretroviral (TARV),
a aids assumiu caracteristicas de doenca crdnica, em especial nos paises onde o acesso
aos medicamentos é efetivamente garantido (DE COCK; JAFFE; CURRAN, 2011;
GOTTLIEB, 2006; MAIA; REIS JUNIOR, 2019; ROUQUAYROL & SILVA, 2018).

De acordo com o mais recente levantamento do Programa Conjunto das Nagdes
Unidas sobre HIV/Aids (UNAIDS), 37,7 milhdes de PVHIV em todo o mundo e 10,2
milhGes dessas pessoas ndo estdo sob tratamento antirretroviral (UNAIDS, 2021). Em
termos de mortes relacionadas a Aids, o crescente aumento ao acesso e adesao a terapia
antirretroviral (TARV) aumentou os indices de sobrevida das PVHIV (UNAIDS, 2021;
MAARTENS et al., 2014). Até 2020, a reducdo de mortalidade por alguma doenca
associada a Aids havia atingiu 47% dos valores equivalentes a 2010 (Figura 1). Essa
reducdo tem sido dependente das medidas de prevencéo da transmissdo do HIV adotadas
em cada regido do mundo (UNAIDS, 2021). Hoje, o enfretamento da HIVV/Aids passou a

ter outras estratégias baseados em nichos da sociedade e nas relages socioeconémicas.
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Figura 1 Mortes relacionadas a Aids entre 2000 e 2021, global.
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Fonte: UNAIDS, 2021.

Até 2021, o nimero de casos de HIV ou HIV/Aids registrados no Brasil eram
1.045.355 casos, 50,6% e 19,8% dos casos estavam concentrados nas regides Sudeste e
Sul respectivamente e seguidos das regides Nordeste (16,5%), Norte (6,9%) e Centro-
Oeste (6,2%) (BRASIL, 2021). Nos altimos cinco anos, a média anual de 36,8 mil novos
casos de Aids, um numero que vem apresentando tendencia de diminuicdo em relagdo ao
valor maximo de 2013 quando 43.493 casos foram registrados. Em relacdo ao sexo, hoje
0s homens representam 69,8% dos casos e mulheres 30,2%. De acordo com a idade, a
maioria dos novos casos de infeccdo ocorre entre individuos de 20 a 34 anos,
representando um total de 52,9% dos casos (BRASIL, 2021).

As regides Norte e Nordeste parecem caminhar na contraméo em relagdo ao
percentual nacional das taxas de deteccdo de HIV/Aids, uma vez que tem sido observado
um crescimento na taxa de deteccdo nessas regides. Comparativamente, as taxas
registradas em 2009 eram 20,9 e 14,1 casos por 100 mil habitantes, respectivamente. Em
2019, os numeros subiram para 26,0 e 15,7. Um ranking em 2020 mostrou novo 28,7
casos por 100 mil habitantes, seguido do estado do Rio Grande do Sul (21,8) e Roraima
(21,2) (Figura 2).

Em 2019, os dados coletados por um novo sistema de Vigilancia Epidemiolégica

e Informacdes Online (Vigiweb) da FMT-HVD registrou 578 novos casos de Aids, sendo
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567 (98,1%) casos em individuos acima de 13 anos e 11 (1,5%) com menos de 13 anos.
Manaus, capital do Amazonas, apresentou uma taxa de 45,4 casos por 100 mil habitantes
em 2020, valor superior a taxa do Amazonas e 3,2 vezes maior que a taxa de deteccdo
total do Brasil. (BRASIL, 2021). Além disso, foram registradas 212 mortes relacionadas
a HIV/Aids em 2020. Esses dados reforcam a gravissima situacdo epidemioldgica de
HIV/Aids no Amazonas foi melhor reportada pelo o nimero anual de mortes relacionadas
a AIDS no estudo de Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA et al., 2015). Ao longo dos
anos, entre 2001 e 2012, o numero anual de mortes relacionadas a HIVV/Aids apresentou
uma tendéncia de crescimento constante. Em 2001, o nimero de mortes relacionadas a
HIV/Aids foi de 102 enquanto esse numero passou para 216 em 2011, e o maior pico foi
registrado em 2010 com 283 mortes. 1sso mostra uma realidade serissima de quase um
obito por HIV/Aids a cada dois dias (OLIVEIRA et al., 2015). O estudo mostrou também
que 85,9% dessas mortes ocorreram em Manaus em relagcdo aos 46 municipios do estado

do Amazonas (Figura 3).

Figura 2 Taxa de detecc¢do de Aids (por 100.000 habitantes) segundo UF e capital de residéncia.
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Figura 3 Numero de casos de Aids e mortes relacionadas a Aids por municipio do Estado do
Amazonas entre 2001 e 2012.
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Fonte: OLIVEIRA, et al. (2015)

1.2 O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HI1V)

Pertencente ao género Lentivirus e membro da familia Retroviridae, o HIV é um
retrovirus esférico com um didmetro de 1/10.000 de milimetro. O virus é revestido por
um envelope viral composto por uma dupla camada lipidica (virion) e originada a partir

da membrana de uma célula humana como fosse um brotamento.
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O envelope viral contém duas glicoproteinas que sdo essenciais para a invasdo
do virus nas células hospedeiras: a gp120 e gp41. Abaixo do envelope, encontra-se uma
matriz proteica que reveste o capsideo viral. No capsideo, sdo encontradas duas moléculas
de RNA de fita simples, além de enzimas virais necessarias para a replicagdo:
transcriptase reversa, integrase e protease (Figura 4) (PATEL et al. 2020; TEIXEIRA et
al., 2011).

Figura 4 Estrutura do HIV.
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Fonte: NIAID (2010).

O genoma de RNA do HIV possui trés genes principais que estdo fortemente
associados a estrutura e replicacdo viral: (1) o gene gag, que codifica as proteinas
estruturais do nucleo, tais como o capsideo, nucleocapsideo e matriz; (2) pol, codificando
as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease, indispensaveis na replicagéo viral;
e (3) env, o gene responsavel pela sintese das proteinas do envelope viral, gp120 e gp41.
Além disso, o genoma também é constituido por genes regulatdrios (tat e rev) e genes
acessorios (nef, vif, vpr e vpu).

Por fim, estes genes sdo cercados por longas sequéncias terminais repetidas,
LTRs, onde desempenham o papel de regular a expresséo dos genes virais, a integracdo
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do genoma viral no genoma hospedeiro e replicagdo viral (Figura 5) (NAGATA et al.,
2017; PATEL et al., 2020; SUKOSD et al., 2015).

Figura 5 Mapa do gene do HIV.
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Fonte: Los Alamos National Laboratory (2020).

O HIV infecta células que possuem o receptor CD4, o principal alvo é os
linfocitos T-CD4, seguido de células fagociticas de linhagem mieloide que expressam
receptor CD4, tais como mondcitos, macrofagos, células dendriticas e células
macrofagicas tecido especifico. A entrada do virus é mediada pela ligacdo da
glicoproteina do envelope do virus (gp120) na molécula CD4 e em um correceptor de
quimiocina da células-alvo, que pode ser CCR5 ou CXCR4. O tipo de correceptor
determina o tropismo viral e se refere ao tipo de célula-alvo. Os virus que usam o0s
correceptores CCR5 sdo capazes de se replicarem em macrofagos e linfécitos T CD4+,
enguanto os que usam 0 CXCR4 tendem a ter tropismo maior em linfocitos. Os virus com
tropismo para CCR5 é usado por praticamente todos os tipos primarios de HIV-1,
independente do subtipo genético. Assim, os macrdfagos parecem ser as primeiras células
a ser infetadas e também a fonte de producéo de virus quando a imunossupressao é bem
avancada devido a perda dos linfocitos T CD4+ (CHEN et al., 2011; LIU et al., 2004;
MAARTENS et al., 2014).

O ciclo de vida do HIV consiste em sete passos (Figura 6). A principio, 0
envelope viral possui um papel fundamental para que o HIV reconheca e se ligue na célula
hospedeira (Passo 1), uma vez que este possui em sua superficie a proteina gp120, a qual
se liga ao receptor CD4 da célula alvo juntamente com os correceptores CCR5 ou CXCR4
(FANALES-BELASIO et al., 2010). Uma vez ancorados, o envelope viral e a membrana
celular sofrem uma fusdo (Passo 2), permitindo assim a entrada do capsideo viral no

interior celular, bem como a liberacdo do RNA e enzimas virais, seguido da acdo da
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enzima transcriptase reversa, que converte o genoma de RNA do HIV de fita simples em
uma dupla fita de DNA (Passo 3) (GHIMIRE; RAI; GAUR, 2014). O DNA recém-
formado é entdo transportado para o nucleo da célula hospedeira, onde é integrado ao
genoma celular através da enzima viral integrase (Passo 4) (LUSIC & SILICIANO,
2017). Feito isso, ocorre a transcricdo e traducdo das proteinas virais pela enzima
protease, 0 que caracteriza a replicacdo viral (Passo 5), seguido do deslocamento desses
elementos para a membrana celular, onde novos virions do HIV imaturos sdo montados
e se desprendem da célula hospedeira através de brotamento (Passo 6) (FREED, 1998).
Fora da célula, a enzima viral protease cliva a poliproteina gag-pol, originando proteinas
funcionais menores, tornando assim os virions do HIV agora maduros (Passo 7) (PATEL

et al., 2020).
Figura 6 Ciclo de vida do HIV.
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Fonte: AIDSInfo (2017).
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1.3 A patogénese na infeccao pelo HIV

Uma vez a transmissdo ocorrida, o virus HIV invade o organismo atravessando
0 epitélio das mucosas através de transcitose ou pelo contato com as células dendriticas
intraepiteliais (MCMICHAEL et al., 2010). O virus dissemina para os tecidos linfoides
periféricos e de mucosas, principalmente aquelas localizadas no tecido linfoide associado
ao intestino (GALT — do inglés gut-associated lymphoid tissue) (BRENCHLEY et al.,
2004). No linfonodo, as células infectadas, como as células dendriticas (DC — do inglés
dendritic cells), encontram células T CD4+, onde estabelecem 0s reservatorios virais
responsaveis pela viremia plasmatica na infeccdo primaria (GEIJTENBEEK et al., 2000).

Apos duas a quatro semanas posteriores a transmissao viral, inicia-se a infecg¢do
primaria nos individuos infectados. A infeccdo primaria é aguda e tem como principal
caracteristica uma deplecdo macica de células T CD4+ (Figura 7). Ela é resultado de uma
replicacdo intensa no qual os niveis de viremia plasmatica podem atingir até 10 milhGes
de copias por mililitro (LITTLE et al., 1999; MOIR et al., 2011; PIATAK et al., 1993).
Nesta fase inicial, 40% a 90% dos individuos podem apresentar sintomas clinicos
semelhantes a gripe, tais como febre, diarreia, mialgia, anorexia e erupgdo cutanea
(QUINN, 1997).

Com o virus se replicando rapidamente e sendo espalhado por todo o corpo para
outros tecidos linfoides, o organismo comeca a desenvolver respostas imunes contra o
virus. A resposta imune humoral € desenvolvida através da producéo de anticorpos pelos
plasmédcitos e estabelecimento da soroconversdo. Na maioria das pessoas, a
soroconversao ocorre 30 dias ap0s a infeccdo, mais em alguns individuos a soroconversdo
podem ocorrer ap0s a terceira semana ou mesmo meses apés. A resposta imune humoral
gera anticorpos neutralizantes para o HIV que contribui para reducdo da carga viral. No
entanto, essa resposta sofre falha em erradicar o virus devido a mutagdes e que leva uma
recolonizacgdo de novos variantes do virus, seja por escape imunologico devido alteragcdo
epitopicas nos antigenos, seja por modificacbes nos componentes sacarideos das
glicoproteinas que tornam os virus mais resistentes a neutralizacdo (MOIR; CHUN;
FAUCI, 2011b; RICHMAN et al., 2003; WEI et al., 2003).

A imunidade celular antiviral também ocorre e por meio de células natural
killers (NK) e de linfocitos citotoxicos CD8+ apds semanas da infeccdo. Ambos 0s

mecanismos de defesa ajudam a reduzir a carga viral plasmatica e a recuperacdo da
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quantidade de células T CD4+. Os virus remanescentes levam ao desenvolvimento da
infecgdo cronica, durante o qual estabelecem as formas de virus latentes e outros
circulantes (GANDHI & WALKER, 2002; STAPRANS & FEINBERG, 2004).

Figura 7 Historia natural da infeccéo pelo HIV.
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Fonte: FANALES-BELASIO et al. (2010).

A fase crbnica da infeccdo é caracterizada por um estado clinico assintomatico
devido a queda dos niveis de viremia do HIV no sangue pela acéo antiviral induzida pelas
respostas imunes inatas e adaptativas (FANALES-BELASIO et al., 2010; FORD et al.,
2009). A fase cronica pode durar em torno de meses e até mesmo anos. Nesta fase ha uma
perda lenta e progressiva de células T CD4+ e que leva a um comprometimento do sistema
imunologico dos individuos. Esse comprometimento é evidenciado também por um
estado de ativacdo imune cronica das células imunologicas e acompanhado por um
desarranjo do equilibrio homeostatico das células dos sistema imune nos tecidos linfoides
(FANALES-BELASIO et al., 2010; FORD et al., 2009; SAKSENA et al., 2007).

A Ultima fase da infeccdo pelo HIV é a progressao para a Aids, progressao esta
que varia de acordo com a capacidade do hospedeiro em conter a replicacdo viral e a

“reposicdo” de células T CD4+. De acordo com dados apontados pela UNAIDS/WHO,
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na era pré terapia antirretroviral, o tempo médio desde o inicio da infeccdo até a morte
relacionada a Aids era de 11 anos (BROOKS et al., 2009; FANALES-BELASIO et al.,
2010; GANDHI & WALKER, 2002).

1.4 A interacdo imunoldgica entre patdgeno e hospedeiro

Ap0s a fase inicial da infeccéo, a evolucao da doenca varia de acordo com o tipo
de hospedeiro em funcgéo da interacao dos fatores virais juntamente com os do hospedeiro.
Na auséncia de um tratamento, a deplecéo das células T CD4+ e a perda do equilibrio
homeostatico do tecido linfoide sdo continuas na grande maioria dos individuos. Uma vez
que a contagem de células T CD4+ no sangue periférico atinge niveis <200 células p/L,
o0 individuo esta sujeito a desenvolver infec¢bes oportunistas ocasionadas por fungos,
bactérias, virus e parasitos, assim como cancer, o que pode levar o sujeito ao 6bito (MOIR
et al., 2011)(DERDEYN et al., 2004; KEELE et al., 2008; SALAZAR-GONZALEZ et
al., 2009).

Desde o surgimento do HIV, verificou-se que poucos individuos infectados
mantinham a contagem de células T CD4+ em niveis estabilizados por muito tempo, bem
como a carga viral baixa e/ou indetectavel sem o uso da TARV (CAO et al., 1995;
GAARDBO et al., 2012; MUNOZ et al., 1995; NISSEN et al., 2018; PANTALEO et al.,
1995). Uma vez que tendem a progredir de forma lenta para um estagio mais avancado
da infeccéo, a Aids, esses individuos foram denominados como “ndo progressores de
longo prazo” (LTNP — do inglés long-term nonprogressors) também conhecidos como
“controladores de elite” (DEEKS; WALKER, 2007).

Os estudos com os individuos LTNPs tem sido importantes para o entendimento
dos mecanismos naturais de supressao na replicagdo viral (LASSEN et al., 2009). Alguns
tem sido sugerido que as moléculas HLA desses individuos LTNPs sejam mais eficientes
na apresentacdo antigénica, aumentando assim 0s niveis de reconhecimento dessas
células por parte de células T CD8+ (MOIR; CHUN; FAUCI, 2011b). Outros mostraram
que as células T CD8+ dos LTNPs apresentam uma maior taxa de efetividade de
proliferacdo, capacidade de secretar citocinas mdltiplas e capacidade de responder a
variantes virais em relacdo as células T CD8+ de progressores (BAILEY et al., 2006;
BETTS et al., 2006; MIGUELES et al., 2002).
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O fato da progresséo lenta nos controladores de elite ndo indica que o virus esta
erradicado. Estudos sugeriram que os controladores de elite possuem provirus intactos e
integrados desproporcionalmente em locais que tém atividade transcricional limitada.
Além disso, a deteccdo de virus foi detectada no plasma em muitos controladores de
elites. No entanto os controladores de elite sdo importantes para aprofundar a pesquisa
em busca de uma cura esterilizante (WOLDEMESKEL; KWAA; BLANKSON, 2020).

1.5ATARV

O uso associado de multiplos medicamentos pertencentes a diferentes classes
farmacoldgicas para manejo da infeccdo pelo HIV, é conhecido como terapia
antirretroviral (TARV). Simbolo de um grande avanco terapéutico e conquista médica, a
TARYV atualmente oferece varios beneficios: i) individualmente: reducao de morbidade e
mortalidade e consequentemente aumento da expectativa de vida; ii) aspectos sociais
econémicos: reducdo de transmisséo viral na sociedade e resgate do paciente a vida socio
econbmica, devolvendo a possibilidade de volta ao trabalho, de realizar seus objetivos e
sonhos, oferecer a chance de ser produtivo para sociedade; iii) satde publica: alivio da
carga de hospitalizacdo nos sistemas de salde publica e privada (LU et al., 2018;
PATTERSON et al., 2015; TEERAANANCHAI et al., 2017; ZHAO; MCGOOGAN;
WU, 2019).

A erada TARV iniciou com 0 AZT (1987) e hoje tem a disponibilidade de mais
de 40 medicamentos (YOSHIMURA, 2017). A terapia antirretroviral bem-sucedida
aumentou a expectativa de vida das PVHIV (COMMISSIONER, 2021). Apesar do
sucesso da TARV em suprimir a replicagdo viral a niveis indetectaveis, a sua maior
desvantagem € que a terapia com TARYV € apenas inibitoria para o HIV, ndo erradicante
(KREBS; ANANWORANICH, 2016; POMERANTZ; HORN, 2003; TING-REN LU,
2013). Durante o curso da infeccdo, o virus desenvolve reservatdrios em células T CD4+
na forma latente, permitindo que as PVHIV continuem carregando o virus em seus corpos
e, embora o inicio precoce da TARV diminua 0 tamanho desses reservatorios, se 0 uso
da TARYV for interrompido ou o virus apresentar resisténcia aos medicamentos, 0 virus
em breve volta a se replicar (KREBS; ANANWORANICH, 2016; LU et al., 2018;
STEINGROVER et al., 2008).
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Vale destacar, que o Brasil € um dos principais paises-modelo no enfrentamento
do HIV. Ele é conhecido por ter respondido com varias maneiras ousadas e inovadoras a
pandemia de HIV. Em 1996, o Brasil foi o primeiro pais de renda média do mundo a
oferecer terapia antirretroviral (TARV) gratuita a todas as pessoas que vivem com terapia
antirretroviral (TARV) a todas as pessoas vivendo com HIV (PVHIV). Em 2013, foi o
terceiro a fornecer TAR a todas as PVHIV, independentemente da contagem de células T
CD4+, enquanto a Organizacdo Mundial da Saude comegou a recomendar esse tratamento
para todos 2 anos depois, em 2015 (BENZAKEN et al., 2019; BRASIL, 2018).

1.6 Comorbidades nao associadas a Aids

Em virtude do sucesso da TARV, a infeccdo pelo HIV é considerada uma doenca
crénica (ZICARI et al., 2019). Em contrapartida, a persisténcia do HIV no organismo
estabelece um estado cronico de ativacdo imunoldgica e inflamatdria. Esse estado cronico
tem como consequéncia um aumento de citocinas pro-inflamatérias que persiste e que
contribui para algumas disfungbes a longo prazo (BRITES-ALVES et al., 2018;
MANJATI; NKAMBULE; IPP, 2016; SOKOYA et al., 2017)(SWAMI, 2016). A nivel
sistémico, a inflamacdo persistente torna os pacientes infectados susceptiveis a
desenvolverem distdrbios que normalmente estdo associadas a populacdo mais idosa, tais
como disturbios neurocognitivos, doencas cardiovasculares, sindrome metabdlica (SM),
anormalidades d&sseas, disfuncdo do timo e dano tecidual (disbiose intestinal) e
malignidades ndo associadas ao HIV (Figura 8) (BEDIMO; ABODUNDE, 2016;
BORGES; DUBROW; SILVERBERG, 2014; BOSHO et al., 2018, BOURGI,
WANJALLA; KOETHE, 2018; DRAGOVIC et al, 2018, 2018; FAHME,;
BLOOMFIELD; PECK, 2018; HUSAIN et al., 2017; IDICULLA et al., 2018; IVY etal.,
2015; LAKE, 2017; NASI et al., 2014; NGUYEN et al., 2016; PEDRO et al., 2018;
PERAZZO et al., 2018; RAPOSO et al., 2017; ROGALSKA-PLONSKA et al., 2018;
SCUTARI et al., 2017; SINGH et al., 2017; SOKOYA et al., 2017; THEENGH et al.,
2017; XU; CHEN; WANG, 2017; ZICARI et al., 2019).



27

A maioria dos pacientes infectados sob tratamento de TARV a longo prazo acaba
desenvolvendo uma SM, que consiste em uma combinacgdo de distirbios metabolicos,
incluindo hiperglicemia, alteracdes na distribuicdo de gordura, hipertensdo, aumento de
colesterol baixo (conhecido como lipoproteina de baixa densidade, ou “low density
lipoprotein”, LDL) e nivel reduzido de colesterol alto (lipoproteina de alta densidade, ou
“high density lipoprotein”, HDL). Somados, esses fatores podem eventualmente
ocasionar doencas cardiovasculares, como doengas cardiacas, derrame e diabetes
(ALSHEHRI, 2010; BOSHO et al., 2018; GAMI et al., 2007; RAPOSO et al., 2017).

Figura 8 Comorbidades ndo associadas a Aids.
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Fonte: Servier Medical Art images (2019).

Shouten et al (2014) verificaram a taxa de prevaléncia de comorbidades ndo
transmissiveis associadas ao envelhecimento (AANCCs — do inglés: age-associated non-
communicable comorbidit) em individuos infectados pelo HIVV em relacdo aos controles
ndo infectados e constataram que os individuos soropositivos apresentaram um numero
médio de AANCC:s significativamente maior do que os controles, onde as comorbidades

mais prevalentes foram hipertensdo, cancer nao relacionado & Aids e infarto do miocéardio
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(Figura 9). Além disso, fatores como idade, tabagismo e historico familiar positivo para
o infarto do miocéardio, hipertensdo ou diabetes mellitus tipo 2 parecem estar

independentemente associados a um maior nimero total de AANCCs (SCHOUTEN et
al., 2014).

Figura 9 Prevaléncia de comorbidades ndo associadas a Aids em pacientes infectados com HIV vs controle.
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Fonte: SHOUTEN (2014).

1.7 Alteracbes plaquetarias na infeccdo pelo HIV

A infeccdo pelo HIV é caracterizada por uma ativacdo imunolégica cronica,
inflamacao persistente e desequilibrio na rede de citocinas. Além disso, durante a infeccéo
0s pacientes tendem a apresentar alteracdes hematologicas significativas que culminam
no desenvolvimento de diversas complicacdes que sdo observadas em pessoas que vivem
com HIV/Aids (PVHIV) (FIRNHABER et al., 2010a). A medula dssea, 6rgdo envolvido
na formacédo do sangue, é um dos alvos do HIV durante a infec¢éo, isso porque as células
progenitoras hematopoiéticas expressam receptores CD4 e receptores de quimiocinas
CXC do tipo 4 e do tipo 5, sendo estes ultimos elementos essenciais para a infeccédo
celular pelo HIV. Sendo assim, os efeitos diretos e indiretos da infeccdo pelo HIV
provocam um desequilibrio homeostatico na medula 6ssea, prejudicando a proliferacéo e

diferenciacdo celular durante a hematopoiese (DHURVE; DHURVE, 2013;
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MARCHIONATTI; PARISI, 2021; TSUKAMOTO, 2020). Uma das principais
alteracbes hematoldgicas relacionadas a disfuncdo da medula dssea no contexto da
infecgdo pelo HIV é a anemia e a trombocitopenia, manifestagfes clinicas associadas ao
aumento do risco de morte entre PVHIV (MARCHIONATTI; PARISI, 2021).

A trombocitopenia é uma das manifestacbes hematologicas mais comuns durante
a infeccdo pelo HIV, além da reducdo na taxa de linfocitos T-CD4+.
(KRISHNEGOWDA,; RAJASHEKARAIAH, 2015; MARCHIONATTI; PARISI, 2021).
A trombocitopenia surge quando a contagem de plaquetas estd abaixo de 150.000
células/mL. Essa condigdo varia de acordo com a contagem de células T CD4+, infec¢des
oportunistas, tratamento com TARV e idade do individuo infectado pelo HIV
(WONDIMENEH; MULUYE; FEREDE, 2014). Os principais mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos na trombocitopenia sdo a falha na producdo de plaquetas,
deplecdo rapida de plagquetas e 0 aumento do sequestro de plaquetas a nivel sistémico e
no baco, especialmente nos casos de esplenomegalia (DERESSA et al., 2018). Em virtude
desses eventos, a trombocitopenia hoje é considerada um preditor de morbidade e
mortalidade em PVHIV, estando diretamente relacionada com uma progressao acelerada
paraa Aids (TAREMWA etal., 2015; VISHNU; ABOULAFIA, 2015; WONDIMENEH,;
MULUYE; FEREDE, 2014).

Em contraste, a trombocitose é definida por uma superproducdo de plaguetas,
onde a média da contagem de plaquetas € >500 células/mL. A trombocitose pode ser
hereditaria, como na asplenia e no distdrbio mieloproliferativo primario, ou adquirida
através de infeccBes agudas e doencas inflamatdrias cronicas, como por exemplo a
infeccdo pelo HIV (ROKKAM; KOTAGIRI, 2021). Ao estudar trombocitose em criangas
soropositivas para o HIV, Ellaurie (2004) constatou que ndo houve manifestagdo de
complicagdes tromboticas e ndo foi necesséaria terapia para tratar a trombocitose, embora
0S pacientes estivessem com sintomas de moderados a graves e com Supressdo
imunoldgica grave. Assim, concluiu-se que a infeccdo pelo HIV é um agente etiolgico
para a trombocitose e estd associada a doenga grave, sendo assim um alerta para 0s

médicos quando ha a infeccdo grave por HIV.
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1.8 Plaquetas no contexto da infeccéo pelo HIV

A trombocitopenia é uma condi¢do frequente e independente do estagio de
infeccdo, do sexo ou idade (MIGUEZ-BURBANO; JACKSON; HADRIGAN, 20053).
Os estudos que investigam a relevancia dos indices plaquetarios no contexto do HIV séo
escassos (NKAMBULE; DAVISON; IPP, 2015b)(MENA et al., 2011; NORDING;
BARON; LANGER, 2020). Como a doenca cardiovascular € uma das principais
complicagBes atribuidas a doencas ndo-AIDS na era da TARV e as plaquetas
desempenham um papel importante no inicio e na progressdo da aterosclerose, €
necessario o entendimento sobre os indices plaquetarios no contexto do HIV (NORDING;
BARON; LANGER, 2020).

As plaquetas apresentam uma resposta significativa durante a infeccéo pelo HIV,
uma vez que diversos estudos tém demonstrado que alteracdes na contagem de plaquetas
ou de marcadores de ativacdo plaquetaria estdo diretamente relacionados com a
progressao da doenca para a Aids e que a reducdo no nimero de plaquetas prevé um
declinio de células T CD4+ (METCALF PATE; MANKOWSKI, 2011; MUNOZ et al.,
1988; S et al., 2009). Rieg G et al. (2007) avaliaram a relacdo entre a contagem de
plaquetas, carga viral plasmatica e progressao da doenca em uma coorte de criangas e
adolescentes infectadas pelo HIV e observaram que contagens de plaquetas mais altas
estavam relacionadas ao risco aumentado de progressao para Aids e até mesmo o 6bito
(RIET et al., 2007).

As plaquetas podem interagir com o HIV através de receptores do tipo CXCR (a-
chemokine receptors) e CCR (f-chemokine receptors) e favorecer a infeccdo do HIV
(Figura 10). Os receptores do tipo CXCR (1, 3, e 4) e CCR (1, 3 e 4), além do receptor
DC-SIGN estéo presentes em macrofagos e celulas dendriticas e podem servir de entrada
ao HIV (CHABERT et al., 2015). Como esses receptores estdo presentes em plaguetas o
HIV ligado as plaquetas pode infectar células permissivas e contribuir para a
disseminacdo do virus. Estudo in vitro com linhagem de células MT4 demonstrou esse
capacidade plaquetas portadoras de virus e facilitando a replicagéo viral nessas células
(PUGLIESE et al., 1996). Por outro lado, as plaquetas podem exercer um papel protetor
durante a infec¢do ao internalizarem o HIV em suas vesiculas endossomais. Tem sido

sugerido que esse processo pode inativar o HIV uma vez que a vesicula endocitica entra
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em contato com os granulos-a presente no interior das plaquetas. Esses componentes
granulares possuem atividade antiviral, podendo assim, parcialmente, controlar a
replicacdo viral e limitar a disseminagdo sistémica do virus no organismo (BOUKOUR
et al., 2006; TORRE; PUGLIESE, 2008; YOUSSEFIAN et al., 2002).

Figura 10 Receptores de superficie plaquetaria que reconhecem o HIV.
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Fonte: CHARBET (2015).

No contexto da inflamac&o crénica na infec¢éo pelo HIV, as plaquetas circulam
no sangue em um estado ativado e s&o, frequentemente, estimuladas a produzir e secretar
grandes quantidades de citocinas pré-inflamatorias (HOLME et al., 1998). Durante
processos inflamatorios e/ou infecciosos, as plaquetas sdo prontamente recrutadas para o
local onde o disturbio esta ocorrendo, onde interagem com leucocitos e secretam
citocinas, quimiocinas e mediadores inflamatdrios (WEYRICH; ZIMMERMAN, 2004).
Esse processo acaba levando a trombocitopenia e que é acompanhada por um aumento de
a IL-1 beta, fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-6 e IL-8. (SCOTT-ALGARA et al.,
1991). Os niveis plasmaticos de quimiocinas pode aumentar em até 10 vezes durante a
infeccdo pelo HIV, o que acaba contribuindo para a piora do quadro clinico do paciente

uma vez que a inflamacéo sera mais exacerbada (DESHMANE et al., 2009).
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Assim, a trombocitopenia no HIV se tornou um desafio médico devido sua
associagao com uma rapida progressdo da doenca e por complicar 0 manejo de pacientes
com AIDS. Por isso, hd urgéncia sobre o entendimento da fisiopatologia da
trombocitopenia e para avaliar a necessidade ou ndo de elaboracdo de protocolos de
tratamento (MIGUEZ-BURBANO; JACKSON; HADRIGAN, 2005a).

1.8.1 Biologia das plaquetas

As plaquetas s@o 0os menores elementos determinados nos hemogramas, exibindo
um tamanho de 2-3 um. Um individuo adulto geralmente possui quase um trilhdo de
plaquetas em circula¢do no sangue, cada uma com uma vida média entre 5 e 9 dias
(THON; ITALIANO, 2012). As plaquetas ndo possuem nucleo e sdo produtos da
fragmentacéo do citoplasma dos megacariocitos; circulam no sangue sob o estado inativo
em funcdo de componentes celulares (prostaglandina — PGE1, oxido nitrico — NO e
CD39/ADPase) que inibem a ativacao plaquetaria, ao menos que algum estimulo interno
e/lou externo induza a ativacdo plaquetaria (ANGIOLILLO; UENO; GOTO, 2010;
GARRAUD; COGNASSE, 2015).

A principal funcédo das plaquetas foi descrita no século de 19 por Bizzozero, que
constatou a capacidade das plagquetas em aderir na superficie de vasos sanguineos lesados
e formar agregados, servindo assim como um curativo (“band-aid”) para evitar a perda
sanguinea excessiva e manter a homeostase do organismo (BREWER, 2006; DE
GAETANO; CERLETTI, 2002). Estudos mais recentes tém demonstrado que as
plaquetas também possuem fungdes essenciais em varios outros processos fisioldgicos,
tais como regulacdo do tonus vascular, inflamagdo, trombose e auxiliando o sistema
imunologico através da defesa antimicrobiana do hospedeiro (BLAIR;
FLAUMENHAFT, 2009).

As plaquetas sdo originadas a partir dos megacariocitos, celulas mieloides que
constituem apenas 0,1% da populacdo celular da medula 6ssea. Em um dado momento,
estruturas semelhantes a pseudépodes nos megacariocitos se alongam, afinam e se

fragmentam diretamente no sangue (como uma erosdao) gerando as plaquetas
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(ANDREWS et al., 1993; ITALIANO et al., 1999; PATEL; HARTWIG; ITALIANO,
2005).

Morfologicamente, as plaquetas possuem uma bicamada fosfolipidica constituida
de colesterol, glicolipidios e glicoproteinas (Figura 11) (THON; ITALIANO, 2012). Ao
contrario dos eritrocitos, que internalizam essas moléculas no interior de suas membranas,
as plaquetas expdem essas moléculas em sua membrana, sendo assim o local de expressédo
de receptores envolvidos na sinalizacao e trafego intracelular, tais como CD36, CD63,
CD9, GPCR, llbllla e GLUT-3, receptores também conhecidos por desencadearem a
liberagdo de granulos a presentes no interior das plaquetas, o que acaba ativando diversos
processos fisiologicos, como coagulacdo, inflamagdo, aterosclerose, defesa
antimicrobiana e reparo de feridas (BLAIR; FLAUMENHAFT, 2009; GHOSHAL;
BHATTACHARYYA, 2014; HEEMSKERK; BEVERS; LINDHOUT, 2002).

Figura 11 Morfologia plaquetéria.
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Na parte interna da membrana plasmatica sdo encontrados fosfolipidios

carregados negativamente, como fosfatidilserina e fosfatidilinositol. Estes s&o
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responsaveis por manter a estabilidade da superficie das plaquetas quando estas se
encontram em um estado procoagulante (BLAIR; FLAUMENHAFT, 2009;
HEEMSKERK; BEVERS; LINDHOUT, 2002; MCNICOL; GERRARD, 1997).
Externamente, a membrana plasmatica das plaquetas é envolta por uma cobertura de
polissacarideo denominada glicocalice, sendo uma estrutura dindmica e o primeiro local
de contato da plaqueta com o ambiente circundante (GREMMEL; FRELINGER;
MICHELSON, 2016). O glicocalice é constituido de receptores que sdo importantes para
o normal funcionamento das plaquetas. Esses receptores ou ativam plaquetas ou atuam
como moléculas de adesdo, promovendo a interacdo com o endotélio lesionado e outras

plaquetas e leucdcitos.

As plaquetas também apresentam um citoesqueleto caracterizado por uma rede
citoesquelética baseada em actina, um esqueleto de membrana baseado em espectrina,
além de microttbulos (THON; ITALIANO, 2012). Ao ser ativada, a plaqueta contrai o
seu citoesqueleto, adquire uma morfologia esférica e emite os pseudépodes (MCNICOL,;
GERRARD, 1997). Internamente, as plaquetas possuem dois sistemas de membranas
chamados de sistema canicular aberto e sistema tubular denso (BEHNKE, 1970). O
primeiro é formado por invaginagdes da membrana plasmatica que formam uma espécie
de “tinel” por todo o interior da plaqueta, servindo assim como um mecanismo de entrada
de moléculas externas as plaquetas, além de ser um reservatério de membrana que é
utilizado na emissdo dos pseuddpodes durante a ativacao plaquetaria. Também é através
desse sistema que as plaquetas excretam seus produtos (MCNICOL; GERRARD, 1997;
MICHELSON, 1992). O segundo sistema é um sistema de canal fechado formado por
restos de reticulo endoplasmatico que ndo se comunicam com o exterior. E um local de
armazenamento de célcio no interior das plaquetas e acredita que esse sistema sequestre
calcio ionizado (Ca2+) do musculo esqueléetico (BRASS; HOXIE; MANNING, 1993;
THON; ITALIANO, 2012; WHITE, 1972).

O citosol plaquetario é constituido de glicossomos, peroxissomos, lisossomos,
mitocondrias e inclusdes tubulares (WHITE, 1972, 2002, 2004). Porém, trés organelas
secretoras se destacam: os granulos a, granulos densos e os lisossomais. Os granulos a
possuem um aspecto que varia do redondo ao oval, medem entre 200 — 500 nm e sdo as
organelas mais frequentes entre as plaquetas, onde cada plagueta humana pode apresentar
em torno de 50 a 80 granulos a em seu citosol (GREMMEL; FRELINGER;
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MICHELSON, 2016; KING; REED, 2002, 2002). Esses granulos possuem o fator von
Willebrand, fatores de coagulacao (fator V, XI, XII1), trombospondina, fibrinogénio, fator
plaquetario 4 (PF4), B-tromboglobulina, além de fibronectina e vitronectina, ambas
moléculas de adesdo (BADIMON; VILAHUR; PADRO, 2009; EVERTS et al., 2006;
GREMMEL; FRELINGER; MICHELSON, 2016; THON; ITALIANO, 2012; WHITE,
1968). Os granulos densos sdo menores (em torno de 150nm), possuem extensa
variabilidade morfoldgica, além de serem 0s menos frequentes nas plaquetas (3 — 8 por
plaqueta) (BERGER; MASSE; CRAMER, 1996). Contém trifosfato de adenosina (ATP),
ADP, serotonina, pirofosfato, calcio e magnésio (GREMMEL; FRELINGER;
MICHELSON, 2016; JANDROT-PERRUS; NURDEN, 2010). Por fim, os granulos
lisossomais possuem entre 200 e 250nm de didmetro, s&o esféricos e possuem em torno
de 13 hidrolases acidas, CD63 e catepsina D e E. O papel fisiologico desses granulos
permanece desconhecido (GREMMEL; FRELINGER; MICHELSON, 2016).

1.8.2 Receptores de plaquetas

Alguns dos receptores de superficie plaquetaria mais conhecidos sdo: receptores
da familia integrinas, receptores ricos em leucinas (LRR — do inglés Leucine-rich repeats
receptors), receptores de lectina do tipo C, receptores da superfamilia de
imunoglobulinas, receptores de ADP e ATP, receptores Toll-Like (TLR), glicoproteinas
(GP), receptores ativados por protease e outros receptores de membrana (Tabela 1). As
integrinas normalmente se ligam a matriz extracelular, enquanto as selectinas e os
membros da superfamilia de imunoglobulinas (IgSF) estdo associados a adesdo célula-
célula (KAMATH; BLANN; LIP, 2001; LANDI; MARQUES JUNIOR, 2003).

1. Integrinas: as integrinas séo grandes heterodimeros que consistem em cadeias
a e B (ou subunidades), ligados de forma ndo covalente, e que juntas formam o receptor
intacto na membrana plasmética. Elas sdo moléculas de adesdo e atuam na sinalizacao
das plaguetas e em muitos outros tipos de células (KAMATH; BLANN; LIP, 2001;
LANDI; MARQUES JUNIOR, 2003). Ha trés tipos de integrinas nas plaquetas, B1, p2 e
B3; a familia B1 tem trés membros, ou seja, a2B1, a5P1 e a6P1. O receptor a2B1 ou GPIA-

Ila € um importante receptor de colageno. Os receptores a5p1 desempenham um papel
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complementar nas func@es plaquetérias e facilitam a adesdo das plaquetas a fibronectina.
A integrina a6P1 medeia a adesdo plaquetdria & laminina, que é encontrada nas
membranas basais e na matriz extracelular. A aLB2 (CD102) também € conhecida como
molécula de adesao intercelular 2 (ICAM-2) e é considerada importante para a adesao das
plaquetas aos neutrofilos e também para interacdo plaqueta-leucécitos (BOUVARD et
al., 2001; GEBERHIWOT et al., 1999; PIOTROWICZ et al., 1988; SONNENBERG;
MODDERMAN; HOGERVORST, 1988; STAATZ et al., 1989).

A ollbB3 (CD41/CD61), também conhecida como o complexo GPlIb-lIlla, esta
presente apenas nas plaquetas e é o receptor de adesdo plaquetaria mais abundante
(KAUSKOT et al., 2012). A avp3 ¢é bem abundante nas plaquetas, com 50 a 100 mil
copias desse receptor em sua superficie. Na presenca de magnésio ou manganés, 0s
receptores avp3 medeiam a adesdo plaquetaria a vitronectina, fibrinogénio, VWF,
protrombina e trombospondina (PYTELA; PIERSCHBACHER; RUOSLAHTI, 1985, p.
115).

2. Receptores de repeticdes ricos em leucina (LRR): é uma estrutura proteica
composta que repete 20-30 aminoécidos que s&o ricos em aminoacido hidrofdébico
leucina. Os LRR séo os receptores mais importantes de plaquetas que incluem o complexo
GPIb-1X-V, TLRs e metaloproteinases de matriz (MMP). (KAMATH; BLANN; LIP,
2001; LANDI; MARQUES JUNIOR, 2003). O complexo GPIb-IX-V é o segundo
receptor plaquetario mais comum ap6s a integrina aIlbp3, com aproximadamente 50.000
copias por plaqueta. Complexo GPIb-IX-V é fundamental na iniciacdo e propagacao da
hemostasia e da trombose. GPIb-V-1X pode ser considerado como um receptor indireto
de colageno agindo via fator de von Willebrand como molécula de ponte e € essencial
para interagOes plaquetarias com colageno em altas taxas de cisalhamento (BURKHART
etal., 2012).

3. Selectinas: As selectinas sdo um grupo de receptores que possuem um papel
fundamental na ades&o plaquetéria, sendo representadas pelos receptores das familias das
selectinas (P-selectina ou CD62P), que inclui P-Selectina, receptor tipo C lectina-2
(CLEC-2) e CD72. Dos trés, P-selectina e CLEC-2 sdo importantes e bem entendido.
Esses receptores estdo presentes ndo apenas nas plaquetas, mas também em celulas
endoteliais e linfocitos (BERTOZZI et al., 2010; BRASS et al., 2004; FRENETTE et al.,
2000; SAKO et al., 1993; SUZUKI-INOUE et al., 2010).



Tabela 1 Receptores de plaquetas

37

Receptor

Familia

Funcéo

021 (CD49b/CD29)

aSp1 (CD49¢/CD29)
a6p1 (CD491/CD29)

oLp2 (CD102)

oIIbp3 (CD41/CD61)

avB3 (CD51/CD61)

Complexo GPIb-1X-V

P-Selectina (CD62P)

CLEC-2
CD72
GPVI
PECAM-1

P2Y1
P2Y 12
pP2X1

TLR1
TLR2
TLR4
TLR6
TLR9

Receptor adrenérgico 2
Receptor A2.-Adenosina
Receptor 5-HT2a

PAR-1
PAR-3
PAR-4
CD147

Integrinas

Integrinas
Integrinas

Integrinas

Integrinas

Integrinas

Receptores ricos em leucina

Receptores de lectina do tipo C

Receptores de lectina do tipo C
Receptores de lectina do tipo C
Imunoglobulinas
Imunoglobulinas

Receptores de ADP

Receptores de ATP

Receptores Toll-Like

Receptores de membrana
Receptores de membrana
Receptores de membrana

Receptores ativados por protease

Glicoproteinas

Receptor de colageno.

Receptor de fibronectina.
Receptor de laminina.

Permite adesdo das plaquetas aos
neutrofilos e interacdo com leucdcitos.

Permite a agregacéo plaquetaria.

Medeiam a adesdo plaquetaria a
vitronectina,  fibrinogénio, VvWF,
protrombina e trombospondina.
Receptor indireto de colageno agindo
via fator de von Willebrand.

Medeia a adesdo plaquetaria e
interacdo com leucdcitos.

Atua na ativacao plaquetaria.
Receptor para CD100.
Receptor para colageno.
Molécula de adesdo.

Receptores para ADP, um agonista de
plaquetas.
Receptor para ATP.

Permite que as plaquetas se liguem a
agentes infecciosos e ativam a

secrecdo de citocinas e quimiocinas.

Receptor para epinefrina.
Receptor para adenosina
Receptor de serotonina.

Receptores para trombina.

Regula as vias de adeséo intercelular.
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4. Receptores da superfamilia das imunoglobulinas: A glicoproteina VI do
receptor de colageno plaquetario é a principal glicoproteina plaquetaria. E um membro
da superfamilia de imunoglobulinas que ¢ uma grande superfamilia de proteinas de
superficie celular e proteinas soltveis que estdo envolvidas no reconhecimento, ligacdo
ou processos de adesdo das células (CLEMETSON et al., 1982). Outro receptor tipo
imunoglobulina é a molécula de ades&o de plaquetas e células endoteliais-1 (PECAM-1;
CD31), que usa interagdes homotipicas para promover contatos entre células endoteliais
adjacentes e para mediar a adesdo de leucécitos a plaquetas e endotélio (HARJUNPAA
etal., 2019).

5. Dentre os demais receptores de membrana encontrados em plaquetas destacam-
se aqueles que reagem a ADP e ATP, adenosina, serotonina, epinefrina, trombina e as
metaloproteinases de matriz (MMPSs), que desempenham um papel na adeséo e agregacao
plaquetéria, que incluem MMP-1, 2, 3, 9 e 14. MMP-1 aumenta ativagdo plaquetaria
induzida por colageno mediada por GPVI e 021 (BORN, 1962; HOLLOPETER et al.,
2001; SEIZER et al., 2010) Os TLR do tipo 1, 2, 4, 6 e 9 estdo presentes nas plaguetas
em quantidades menores do que o complexo GPIb-1X-V e permitem que as plaquetas se
liguem a agentes infecciosos, além sinalizarem para secre¢do de citocinas e quimiocinas
pelas plaquetas (COGNASSE et al., 2005; SHIRAKI et al., 2004).

Os receptores a ADP e a epinefrina sdo agonistas fracos na agregacao plaquetéria,
em contraste com a trombina e o colageno. Existem 2 tipos de receptores purinérgicos na
membrana plaquetaria. Um tipo sdo os receptores de proteina acoplados ao trifosfato de
guanosina, conhecidos como P2Y. O outro tipo de receptor é um receptor de canal i6nico
chamado P2X1. Esses receptores desempenham um papel fundamental na ativacéo e
agregacao plaquetaria (AYYANATHAN et al., 1996; SUN et al., 1998, p. 1). O receptor
adrenérgico B2 é um receptor acoplado a proteina G (GPCR) associado a proteina G
heterotrimérica Gi. Consiste em trés subtipos altamente homoélogos, incluindo a2A-, a2B-
e a2C-adrenérgico. Algumas espécies que ndo os humanos também expressam um quarto
receptor a2D-adrenérgico. Catecolaminas como norepinefrina (noradrenalina) e
epinefrina (adrenalina) sinalizam através do receptor a2-adrenérgico no sistema nervoso
central e periférico. Estudos clinicos demonstraram que a resposta plaquetaria a
epinefrina e ADP esté associado com a incidéncia de infarto do miocérdio ndo fatal, morte

subita cardiaca e isquemia miocardica, de modo que 0 aumento da agregacdo plaquetaria
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possa contribuir para o aparecimento desses eventos cardiovasculares (BORN, 1962;
CARON et al., 1988; WILLICH et al., 1992).

Os receptores de trombina nas plaquetas pertencem a familia de receptores
ativados por protease (PAR — do inglés protease-activated receptors) que incluem PAR-
1, 2, 3 e 4 e possuem um mecanismo de ativagdo Unico que envolve a clivagem do
dominio extracelular N-terminal, criando assim um novo N-terminal que atua como um
ligante amarrado para o receptor. Os receptores de trombina sdo o0s principais
representantes do grupo de receptores de sete transmembranas nas plaquetas, porque a
trombina é um agonista plaquetério critico. Um sistema de sinalizacdo de plaquetas com
dois receptores sdo os sistemas de receptores primarios e existe em humanos (PARL e
PAR4). O PAR3 é o mediador primario da sinalizacdo da trombina, enquanto o PAR4
desempenha um papel como receptor “secundario” em plaquetas de camundongos

(FURMAN et al., 1998; VU et al., 1991; XU et al., 1998).

1.8.3 Plaqueta como objeto desse estudo

As plaguetas tém um papel multifuncional, como elemento imunoldgico e
inflamato6rio. As plaquetas colaboram ativamente nas respostas inflamatorias e reacdes
imunolégicas através da interagdo com os leucdcitos na corrente sanguinea, além da
interacdo com células endoteliais e excre¢do de mediadores inflamatérios que recrutam
mais leucocitos mais para a regido inflamada (KARSHOVSKA; WEBER; VON
HUNDELSHAUSEN, 2013; SEMPLE; ITALIANO; FREEDMAN, 2011; VON
HUNDELSHAUSEN; WEBER, 2007; WEYRICH; ZIMMERMAN, 2004)(ASSINGER,
2014)(BOZZA et al., 2009; MASON et al., 2007). Mas também elas podem contribuir na
progressdo de patologias, tais como angiogénese e progressao tumoral e mais metastase
(GARRAUD; COGNASSE, 2015)(OLIVEIRA, 2013).

No contexto da infec¢do pelo HIV, a ativacdo plaquetaria parece ser capaz de
impedir que o virus infecte células T. Além disso, os granulos presentes no citosol das

plaquetas podem suprimir a disseminacdo do virus entre células T, contribuindo assim
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para um controle, mesmo que parcial, na replicacdo e propagacao sistémica do virus no
organismo (SOLOMON TSEGAYE et al., 2013).

Recentemente, um estudo com PVHIV mostrou o quadro de sindromes
respiratérias como a comorbidade mais prevalente. A grande maioria dos pacientes
apresentavam contagens de T CD4 abaixo de 350 células/mL e a taxa de mortalidade foi
de 20,5%. Tuberculose pulmonar, neurotoxoplasmose e candidiase orofaringeo-esofagica
foram as infeccdes oportunistas mais prevalentes. Tuberculose e perda de peso foram
mais prevalentes em PVHIV que evoluiram ao 6bito. A analise de Mann Whitney mostrou
que aqueles que morreram tinham valores maiores de parametro de largura de distribuicédo

de plaguetas (PDW) na admissao, o que é sugestivo de ativacdo plaquetaria.

Segundo o estudo, o papel da ativacdo plaquetaria em piores desfechos de
hospitalizacdo associada ao contexto de imunossupressdao avancada podem ser
marcadores promissores na predicdo de mortalidade em PVHIV (GAMA et al., 2021).
Todavia, em condicGes infecciosas e inflamatorias, as plagquetas ativadas podem
apresentar uma resposta secretdria de uma forma ndo usual, adquirindo assim um perfil

mais patogénico, pois acaba exacerbando a resposta inflamatoria.

Em suma, as plaquetas tém se demonstrado cada vez mais elementos sanguineos
cruciais para a manutencdo da homeostase de um organismo, ndo se limitando apenas a
manutencdo da hemostasia. Através de seu armamento interno e externo de mediadores
pré-inflamatorios, somado aos receptores de superficie envolvidos em processos
inflamatdrios e imunoldgicos, as plaguetas sdo agentes hoje essenciais em processos
inflamatorios e respostas imunes adquiridas e inatas (BOZZA et al., 2009; GARRAUD;
COGNASSE, 2015; SEMPLE; ITALIANO; FREEDMAN, 2011). Assim, investigar o
papel das plaguetas, seja ele patogénico ou imunoldgico, é essencial para a compreensao
da dindmica fisiol6gica em que as plaquetas estdo inseridas (GARRAUD; COGNASSE,
2015).
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2. JUSTIFICATIVA

A infeccdo pelo HIV é caracterizada por uma alteracdo quali-quantitativa nas
células do sistema imunolégico e que podem refletir em diminuicdo ou aumento na
contagem de plaquetas, caracterizados como trombocitopenia e trombocitose,
respectivamente. O envolvimento direto das plaquetas na patogénese do HIV tem sido
relatado por estudos que mostraram associacdes entre alteracbes na contagem de
plaquetas e/ou marcadores de ativacao plaquetaria com a progressdo da doenca pelo HIV.
Portanto, é importante avaliar os indices de contagem e de ativacdo plaquetarios em
durante a hospitalizacdo como possiveis marcadores de desfechos clinicos na infecgdo
pelo HIV.

As plaquetas demonstram alteracdes decorrentes de uma inflamagéo sistémica.
Alguns indices plaquetarios estdo associados ao estado inflamatorio. Como os indices
plaquetarios sdo marcadores simples do hemograma, a investigacdo em PVHIV
hospitalizadas pode resultar em associacdes que refletem o estado de satde ao longo da
internacdo. Em virtude desta problematica, este trabalho se prop6s investigar as alteracdes
plaquetarias em PVHIV internados na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD). Os resultados encontrados indicaram que, na admisséo
hospitalar, a frequéncia de plaquetas ativadas estdo alteradas e com a evolucéo para a alta
essa frequéncia se reduz. Os resultados desse trabalno mostraram que a
imunofenotipagem dessas plaquetas ativadas podem ser exploradas como biomarcadores

no auxilio aos médicos no acompanhamento durante a hospitalizacéo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar alteracBes plaquetarias como biomarcadores aos desfechos de
hospitalizacdo em PVHIV atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD).

3.2 Objetivos Especificos

(1). Avaliar a morfologia das plaquetas pelos indices plaquetéarios de hemograma
na admissdao e em segundo ponto de coleta entre terceiro e sétimo dia de
internacéo;

(2). Comparar os indices plaquetarios MPV e PDW em relacéo a trombocitopenia
e critérios de gravidade hospitalar;

(3). Quantificar subpopulacbes de plaquetas ativadas pela fenotipagem em
citometria de fluxo na admissdo e em segundo ponto de coleta entre terceiro e
sétimo dia de internacdo a fim de avaliar como ferramenta no monitoramento de

gravidade da infeccéo.
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4. ESTRATEGIAS METODOLOGICAS
4.1 Consideracdes éticas

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
FMT — HVD sob o nimero de parecer 3.345.985 e CAAE 89665118.6.0000.0005 (Anexo
1).

4.2 Tipo, populacéo, local de estudo e desenho experimental

Trata-se de um estudo prospectivo e longitudinal cuja populagéo alvo foi PVHIV
internados na FMT-HVD. O desenho experimental foi elaborado para avaliar os indices
plaquetarios como preditores de desfechos clinicos de PVHIV. A selecdo foi por
conveniéncia e independente da taxa de CD4 e da carga viral de HIV. Inicialmente, o
estudo coletou dados gerais na admissao, tais idade, uso de TARV, carga viral e os indices
plaquetarios, € os comparou com os desfechos 6bito versus. Os pacientes foram
classificados posteriormente entre pessoas em uso regular de TARV (em funcéo da carga
viral indetectavel ou abaixo de 60 copias), pessoas virgens de tratamento e pessoa em
falha terapéutica que usam a TARV de forma irregular por causa das cargas virais
detectaveis. Em relacdo aos marcadores de plaquetas, aspectos morfolégicos plaquetarios
foram obtidos no hemograma (contagem, MPV e PDW) e marcador de ativacdo foi obtido
pela imunofenotipagem em citometria de fluxo com anti-CD62. O estudo comparou esses
marcadores na populacdo de estudo separada em relacéo i) ao uso de TARV, ii) apresentar
trombocitopenia ou ndo, iii) apresentar sinais de gravidade. A etapa parte longitudinal do
estudo envolveu uma segunda coleta de sangue. A etapa longitudinal do estudo comparou
a frequéncia de plaquetas ativadas CD62+ em dois pontos (0 1° na admissdo e a 2° coleta
foi realizada entre terceiro e sétimo dia de internagéo) entre os pacientes classificados de
acordo com a trombocitopenia e de acordo com a gravidade da internacao.
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4.3 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos no estudo PVHIV internados na FMT-HVD com faixa etaria

entre 18 e 70 anos de ambos 0s sexos.

Foram excluidos pacientes infectados pelo virus das hepatites B e C, uma vez que
tal infeccdo colabora para um progndstico pior do paciente, podendo assim interferir na
confiabilidade total dos resultados. Pacientes soropositivos para o virus linfotropico
humano (HTLV) também foram excluidos devido a similaridade patogénica deste virus
com o virus HIV. Pacientes com purpura trombocitopénica idiopéatica, sindrome de
Guillain-Barré e usuarios de anti-hipertensivos também foram excluidos, uma vez que
estas condigdes e seus tratamentos afetam naturalmente a atividade plaquetaria, o que

poderia interferir nos resultados esperados do trabalho.

4.4 Critérios de gravidade

Definimos a gravidade da infeccdo como um determinante de evolucédo clinica.
Para isso foram considerados critérios de gravidade desidrogenase latica (LDH) maior ou
igual a 1000 UI/L, ferritina acima de 400 mg/mL para homens e de 150 mg/mL para
mulheres; uso de suporte ventilatério, necessidade de internacdo na unidade de terapia
intensiva (UTI), uso de drogas vasoativas (noradrenalina, adrenalina, dopamina,
dobutamina) e 6bito. A gravidade foi definida pela presenca de pelo menos um desses

critérios.

4.5 Classificacdo dos perfis dos pacientes em relacdo ao uso de TARV

Classificamos os pacientes em trés perfis de acordo com o uso de TARV: (1) uso
regular, onde o paciente apresentava carga viral indetectavel; (2) falhado, onde o paciente
apresentava carga viral detectavel; e (3) virgem de tratamento.

4.6 Coleta de dados e de amostras biologicas

As PVHIV internados na FMT-HVD foram abordadas no pronto atendimento e

convidados para a participacdo no estudo. Apds o aceite, foi pedido para que assinassem
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0o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), bem como para que
respondessem a um questionario (Anexo 2) com dados sobre caracteristicas
sociodemogréficas. Posteriormente, informacdes clinicas dos individuos do estudo foram
coletadas através do acesso ao prontuario medico dos pacientes, tais como: comorbidades,
hemograma, carga viral, contagem de céelulas T CD4+ e T CD8+, dados bioquimicos e

desfecho clinico final.

Para cada paciente, foram coletados 15mL de sangue, sendo este volume
distribuido em tubos de 5mL, seguindo a respectiva ordem: 1 tudo seco e 2 tubos contendo
citrato de sodio. Ao fim da coleta, as amostras foram transportadas para o laboratério do
Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema, onde foram processadas para a

imunofenotipagem plaquetaria.

4.7 Processamento das amostras

As amostras em tubos secos foram centrifugadas a 3.500RPM durante 5 minutos
a 25°C para obtencdo do soro e aliquotadas para analise futura de marcadores

inflamatodrios e foram armazenadas a -80°C.

As amostras de sangue dos tubos com citrato de sédio foram centrifugadas a 800
X g durante 5 minutos a 25°C e os sobrenadantes obtidos foram centrifugados novamente
a 580 x g durante 20 minutos a 25°C, gerando o plasma rico em plaquetas (PRP) (SHIGA,
etal., 2017).

Logo apods a obtencdo do PRP, Prostaglandina E; foi adicionado a amostra para
prevenir a ativacdo plaquetaria. Feito isso, a amostra foi centrifugada a 500 x g durante
20 minutos a 25°C. O sobrenadante foi removido e as plaguetas foram ressuspendidas em
tampdo PSG + PGE:. Apos outra centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e as
plaquetas ressuspendidas em tampdo PSG + PGE:, seguido de homogeneizacdo até
dissolucdo total do pellet, com a obtencdo de 2mL de plaquetas para imunofenotipagem
plaquetaria.

As plaquetas isoladas foram estimuladas com 500uL de adrenalina (Hipolabor

1mg/mL) por 45 minutos. Em seguida, foi realizada a imunofenotipagem das plaquetas
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utilizando o anticorpo monoclonal para receptores constitutivos (CD41) e indutivos

(CD62P) para analise de ativacdo plaquetéria.

4.8 Leitura e analise das amostras

A leitura e andlise dos testes foram feitas utilizando o Citdmetro de Fluxo

FACSCanto Il (Becton, Dickinson, USA) e o programa Flow-Jo.

4.9 Analise estatistica

As andlises dos testes foram obtidas no programa Flow-Jo. Quando a
comparacao foi realizada entre dois grupos foi aplicado o teste T ndo paramétrico de
Mann Whitney. Quando a comparacao envolveu trés grupos, as compara¢fes multiplas
foram realizadas pelo Anova com teste de Kruskal-Wallis. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p<0,05 e intervalo de confianca de
95%.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracteristicas da populacéo

O estudo incluiu um total de 44 PVHIV internados. Em relacgéo ao sexo, 68,18%
dos individuos eram do sexo masculino (n=30), 24 (77,4%) tiveram alta e 7 (22,6%)
foram a 6bito (Tabela 2). Quatorze eram do sexo feminino (31,82%), dos quais 13
(92,8%) tiveram alta e um (7,2%) foi a obito. A idade ndo foi um fator de predisposicao
ao obito, visto que a média e o desvio padrdo dos pacientes que receberam alta foi
40,27+11,98 e 39,58+9,11 dos que foram a ébito, com a idade variando entre 20 e 77 anos.

Quanto ao uso da TARYV, 16 (36,4%) pacientes internados relataram fazer o uso
da TARV, sendo 13 com uso regular e um irregular (Tabela 2). Em contraste, 21 pacientes
(47,7%) relataram n&o fazer o tratamento com a TARV, seja por abandono ou virgem de

tratamento.

A carga viral (CV) dos pacientes internados também foi avaliada. Dos pacientes
que tiveram alta, 12 (27,3%) tiveram sua CV indetectavel, enquanto 24 (54,5%) desses
pacientes tiveram uma CV >50 (Tabela 2). Em relacdo aos pacientes com desfecho clinico
obito, 2 (4,5%) tinham CV indetectavel, bem como o mesmo valor em relacdo a copias
acima de 50. J4 em relacdo a contagem de linf6citos T CD4+, os individuos que receberam
alta apresentaram uma contagem média de linfécitos CD4 de 204,83+285,52, enquanto

0s que evoluiram ao 6ébito apresentaram o valor de 195,59+303,85 (Tabela 2).

A ativacdo plaquetéria esta diretamente relacionada com a patogénese da
infeccdo pelo HIV. A avaliacdo da funcéo e ativacdo plagquetaria na infeccdo pelo HIV
pode ser dada através dos valores de indices plaquetarios, como o MPV e PDW. O volume
plaquetario médio (MPV) entre os pacientes que receberam alta e os que foram ao dbito
foi de 7,56+1,70 fl e 7,39+1,63 fl e nos dois grupos foi observada uma reducéo nos valores
de MPV, sendo o grupo alta com n=15 (40,5%) de reducdo e o grupo Obito com 4
(57,14%) (Tabela 2).

Ja em relacédo aos valores médios do indice Platelet Distribution Width (PDW),
foi observado que todos os pacientes apresentaram PDW elevado (Tabela 2). Por fim, em
relacdo aos valores médios do plaquetocrito (PCT), foi observada uma semelhancga de

valores tanto no desfecho alta quanto no desfecho 6bito: 0,13+0,06%. Foi observado
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também uma reducéo nos valores de PCT no grupo alta, com 27,02% (n=10), e no grupo

Obito, com 28,57% (n=2).

Em relacdo as caracteristicas gerais da nossa populacéo, ndo foram observadas

diferengas estatisticamente significantes entre os pacientes que evoluiram para o ébito e

aqueles que receberam alta como desfecho clinico.

Tabela 2: Caracteristicas gerais da populacao

Alta (n=37) Obito (n=7) p
Idade (médiatDP) 40,27+11,98 39,58+9,11 0.9872
Sexo
Masculino 24 (64,86%) 6 (85,71%) 0.4013
Feminino 13 (35,14%) 1 (14,29%)
TARV
Uso regular (CV indetectavel) 16 (40,00%) 5 (71,43%) 0.2327
Falhado (CV detectavel) 17 (42,50%) 1 (14,20%)
Virgem de tratamento 7 (17,50%) 1 (14,20%)
Carga viral 407800+744500 300600+425000 0.7850
Indetectavel 12 (32,43%) 2 (28,57%)
>50 24 (64,86%) 2 (28,57%)
Sem resultado 1 (2,70%) 3 (42,86%)
CD4 (cel/uL) 204,83+285,52 195,59+303,85 0.2651
Plaguetas (/mm®) 189284,32+102990,49 194391,21+111135,41 0.9744
Trombocitopenia (<150000/mm?) 13 (35,14%) 3 (42,86%) 0.8930
Trombocitose (>450000/mm?) 0 2 (28,57%) -
MPV (fl) 7,56+1,70 7,39+1,63 0.6766
Baixo (<7.0 fl) 15 (40,54%) 4 (57,14%) 0.5157
Elevado (>10.0 fl) 5 (13,51%) 2 (28,57%) 1.0000
PDW (%) 20,40+1,45 20,17+1,36 0.4903
Baixo (<10%0) 0 0 =
Elevado (>18%) 37 (100,0%) 7 (100,0%) 0.4903
PCT (%) 0,13+0,06 0,13+0,06 0.9488
Baixo (<0,1%b) 10 (27,02%) 2 (28,57%) 0.9091
Elevado (>0,5%) 0 0 -

5.2 Analise dos indices plaquetarios com perfis de uso de TARV

Analisamos a contagem de plaquetas e valores de MPV e PDW em relagdo aos

perfis de uso de TARV apresentados pelos pacientes (Figura 12). Nao foram observadas

diferencas estatisticamente significantes nas anélises.
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Figura 12 Analise dos indices plaquetarios com a contagem e frequéncia de plaquetas. A: Comparacdo do MPV em pacientes HIV+
com e sem trombocitopenia. B: Comparacdo de PDW em pacientes HIV+ com e sem trombocitopenia. C: Correlacdo da frequéncia
de plaquetas com o MPV de pacientes HIVV+ com trombocitopenia. D: Correlagdo da frequéncia de plaquetas com 0 MPV em pacientes
HIV+ com trombocitose. E: Correlagdo da frequéncia de plaquetas com o PDW em pacientes HIV+ com trombocitopenia. F:
Correlacdo da frequéncia de plaquetas com o PDW em pacientes HIVV+ com trombocitose.

5.3 Indices plaquetarios e Trombocitopenia

A infeccdo pelo HIV estd associada a uma série de anormalidades
hematopoiéticas e a trombocitopenia, em duas ou mais contagens consecutivas, € uma
condicdo frequentemente observada em individuos infectados pelo HIV, independente do
status da infeccdo, do sexo ou da idade (MIGUEZ-BURBANO; JACKSON;
HADRIGAN, 2005a). Os indices plaquetarios MPV e PDW séo marcadores inespecificos
de ativacdo plaquetaria. O MPV reflete o tamanho médio das plaquetas e através dele é
possivel medir a taxa de producdo de plaguetas, enquanto o PDW nos fornece a
informacdo de quéo uniforme estdo as plaquetas em tamanho. Por essa razdo, a aplicacao
de imunofenotipagem de plaquetas com anticorpos especificos contra as glicoproteinas
CD41 e CD42 foram avaliadas por citometria de fluxo. Primeiramente, os indices

plaquetarios foram comparados entre pacientes com e sem trombocitopenia.

Por meio da aplicacéo do teste T de Mann Whitney observou-se que a maioria
dos pacientes apresentou valores de MPV abaixo da faixa de normalidade. Entretanto, os
pacientes trombocitopénicos apresentaram um aumento significativo no indice de MPV
(p=0.0065) em relacdo aos pacientes ndo trombocitopénicos (Figura 13A). Sugerimos
com este achado que, em virtude da maioria dos pacientes estarem apresentando indices
de MPV abaixo da faixa de normalidade, possivelmente esteja havendo um problema de
producdo de plaquetas pela medula dssea, onde esta ultima estaria produzindo um nivel

elevado de plaquetas jovens. As plaquetas jovens sdo grandes em tamanho e isto poderia
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ser a causa de um MPV abaixo da faixa de normalidade entre os pacientes. Além disso, 0
aumento significativo de MPV entre os pacientes trombocitopénicos em relagdo aos néo
trombocitopénicos nos sugere que, uma vez que 0s pacientes comegam a desenvolver um
quadro de trombocitopenia, ha uma destruicdo periférica de suas plaquetas, o que levaria
a medula 6ssea a uma producdo excessiva de plaquetas jovens para compensar a

destruicéo periférica das plaquetas.
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Figura 13 Andlise dos indices plaquetarios com a contagem e frequéncia de plaquetas. A: Comparacao do
MPV em pacientes HIV+ com e sem trombocitopenia. B: Comparacdo de PDW em pacientes HIV+ com e
sem trombocitopenia. C: Correlacdo da frequéncia de plaquetas com o MPV de pacientes HIV+ com
trombocitopenia. D: Correlag8o da frequéncia de plaguetas com 0 MPV em pacientes HIVV+ com trombocitose.
E: Correlacéo da frequéncia de plaquetas com o PDW em pacientes HIV+ com trombocitopenia. F: Correlacéo
da frequéncia de plaquetas com o PDW em pacientes HIV+ com trombocitose.
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Em relacdo ao PDW, foi observado que a maioria dos pacientes apresentou
valores dos indices acima da faixa de normalidade (Figura 13B). Além disso, 0s pacientes
trombocitopénicos apresentaram um aumento significativo nos indices de PDW
(p=0.0174) em comparacdo aos pacientes ndo trombocitopénicos. Em virtude do PDW
ser um marcador de ativacdo plaquetaria, esses dados nos sugere que 0s pacientes
trombocitopénicos apresentaram niveis maiores de ativacdo plaquetaria em relagdo aos

né&o trombocitopénicos.

Os valores de MPV e PDW dos pacientes trombocitopénicos e néo
trombocitopénicos foram analisados com a imunofenotipagem das plaquetas. Foi
observado uma correlacdo negativa entre MPV e a frequéncia de plaquetas (Figura 13C-
D). Os valores de PDW também foram correlacionados negativamente com a frequéncia
de plaquetas (Figura 13E-F). Esses dados mostraram que, somente nos pacientes
trombocitopénicos, a reducdo da frequéncia de plaquetas esteve correlacionada com
aumento da ativacdo plaquetaria, em razdo dos aumentos de MPV e PDW.

Esses dados validam, primeiramente, a aplicacdo de uso da imunofenotipagem
para a busca de um marcador especifico de ativacao plaquetaria como pbde ser visto nas
Figuras 13C a 13F. Embora os indices de MPV e PDW sejam inespecificos, as correlacbes
da imunofenotipagem com os aumentos de MPV e PDW indicam que alguma resposta

leva a ativacio plaquetaria quando a contagem de plaquetas fica abaixo de 150 x 103/mm?,

O receptor CD62 é o marcador especifico de ativacao plaguetaria utilizado nas
imunofenotipagens em citometria. Ao mesmo tempo esse receptor € uma molécula de
adesdo do tipo selectina. Visando avaliar se a trombocitopenia alterava as subpopulagdes
plaquetarias CD62+, nés comparamos a quantidade e o nivel de expressdo desse receptor
pela medida da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) entre os pacientes
trombocitopénicos e ndo trombocitopénicos (Figura 14). Ambos os parametros nao
tiveram alteracdo com as amostras coletadas no dia de admisséo, indicando que o estado
de ativacdo plaquetaria independia da contagem de plaquetas. Logo, no momento da
admissdo hospitalar por parte dos pacientes, ter ou ndo o quadro de trombocitopenia ndo

esta relacionado com aumento de ativagdo plaquetéria.

Quando os mesmos parametros foram avaliados alguns dias depois, entre 0 3° e

7° dias de internagédo, foi verificado que a frequéncia de plaquetas ativadas reduziu
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significativamente entre 0s pacientes ndo trombocitopénicos, enquanto a quantidade de
plaquetas ndo reduziu nos pacientes trombocitopénicos, apresentando um leve aumento
nesse intervalo de tempo (Figura 15 A e B). O nivel de expressdo do receptor CD62
calculado pela média de intensidade de fluorescéncia ndo diferiu na admisséo e dias apos
hospitalizacdo em ambos os grupos de pacientes (Figuras 15C e D). Se a reducédo da
ativacdo plaquetéaria é ou ndo uma melhor evolucéo da hospitalizacdo dos pacientes ndo-

trombocitopénicos, isso merece uma analise mais especifica.
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Figura 14 Andlise da quantidade e nivel de expressdo do receptor CD62 através da média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) entre pacientes HIV+ trombocitopénicos e nédo
trombocitopénicos. A: Porcentagem de expressdo do receptor CD62 entre pacientes
trombocitopénicos e ndo trombocitopénicos. B: Média da intensidade de fluorescéncia (MIF) de
CD62 entre pacientes trombocitopénicos e ndo trombocitopénicos.

5.3 Analise dos indices plaquetarios com gravidade da infeccéo

O estudo de Gama e colaboradores (2021) mostrou que o pacientes que foram a
obito tinha um aumento de PDW no momento da admissdo. Nesse estudo, sete pacientes
foram a dbito e nenhum dos marcadores plaquetarios diferiu em relagdo aos que tiveram
alta. Definimos a gravidade da infecgdo como um determinante de evolucdo clinica. Os
pacientes foram classificados em gravidade quando eles apresentavam pelo menos um
dos critérios definidos no material e métodos. Nos comparamos se a presenca de um
criterio de gravidade levou a uma extensdo maior no tempo de internagdo, e se

trombocitopenia contribuia ou ndo para gravidade e tempo de internacgdo (Figura 16).
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Figura 15 Andlise da quantidade e nivel de expressdo do receptor CD62 através da média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) entre pacientes HIV+ trombocitopénicos e ndo
trombocitopénicos em DO em comparacdo com D3 e D7. A: Porcentagem de expressdo do
receptor CD62 em pacientes trombocitopénicos. B: Porcentagem de expressdo do receptor
CD62 em pacientes ndo trombocitopénicos. C: Média da intensidade de fluorescéncia (MIF) de
CD62 em pacientes trombocitopénicos. D: Média da intensidade de fluorescéncia (MIF) em
pacientes ndao trombocitopénicos.
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Figura 16 Anélise da relacdo de tempo de internagdo com presenca de trombocitopenia e algum critério de gravidade
entre pacientes HIV+. A: Tempo de internacdo e sua relagdo com a presenca ou auséncia de trombocitopenia. B:
Tempo de internacéo e sua relacdo com a presenca de pelo menos um critério de gravidade. C: Relacdo de presenca
ou auséncia de gravidade entre os pacientes HIVV+ em relacdo a presenca ou auséncia de trombocitopenia.
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Apresentar trombocitopenia ndo levou a um tempo de internacdo maior (Figura
16A). Ter mostrado pelo menos um dos critérios de gravidade mostrou uma tendencia a
um tempo médio de internacdo maior em relagdo a quem foi hospitalizado sem gravidade
(p=0.055; Figura 16B). Provavelmente, a ndo diferenca estatistica observada tenha sido
devido 0 pequeno numero amostral. Em relacdo a trombocitopenia, a maior parte dos

pacientes hospitalizados sem gravidade eram n&o-trombocitopénicos (Figura 16C).

Embora estatisticamente essa relacdo nao tenha sido significante (p=0.0572),
devido também ao nimero amostral limitado, o fato é que, no momento da admissao, a
proporcéo de trombocitopénicos acontece de forma semelhante tanto em pacientes com

gravidade quanto naqueles sem gravidade.

Como a classificacdo trombocitopenia € baseada quantitativamente, isto é, ter
nimero de plaquetas acima ou abaixo de 150x10° plaquetas/mL, nds comparamos 0s
valores quantitativos dos indices plaquetarios em relacdo a gravidade (Figura 17). Agora,
observamos que, embora as contagens plaquetarias da maioria dos pacientes estivessem
dentro da faixa de normalidade, independentemente da gravidade, os pacientes graves
tinham quantidades menores de plaquetas (p=0.0123) (Figura 17A).

Em relacdo aos indices plaquetarios, os valores de MPV néo diferiram (Figura
17B). Vale destacar que muitos pacientes apresentavam valores de MPV abaixo da faixa
de normalidade. Se verifica um problema de base na producédo de plaquetas de origem

medular, independentemente da gravidade do estado do paciente durante a hospitalizacéo.

Os valores de PDW mostraram, primeiramente, que quase a totalidade dos
pacientes apresentavam acima da normalidade (Figura 17C). Em segundo, 0s pacientes

com gravidade mostraram maior ativacao plaquetaria do que os ndo graves (p=0.0265).

Tambem foi avaliada a expressao da glicoproteina CD62P, um receptor indutivo
de plaquetas que possui papel fundamental nos mecanismos fisiologicos envolvidos na
atividade plaquetaria. A analise da expressao desta molécula permite avaliar os niveis de
ativacdo plaquetaria entre os pacientes internados. Contudo, a avaliacdo da frequéncia de
plaquetas ativadas CD62P+ e a expressdo da glicoproteina CD62P por plaquetas (MIF)
ndo indicaram diferengas em relagéo a ser grave ou ndo (Figura 17D-E).
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Figura 17 Analise da comparagdo de contagem de plaquetas, indices plaquetérios, expressdo de CD62 e
MIF em relagdo a gravidade em pacientes HIV+. A: Relagdo entre contagem de plaquetas e gravidade de
infeccdo. B: Relagdo entre MPV e gravidade de infec¢do. C: Relacdo entre PDW e gravidade de infeccéo.
D: Relacéo entre expressdo de CD62 e gravidade de infecgdo. E: Relagdo entre MIF e gravidade de infecgo.

Quando a frequéncia de plaguetas ativadas CD62P foi avaliada alguns dias

depois, entre 0 3° e 7° dias de internacéo, foi verificado que ndo houve alteracfes no nivel
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de expressdo do receptor CD62 por plaqueta em pacientes graves (Figura 18A) No

entanto, a frequéncia de plaquetas ativadas reduziu nos pacientes néo graves (p=0.0328)

(Figura 18B).
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Figura 18 Frequéncias de plaquetas CD62P e sua expressao por MIF em relacdo a gravidade da
infeccdo. A: Frequéncia de plaguetas CD62P em pacientes com gravidade entre DO e D3-D7. B:
Frequéncia da expressdo de CD62P por MIF em pacientes sem gravidade entre DO e D3-D7.
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6. DISCUSSAO

A trombocitopenia associada ao HIV é uma condicao frequentemente observada
e muitas vezes relacionada com a progressédo para a Aids (FIRNHABER et al., 2010b;
MARCHIONATTI; PARISI, 2021; MIGUEZ-BURBANO; JACKSON; HADRIGAN,
2005b). Por complicar o manejo de pacientes com Aids, a trombocitopenia tornou-se um
desafio médico e o0 assunto necessita urgentemente de reexame (MIGUEZ-BURBANO;
JACKSON; HADRIGAN, 2005b). Neste estudo, nds avaliamos as caracteristicas clinicas
e laboratoriais com desfechos da internacdo de PVHIV. Apresentar trombocitopenia néo
levou a um tempo de internagdo maior e a maior parte dos pacientes hospitalizados sem
gravidade eram ndo-trombocitopénicos. Ter mostrado pelo menos um dos critérios de
gravidade quase significou em aumento no tempo médio de internacdo. Embora
estatisticamente essa relacdo ndo tenha sido significante, o fato é que, no momento da
admissédo, a proporcdo de trombocitopénicos acontece de forma semelhante tanto em

pacientes com gravidade quanto naqueles sem gravidade.

Em relagéo ao uso de TARV, Pascom e colaboradores mostraram que vafrios
fatores sociodemograficos relacionados ao ndo uso da TARV por parte das PVHIV, seja
por abandono ou por ndo ter tido acesso ao tratamento por serem virgens de tratamento
(PASCOM et al. 2018). Aqui os pacientes internados se encaixaram entre aqueles em uso
regular de TARV, devido a carga indetectavel, e os outros perfis, abandono ou virgens de
tratamento. Curiosamente, a maioria dos pacientes em abandono ou virgens de tratamento
apresentaram valores normais de plaquetas, enquanto quase a metade dos pacientes com
carga suprimida apresentava trombocitopenia. Se a TARV faz algum efeito na contagem

de plaquetas, € uma questao a ser respondida.

As alteragdes morfologicas das plaquetas como o inchago plaquetario e a
formacgéo de pseudopodes € evidenciado apds ativacdo plagquetaria (JAGROOP et al.,
2000; VAGDATLI et al., 2010). Os indices plaquetarios MPV e PDW podem ser
utilizados para indicar a atividade plaquetaria, tal como o estado de ativagéo plaquetéria
(NKAMBULE; DAVISON; IPP, 2015a). Em relacdo ao uso de TARV, o0 MPV e 0 PDW
ndo diferiram entre os trés perfis de pacientes. Esses dados sugerem que, baseado
principalmente no PDW, o estado inflamatorio era semelhante no momento da admissao

independente do uso ou ndo de TARV. Por outro lado, verificamos que 0s aumentos nos
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indices de MPV e PDW foram correlacionados com a reducdo de plaguetas somente nos
pacientes trombocitopénicos. As plaquetas ativadas tém o potencial de contribuir para a
patogénese do HIV (NKAMBULE; DAVISON; IPP, 2015a). Aqui, os aumentos de MPV
e PDW correlacionados com a reducéo de plaquetas levantam questdo de alguma resposta

acontece quando a contagem de plaquetas fica abaixo de 150 x 103/mm?.

Como nos pudemos ver em nosso estudo, os indices plaquetarios oferecem um
método rapido e acessivel para monitorar causas da trombocitopenia. Nkambule e
colaboradores (2014) avaliaram os indices MPV e PDW em pacientes naive de tratamento
e sem Aids e observaram que o MPV foi significativamente menor no grupo HIV em
relacdo ao grupo controle. O MPV é usado para ajudar a diferenciar defeito de producao
ou consumo/destruicdo na periferia. O MPV baixo indicaria a subproducdo da medula,
enquanto o MPV mais alto geralmente significa a alta destruicdo em doencas, como
imune purpura trombocitopenia, pré-eclampsias e sepse (QADRI et al., 2013). Este
achado de Nkambule e colaboradores (2018) corrobora com os nossos dados, onde a
maioria dos pacientes apresentavam valores de MPV abaixo da faixa de normalidade,
sugerindo um problema de base na producdo de plaquetas de origem medular. Com o
desenvolvimento da trombocitopenia, a medula daqueles trombocitopénicos
responderiam gerando plaquetas maiores. Esses achados reforcam a necessidade de mais
aprofundamento para relacdo entre defeito de producdo e consumo/destruicdo de
plaquetas no contexto da HIV/Aids e se 0 MPV oferece valor agregado na identificacao
de risco em PVHIV, conforme outros mencionado por outros autores (MENA et al.,
2011).

Nkambule e colaboradores (2014) também avaliaram os indices de PDW em
pacientes naive de tratamento e sem Aids e relataram uma diminuicéo significativa deste
indice no grupo HIV em relacdo ao grupo controle. Nossos dados contrariam 0S
observados por Nkambule e colaboradores (2014), uma vez que a maioria dos nossos
pacientes apresentou indices de PDW acima da faixa de normalidade. No entanto, 0s
pacientes HIV eram quase todos assintomaticos e naive de tratamento e ainda néo
apresentavam trombocitopenia, enquanto a maioria dos nossos pacientes faziam uso
irregular de TARV e muitos apresentavam HIV/Aids. Pode-se sugerir através destes
achados que em pacientes naive de tratamento e sem Aids, h& niveis baixos de ativacdo

plaquetaria em virtude de um PDW diminuido, em contraste com pacientes que evoluiram
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para um estdgio avancado da infeccdo pelo HIV e/ou fazem uso da TARV, onde ha niveis
aumentados de ativacdo plaquetéria devido a um PDW aumentado.

Em um estudo anterior, 0 aumento de PDW foi uma caracteristica observada em
pacientes HIV/Aids que evoluiram a 6bito (GAMA et al., 2021). Por meio de microscopia
eletronica, autores demonstraram que a formacao de pseuddpodes sob estimulo agonistas
aumentam o tamanho das plaquetas de modo que o PDW tem sido usado como
marcadores prospectivos de ativacdo plaquetaria (JAGROOP et al., 2000). Em outro
estudo, analisadores hematologicos foram usados para avaliar PDW em amostras de
grupos de pacientes cuja manifestacdo de ativacdo plaquetéaria é bem estabelecida, a saber:
puérperas, pacientes com flebotrombose antes da terapia com anticoagulantes e pacientes
com infarto do miocardio (VAGDATLI et al., 2010). Aqui, os valores de PDW indicaram
que a quase totalidade dos pacientes apresentavam um limiar de ativacdo plaquetéria
acima da normalidade, indicando que o devido a cronicidade da infec¢do pelo HIV. Com
o0 desenvolvimento da trombocitopenia, 0 PDW aumentou ainda mais da mesma maneira
observada com os pacientes graves. Lembrando que a contagem média de plaquetas dos
pacientes graves era menor do que os ndo-graves, embora nem todos eram exclusivamente
trombocitopénicos. Coletivamente, nossos achados demonstram que os indices
plaquetéarios podem oferecer um método rapido e acessivel para monitorar a ativacéo
plaquetaria (VAGDATLI et al., 2010).

A citometria de fluxo oferece a discriminacdo de subpopulacgdes de plaquetas e
avaliacdo do seu estado de ativacdo (SCHMITZ et al., 1998, TOMER, 2004). Nos
comparamos a quantidade e o nivel de expressdo de CD62 pela citometria. Ambos 0s
parametros ndo tiveram alteracdo com as amostras coletadas no dia de admisséo,
indicando que o estado de ativacdo plaquetaria independia da contagem de plaquetas.
Quando os mesmos parametros foram avaliados alguns dias depois da internacdo, a
frequéncia de plaquetas ativadas reduziu somente nos pacientes ndo trombocitopénicos.
Foi verificado também que a frequéncia de plaquetas ativadas reduziu nos pacientes ndo
graves. reducéo da ativagédo plaquetaria € ou ndo uma melhor evolucéo da hospitalizagédo
dos pacientes ndo-trombocitopénicos. Mais estudos sdo necessarios para entender o
potencial valor progndstico desses indices na convalescéncia dois pacientes. Se essa
reducdo da frequéncia de plaquetas ativadas observada nos pacientes ndo graves indica

uma melhora clinica durante a internacdo em virtude da reducao das plaquetas ativadas.
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Embora a citometria seja trabalhosa, cara e dificilmente incluida na rotina laboratorial, os
resultados encontrados mostraram o potencial dessa técnica no monitoramento da
evolugéo do paciente HIV/Aids durante a hospitalizacdo, em especialmente aquele com
risco de doenca cardiovascular (SCHMITZ et al., 1998).
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7. LIMITACOES

O estudo teve algumas limitagdes. O numero amostral da populacéo estudada foi
pequeno. Embora os pacientes aceitassem participar do estudo, nds ndo conseguiamos
fazer a coleta da amostra isto em virtude das condicdes clinicas de alguns pacientes.
Alguns desistiam da participacdo no estudo e outros recebiam alta antes de retornarmos

para fazermos as coletas do 3° e 7° dia de internag&o.

Em relacdo as caracteristicas gerais da populacéo, ndo observamos significancia
entre os pacientes, o que poderia ser explicado pelo baixo nimero amostral e pelo fato de
que ndo estava disponivel no iDoctor todos os dados dos pacientes referentes as suas

caracteristicas gerais.
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8. CONCLUSOES

O estudo observou que os pacientes HIVV/Aids apresentavam indices de MPV
mais baixos. Com a trombocitopenia esses valores aumentaram por uma sintese
aumentada de plaquetas grandes e recém-sintetizadas, com a finalidade de compensar a

perda de plaquetas destruidas na periferia.

Os valores aumentados de PDW, sugerem uma composicdo de plaquetas

ativadas.

Os achados aqui presentes podem ser Uteis para dar a continuidade de pesquisas
referentes a atividade plaquetaria em PVHIV, uma vez que esta é atualmente uma

importante questdo de saude publica.

Através dos nossos resultados, visamos alertar PVHIV e profissionais da area

sobre a importancia de estudos do papel das plaquetas no contexto da infeccédo pelo HIV.
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10. ANEXOS

Anexo 1

FUNDAGAQ DE MEDICINA

TROPICAL "DOUTOR HEITOR W

VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOCS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: PARAMETROS CLINICOS E LABORATORIAIS COMO PREDITORES DE OBITO EM
PACIENTES HIW/AIDS INTERNADOS

Pesquisador: Monique Freire dos Reis

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 29665118.6.0000.0005

Instituigido Proponente: Diretoria de Ensing e Pesquisa - DENFE

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.345 085

Apresentagio do Projeto:

conforme parecer #2.772.107, aprovado em 18 de julho de 2018.

Objetive da Pesquisa:

conforme parecer #3.083.615, aprovado em 14 de dezembro de 2018 (emenda 1)
Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

conforme parecer £3.083.615, aprovado em 14 de dezembro de 2018 (emenda 1)

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
trata-se da apresentagic de nova emenda ao protoceolo original, desta vez para a inclusio de novos

membros 3 equipe original, a saber:

Taynna Vernalha Rocha Almeida CPF: 04421197020 (UFAM — Pos-doutoranda)
Barbara Jose Antunes Baptista CPF: 12498785784 (FIOCRUZ - Pos-doutoranda)
. Wilson Zacarias Aires Meto CPF: 82877914220 (UFAM - Mastranda)

- Wellington Mota Gama CPF: 01828683298 (UFAM - Mestrando)

. Rosillynne Ericka Silva Costa CPF: 00388087233 (PAIC - FIDCRUZ)

. Jaqueline de Sousa Veras Barbosa CPF: 343757168215 (UFAM - Mestrando)

. Madia Ketssa Lima Lucas CPF: 52078778253 (UFAM - Mestrando)

. Rogeric Rudson Passos do Mascimento CPF: 00044447280 (UFAM - Mestrando)

@ = @ ok oW ko=

Endersgo. Ay, Pedro Telkelra, 25

Balrro: D. Pedrod CEP: £9.040-000
UF: AM Munlciplo:  MANALS
Talafona: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mall: cep@imt.am.gov.br
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Confnuagio do Fanscer: 3345, 585

8. Denilson da Silva Veras CPF: 00282701208 (UFAM - Mestrando)

10. Maria Gracilene Gomes Diniz CPF: 33826537315 (UFAM - Mestrando)

11.5uzy Cristina Franga Rodrigues CPF: DDB12210214 (UFAM - Mestranda)

12.Thiago de Oliveira Pires CPF: TBA75573240 (UFAM - Mestrando)

13. Jodo Virato Mazolo CPF: 087972511 (UFAM - Mestrado)

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

de acordo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

diante do expesto, considero a presente emenda APROVADA, salvo melhor juizo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

A presente EMENDA (E2) estd APROVADA e os interessados ficam informados de dar continuidade em
apresentar a este CEP os relatorios parciais e final do estudo, conforme prevé a Resolugio CNS n®
466/2012, utilizando o formulério de Roteiro para Relatéric Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e

Multicgntricos, proposto pela CONEP em nossa home page.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagio
Informagtes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_134145) O7/05/2019 Aceito
do Projeto T E2.pdf 12:22:33
Otros emenda.pdf 0752019 | Taynna Vemalha Aneito
12:21:08 | Rocha Almeida

TCLE | Termos de | TCLE_2.docx 11122018 |Monigue Freire dos Aneito

Assentimento 18:33:06 |Reis

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhada /| Projeto_tese_CEP . docx 11122018 |Monigue Freire dos Aneito

Brochura 18:32:51 |Reis

|Inwestigadar

Otros carta.pdf 11/112/2018 | Monigue Freire dos Aceito
18:30:23 |Reis

Otros E_Anexod_TDCLE_subestudo_2.pdf 11/112/2018 | Monigue Freire dos Aceito
19:13:06 | Reis

Otros E_Anexo_2b_Emenda_1_clean.docs 11/112/2018 | Monigue Freire dos Aceito
18:12-51 Rais

Otros E_Anexo_2a_Emenda_1_com_alteraco | 11/12/2018 |Monigue Freire dos Aceito

es_marcadas.docx 19:12:28 | Reis
Otros E_Anexo_1_TCLE_subestudoi_clean. 11/112/2018 | Monigue Freire dos Aceito

Endersgo: Ay, Pedro Telxelra, 25

Balrro: D. Pedro CEP: §9.040-000
UF: AM Municiplo:  MAMAUS
Talsone: (92)2127-3572 Fam: (92)2127-3572 E-mall: cep@imt.am.gov.br
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Coninuacho do Famscer 3345585

Qo ™

Outros docx 18:12:08 |Reis Aceito

Otros E_anexotelesubestudo.docx 111272018 |Monigue Freire dos Aceito
10:09:45 |Beiz

Folha de Rosto folha_rosto.pdf 15/05/2018 |Monigue Freire dos Aceito
23:04:47 |Reis

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Naao

MANAUS, 24 de Maio de 2010

Assinado por:

Marilaine Martins
[Coordenador{a))

Endersgo. Ay, Pedro Telxelra, 25

Balmro: D. Pedrol
UF: AM

CEP: £9.040-000

Municiplo:  MANAUS

Talafona: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572

E-maalil:

cep@imt.am.gov_br
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Anexo 2

Page 1

Caracteristicas gerais

Prontudrio:

Numero de recrutamento:

Data de admissao hospitalar:

Data de recrutamento:

Nome completo:

(Insira o nome completo do paciente)

Origem:

(Insira 0 municipio de origem do paciente)

Contato:

(Insira o contato telefonico ou e-mail fornecido)

Data de nascimento:

Idade:

Raga: (O Branca
O Negra
O Asiatica
O Indigena
QO Parda
O N/A

Altura (cm):

Massa corporal (kg):

IMC

Sexo: O Feminino

O Masculino




