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RESUMO
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PERFIL LIPIDICO, AGREGAGAO PLAQUETARIA E ATIVIDADE DE
ECTOENZIMAS DO SISTEMA PURINERGICO EM PLAQUETAS DE
PACIENTES HIV POSITIVOS SOB TERAPIA ANTIRRETROVIRAL
Autor: Joao felipe peres rezer
Orientadora: Daniela bitencourt rosa leal
Data e local de Defesa: Santa Maria, 23 de agosto de 2013.

A infeccdo pelo HIV é caracterizada por uma continua replicagcao viral e
deplecdo dos linfocitos T CD4+, acarretando alteragdes imunoldgicas e
infecgbes por patdégenos oportunistas. A utilizagdo da terapia antirretroviral
(TARV) tornou evidente a regressao das manifestagdes clinicas, acompanhada
por melhora nas condi¢des de saude do paciente. Fato que indica um aumento
na expectativa de vida. Entretanto, junto aos beneficios da medicagao, surgem
também complicagées relacionadas com a toxicidade destas drogas. A
infeccao pelo HIV e o uso da TARV tem sido fortemente associados com o
risco de doenca cardiovascular e possiveis eventos pro-trombaéticos. Sabendo
da participacdo de plaquetas como células efetoras na resposta imune, na
resposta inflamatéria e na coagulagcdo sanguinea e ainda, que o sistema
purinérgico € constituido por ectoenzimas (E-NTPDase, E-5-nucleotidase e E-
ADA) que possuem agdes importantes na tromborregulagéo e na hemostasia o
objetivo deste estudo foi determinar o perfil de agregagdo plaquetaria, a
atividade de ectoenzimas em plaquetas e possiveis alteragdes metabdlicas de
individuos infectados pelo HIV. Foram incluidos no estudo 20 individuos
controle (sorologia negativa para HIV), 10 individuos HIV (sorologia reagente
para HIV e sem tratamento antirretroviral) e 50 individuos HIV TARV (com
sorologia reagente para HIV e em tratamento com TARV). Os resultados
mostram que ndo houve alteracdo da atividade da E-NTPDase para hidrolise
do ATP, mas houve uma diminui¢cdo de hidrélise do ADP no grupo HIV TARV.
A atividade da E-5-nucleotidase ndo esta alterada para hidrolise do AMP nos
pacientes HIV TARV. Contudo, a atividade da E-ADA esta diminuida nos
grupos HIV e HIV TARV, fato que pode promover um aumento nos niveis
extracelulares de adenosina. Ainda foi encontrado aumento da agregacao
plaquetaria e aumento do colesterol LDL e triglicerideos no grupo HIV TARV,
dados estes sugerem risco de doenga cardiovascular aumentado. Com isso,
os resultados aqui relatados sugerem que o tratamento antirretroviral exerce
uma importante alteragcdo, tanto na atividade das ectoenzimas do sistema
purinérgico envolvidas no processo tromborregulatério, quanto no perfil de
agregacao plaquetaria destes pacientes e nos parametros metabdlicos, dados
que podem suportar hipéteses de risco cardiovascular neste grupo de
pacientes e um possivel efeito cardioprotetor da adenosina extracelular durante
o tratamento antirretroviral.

Palavras - chave: Plaquetas, HIV, ectoenzimas, antirretroviral, adenosina.
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HIV infection is characterized by continuous viral replication and depletion of
CD4 + T lymphocytes, leading to immunological changes and opportunistic
infections by pathogens. The use of antiretroviral therapy (ART) became
apparent regression of clinical manifestations, accompanied by improvement in
the patient's clinical condition. Fact which indicates an increase in life
expectancy. However, with the benefits of medication complications arise also
related to the toxicity of these drugs. HIV infection and HAART has been
strongly associated with the risk of cardiovascular disease and possible
prothrombotic events. Knowing the participation of platelets as effector cells in
the immune response, inflammatory and clotting and that the purinergic system
comprising ectoenzymes as E-NTPDase, and 5'-nucleotidase and E-ADA
besides their role in regulating levels of adenine nucleotides and nucleoside
have important actions in tromboregulation hemostasis and the aim of this study
was to determine the profile of platelet aggregation activity ectoenzymes in
platelets and metabolic changes in HIV-infected individuals. The study included
20 control subjects (tested negative for HIV), 10 HIV individuals (seropositive for
HIV without antiretroviral treatment) and 50 HIV-HAART (seropositive for HIV
and treated with HAART). The results show that there was no change in the
activity of the E-NTPDase for ATP hydrolysis, but there was a decrease in the
hydrolysis of ADP in HIV HAART group. The activity of E-5'-nucleotidase is not
changed to AMP hydrolysis in HIV HAART. However, the activity of E-ADA
groups is decreased in HIV and HIV HAART, which may promote an increase in
extracellular levels of adenosine. Also found increased platelet aggregation and
increased LDL cholesterol and triglyceride levels in HIV HAART group, these
data suggest increased risk of cardiovascular disease. Thus, the results
reported here suggest that antiretroviral treatment has a significant change,
both in the activity of the purinergic system ectoenzymes involved in
thromboregulation, as the profile of platelet aggregation in these patients and
metabolic parameters, data that can support risk hypotheses cardiovascular this
group of patients and a possible cardioprotective effect of extracellular
adenosine during antiretroviral treatment.

Keywords: Platelets, HIV, ectoenzymes, antiretroviral adenosine.
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1. INTRODUGAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) é uma doenca
causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), caracterizada por ser
uma infeccao cronica (KLIMAS et al., 2008). O HIV pertence a uma classe de
microrganismos denominada de retrovirus e ao subgrupo lentivirus (CHIU e
YANIV et al., 1985). Evidéncias relatam que o HIV, anteriormente teria como
seu hospedeiro natural o chipanzé, foi transmitido para o homem no inicio do
século XX nos paises do oeste africano (KEELE et al., 2006).

No ano de 1981, a epidemia da infeccdo pelo HIV teve seu inicio,
quando o Center for Disease Control and Prevention (CDC) relatou a morte de
cinco individuos homossexuais masculinos devido a uma infecgdo pulmonar
rara causada pelo agente Pneumocystis carini (CENTER FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 1981). A identificacdo do agente causador
desta epidemia foi reconhecida somente no ano de 1983 (FAUCI, 1999;
ELEOPULOS et al., 2004).

Dados revelam que em 2011, 2,5 milhdes de novas infec¢des foram
identificadas no mundo, sendo 2,2 milhdes em adultos e 330 mil em menores
de 15 anos. O numero representa mais de 7 mil novas infecgbes diarias e 97%
delas foram notificadas em paises de baixa e média renda. Ja as mortes
provocadas pelo HIV no mesmo periodo totalizaram 1,7 milhdo, sendo 1,5
milh&o entre adultos e 230 mil entre menores de 15 anos de idade. Na América
do Norte, 20 mil pessoas morreram no ano de 2010 em decorréncia do HIV; na
regidao do Caribe, 10 mil; na América Latina, 57 mil; na Europa Ocidental e
Central, 9,3 mil; na Europa Oriental e Asia Central, 90 mil; na Asia Oriental, 60
mil; na Asia Meridional e Sul-oriental, 270 mil; no Norte da Africa e Oriente
Médio, 25 mil; na Africa Subsaariana, 1,2 milhdes; e na Oceania, 1,3 mil
(UNAIDS, 2012).

No Brasil, os registros indicam que ja foram notificados 656.701 casos
de AIDS (de 1980 a junho de 2012). Dados atuais estimam que 530 mil
pessoas vivam com HIV/AIDS em nosso pais. Do total estimado, 135 mil
desconhecem ou nunca realizaram a testagem soroldgica para o HIV (BRASIL,
2012).
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Este virus tem sua estrutura formada por um envelope, uma bicamada
lipidica derivada da célula do hospedeiro e as glicoproteinas gp120 e gp41,
responsaveis pela entrada do virus na célula do hospedeiro. Internamente, uma
matriz protéica (p17) envolve o capsideo viral (p24). No interior do capsideo
esta o genoma viral que consiste de duas fitas simples de RNA associadas a
trés enzimas virais, denominadas transcriptase reversa (TR), integrase (IN) e
protease (PR) (BARRE-SINOUSSI, 1996) (FIGURA 1).

p32 gp120 gp41
integrase S
p17
p24
ssRNA
p10
protease &
MHC proteins Reverse transcriptase

(p64)

FIGURA 1: Estrutura do HIV-1 (KUBY, 2007).

O virus da imunodeficiéncia humana se subdivide em dois tipos
geneticamente diferentes (BUTLER et al., 2007). O HIV-1 é o virus
predominante nas regides da Europa, Estados Unidos, Africa Central e em
inUmeras outras partes do mundo, incluindo o Brasil, sendo o mais prevalente
entre os dois tipos. O HIV-2 é encontrado principalmente em individuos
infectados na regido oeste do continente Africano, possuindo caracteristicas
muito similares ao HIV-1, visto que tem o mesmo tropismo por células do
sistema imune e causa a sindrome da imunodeficiéncia aguda (TEBIT et al.,
2007).

A transmissao do HIV acontece durante o contato sexual sem o uso de
preservativos, de mae para filho, na exposicdo a produtos contaminados com

sangue e em usuarios de drogas injetaveis que podem contaminar-se com o
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virus assim como em pessoas que manipulam inadequadamente produtos
contendo sangue contaminado (SLEASMAN; GOODENQOW, 2003).

Apds a transmissédo do HIV, as células dendriticas, os macrofagos e os
linfocitos TCD4+ migram e hospedam o virus para regiao dos tecidos linféides
durante um periodo de trés a cinco dias. Essas células permitem que ocorra a
replicacdo viral dentro de aproximadamente quatorze dias apds a exposi¢cao
(ZHANG et al,. 1999). O ciclo de vida do HIV pode ser dividido em fases
precoces e tardia. Geralmente, a fusdo viral inicia-se apds uma interagao entre
as glicoproteinas virais e a superficie das células TCD4+. Isto & seguido pelo
desencapsulamento do virus e a transcrigdo reversa do genoma do RNA viral
em DNA proé-viral. Subsequentemente, o DNA recém sintetizado é associado a
um complexo de nucleo-proteina, denominado complexo de pré-integragao
(PIC), que inclui a proteina viral matriz, transcriptase reversa, integrase e a
proteina acesséria VPR (NISOLE; SAIB, 2004).

Este ciclo viral tem continuagdo com a expressao do gene pro viral pela
maquinaria da célula hospedeira, o que resulta em poliproteinas precursoras
virais. A poliproteina gag-pol, é clivada pela enzima viral protease, ocorrendo
entdo a producgdo de proteinas virais maduras para a montagem do virion. Isto
€ seguido pelo brotamento, maturacgéao viral e finalmente, a liberagao de virions
infectantes para novas células do hospedeiro (LAITH; NOURI, 2007).

Fatores como infecgdes oportunistas, marcadores de ativacéo
imunoldgica e perda de peso dos individuos infectados, estdo associados com
a progressao da doenga causada pelo HIV. Em alguns casos, estes fatores,
podem estar relacionados com a diminuigdo da sobrevida, os quais podem ser
relacionados entre os indicadores da gravidade e/ou progressdo da doenga
(SULLIVAN et al., 1998; SULLIVAN, 2002).

A infeccao pelo HIV-1 cursa com um amplo espectro de manifestagdes
clinicas, desde a fase aguda até a fase avancada da doenga. Em pessoas que
se infectam com o HIV e nao realizam tratamento, é estimado que o tempo
médio entre o contagio e o aparecimento da doenga esteja em torno de dez
anos (BRASIL, 2013).

A evolugao da infeccéo pelo HIV inicia com a infeccédo primaria ou fase
aguda da infecgdo, que geralmente é assintomatica e corresponde ao periodo

de elevada carga viral (FIGURA 2). Em geral, as manifestagcbes comecam a
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surgir de duas a quatro semanas apdés a contaminagdo e podem apresentar
caracteristicas clinicas inespecificas como febre, linfadenopatia, cefaléia,
mialgia, artralgia, anorexia, nausea, vomito, diarréia e exantema maculopapular
eritematoso. Mas a fase aguda é autolimitante e rapida, com duracao
aproximada de até 30 dias. A infecgao primaria de curso mais severo tem sido
relacionada a uma rapida progressdao da doenca. Nesta fase, os exames
laboratoriais apresentam uma diminuicdo na contagem de células T CD4+
(BARTLETT; MOORE, 1999).

A soroconversdo em geral ocorre apos duas a seis semanas do contagio
e antes desse periodo, os testes sorolégicos para a detecgao de anticorpos
anti-HIV-1 ndo sdo reagentes em decorréncia da pequena quantidade de
anticorpos produzida e também devido a sensibilidade dos testes. Este periodo
€ compreendido como janela imunolégica, quando a resposta imune adaptativa
€ capaz de controlar parcialmente a infecgdo e a replicagao viral (STAPRANS;
FEINBERG, 2004).

Com a resolugédo do quadro de infecgdo primaria e a soroconversao, o
paciente entra na fase crbnica da infeccao assintomatica sendo conhecida
como fase de laténcia clinica. Esta fase pode subsistir por varios meses ou até
alguns anos. A replicagdo viral permanece nos 6rgaos linféides, porém,
identifica-se um processo de equilibrio dindmico no qual a destruicdo das
células TCD4+ ¢ parcialmente contrabalanceada pela sua producdo. Por
conseguinte, ocorre uma destruicdo lenta e gradativa de células TCDA4+,
macrofagos e células dendriticas (BARTLETT; MOORE, 1999; GESKUS et al.,
2007).

Ao término do periodo de laténcia, com o declinio constante de células T
CD4+, o sistema imunolégico comecga a evidenciar a sua fragilidade frente ao
HIV-1; apresentando a contagem absoluta de células TCD4+ que pode chegar
a niveis abaixo de 200 céls/mm3 e o surgimento de doencgas oportunistas,
caracterizando assim, o inicio da infeccdo sintomatica pelo HIV e o
desenvolvimento de AIDS (KARON et al., 1992; BARTLETT; MOORE 1999,
STAPRANS; FEINBERG, 2004).
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FIGURA 2: Infecgéo pelo HIV-1: dindmica da carga viral e das células T CD4+. Disponivel em:
http://www.metapathogen.com/HIV-1/HIV-1-disease progression (adaptado)

Nos primeiros anos da epidemia, a maioria dos individuos infectados
progredia para um estado de quase completa destruicdo das fung¢des do
sistema imunolégico. Anteposto, vale destacar que somente a partir do ano de
1996, com o surgimento da terapia antirretroviral (TARV), houve uma grande
mudanca no curso da histéria natural da infecgéo pelo HIV. O uso combinado
dos antirretrovirais levou a reducdo acentuada da carga viral plasmatica,
elevacado significativa e prolongada no numero de linfécitos TCD4+ e,
consequentemente, a diminuicdo de qualquer processo definidor de AIDS e da
mortalidade relacionada ao HIV (HOGG et al.,, 1993; MARINS et al., 2003;
D’ARMINIO et al., 2005).

Os farmacos antirretrovirais disponiveis para o uso podem ser divididas
em cinco grupos de acordo com o0 mecanismo pelo qual eles interrompem o
ciclo de vida do virus. Estes grupos dividem-se entre: os Inibidores da
transcriptase reversa, que inibem a transcriptase reversa viral por competicao

com os nucleosidos naturais, ou por reducao da sua atividade catalitica. Ja os
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inibidores de protease desativam a protease e com isso, impedem a geragao
de novos virions capazes de infectar outras células. Outra classe sdo os
inibidores de integrase que atuam impedindo a integragdo do DNA viral no
genoma nuclear. Os inibidores de fusdo impedem a fusao entre o invélucro do
virus e a membrana da célula hospedeira (APOSTOLOVA et al., 2011).

Com o advento desta terapia, a sobrevida de pacientes infectados pelo
HIV melhorou significativamente. No entanto, em estudos de observagao, o uso
da terapia antirretroviral foi fortemente associado com o risco de doencga
cardiovascular (FOWKES et al., 2003; KLEIN et al., 2005; UNAIDS/WHO,
2008).
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FIGURA 3: Acao das drogas da terapia antirretroviral no ciclo de vida do HIV (Adaptado de
GOODMAN; GILMAN, 2009)

Antes do inicio da terapia antirretroviral, pensou-se que a doenca
cardiaca coronariana relacionada ao HIV estava associada a infecgdo pelo
citomegalovirus ou ao HIV per si, apesar da associagao entre a infecgéo viral e
lesdes arteriais coronarianas nao ter ficado bem estabelecida (ANDERSON et
al.,, 1990). Posteriormente, estudos imunohistoquimicos possibilitaram a
documentacdo objetiva da presenca do HIV em artérias coronarias
comprometidas por inflamagédo e obstrucdo aterosclerética (BARBARO et al.,

2001). Diversos disturbios clinicos e laboratoriais de lipidios e metabolismo da

Inibidores de maturagéo
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glicose tém sido cada vez mais relacionados em pacientes com infecgéo por
HIV apés o advento da terapia antirretroviral (VIRABEN; AQUILINA, 1999;
BEHRENS et al., 1999). Varias vias metabdlicas foram postuladas para explicar
0 uso da terapia antirretroviral associada a alteragbes no metabolismo lipidico,
incluindo a inducdo da resisténcia a insulina, a inibicdo da lipoproteina-lipase
causada por fator de necrose tumoral-alfa, a supressao da replicagao do HIV,
ou mudangas sutis no sistema endocrino e na homeostase (CALZA;
MANFREDO; CHIODO, 2003).

Sposito e colaboradores (2007) evidenciaram que o aumento da
incidéncia de eventos vasculares e trombéticos agudos nestes pacientes foi
atribuida também a trombofilia e a um perfil lipidico desfavoravel devido a
reducdo dos niveis de HDL e a elevacao de triglicerideos e de lipoproteinas.
Além disso, tem sido demonstrado que uma alta propor¢cao de pacientes
tratados com TARYV, especialmente aqueles que incluem inibidores de
protease, apresentam disturbios metabdlicos (dislipidemia, resisténcia a
insulina) e alteragdes fisiologicas (lipodistrofia e lipoatrofia), bem como
aumento do risco de doenga cardiovascular (doenga arterial coronariana e
acidente vascular cerebral) (MULLIGAN et al.,, 2000; BARBARO, 2003;
SWEET, 2005; GRINSPOON; CARR, 2005).

Algumas linhas de pesquisas defendem que a aterosclerose pode ser
influenciada pelas doengas causadas por diversos microrganismos como virus
e bactérias, ja que estes possuem papel importante no desenvolvimento da
placa aterosclerética (LEINONEN et al., 2000; KURANO et al., 2011). A partir
disso, pessoas infectadas e que fazem o uso da terapia antirretroviral, ttm na
doenca aterosclerética prematura cardiovascular uma das principais causas de
morbidade e mortalidade (MOCROFT et al., 2010). O aumento do risco de
doenca cardiovascular em pacientes que recebem terapia antirretroviral parece
estar relacionado, em parte, aos efeitos de certos componentes da mesma, no
entanto, os efeitos diretos da terapia sobre a vasculatura também podem
contribuir para este problema. A disfuncado endotelial (FIGURA 4) é um passo
chave na aterogénese que contribui para a iniciacdo, perpetuacdo e para as

manifestagdes clinicas da aterosclerose (LOUW et al., 2008).
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FIGURA 4: Mecanismos protetores e deletérios da terapia antirretroviral nas células
endoteliais. (ICAM-1: Molécula de adesao intracelular-1; V-CAM 1: Moléculas de adeséo
vascular-1; DM2: Diabetes tipo IlI; NO: o6xido nitrico (Adaptado de CALZA; MANFREDI;

VERUCHHI, 2010).

A funcéo endotelial tem sido implicada na aterogénese e no controle do
comportamento dindmico de placa, prevendo a ocorréncia de futuros eventos
cardiovasculares (LAING et al., 1996; LOUW et al., 2008). Ainda nado esta
totalmente esclarecido o efeito da infeccdo pelo HIV e/ou da terapia
antirretroviral na elasticidade das grandes ou pequenas artérias (BAKER et al.,
2009).

As plaquetas, além de participar da cicatrizacdo de feridas e da
hemostasia, sdo componentes envolvidos também nos processos inflamatérios
e imunolégicos (PAGE, 1989; WEKSLER, 1992).

As alteracdes inflamatdrias subclinicas que ocorrem na parede arterial,
desencadeadas por fatores de risco cardiovascular, sdo implicadas na
patogénese da doencga aterosclerética (ROSS, 1999). Embora a infecgéo pelo
HIV provoque imunossupressdao e consequente diminuicdo da resposta
inflamatdria sistémica, a mesma provoca profundas alteragbes da fungao
endotelial, semelhante as encontradas na reagao inflamatoria subclinica propria

da doenga aterosclerética difusa. Os niveis elevados de fator de von
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Willebrand, uma glicoproteina que provoca agregagao plaquetaria, séo
encontrados nestas duas situagdes e se correlacionam com niveis de citocinas
pro-inflamatérias. Considerando que os niveis plasmaticos de fator de von
Willebrand tém valor progndstico na doenca coronariana se faz necessario
também salientar que a expressao da proteina S esta diminuida na infecgao
pelo HIV e auto- anticorpos pré-tromboticos anti-fosfolipides sdo produzidos em
maior quantidade nestes pacientes (SUDANO et al., 2006).

Ante o exposto, fica evidente que as plaquetas (FIGURA 5) séo as
principais responsaveis pela manuteng¢ao da integridade da vasculatura, sendo
capazes de responder rapidamente frente a qualquer alteracdo no endotélio
vascular devido a suas propriedades de adesao, liberacao de substancias e
agregacao. Ressalta-se ainda, que os eventos cardiovasculares resultantes da
oclusao por trombos em locais que apresentam ruptura de placas devido a
ativacéo, adesao de plaquetas e a formagao de coagulo de fibrina (FIGURA 6)
sdo a principal causa de morte e invalidez mundial (BAKKER et al., 1994,
MARCUS et al., 2001; BIRCK et al., 2002).

FIGURA 5: Formas de apresentagdo das plaquetas: 1. Plaguetas em repouso com

forma discoide; 2. Plaquetas expostas a agentes pro-agregantes, aderem ao substrato e
estendem diversos filopodios; 3. As plaquetas se espalham para exercer suas fungdes.
(Adaptado de Molecular Cell Biology, Lodish, 52 edigao).
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As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos, derivadas do
megacariécito e sdo envolvidas por membrana. Possuem vida média de 7 a 10
dias, apresentando forma esférica, sendo anucleadas e compostas por
diversas organelas, como sistema canicular aberto e granulos densos. Este
sistema é o responsavel pela troca de substancias com o meio externo.
Pequenos filamentos de actina estdo ligados a proteinas e conectados a
membrana plasmatica através de glicoproteinas (BLOCKMANS et al., 1995).
Estas estruturas nao tém capacidade de sintese protéica, mas possuem
intensa atividade metabdlica em nivel de membrana (BATLOUNI, 1993).

Com isso, a hemostasia é reconhecida por ser um processo fisiolégico
que tem como objetivo manter o sangue em estado fluido no interior dos vasos
sanguineos, evitando a hemorragia ou a trombose. Em condigdes fisioldgicas,
as ceélulas endoteliais, que revestem 0s vasos sanguineos, expressam
substancias com propriedades anticoagulantes. Quando ocorre dano vascular,
o fator tissular é exposto, liga-se ao fator VIl e ao fator Vlla, iniciando assim, o
processo de coagulacao (FURIE; FURIE, 1988).

O complexo fator tissular engatilha uma série de reagdes bioquimicas
de ativagcado e inativacdo da qual participam proteinas plasmaticas entre elas,
0s zimogénios de serinoproteases e cofatores; plaquetas e células endoteliais e
ions (principalmente o calcio). O conjunto dessas acgdes resulta na formacao de
coagulo constituido por plaquetas e fibrina (DAVIE; FUJIKAWA,; KISIEL, 1991).

Entdo, para o desenvolvimento do processo de coagulagdo, é
fundamental que aconteca a ativacao plaquetaria, desencadeada por um dano
vascular e/ou estimulo quimico (por trombina, o nucleotideo ADP, tromboxano
A2 ou epinefrina). J& a adesédo plaquetaria resulta da ligagao do complexo de
superficie glicoproteina (Gp) Ib/Gp IX (Gplb/IX) ao fator von Willebrand,
presente no subendotélio vascular. A agregabilidade plaquetaria, é
desencadeada através da liberacdo de importantes biomoléculas dos seus
granulos, tais como ADP e tromboxano A2, que ativam e recrutam outras
plaguetas para o sitio da lesdo (MANN, 1999). Com a ativagao das plaquetas,
ocorre a expressao do complexo plaquetario llb/llla (GPIIb/llla) na superficie e
ligacao ao fibrinogénio circulante, mediando a formagéo do tampao plaquetario
(MANN, 1999).
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FIGURA 6: Representagado das plaquetas no processo de hemostasia durante a formagao do
tampao plaquetario. A- Processo de lesdo com exposi¢ao de agonistas plaquetarios. B- Adeséo
das plaquetas do subendotélio. C- Mudanga de forma da plaqueta com secregéo dos granulos.
D- Ligagao plaqueta/plaqueta. E- Depdsito de fibrina sobre o tampao plaquetario. (Adaptado de
CASTRO et al., 2006).

Neste ponto, vale destacar, que a alteracdo da série megacariocitica
mais frequente em individuos infectados por HIV é a trombocitopenia (ALAEI et
al., 2002; SACHER et al., 2002; MAZZA et al., 2004). Calcula-se que cerca de
11% dos infectados por HIV apresentem contagem de plaquetas inferior a
100x10%/pL. Destes, apenas uma pequena proporcédo (6% a 24%) apresenta
trombocitopenia grave (contagem plaquetaria inferior a 50x103/uL). No entanto,
0s quadros hemorragicos graves, que podem comprometer a vida destas
pessoas, nao sao frequentes (IRIBARREN et al., 1996).

Estudos também relatam a ativagao plaquetaria em individuos infectados
pelo HIV. Holme e colaboradores (1998), mostraram que este grupo de
pacientes possui aumento significativo dos niveis de plaquetas ativadas, como
evidenciado por estas plaguetas possuirem niveis de microvesiculas
superiores, bem como os niveis de p-selectina, CD63 e aminofosfolipidos.

Porém, os mecanismos que conduzem a ativagdo das plaquetas em
pacientes infectados pelo HIV ainda nao foi totalmente elucidados, mas varios
fatores podem estar envolvidos. O efeito da terapia antirretroviral sugere que o

grau de replicacdo do HIV esta associado com esta ativacdo. A possibilidade é
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de que a replicacado do HIV por si sé induz esta ativagao, a infeccéo por HIV em
megacariécitos e os efeitos do HIV nas proteinas derivadas de plaquetas
também podem sustentar esta ideia (ZUCKER-FRANKLIN et al., 1990; ZAULI
et al., 1992;).

A agregacao plaquetaria é a propriedade que as plaquetas possuem de
unirem-se entre si e é responsavel pelo crescimento do trombo plaquetario. Ha
trés vias principais de agregacao plaquetaria, que se interrelacionam em varias
etapas do processo. Uma vez ativada, a plaqueta sofre agdo de agonistas que
se ligam a receptores de membrana da plaqueta e ativam cascatas
bioquimicas. A primeira via de agregacao se manifesta pela agao da fosfolipase
C, que atua catalisando a formagé&o de inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP3 se liga aos receptores no sistema tubular denso, elevando a
concentragao citoplasmatica de calcio. O aumento dos niveis intracelulares de
calcio promove a contragcdo da plaqueta, secrecdo de ADP e sintese de
tromboxano A2 (SOBOL; WATALA, 2000).

A segunda via de agregacdo plaquetaria € mediada pelo ADP, o qual
promove o recrutamento de outras plaquetas para o tampao plaquetario. A
ligacdo do ADP ao receptor purinérgico de plaquetas leva a ativacdo da
cascata da proteinoquinase de ativagdo mitogénica. Esta proteina induz a
liberagado de calcio do sistema tubular denso para o citosol. O ADP caracteriza-
se por ser um agente indutor da agregacao plaquetaria em presenca de calcio
e fibrinogénio (VANNI et al., 2007).

A terceira via da agregacdo plaquetaria esta envolvida com o acido
araquiddnico, que é liberado da membrana plaquetaria por agcao da fosfolipase
A2 e fosfolipase C. O acido araquidbnico é rapidamente metabolizado pelas
enzimas ciclooxigenase e lipooxigenase, formando as prostaglandinas G2 e
H2. Esses intermediarios sao convertidos, pela tromboxano sintetase, em
tromboxano A2, que € um potente agente agregante plaquetario (WAKEFIELD
et al., 2008).

A liberagdo de agentes agregantes como ADP no meio extracelular,
pode estimular a adesao, ativacdo e agregacido plaquetaria. Frente a isso, a
hidrélise do nucleotideo ADP extracelular constitui uma importante via para
limitar a agregacao plaquetaria e a formagao de trombo (PILLA et al., 1996;
ISHII-WATABE et al., 2000).
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Diversas biomoléculas sdo capazes de desempenhar papéis importantes
nas fungdes plaquetarias. Considerando isto, vale ressaltar que
aproximadamente 90% dos nucleotideos presentes nas plaquetas sao
constituidos por nucleotideos de adenina (LUTHJE; OGILVIE, 1983). Sendo
assim, é importante frisar que diversos estudos referem que os nucleotideos,
ATP e ADP, secretados por leucdcitos, plaquetas e células endoteliais
danificadas, servem como mediadores capazes de modular o processo de
inflamacao e trombose vascular (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). O ATP e
outros nucleotideos e nucleosideos s&o encontrados em todos os sistemas de
orgaos animais que produzem efeitos tanto por mecanismos intracelulares e
extracelulares. O ATP intracelular é principalmente utilizado como forma
energética em diversos processos, tais como o transporte ativo, motilidade
celular e biossintese, enquanto ATP extracelular é considerado uma poderosa
molécula de sinalizagdo (BURNSTOCK, 1972).

Pesquisas inferem que a liberagdo de nucleotideos endégenos (FIGURA
7) representa um componente importante para iniciar uma cascata de
sinalizagdo. A liberagdo massiva de nucleotideos pode ocorrer apds a lise das
células, no entanto, este mecanismo nao especifico é restrito por lesdo de
orgaos, choque traumatico ou determinadas condi¢des inflamatérias (BOURS
et al., 2006). Ja os mecanismos nao-liticos de efluxo de nucleotideos
representam uma via distinta e importante da presenca de nucleotideos no
meio extracelular. Varios tecidos excitatérios, tais como células pancreaticas
(SORENSEN; NOVAK, 2001) e em destaque as plaquetas circulantes
(MARCUS et al., 2003), armazenam ATP e ADP, em granulos especializados,
sendo capazes de regular a liberagado de vesiculas contendo nucleotideos de
uma forma dependente de Ca2?+, via exocitose. Ademais, pode ocorrer a
libertagdo de nucleotideos a partir de varios tecidos nao-excitatérios, incluindo
o epitélio (SCHWIEBERT; ZSEMBERY, 2003; OKADA et al., 2006), células
endoteliais (BODIN; BURNSTOCK, 2001; BUXTON et al., 2001),
cardiomidcitos (VASSORT, 2001) e de outras células hematopoiéticas (BOURS
et al., 2006).
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concentragdo micromolar de ATP no espagco pericelular (Adaptado de YEGUTKIN, 2008).

Os nucleotideos da adenina como ATP, ADP e AMP e o nucleosideo
adenosina ndo sédo capazes de atravessar a membrana celular, porém podem
realizar suas agdes bioldgicas através de receptores purinérgicos especificos
que estdo presentes na superficie celular (DI VIRGILIO et al., 2001).

O ATP extracelular e seus metabdlitos sdo reconhecidos por duas
familias de receptores purinérgicos, P1 e P2, presentes na superficie de
diversas células cujos membros séo ativados pela adenosina e por ATP e ADP
respectivamente (BURNSTOCK, 2007). Os receptores P2 podem ainda ser
divididos em duas subclasses, acoplados a proteina G (metabotropicos) e
chamados de P2Y e também os ligados a canais idnicos, designados P2X (DI
VIRGILIO et al., 2001).

Em mamiferos estdo identificados oito subtipos de receptores P2Y
(P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14), sete P2X (P2X1-
7) e quatro subtipos de receptores P1 (A1, A2A, A2B e A3) (RALEVIC;
BURNSTOCK, 1998). Receptores do tipo P1 reconhecem a adenosina e
também sado metabotropicos (BURNSTOCK, 2007). Os subtipos A2A e A2B de
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receptores estdo acoplados a proteinas estimulatérias G (Gs) e tipicamente
suprimem as respostas celulares por aumentar os niveis de AMPc
intracelulares. Enquanto, os receptores subtipos A1 e A3 estdo acoplados a
proteinas Gi/0 ou Gg/11 e promovem a ativagao celular (JUNGER, 2011).

O ATP liberado no meio extracelular exercera seus efeitos quando ligado
a receptores P2X ou a P2Y, e consequentemente sera metabolizado a
adenosina por ectoenzimas, que irdo controlam seus niveis extracelulares. A
adenosina formada, exercera seus efeitos biolégicos através da ativagao de
receptores P1 (DI VIRGILIO et al., 2001).

Estudos recentes revelaram que o ATP pode ser liberado em condicdes
basais, influenciando uma grande variedade de respostas celulares. Deste
modo, o ATP parece atuar como um mensageiro de dentro para fora, que afina
as vias de transdugéo de sinal (CORRIDEN; INSEL, 2010).

O ATP pode exercer seus efeitos na tromborregulagao, pois € liberado
dos granulos plaquetarios, juntamente com o ADP, no momento que ocorre
ativacdo das plaquetas. O ATP desempenha um duplo efeito sobre a
agregacado das plaquetas, ou seja, em baixas concentragdes ele induz a
agregacao plaquetaria, e em altas concentragdes ele acaba provocando
inibicdo da agregacao (SOSLAU; YOUNGPRAPAKORN, 1997).

O nucleotideo ADP no meio extracelular atua como mediador primario
da ativagao plaquetaria, contribuindo para homeostasia e formagao de trombos,
através do seu efeito agregatério apds danos teciduais. O AMP & um
metabdlito intermediario da hidrélise do ATP (BARSOTTI; IPATA, 2004) que
exerce a funcao de sinalizador em situacées de desequilibrio no metabolismo,
servindo também como substrato para a formagdo da adenosina (CUNHA,
2001; LATINI; PEDATA, 2001).

A adenosina € capaz de inibir a agregacao plaquetaria induzida pelo
ADP, tornando-se um agente protetor dos vasos e artérias, protegendo os
mesmos da instalacdo da placa arterosclerética (SPRONK et al., 2004;
DUARTE et al., 2007). Este nucleosideo pode apresentar também uma agao
cardioprotetora em episodios de isquemia ou hipoxia como ja relatados em
estudos anteriores (MINAMINO et al., 1996, HASKO; CRONSTEIN, 2004).

Para manter os niveis extracelulares em condigdes fisiolégicas, os

nucleotideos ATP, ADP, AMP e o nucleosideo adenosina, apds desempenhar
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suas fungdes organicas, devem ser degradados. Para isto, existe um sistema
responsavel pelo controle dos seus niveis extracelulares, exercido por enzimas
ancoradas na membrana plasmatica das células, como plaquetas, linfécitos e
células endoteliais ou localizadas no meio intersticial de forma soluvel. Essas
enzimas sao conhecidas como ectonucleotidases e podem ser classificadas
como familia das E-NTPDase (nucleosideo trifostato 5’-difosfohidrolase, CD39
ou apirase), familia das E-NPP (nucleosideo pirofosfato/fosfodiesterase),
fosfatases alcalinas e E- 5-nucleotidase (CD73) sendo amplamente
distribuidas nos tecidos (ZIMMERMANN, 2000).

O conjunto de a¢des destas ectoenzimas, forma uma cadeia enzimatica
(FIGURA 8) que tem inicio com a acédo da E-NTPDase e da E-NPP, as quais
catalisam a hidrdlise do ATP e do ADP, formando AMP. A seguir a enzima E-
5’-nucleotidase hidrolisa a molécula do AMP formando adenosina (GODING,
2000; ZIMMERMANN, 2001, ZIMMERMANN et al., 2012). Ainda, seguindo esta
sequéncia de degradacao, existe a enzima adenosina desaminase (ADA), a
qual regula as concentracdes de adenosina, através da conversdo e
consequente formacéao de inosina (ZIMMERMANN, 2000; BOURS et al., 2006).

A E-NTPDase (FIGURA 9) (E.C.3.6.1.5, ATP-difosfohidrolase, ecto
ATPase, apirase, CD39), é uma enzima que pertence a familia das
ectonucleotidases, responsavel por catalisar a hidrélise de nucleotideos
extracelulares tri e difosfatados (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006).
Oito membros desta familia ja foram identificados e diferem quanto a
especificidade de substratos, distribuicdo tecidual e localizagao celular. As E-
NTPDases 1, 2, 3 e 8 localizam-se na superficie celular com o sitio catalitico
voltado para o meio extracelular. J& as E-NTPDases 5 e 6 tem expressao
intracelular e as E-NTPDases 4 e 7 tém sua localizagao intracelular, voltada
para o lumen da organela citoplasmatica (ROBSON et al., 2006).
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1
@7 3 4 5
ATP ADP AMP 2 Ado = Ine 2 Hyp

E-NPP ATP - AMP + PP;

1.

2. E-NTPDase ATP = ADP + P;; ADP - AMP + P;
3. Ecto-5-nucleotidase AMP = adenosine + P;

4. Adenosine deaminase Adenosine = Inosine

5. PNP Inosine = hypoxanthine

FIGURA 8: Ectoenzimas envolvidas na degradagéo de nucleotideos e nucleosideos (Adaptado
Yegutkin, 2008).

Estas ectoenzimas estdo envolvidas em uma série de processos
fisiologicos e patolégicos. Muitas das suas agdes bioldgicas representam
consequéncias da atividade fosfohidrolitica dos nucleotidieos extracelulares
que limita os efeitos mediados pela ativacdo dos receptores P2, além do
envolvimento na producdo de adenosina, que por sua vez exercera seus
efeitos através da ativagcdo de receptores P1 ou participara da via de
recuperagao de nucleotideos (BURNS, 1990).

As NTPDases expressam seus genes em vertebrados e também em
invertebrados, plantas, fungos e importantes patégenos humanos, como
Herpetomonas muscarum, Toxoplasma gondii, Leishmania amazonensis,
Trichomonas vaginalis, Schistosoma mansoni e Trypanosoma cruzi, atuando
como facilitadores da infeccdo, estando possivelmente envolvidos com a
captacao de purinas, capacidade infectiva e modulacao da resposta imune do
hospedeiro (BERMUDES et al., 1994; BERREDO-PINHO et al., 2001; ALVES-
FERREIRA et al., 2003; DE JESUS et al., 2002; FIETTO et al., 2004; PENIDO
et al., 2007).
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FIGURA 9: Estrutura das NTPDases (Adaptado de ZIMMERMANN, 2001).

As ectonucleotidases possuem um alto grau de similaridade em sua
sequéncia de aminoacidos, especialmente dentro de cinco regides que séo
conhecidas como “regides conservadas da apirase” (ACRs), que sao de
extrema importancia para a atividade catalitica e ligacdo com substrato
especifico. Alteragdes na estrutura quaternaria e interacdo das subunidades
podem afetar a interacdo de ACRs envolvendo a ligacao e hidrélise do
substrato (GRINTHAL; GUIDOTTI, 2006).

Um aumento na expressdo da CD39 ja foi observado em plaquetas de
pacientes diabéticos e hipertensos; pacientes com doencga de chagas (LUNKES
et al., 2008; SOUZA et al., 2012). A presenca de E-NTPDase, na membrana de
células endoteliais, constitui um fator preponderante na manutengcado da
homeostasia vascular (BIRK et al., 2002). Enfatiza-se ainda, que as respostas
trombodticas e inflamatérias podem ser moduladas pela expressdao da
CD39/ATPDase (KOZIAK et al., 1999).

A enzima Ecto-5-nucleotidase (5°-NT; EC 3.1.3.5, CD73) pertence a
uma superfamilia de dinuclear metalofosfoesterases, a qual hidrolisa diferentes
substratos, incluindo fosfoproteinas, nucleotideos e &acidos nucléicos
(HUNSUCKER et al., 2005; STRATER, 2006). Esta amplamente distribuida em

bactérias, plantas e animais, a enzima catalisa a hidrolise da ligagao
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fosfodiéster de varios nucleosideos 5-monofosfatado (ex.: AMP) a seus
respectivos nucleosideos (ex.: adenosina) (ZIMMERMANN, 1996). Até o
momento, sete membros da enzima E-5-nucleotidase foram isolados e
caracterizados em humanos, diferindo entre si através das suas propriedades
moleculares e cinéticas, bem como de sua especificidade pelo substrato e
localizagéo celular (BOROWIEC et al., 2006).

Cinco membros estdo localizados no citoplasma, um na matriz
mitocondrial e um ancorado a membrana plasmatica externa, sendo este uma
ecto- 5’-nucleotidase (E-5-NT) (HUNSUCKER et al., 2005). Embora hidrolise
uma variedade de nucleosideos 5’-monofosfatados, foi demonstrado que a E-
5’-nucleotidase tem maior afinidade por AMP, com valores de Km na faixa de
micromolaridade, sendo por isto considerada a principal enzima responsavel
pela formacgao de adenosina (ZIMMERMANN, 1996; ZIMMERMANN, 2001).

NH.

Figura 10: Estrutura da ecto-5-nucleotidase (Adaptado de ZIMMERMANN,
2001).

A E-5-nucleotidase ativa € um dimero composto de subunidades de
71kDa ancorado a membrana plasmatica por uma glicosil fosfatidilinositol (GPI)
com seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular (ZIMMERMANN, 2001;
HUNSUCKER et al., 2005).

A enzima adenosina desaminase (ADA; E.C. 3.5.4.4) é parte do conjunto
de enzimas responsaveis pela degradacdo dos nucleotideos e nucleosideos da

adenina (YEGUTKIN, 2008). Responsavel por catalisar a desaminagéo
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irreversivel da adenosina e 2'-deoxiadenosina em inosina e 2'- deoxinosina,
respectivamente (RESTA et al., 1998; ROBSON et al., 2006). A ADA pode ser
encontrada em praticamente todos os vertebrados. Nos humanos existe na
forma de duas isoenzimas classificadas como ADA1 e ADA2, cada uma com
suas particulares propriedades bioquimicas (SHAROYAN et al., 2006).

A regulacdo da concentragao extracelular de adenosina, foi uma das
primeiras fungdes fisioldgicas atribuidas a ecto-ADA, logo apds sua descoberta
na membrana celular (FRANCO et al.,, 1997). A adenosina é liberada de
células, dependendo da sua concentracdo intracelular ou ser proveniente da
degradacao do ATP extracelular devido a agao de ectonucleotidases.

O controle da sinalizagdo adenosinérgica também pode ser exercido
através da via de recuperacdo da adenosina através de transportadores de
nucleosideos, seguida por fosforilagdo a AMP pela adenosina quinase ou
desaminagdo & inosina pela ADA citosdlica (HASKO; CRONSTEIN, 2004).

A adenosina é uma biomolécula que sinaliza processos endogenos
regulando diversos processos tanto fisioldgicos como patologicos (FREDHOLM
et al., 2001). Este nucleosideo é produzido em resposta a situagdes de
estresse metabdlico ou dano celular e altas concentragcbes de adenosina
extracelular ocorrem em situacbes de isquemia, hipoxia inflamagao e trauma
(HASKO; CROSTEIN, 2004). As concentracdes de adenosina extracelulares
em situacdes hemostaticas ficam em niveis nanomolares (10 a 20 nM), ja em
situacbes de estresse tecidual ou hipoxia estes niveis sdo elevados a
concentragdes micromolares (10 a 100uM) (FREDHOLM et al., 2001).

Com isso, sabe-se que os processos fisiolégicos cardiovasculares sao
controlados por uma complexa rede de sinalizagdo celular. Entre os seus
mensageiros menos compreendidos, estdo os nucleotideos da adenina (ATP,
ADP e AMP) e o seu derivado nucleosideo (adenosina). Como referido
anteriormente, essas moléculas regulam diferentes mecanismos. Os niveis
extracelulares de ATP, ADP e AMP séao regulados, principalmente, pela sua
hidrolise através de uma familia de enzimas denominadas ectonucleotidases,
ja citadas anteriormente. Este conjunto, juntamente com os receptores
purinérgicos (ja relatados a cima), formam o sistema purinérgico, que é
caracterizado por ser uma via de sinalizacdo importante, desencadeando

multiplos efeitos celulares, incluindo resposta imune, inflamagao, dor,
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agregacao plaquetaria, vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferagdo e
morte celular (BURNSTOCK; KNIGHT, 2004).

Em resumo, tendo em vista que a infecgao pelo HIV pode desencadear
quadros patoldgicos cardiovasculares e considerando a evidente participacéo
das plaquetas e das purinas extracelulares em diferentes processos envolvidos
na funcionalidade cardiovascular normal e que os disturbios ou prejuizos na
sinalizacdo purinérgica podem estar relacionado ao desenvolvimento de
patologias cardiovasculares. Torna-se fundamentalmente importante,
considerar a manutencdo da sinalizacdo purinérgica, incluindo biomoléculas
sinalizadoras e suas ectoenzimas de degradagdo, pois, este sistema de
sinalizacdo tém se mostrado alvo importante para o monitoramento e
tratamento de doencas cardiovasculares e suas complicagcbes. Diante do
exposto, este trabalho tem como enfoque principal a avaliagédo do perfil de
agregacao plaquetaria e a atividade das ectoenzimas E-NTPDase, E-5-
nucleotidase e E-ADA em plaquetas de pacientes HIV positivos, além da

analise de alguns marcadores de perfil lipidico.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil lipidico, a agregacdo plaquetaria e a atividade das
ectoenzimas do sistema purinérgico em plaquetas de pacientes HIV positivos

em tratamento com a terapia antirretroviral.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o perfil da agregacéo plaquetaria, utilizando ADP como agonista em

pacientes HIV positivos (em tratamento antirretroviral) e individuos controle.

- Avaliar o perfil lipidico (Colesterol total; HDL; LDL e triglicerideos) de

pacientes HIV positivos (com e sem terapia antirretroviral) e individuos controle.

- Avaliar a atividade da E-NTPDase e da E-5-nucleotidase em plaquetas de
pacientes HIV positivos (com e sem tratamento antirretroviral) e em individuos

controle.

- Avaliar a atividade da E-ADA em plaquetas de pacientes HIV positivos (com

e sem tratamento antirretroviral) e em individuos controle.
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3. METODOLOGIA E RESULTADOS

Os resultados desta dissertacao estdo apresentados na forma de um
manuscrito. Os itens materiais e métodos, resultados, discussao e referéncias
bibliograficas encontram-se no préprio manuscrito e representam a integra
deste estudo. O manuscrito esta formatado de acordo com as normas para
publicagédo da revista Cell Biochemistry and Function.

Manuscrito: ‘EFFECT OF ANTIRETROVIRAL THERAPY IN
TROMBORREGULATION THROUGH OF THE HYDROLYSIS OF ADENINE
NUCLEOTIDES IN PLATELETS OF HIV PATIENTS”.
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Abstract: The HIV infection can cause biochemical and vascular. The highly
active antiretroviral therapy (HAART) markedly reduced mortality and
opportunistic diseases associated with AIDS. With the increased survival shaft
engagement of cardiovascular disease. The platelets has on its surface
ectoenzymes of the purinergic system including E-NTPDase, E-5'-nucleotidase
and E-ADA. The aim of this study was to evaluate the activity of these
ectoenzymes in platelets of patients with HIV infection, linking them with the
profile of platelet aggregation and cholesterol levels. Our results suggest that
antiretroviral treatment of HIV and has a significant change, both in the activity
of purinergic system ectoenzymes tromborregulation involved in the process.

These data can support an increased cardiovascular risk situations this group of
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patients and on the other hand a possible cardioprotective effect of
extracellular adenosine, generated by the cascade of hydrolysis of adenine

nucleotides.

Key Words: HIV, platelets agregation, adenosine, ATP and antiretroviral

therapy.

Introduction

Several studies have demonstrated the significant impact of non-AIDS-
defining ilinesses, such as cardiovascular disease, kidney disorders and
liver disease and its comorbidities in the outcome of HIV infection.
Cardiovascular disease had emerged as a major evidence of disease during

the period of highly active antiretroviral therapy (HAART).!:2

Cardiovascular complications in HIV-infected individuals include
thrombotic microangiopathy, arterial disease, dilated cardiomyopathy, abnormal
coronary artery pathology, and myocarditis.®456 Macrovascular and
microvascular disorders involve complications such as thrombosis and
atherosclerosis, which can be accelerated by platelet activation.”® The
increased platelet aggregation, as well as the release of vasoactive mediators
are factors that contribute to the occlusion of the blood vessel function by

reducing cardioprotective effect.®

The high concentration of adenine diphosphate (ADP) and calcium
present in vascular obstruction, promote platelet recruitment to the blood vessel
wall. The control of extracellular levels of adenosine and adenine nucleotides as
well as the activation of purinergic receptors is critical in the maintenance of
physiological processes including development of purinergic signaling, blood
flow, secretion, inflammation and tromboregulation.’® The ectoenzymes E-
NTPDase, E-5'-nucleotidase and E-ADA act on the vascular system through the
maintenance of hemostasis and thrombogenesis, especially for regulating

platelet aggregation.

Platelets express distinct sets of these ectoenzymes as well as
purinergic receptors, regulating the processes thromboembolic induced

vascular injuries.'? Whereas the immune response, inflammatory and vascular
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triggered by HIV infection, signaling molecules are modulated by the purinergic
system is highly relevant to evaluation of the activity of enzymes present on the
platelet membrane. This study aimed to evaluate the activity of ectoenzymes E-
NTPDase, E-5'-nucleotidase and E-ADA in platelets, and to evaluate the profile
of platelet aggregation in patients with HIV infection and also patients using
HAART.

Material and Methods

Chemicals: The substrates adenosine 5'-triphosphate disodium salt (ATP),
adenosine 5’- diphosphate sodium salt (ADP), 5-monophosphate sodium salt
(AMP), adenosine, as well as bovine serum albumin, Trizma base, HEPES and
Coomassie Brilliant Blue G were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). All the other chemicals used in this experiment were of analytical grade

and of the highest purity.

Patients and samples: Fifty patients with HIV who were taking HAART at the
Federal university of Santa Maria hospital were included in the study. The group
of patients in treatment (HAART HIV) showed a mean age of 35.68 + 1.41. The
group of HIV-infected patients who were not taking antiretroviral therapy (HIV),
10 patients had a mean age of 29.53 £ 1.41. The control group (control)
consisted of 20 healthy subjects with a mean age of 27.93 £ 1.48 years old, and
serology nonreactive for HIV. All subjects gave written informed consent to
participate in the study. The Human Ethics Committee of the Health Science
Center, from Federal University of Santa Maria approved the protocol under
number 08163912.6.0000.5346, Brazil.

Platelet preparation: PRP was prepared by the method '3 modified by 4. Briefly,
peripheral blood was collected in 0.129 M sodium citrate as anticoagulant and
centrifuged at 160 g for 15 min. Afterwards, the PRP was centrifuged at 1,400 g
for 30 min and washed twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH 7.0, containing 142
mM NaCl, 2.5 mM KCI and 5.5 mM glucose. The washed platelets were

resuspended in HEPES isosmolar buffer.

Cellular integrity: The integrity of the platelet preparation was confirmed by

determining the lactate dehydrogenase (LDH) activity in intact and disrupted
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platelets using the kinetic method of the Labquest apparatus (Diagnostics Gold

Analyzer). The procedure was repeated before and after the incubation period.

Protein determination: Protein was determined by the Coomassie blue method

using bovine serum albumin as standard.'s

E-NTPDase and E-5-nucleotidase activity determination: The E-NTPDase
enzymatic assay in platelets was carried out in a reaction medium containing 5
mM CaClz, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 60 mM glucose and 50 mM Tris-HCI
buffer, pH 7.4, at a final volume of 200 uL as described by Pilla et al. For AMP
hydrolysis, the E-5-nucleotidase activity was carried out as previously
described, except that the 5 mM CaClz was replaced by 10 mM MgClz. Twenty
microliters of the isolated platelets (8-12 ug of protein) was added to the
reaction mixture and pre-incubation proceeded for 10 min at 37°C. The reaction
was started by the addition of ATP or ADP at a final concentration of 1 mM, and
AMP at a final concentration of 2 mM, and the time of incubation was 60 min.
Both enzyme assays were stopped by the addition of 200 pL of 10% TCA to
provide a final concentration of 5%. Subsequently, the tubes were chilled on ice
for 10 min. The Pi released was measured.'® using malachite green as the
colorimetric reagent and KH2PO4 as standard. Controls were carried out to
correct for nonenzymatic hydrolyses of nucleotides by adding enzyme
preparation after 10% TCA addition. All samples were run in triplicate. Enzyme-

specific activities are reported as nmol Pi released/min/mg of protein.

E-ADA activity determination: E-ADA activity from platelets was determined
based on the direct measurement of the formation of ammonia produced when
adenosine deaminase acts in excess of adenosine.'” Briefly, 50 uL of platelets
reacted with 21 mmol/L of adenosine, pH 6.5, and was incubated at 37°C for 60
min. Afterwards, the reaction was stopped by adding a solution of 106.2 nM
phenol and 167.8 nM sodium nitroprussiate and a hypochlorite solution. The
amount of ammonia produced was measured at 620 nm and the results were

expressed in units per milligrams of proteins (U/mg of protein).

Quantitative determination of platelets: Total blood was colleted in tubes

containing 7.2 mg dipotassium EDTA as an anticoagulant and the quantitative
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determination of platelets was performed by automated haematology analyzer
(SYSMEX XT-1800i, Roche Diagnostic, USA).

Platelet aggregation: Platelet aggregation was measured by turbidimetric
measurement'® with a Chrono-log optical aggregometer (AGGRO/LINK® Model
810-CA software for Windows version 5.1). The PRP was obtained by
centrifugation of peripheral blood for 15 min at 160 g and the preparation of
platelets poor plasm (PPP) was obtained by centrifugation of the sample by
1,400 g for 30 min. After the calibration of the aggregometer, the data
concerning the assays and reagents were entered on a computer coupled to the
equipment, and the test of patient was then performed. Aggregation was
measured at 37°C and expressed as the maximal percent change in light
transmittance from baseline at 5 min after the addition of the agonist ADP at
concentrations of 5 yM and 7,5 uM, with PPP as a reference. Results were

expressed as percentage of aggregation.

Metabolic characteristics: The cholesterol and total triglycerides were measured
in serum by enzymatic method. HDL cholesterol in serum was measured by
enzymatic colorimetric method. LDL cholesterol was analyzed by enzymatic
colorimetric method by machine LABMAX PLENNO ® (Labtest diagnostic SA).

Statistical analysis: Variables were expressed as mean * standard error of the
mean (SEM). The data obtained for the enzymatic activities in platelets from
patients were analyzed statistically by ANOVA way via and post hoc Newman-
Keuls. Differences were considered significant when the probability was
P<0.05.

Results

General characteristics and coagulation parameters: HIV patients (n=60),
without antiretroviral treatment (n=10), with antiretroviral treatment (n=50) and
control group (n=20). The average use of antiretroviral drugs were 7 years.
Featuring chronic drug use. The platelet count Is shown in table 1. These data
show physiological values for human beings, since the normal values for adults
is between 150.000 and 400.000 platelets / ml of blood and normal values.

PTT: Partial Thromboplastin time, PT: Prothrombin time.
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Lipid profile: Table 3 shows the values of biochemical parameters (n; means £
SEM). For total cholesterol found an increasing trend for the HIV HAART
(n=50; 198.6£11.35). The control group (n=20) had an average of 188.2+ 6.88
and HIV group an average of 154.0+1.79. In evaluating the HDL cholesterol
found a decrease in both HIV group (n=10; 34.70+3.33) and in HIV-HAART
group (n=50; 45.15+£2.67). The control group showed satisfactory levels (n=20;
55.951£2.18). For LDL cholesterol increase was observed for HIV HAART group
(n=50; 130.8+8.11), since the HIV group and the control group showed
satisfactory levels (n=10; 99.20+8.74 and n=20; 72.50+£7.04 respectively). An
increase in triglycerides in HIV HAART group was found (n=50;
164.2+17.77). In the groups HIV and control satisfactory levels (n=10;
113.0£12.91 and n=20; 79.45+8.69 respectively). Amounts in ml/dL. LDL: /ow-
density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein. Reference values according
to Expert Panel on Detection, Evaluation, And Treatment of High Blood
Cholesterol In Adults (Total cholesterol <200; LDL<100; HDL>60;
Triglycerides<150).

Platelet aggregation: Figure 4 shows the results for platelet aggregation using
as agonists ADP. As can be seen, there was an increase (81.1+ 6.93) and (86.7
t+ 6.37) of platelet aggregation HAART in HIV group with 5 uM and 7,5 uM
concentrations of ADP, respectively when compared with the control group
(n=20; 62.4 + 2.44 (5pl) and 71.5 £ 2.78 (7.5pl) (P <0.05, n = 10).

E-NTPDase activity: Figure 1 shows the results obtained for the activity of the
E-NTDase by the hydrolysis of ATP (1A) and ADP (1B). As can be seen no
change in ATP hydrolysis in the control group (n=20; 13.36 = 0.54) when
compared with HIV HAART (n=50; 14.5 £ 0.49) group (P> 0.05). Already the
HIV group (n=10; 19.8 + 1.43) showed an increase of 49% in ATP hydrolysis
when compared with the control group (n=20; 13.3 + 0.54) (P <0.0002).

For hydrolysis of ADP was observed a decrease of 39% in HIV HAART group
(n=50; 7.31 £ 0.36) compared with the control group (n=20; 11.90 + 0.43) (P
<0.05). Regarding the HIV group and the control group increased by 32% (P
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<0.05). The HIV group compared with the group HIV-HAART increased 1.2
times for hydrolysis of ADP (P <0.0001).

Ecto-5’-nucleotidase activity: Figure 2 shows the enzymatic hydrolysis of
AMP and 5'-nucleotidase which increased by 53% (P <0.0001) in the HIV group
(n=10; 6.20 £ 0.45) compared with the control group (n=20; 4.04 + 0.21).
Between the control group (n=20; 4.04 + 0.21) and HIV HAART (n=10; 3.36 +
0.15) there was no difference (P> 0,05).

E-ADA activity: E-ADA activity of platelets is shown in Fig. 3. The results
showed a 49.63% reduction in the activity of E-ADA in HIV HAART group
(n=50; 3.40 £ 0.87) compared to the control group (n=20; 6.75 + 0.70). And a
34.83% reduction in the activity of E-ADA when comparing the control group
(n=20; 6.75 + 0.70) to group HIV (n=10; 4.40 + 0.52) (0<0.05). No significant
difference between groups HIV HAART and HIV (P>0.05).

Cellular integrity: As demonstrated in Table 2, the measurement of LDH
activity showed that approximately 4% of the platelets were disrupted indicating

that the preparation was predominantly intact after isolation procedure.

DISCUSSION

HIV-infected patients have persistent inflammatory conditions, the
establishment of the activation of immunity and inflammation involving several
mechanisms that are directly or indirectly related to viral replication.'® Moreover,
actually many studies have demonstrated that HIV infection may favor a
procoagulant state, which contributes to the development of cardiovascular
diseases.! Furthermore, recent results confirm that HIV viremia is a significant
predictor of acute myocardial infarction, regardless of CD4 + cell count.? In this
context there is the participation of both platelets on cardiovascular events and
responses to inflammatory processes, since no activation current of such
structures under these conditions.?2 At this point, highlightp the importance of
adenine nucleotides ATP, ADP and AMP and its respective nucleoside
adenosine in immune process and tromboregulatory. These nucleotides can be

released into the circulation by various structures, including the platelets, where
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they can modulate the vascular response, since they act as agonists and
antagonists of platelet aggregation. The effects of these molecules are
mediated by cell surface receptors and their extracellular concentrations are
regulated by purinergic system of ectoenzymes, which includes E-NTPDase, E-

5'-nucleotidase, E-ADA among others.

Some studies report that the activity of vascular functions E-NTPDase
(thromboregulation and vascular permeability) are probably correlated with high
hydrolytic activity on endothelial cells and vascular smooth muscle.2324 |n this
study, changes were observed in the E-NTPDase activity in platelets of HIV
patients who were receiving HAART and who did not use this therapy. It was
found that the hydrolysis of ATP and ADP are increased in HIV-infected
individuals who do not antiretroviral therapy, suggesting low levels of
extracellular ATP and ADP. It is worth noting that during metabolic stress
situations the release of intracellular ATP, followed by catabolism of this
nucleotide is the most important source for the increase in the levels of
extracellular adenosine. It is known that ADP interacts with P2Y on platelets
and induces platelet aggregation, thus contributing to the normal hemostasis.
ATP can now react with P2X preventing this mechanism.25 Regarding the E-
NTPDase activity for patients on HAART, there was a decrease in the activity of
this enzyme for the hydrolysis of ADP, whereas there was no change in activity
for the hydrolysis of ATP. By analyzing these results suggest that the
extracellular levels of ADP are elevated in these patients, which would favor the
occurrence of thrombotic processes, given that ADP is a strong platelet agonist.
In view of that this assumption can be confirmed by increased platelet

aggregation viewed in these patients by testing using ADP agonist.

Regarding the activity of E-5-nucleotidase and in HIV patients who do
not make use of antiretroviral therapy, there was a high activity of this enzyme,
suggesting that extracellular adenosine levels are increased in these patients,
even when one observes that this group of patients showed a decrease in the
activity of E-ADA compared to the control group. In this context it is worth
mentioning the anti-inflammatory and immunosuppressive effect of the
adenosine.?627 Low concentrations of ATP and high concentrations of

adenosine into the extracellular medium, exerted by ectoenzymes, induce an
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anti-inflammatory response, by neutralizing the stimulation of the immune
response mediated by ATP via immunosuppressive effects of adenosine in
patients infected with HIV that do not use HAART. When looking at the group of
patients treated with HAART, there were no changes in the activity of E-5'-
nucleotidase in the control group, however there was a decrease in the activity
of E-ADA in patients, which may suggest a increase extracellular adenosine
levels in this group. Although adenosine vasodilatory have functions, in our
study these effect may not have been viewed because platelet aggregation in
these patients was increased However, the increased platelet aggregation is
due high concentrations of ADP induced release of constituents of the granules
and prostaglandin synthesis, yielding a characteristic biphasic response with

irreversible aggregation.?®

It is also known that drugs that comprise HAART work by blocking the
action of enzymes that are essential for virus replication and function. The drugs
should be used in combinations standard (usually a combination of three
drugs).?® An interplay between traditional risk factors in a high risk
predominantly male population together with the effect of the long term use of
HAART in inducing a metabolic syndrome is leading to a premature and
aggressive coronary artery disease phenotype not previously antiretroviral.
AIDS patients, now make use of antiretroviral therapy, then our results to
hydrolysis ADP by the enzyme E-NTPDase is expected since the group that
makes use of antiretroviral therapy may have increased levels of extracellular
ADP, suggesting that the ADP in these patients is a compensatory mechanism
of the organism to reverse the deficiency of platelet functions not only due
thrombocytopenias, but also, as is known protease inhibitors have been
associated with increased and severity of bleeding in hemophilia patients with
parameters typically normal clotting factor VIII and ineffective to stop bleeding.3°
Apart from thrombocytopenia is known that the effectiveness of HAART in HIV-
infected patients live longer and thus have increased prevalence of
cardiovascular disease in this population.3'.32.33 Therefore, there is a protective
function of adenosine, which is manifested by coronary vasodilation and
collateral vessels, increasing the oxygen supply to the tissues.343% The high

concentrations of extracellular adenosine, resulting from the activity of
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ectoenzymes found in this study in platelets could also be responsible for
cardioprotective and vasodilatory effects, preventing and/or controlling the
development of severe cardiovascular diseases. Supporting these results,
known to, in both treated and untreated HIV-infected patients the incidence of
arterial thrombosis is increased 2 to 6 fold compared to a healthy population of
the same age, while the risk of venous thromboembolism is 2 to 10 fold
higher.36:37  The current incidence of coronary artery disease in HIV-infected
population is at least three times greater than the general population38,
suggesting that HIV is an independent risk factor for vascular disease. In
addition to these findings our results also show an increase in platelet
aggregation in patients infected with HIV. Excessive platelet aggregation can
occur in the vasculature damaged as a consequence of the inflammatory

process triggered by viral infection or by treatment with HAART.

The action of ectoenzymes the purinergic system is one of the most
important factors involved in the modulation of extracellular concentrations of
the nucleotide / nucleoside and thus the effect on different platelet receptors.39
In this scenario, the coordinated activity of E-NTPDase, E-5-nucleotidase and
E-ADA tends to rapidly hydrolyze extracellular ATP / ADP / AMP with its
generation of adenosine, which represents the main effector system for
completion responses to pro-inflammatory and pro-thrombotic cardiovascular
system.10.11.40 The E-ADA activity decreased in all groups HIV and HIV HAART
promotes an increase in extracellular levels of adenosine. Although we found
increased platelet aggregation and increase in cholesterol LDL cholesterol and
triglycerides, and a tendency to decrease in HDL cholesterol among HIV
HAART, these data reveal an increased risk of cardiovascular disease. Thus
the activity of E-ADA may be contributing to its cardioprotective and
vasodilatory effects of adenosine. From the foregoing we can recognize that the
platelets and adenine nucleotide and nucleoside can play a important role in
cardiovascular disease in HIV-infected patients. Once, several physiological
responses vascular involve release of adenine nucleotides, which act on
platelet activation. The surface of purinergic receptors expressed platelet type 2
(P2) named P2Y receptors (G protein-coupled) and P2X (linked to ion
channels), activated by ADP and ATP, respectively0, thus making the
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hydrolysis of nucleotides factor important in regulating the hemostatic process.
Studies of enzymes E-NTPDase, E-5-ectonucleotidase and E-ADA
demonstrated that these enzymes are involved in the mechanism in various
tromboregulation pathologies*!, for example, and also in various sclerosis42
Chagas disease.*?® In summary, this study is known that HIV infection and its
treatment with HAART lead to biochemical changes involving the regulation of
thrombotic events. These changes can be observed through the alterations in
the activities of platelets ectoenzymes E-NTPDase, E-5'-nucleotidase, E-ADA
and profile of platelet aggregation in these patients, lipid profile observed in
patients treated reveals a relationship with purinergic cascade. This fact could
explain, at least in part, how the body reacts to develop vascular complications

that have been observed in patients with HIV positive.

Our results show that there was no change in the activity of NTPDase for
ATP hydrolysis or in the activity of 5'-nucleotidase for AMP hydrolysis in patients
on antiretroviral therapy, this fact indicates that antiretroviral therapy keeps the
hydrolysis of adenine nucleotides equal those of control patients. Corroborating
these data, a study evaluated the activity of NTPDase in human peripheral

lymphocytes, which was not altered by anti-HIV therapy.44

In conclusion, the use of antiretroviral therapy in to HIV infection, may
result in an increased risk of cardiovascular disease by changing the profile of
platelet aggregation and blood lipids. In addition, the purinergic system
ectoenzymes revealed a major role in the hydrolysis of nucleosides and
nucleotides of adenine, which interferes with the signaling cells to stimulate the
coagulation parameter changes and thus attenuate the effects of platelet

procoagulant observed in these patients.
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Table 1

60

General characteristics and coagulation parameters from
HIV patients (n= 60) and control group (n=20).

Variable HIV HAART HIV Control
n=50 n=10 n=20
Age (years) 356+ 1.4 29.5+1.4 279+1.4
g('fé?}i}_s) 172.8 £ 14.5 2267+91  267.7+10.1
PT (s) 94%17 10.74£ 0.3 11.6 0.2
PTT (s) 286422 27.8+13 28.3£0.9

a Continuous variables are shown as means + SEM. PTT

: Partial Thromboplastin time, PT: Prothrombin time.
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Evaluation of cellular integrity on platelet preparation

Variable HIV HAART HIV Control group
Platelets (x107/mL) 11.3+1.6 (5) 15.6 2.2 (5) 15.6 £ 2.2 (5)
LDH (intact platelets)® 228.9+ 36.0 (5) 175.6 £ 39.8 (5) 178.3 £ 39.8 (5)
LDH (lysed platelets)? 4923.0 £ 861.0 (5) 3610.0 + 354.9 (5) 3609.0 + 355.1 (5)

2 Results are presents as means + SEM with the number of experiments given in parenthesis.

b LDH activity is expressed as U/L. Cholesterol In Adults (Total cholesterol <200; LDL<100;

HDL>60; Triglycerides<150).
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Table 3

Metabolic Control (n=20) HIV (n=10) HIV HAART (n=50)
Characteristics
Cholesterol Total 188.2+ 6.88 154.0+ 1.79 198.6£11.35
HDL 55.95+2.18 34.70+3.33 45.15+2.67
LDL 72.50£7.04 99.20+8.74 130.8+£8.11
Tryglycerides 79.45+8.69 113.0£12.91 164.2+17.77

Amounts in ml/dL. LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein. Reference values

according to Expert Panel on Detection, Evaluation, And Treatment of High Blood Cholesterol In
Adults (Adult Treatment Panel Ill, 2001).
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4. CONCLUSAO

O aumento do colesterol LDL e dos triglicerideos no grupo de pacientes
HIV em tratamento antirretroviral, sugerem um aumento do risco do

desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

O perfil de agregacao plaquetaria mostrou-se aumentado no grupo de

pacientes HIV em tratamento com terapia antirretroviral.

A infeccao pelo HIV e o uso da terapia antirretroviral foram capazes de
alterar a atividade da E-NTPDase, tanto para a hidrdlise do ATP quanto
do ADP nas plaquetas dos pacientes quando comparadas sua atividade
com o grupo controle. Estes resultados sugerem que a cascata

purinérgica esta agindo para a formagéo do nucleosideo adenosina.

A atividade da E-NTPDase para hidrélise do ATP e a atividade da E-5-
nucleotidase para a hidrélise do AMP nao foi alterada no grupo de
pacientes sob uso de terapia antirretroviral. Estes dados sugerem que a
terapia antirretroviral é capaz de manter os niveis de ATP e AMP em

condicoes fisiologicas.

A atividade da E-ADA nas plaquetas de pacientes HIV e em tratamento
antirretroviral, mostrou-se significativamente diminuida em relagao aos
pacientes controles. Isto sugere que as concentragbes de adenosina
poderiam estar elevadas. Fato que pode estar ocorrendo para que a
adenosina exercga seus efeitos vasodilatadores e cardioprotetores, diante
de risco cardiovascular nos pacientes que fazem uso de terapia
antirretroviral ou exerga seus antiinflamatérios no grupo que nao faz uso

de terapia.

Em conjunto, estes resultados sdo muito importantes do ponto de vista

clinico, uma vez que, sugerem que o tratamento antirretroviral exerce
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uma importante alteragcdo, tanto na atividade das ectoenzimas do
sistema purinérgico, quanto no perfil de agregacao plaquetaria e nos
niveis séricos de colesterol dos pacientes HIV positivos durante o
tratamento com terapia antirretroviral. Os parametros relatados neste
estudo podem ser uteis na identificacdo do risco cardiovascular € no
monitoramento da patologia e a evolugéo do tratamento antirretroviral no

seu uso croénico.
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6. APENDICES
6.1. Apéndice A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Titulo do projeto:

“Perfil de agregacao plaquetaria e atividade de ectoenzimas do sistema
purinérgico em plaquetas de pacientes HIV positivos”

Pesquisadora responsavel: Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal

Instituicdo/Departamento : Departamento de Microbiologia e Parasitologia—
UFSM

Telefone para contato: (55) 3220-9581 ou  (55) 9105-4701

Comité de Etica em Pesquisa: Av. Roraima,1000- Prédio da Reitoria-2° andar-
sala Comité de Etica -Campus Universitario- Bairro Camobi- 97105-900-
UFSM-Santa Maria-RS

Tel: 0-xx-55 3220 9362

Local de coleta de dados:

Nome da paciente: Idade: anos

Responsavel legal:

Objetivo do estudo/Riscos/Procedimentos/Beneficios/Sigilo:

O senhor esta sendo convidado a participar de uma pesquisa, onde sera
colhido 15ml de sangue por puncdo venosa, a coleta sera realizada no
consultério de infectologia do HUSM, no momento da consulta. As amostras de
sangue serdo processadas e analisadas no laboratério do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia pelo proprio pesquisador. O senhor, também, esta
sendo convidado a responder um questionario, de forma voluntaria, tendo o
direito de desistir a qualquer momento.

Objetivo: a pesquisa avaliara a atividade de algumas substancias que
compdem o sangue de pacientes com HIV, para melhor entendermos sobre o
HIV e gerarmos informagdes capazes de futuramente auxiliar no controle e
novos tratamentos.

Procedimento e riscos: Na coleta de sangue havera o risco de um pequeno
desconforto devido a picada da agulha, e do local da coleta ficar dolorido ou
arroxeado, voltando ao normal em poucos dias, ndo causando problemas a sua
saude. Ao responder ao questionario pode haver cansaco.



77

Beneficios: os resultados nao irdo trazer beneficios diretos, porém sua
contribuicdo é importante. Com esse estudo, poderemos aprimorar nossos
conhecimentos sobre a evolugao e tratamento da doenca. Ao participar desta
pesquisa o senhor ndo tera gasto ou lucro financeiro. Nao sera feito pagamento
pela sua participacdo na pesquisa.

Confidencialidade: as informacbdes fornecidas no questionario serdo de
conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis. Em nenhum
momento sera revelado ou utilizado seu nome. Os dados serdo
arquivados por um periodo de 5 anos, e depois destruidos.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito deste estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo os objetivos deste estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, assim como a garantia de que
minhas informacbes serdo preservadas. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo.

Santa Maria, ...... de de oo,

Assinatura do sujeito de pesquisal/representante legal /marca datiloscopica
N. identidade (para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos,
semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a
participacéo neste estudo.

Santa Maria, ............. de .o, de

Assinatura do responsavel pelo estudo

Se vocé tiver alguma consideragédo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com os pesquisadores:

Daniela Bitencourt Rosa Leal: 55-3220-9581 —
Joao Felipe Peres Rezer: 55-8435-6438

Comité de Etica em Pesquisa: Av. Roraima,1000-Prédio da Reitoria-2° andar-sala comité de
ética-Campus Universitario-Bairro Camobi -97105-900- Santa Maria- RS- Telefone: 0-xx-55-
3220-9362
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6.2. Apéndice B
COLETA DE DADOS

Titulo do projeto: “Perfil lipidico, agregacao plaquetaria e atividade de
ectoenzimas do sistema purinérgico em plaquetas de pacientes HIV
positivos”

Pesquisadora responsavel: Prof? Dr? Daniela Bitencourt Rosa Leal -
Departamento de Microbiologia e Parasitologia, UFSM.

Telefone para contato: (55) 3220-9581 ou (55) 9105-4701

1. Grupo em que pertence a paciente:

( ) com HIV diagnosticado.

( )sem HIV diagnosticada.

2. Paciente com HIV faz uso de medicagao?

( )Néo Miligramas:.........ccuueiiiiiiee e
() Sim. Quais? ( )Abacavir ( )Zidovudina ( ) Lamivudina
() Efavirenz () Nevirapina ( )Lopinavir ( ) Atazanavir
() Enfuvirtida ( ) Didinosina ( ) Combivir () Trizivir

( )Estavudina ( ) Nelfinavir () Delavirdina ( ) Raltegravir

QUANAS VEZES @0 QI .. e e

3. Paciente sem HIV faz uso de alguma medicagéao?

( )Nao.

() SIML QUUAIT .ot e e e e
4. Paciente é fumante? ( )Sim () Nao

5. Paciente apresenta colesterol elevado? ( ) Sim ( ) Nao



6. Possui uma das seguintes doengas? Quais?

( ) Hipertensdo ( )Diabetes ( ) Artrite reumatéide

() OUIAS. .t

9. QuanNdo INICIOU @ terapia........ceeeeee e

Outras informacdes relevantes:

79
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6.3 Apéndice C

Termo de Compromisso para Utilizacido de Dados

( TERMO DE CONFIDENCIALIDADE)

Titulo do projeto:

“Perfil lipidico, agregagao plaquetartia e atividade de ectoenzimas do
sistema purinérgico em plaquetas de pacientes HIV positivos”

Pesquisador responsavel: Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal -
UFSM

Instituicdo/Departamento: Departamento de Microbiologia e Parasitologia

Telefone para contato: (55) 3220 - 9581

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade das pacientes cujos dados serdo coletados do registro da paciente
no arquivo do HUSM. Concordam, igualmente, que estas informagbes serao
utilizadas unica e exclusivamente para execucdo do presente projeto. As
informagbes somente poderdo ser divulgadas de forma anbnima e serao
mantidas na sala 4102 do prédio 20 do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia (UFSM) por um periodo de dois anos, sob a responsabilidade da
Pesquisadora responsavel. Apés este periodo, os dados serao destruidos.

Santa Maria, Agosto de 2012.

Prof? Dr2 Daniela Bitencourt Rosa Leal

(Nome e assinatura do pesquisador responsavel)
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Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo transversal que visa avaliar a atividade das ecto-enzimas como E-NTPDase, E-5; -
nuclectidase, E-NPF e E-ADAem plaguetas de individuos infectados pelo HIV e controles soro-negativos.
Este estudo visa ainda verificar o perfil de agregacdo plaguetaria e o efeito in vitro das diferentes terapias
antirmetrovirais em plaquetas

Objetivo da Pesquisa:

Objetiva geral

Verificar a atividade das ecto-enzimas que degradam nucleotideos e nucleosideo da adenina em pacientes
HIV- positivos sob terapia antiretroviral ou ndo.

Objetivos especificos

Em individuos HIV positivas & HIV negativos verificar:

- A atvidade da E-MTFDase e da E-5; -nuclectidase em plaguetas;

- A atvidade da E-ADA e E-NPFP em plaguetas e som;

- Cuantificar os nuclectideos ATP, ADP. AMP e a adencsina no soro;

- Awaliar o perfil da agregagio plaguetania, utiizando ADF como agonista;

- Avaliar tempo de protrombina (TF) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTFa), Dosagem de
fibrinogénio e tempo de trombina (TT).

-Avaliar a atividade das ecio-enzimas em pacienies durante a terapia antimeirovial {AIDS) & pacientes que
nunca fizeram o tratamento antimetroviral (HIWV.

Endarefo: Av. Roraima, 1000 - Prédio da Refborda 7 andar

Balrmo: Cldade Universitana - Camobl CEP: 37105900

UF: RS Municipio. SANTA MARLA

Telefome: 5532-2093 Fac 5532-2080 E+mall: comiieslicapesquisa@mall utsm.or
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