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RESUMO

Introducdo: O estado redox, translocagdo microbiana e ativacdo imune Sd0 processos pouco
estudados em gestantes infectadas pelo HIV. Estes temas tém extrema relevancia, afinal, podem
comprometer a homeostasia de processos fisioldgicos indispensaveis para o desenvolvimento
intrauterino e evolugdo gestacional, ou contribuir para aquisi¢do de comorbidades associadas ou néo
a aids nestas mulheres. Objetivo: Avaliar a translocacdo microbiana, ativacdo imune e estado redox
durante a gestacéo e pds-parto de mulheres infectadas pelo HIV. Casuistica e metodologia: As 39
mulheres incluidas pertenceram aos seguintes grupos: 13 gestantes HIV+, 10 gestantes HIV-, 10
mulheres ndo gravidas HIV- e, seis mulheres ndo gravidas HIV+. Foram coletados dados clinicos e
sociodemogréaficos pela analise de prontuérios e entrevistas. O sangue foi coletado em um Unico
momento, para as nao gestantes, e em trés momentos para as gestantes, sendo: primeiro ou segundo
trimestres (MO), pré-parto (M1) e pos-parto (M2). Foram analisados os seguintes parametros de
estresse oxidativo e translocacdo microbiana, respectivamente: atividade da peroxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), carbonilacdo proteica, proteina de ligacdo de &cidos graxos intestinais
(iFABP), lipopolissacaridio (LPS), cluster de diferenciacdo 14 soluvel (sCD14) e anticorpos do core
da endotoxina (EndoCADb, 1gG, IgA e IgM). A anélise estatistica foi baseada em dois modelos, um
fatorial, considerando dois fatores de classificacdo (gestacdo e infec¢do), e um longitudinal para os
grupos, combinando gestacdo e infeccdo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido de
Tukey e distribuicio Gamma seguido de Wald, considerando nivel de significancia de 5%.
Resultados: A média de idade geral foi de 31,5 (+7,18) anos. Para as gestantes infectadas, as
contagens de linfocitos T CD4+ apresentaram-se em sua grande maioria, acima de 500 células/mm?,
enquanto que 54,0% dessas mulheres possuiam CV acima do limite de deteccdo no momento da
inclusdo no estudo. Na avaliacdo do estado redox pelo modelo longitudinal, as gestantes (HIV+ e
HIV-) ndo apresentaram alteracdo na atividade de SOD, entretanto, a atividade de CAT foi aumentada
no pds-parto das infectadas (p=0,03) e no pré- e pds-parto das nao infectadas (p=0,0004 e p=0,001).
A elevacdo da carbonilacdo ocorreu apenas no pre-parto das gestantes nédo infectadas (p=0,01). Pelo
modelo fatorial, maiores atividades de SOD e CAT foram observadas nas HIV+, tanto nas mulheres

que estavam nos meses iniciais da gestacdo (p=0,04 e p=0,02, respectivamente) quanto nas nao



gestantes (p=0,007 e p=0,008); apesar disso, o fator gestacdo nestas mulheres infectadas parece
diminuir consideravelmente os niveis de CAT (p=0,004). Neste mesmo modelo, a carbonilacdo no
pré-parto foi mais evidente nas gravidas HIV- (p=0,01), do que nas HIV+, sendo que o inverso ocorre
quando o fator gestacao é excluido (p=0,01). Em relacéo a translocacdo microbiana, pelos modelos
longitudinal e fatorial, niveis de iFABP foram maiores nas gestantes infectadas [(M0 p=0,001; M1
p=0,009; M2 p<0,0001 longitudinal) e (M0 p=0,03, M1 p=0,01 e M2 p=0,007 fatorial)]. As dosagens
de LPS foram maiores em gestantes HIV+, do que nas gestantes HIV- (M0 p=0,0005, M1 p=0,0008
e M2 p=0,0001), o que foi ainda mais expressivo no pds-parto, considerando ambos os modelos [(M2
p=0,0007 longitudinal) e (M2 p=0,004 fatorial)]. Quanto ao sCD14, o modelo longitudinal mostrou
maiores dosagens no inicio da gestacdo (MO p=0,02), enquanto o modelo fatorial ndo mostrou
diferenca entre as HIV- mas, considerando s6 as HIV+, esses niveis foram maiores em ndo gestantes
(MO p<0,0001. M1 p<0,0001 e M2 p<0,0001). Para 0o EndoCAB das gestantes, as HIV+ apresentaram
maiores IgA [(p=0,001 longitudinal) e (p=0,02 fatorial)] e IgM [(p=0,02 longitudinal) e (p=0,03
fatorial)] nos primeiros trimestres gestacionais. Enquanto as HIV- ndo gestantes apresentaram
maiores niveis de IgA (p=0,02 fatorial), as HIV+ apresentaram os valores mais altos de IgM no pés-
parto, em relacdo as ndo infectadas (p=0,05). Conclusdo: Maior estresse oxidativo pode ocorrer em
gestantes infectadas pelo HIV, porém, o virus ndo é o Unico responsavel por este processo, no qual
parece haver envolvimento de outros mecanismos relacionados a gestacdo. A infeccdo promoveu
maior translocacdo microbiana e ativagdo imune em infectadas pelo HIV, e a gestacdo por sua vez,

diminuiu este tltimo nestas mulheres, como visto pelo LPS, sCD14, IgM e IgA.

Palavras-chave: HIVaids, gestantes, estresse oxidativo, transloca¢do microbiana, ativacdo imune.



Abstract

Introduction: Redox state, microbial translocation and immune activation are poorly studied
processes in HIV-infected pregnant women. These themes have extreme relevance, after all, may
compromise the homeostasis of physiological processes indispensable for intrauterine development
and gestational evolution, or contribute to the acquisition of comorbidities associated or not with AIDS
in these women. Objective: To evaluate microbial translocation, immune activation and redox status
during pregnancy and postpartum of HIV-infected women. Methodology: The 39 women included
belonged to the following groups: 13 HIV+ pregnant women, 10 HIV-pregnant women, 10 non-
pregnant HIV-and, six non-pregnant HIVV+ women. Clinical and sociodemographic data were collected
from the analysis of medical records and interviews. Blood was collected in a single moment for non-
pregnant women, and in three moments for pregnant women, being: first or second trimesters (MO0),
prepartum (M1) and postpartum (M2). The following parameters of oxidative stress and microbial
translocation were analyzed, respectively: peroxide dismutase activity (SOD), catalase (CAT), protein
carbonylation, intestinal fatty acid binding protein (iFABP), lipopolysaccharide (LPS), soluble
differentiation cluster 14 (sCD14) and endotoxin core antibodies (EndoCAD, IgG, IgA and IgM). The
statistical analysis was based on two models, a factorial, considering two classification factors
(pregnancy and infection), and one longitudinal for the groups, combining pregnancy and infection.
The results were analyzed by ANOVA followed by Tukey and Gamma distribution followed by Wald,
considering significance level of 5%. Results: The mean general age was 31.5 (+7.18) years. For
infected pregnant women, CD4+ T lymphocyte counts were mostly above 500 cells/mm3, while 54.0%
of these women had CV above the detection limit at the time of inclusion in the study. In the evaluation
of the redox state by the longitudinal model, pregnant women (HIV+ and HIV-) did not present
alterations in SOD activity, however, CAT activity was increased in the postpartum of the infected
(p=0.03) and in the pre- and postpartum of the non-infected (p=0.0004 and p=0.001). The increase in
carbonylation occurred only in the prepartum of non-infected pregnant women (p=0.01). By the
factorial model, higher activities of SOD and CAT were observed in HIV+, both in women who were
in the initial months of pregnancy (p=0.04 and p=0.02, respectively) and in non-pregnant women
(p=0.007 and p=0.008); despite this, the pregnancy factor in these infected women seems to
considerably decrease CAT levels (p=0.004). In this same model, carbonylation in prepartum was more
evident in pregnant HIV- (p=0.01), than in HIVV+, and the reverse occurs when the pregnancy factor is
excluded (p=0.01). Regarding microbial translocation, longitudinal and factorial models, iFABP levels
were higher in infected pregnant women [(MO p=0.001; M1 p=0.009; M2 p<0.0001 longitudinal) and
(MO p=0.03, M1 p=0.01 and M2 p=0.007 factorial)]. LPS dosages were higher in HIV+ pregnant
women, than in HIV-pregnant women ( MO p=0.0005, M1 p=0.0008 and M2 p=0.0001), which was



even more expressive in the postpartum period, considering both models [(M2 p=0.0007 longitudinal)
and (M2 p=0.004 factorial)]. Regarding sCD14, the longitudinal model showed higher dosages at the
beginning of pregnancy (MO0 p=0.02), while the factorial model showed no difference between HIV-
but, considering only HIV+, these levels were higher in non-pregnant women (M0 p<0.0001. M1
p<0.0001 and M2 p<0.0001). For the EndoCAb of pregnant women, HIV+ presented higher IgA
[(p=0.001 longitudinal) and (p=0.02 factorial)] and IgM [(p=0.02 longitudinal) and (p=0.03 factorial)]
in the first gestational trimesters. While hiv-non-pregnant women had higher levels of IgA (p=0.02
factorial), HIV+ presented the highest values of IgM in the postpartum period, in relation to non-
infected patients (p=0.05). Conclusion: Increased oxidative stress can occur in HIV-infected pregnant
women, however, the virus is not solely responsible for this process, in which there seems to be
involvement of other mechanisms related to pregnancy. The infection promoted greater microbial
translocation and immune activation in HIV-infected, and pregnancy in turn decreased the latter in

these women, as seen by LPS, sCD14, IgM and IgA.

Keywords: HIVaids, pregnant women, oxidative stress, microbial translocation, immune activation.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Aspectos gerais da infeccédo pelo HIV/aids

Mais de 30 anos ap0s a descri¢ao dos primeiros casos, o cenario da epidemia mudou e a infeccédo
pelo HIV/aids tornou-se uma doenca crénica devido principalmente a eficacia de seu tratamento, que
aumenta a sobrevida e melhora a qualidade de vida dos individuos infectados. No entanto, ela ainda é
um grande problema de satde publica em funcdo do seu carater pandémico e de sua gravidade.

Aproximadamente 36.900.000 pessoas vivem com HIV/aids no mundo (Figura 1), sendo
982.129 casos no Brasil, notificados desde 1980 até junho de 20192, De acordo com o AIDST Boletim
Epidemiolodgico do Estado de Séo Paulo, foram notificados 260.396 casos até 2017, dos quais 1.831
pertenciam aos municipios que constituem o Grupo de Vigilancia Epidemiol6gica da microrregido de
Botucatu, do Departamento Regional de Satde VI (DRS-VI)3. Com relagio ao género feminino, neste
mesmo periodo foram identificados 77.812 casos no pais e, em um periodo de dez anos houve um

aumento de 21,7% na taxa de deteccio de HIV em gestantes?.

Number of people living with HIV and accessing
treatment globally

2000 2005 2010 2013 2014 2015 2016 2017

.....
..............................
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'. People receiving treatment
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Figura 1. Pessoas vivendo com HIV no mundo

Fonte: Avert, 20184
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A infeccdo pelo HIV, como demonstrada na Figura 2, ocorre, inicialmente, pela ligacéo e fusdo

do virus com receptores CD4 da célula alvo e seus correceptores CCR5 e/ou CXCR4*. Ap6s alteragdes
conformacionais glicoproteicas, ha liberacdo do material genético do core proteico do HIV no
citoplasma celular. Da-se inicio as etapas de transcricdo do acido ribonucleico (RNA) viral em &cido
desoxirribonucleico (DNA) pela enzima transcriptase reversa e, ap0s, duplicacdo do DNA viral, que
sera inserido posteriormente no genoma do hospedeiro com auxilio de outra enzima viral, a integrase®
8 Ha, entdo, a transcricio e traducdo das proteinas virais e, entdo, a enzima protease atua, iniciando o
processo de montagem e liberacdo dos virions da célula que ocorre por brotamento, sendo que parte da
membrana plasmatica do hospedeiro daréa origem & cépsula viral® 1. A particula imatura é liberada e,
finalmente, ocorre o processo de maturacdo, fase em que se formam os virus. Por fim, além dos varios
efeitos citopaticos virais, sua taxa de replicacdo pode alcancar niveis tdo altos, que levam a morte da
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ao CD4 e ao

receptor de Novo virion
quimiocina  Fysao da membrana
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0 citoplasma

N =0
A
¥

Membrana
plasr(\élica

Receptor CD4 gp120/
de quimiocina  Genoma gp41 do
HIV
de RNA ' 25
viral : / 7 ‘
Sintese do DNA ! Citoplasma Exprosshio de
SR : g gp120/gp41 na
pré-viral mediada ; superficie celular;
pela transcriptase 2 P :
' brotamento do
ki AR ’ virion maduro
/ Ativagao de citocina B bt d ot O
R — /' celular; transcri¢ao
Integrag@o do + dogenoma do HIV;
pré-virus ao » transporte de RNA ‘ Estrutura do
genoma celular ¢ % sp”ced ou nao para % centro do HIV
o citoplasma f = =
/ % Sintese de proteinas
DNAv‘do R do HIV; montagem da
6-virus iri
il Tmnscm;?,\lf =—p 1 = estrutura central do virion
Ntcleo RNA do HIV \

-
~ Proteinas do HIV

Figura 2. Ciclo e replicacao do HIV
Fonte: Abbas, 20156
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Assim, o principal dano causado pelo HIV é o acometimento progressivo do sistema
imunoldgico, levando a sua grave depressdo, o que torna o individuo mais suscetivel as doencas
oportunistas ou certos tipos de neoplasias'’. Varias sdo as células alvo do HIV, tais como, linfécitos,

macrofagos, mondcitos, células dendriticas, entre outras®®.

Ap0s o contagio pelo HIV, a infeccdo se caracteriza por trés fases clinicas (Figura 3). Na fase
aguda pode ocorrer febre, astenia, cefaleia, mialgia, adenopatia, faringite e rash cutaneo, que séo
reflexos do estado intenso de replicagdo viral e do maior pico de viremia!®2*, Nesse periodo, também
ocorre semeadura do virus nos tecidos linfoides®?. No sangue periférico ha reducio intensa nas
contagens de células T CD4+ devido a alta viremia. Na sequéncia, ha queda da carga viral (CV) e
verifica-se recuperacao lenta e parcial das contagens dos linfocitos T CD4+, enquanto que o himero
de T CD8+ na circulacdo retorna em niveis semelhantes aos anteriores a infec¢do. A soroconversdo
ocorre, entdo, entre trés e cinco semanas apos o contagio, sendo que este periodo anterior € denominado

“janela imunolégica”?>24,

Durante a fase cronica, também chamada de assintomatica ou “laténcia clinica”, apesar da
auséncia de sinais e sintomas ha replicacdo viral persistente, além de deplecdo intensa de células T
CD4+, principalmente, no tecido linfoide associado a mucosa intestinal ou GALT (gut-associated
lymphoid tissue) e nos ganglios linfaticos, acometendo as estruturas e funcbes destes tecidos, o que

dificulta o desenvolvimento de resposta imunoldgica competente??.

A fase sintomaética ou aids é marcada por deplecdo progressiva dos linfocitos T CD4+, que
ocorre devido ao aumento da apoptose de linfécitos infectados e ndo infectados pelo HIV, o que
acomete também, a producgdo e/ou ativacao de citocinas pré e anti-inflamatorias, refletindo na maior
replicacédo viral e grave imunossupressdo, momento em que surgem as infec¢Ges oportunistas ou

neoplasias definidoras de aids?>2.
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A infeccdo pelo HIV também se caracteriza por aumento acentuado da ativacdo imune, que
inclui tanto a resposta inata quanto a adaptativa. Os linfocitos T CD4+ sdo essenciais para a ativacao
de macrofagos e geracdo de linfocitos T citotoxicos (CTL). Uma das caracteristicas principais do
controle da replicacdo do HIV é a presenca de células T CD8+ especificas com elevada capacidade
proliferativa sendo que, a inibi¢do da replicacdo mediada por CTL pode ocorrer por meio de varios
mecanismos relacionados, tanto com sua capacidade citolitica, quanto com a producdo de moléculas

n&o citotdxicas com atividade antiviral (Figura 4)%-%,

Além da imunidade celular, a resposta humoral também desempenha importante papel no
controle da replicacdo viral, devido a producdo de anticorpos neutralizantes e ndo neutralizantes que

levam & opsonizagéo viral e, pela interagio destes com o sistema complemento?®-°,

No entanto, a partir da descoberta das diversas drogas antirretrovirais, o controle da replicacéo
do HIV tem mudado o cenério da epidemia. Desde a introducdo da zidovudina para uso clinico ainda
no final da década de 1980, varios s&o 0s esquemas e recomendacdes que ao longo do tempo vém sendo

modificados332,
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Figura 4. Progresséo na infecgéo pelo HIV
Fonte: Abbas, 2015,

A partir de 2013, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), divulgou novas diretrizes para inicio
da terapia antirretroviral (TARV) visando, em seu uso precoce, a prevencao da transmissao do virus,

além dos beneficios individuais das pessoas que vivem com HIV/aids (PVHA). Hoje, a maioria dos
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guidelines recomenda o tratamento para todos os portadores do virus, independentemente dos niveis

de linfocitos T CD4+, o que deve ser feito a partir de seu diagndstico®.

A TARV, portanto, melhora progressivamente a resposta imunologica e prolonga a expectativa
de vida do infectado, além de reduzir substancialmente o risco de transmissdo do HIV?’. Apesar das
vantagens em longo prazo, a intervencdo de modo precoce nao tem demonstrado apenas substanciais
beneficios clinicos e, nesse contexto, novos desafios se fazem presentes®®. Analisando a causa dos
obitos das PVHA atualmente, verifica-se que, diferentemente da era pré-TARV, as infeccdes
oportunistas constituem apenas uma parcela, destacando-se agora doencas tipicas do envelhecimento,
tais como, doenca isquémica cardiaca, acidente vascular encefalico e outras alteracdes do sistema
nervoso central, dislipidemias, hepatopatias, doenca renal cronica, diabetes mellitus, alteracdes dsseas,

canceres ndo relacionados a aids, entre outras3**°,

Tais doencas cronicas, muito comuns em idosos da populacdo geral, ndo somente acontecem
mais cedo nas PVHA, mas também em maior niimero e algumas de forma concomitante®®. Assim, uma
PVHA na quarta década de vida tem 0 mesmo numero de comorbidades que um individuo com mais

de 60 anos na populacio geral*®¥.

O primeiro componente que pode explicar a fisiopatologia do fenomeno ‘“envelhecimento
precoce” € o persistente processo inflamatorio presente nas PVHA, desencadeado pela constante
replicacdo do HIV, mesmo aquela residual, ou seja, quando a CV esta abaixo do limite de deteccéo
pelos testes utilizados na rotina. Outros patdgenos, principalmente coinfeccBes pelo citomegalovirus,
virus das hepatites B (VHB) e C (VHC), além da translocacdo microbiana, também contribuem para o
estimulo dessa ativagdo inflamatdria persistente, que serve de “gatilho” para o desenvolvimento e

agravo da aterosclerose e da fibrose hepatica, por exemplo (Figura 5)%.
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Fonte: Deeks,2008%,

1.2. Translocagdo microbiana e inflamacdo em PVHA

A microbiota intestinal é composta aproximadamente de 1000 microrganismos, dos quais
muitos ainda ndo foram descritos. Esta colonizacgdo € fundamental para diversos processos fisiologicos,
como a construcdo da barreira epitelial intestinal, que promove seu desenvolvimento e aquisicdo de

nutrientes, capacitacdo do sistema imune e defesa contra enteropatdgenos®#,

Embora a microbiota produza metabdlitos e estimulos imunoldgicos benéficos para o
hospedeiro, a disbiose pode apresentar forte impacto para o individuo®. As consequéncias decorrentes
da alteracdo da microbiota intestinal tém sido estudadas em doencas cronicas como diabetes mellitus
tipo 2, obesidade, asma e infeccéo pelo HIV#1# porém, o desenvolvimento de alternativas profilaticas

e remediadoras que atenuem seu impacto permanece um grande desafio para a comunidade cientifica.
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O epitelio intestinal é constituido de células que participam na imunidade inata contra bacterias
comensais e patogeénicas, virus e fungos. A principal linhagem de células que comp®e o epitélio sdo os
enterdcitos. Abundante no intestino delgado e grosso, os enterdcitos séo responsaveis pela integridade
epitelial, pela producédo de protéinas antimicrobianas e favorecem a transicdo da imunoglobulina (1g)
A para o limen intestinal®®. Em menor quantidade estio as Goblet Cells, que sintetizam o muco
epitelial e sdo responsaveis por combater a invasio bacteriana®®; Paneth Cells, especializadas na
producio de a-defensinas*’; Enteroendocrine Cells, reguladoras da digestdo e motilidade celular*® e M
Cells ou Microfold Cells, transportadoras de antigenos luminais para as células apresentadoras de
antigeno na lamina propria*. Esses e outros fatores estruturais e imunoldgicos do hospedeiro previnem

produtos microbianos de atravessarem do Iimen intestinal para o sangue periférico (Figura 6).

O GALT abriga a maioria dos linfécitos em comparacdo ao sangue periférico, caracteristica
que o torna extremamente permeavel & infecgdo e replicacdo do HIVZ. A intensa viremia e deplecéo
de linfocitos TCD4+ no GALT danificam respostas imunologicas de células epiteliais, causando morte
progressiva de enterdcitos e consequente perda da integridade epitelial, o que permite a translocacéo

de produtos microbianos para a corrente sanguinea®.
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A translocacdo microbiana esta associada com a persistente ativacdo imune apresentada em
PVHA, mesmo naquelas sob TARV®3°152, Além disso, essa ativagdo pode ser reflexo da replicagio
viral residual em células latentes e outros reservatdrios do organismo®3. Estes processos levam a um
estado de inflamacao crénica sistémica, o que contribui com a evolucéo mais rapida da propria infeccéo
e de comorbidades ndo associadas & aids®*°*%. Quando essa translocacio microbiana ocorre em
individuos saudaveis, existem varios mecanismos imunoldgicos que sdo capazes de eliminar os
microrganismos ou transporta-los de volta ao limen do intestino, tais como, a estrutura
morfofisioldgica da parede epitelial (Figura 6) e a presenca de anticorpos do core da endotoxina
(EndoCab), que sdo especificos para lipopolissacarideo (LPS) e secretados por células B para fagocitar
0 antigeno e neutralizar sua atividade®®®’. Entretanto, na infecco pelo HIV ocorre comprometimento
de varios desses mecanismos protetores, como disfuncao de células B com reducédo nos niveis de IgA
e deplecdo intensa de linfocitos T CD4+ do GALT, fatores que causam danos na barreira intestinal e
resultam na translocacdo microbiana, induzindo aumento na ativacdo imune sistémica e inflamacao

cronica®® (Figura 7).
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Alguns estudos na infeccdo pelo HIV demonstraram que a translocacdo microbiana esta
diretamente relacionada com o risco de doencas cardiovasculares, pois foram observados altos niveis
de LPS e de alguns outros biomarcadores, como D-dimero, molécula de adesao intercelular (ICAM)-1
e molécula de adesdo celular vascular (VCAM)-1 em individuos sob TARV®%-52, Niveis aumentados
de LPS sdo encontrados também em PVHA coinfectadas com tuberculose, hepatites crénicas por virus
B e C, leishmaniose visceral, entre outras®®®%. Embora a TARV diminua niveis de LPS circulantes,
sabe-se que eles ndo sdo normalizados, mesmo depois de 70 semanas desse tratamento associado ao

cotrimoxazol, antimicrobiano composto por sulfametoxazol e trimetropim®®.

O LPS, um glicolipidio componente da parede celular de bactérias Gram-negativas, esta
envolvido na resposta imunologica de fase aguda para infec¢des bacterianas e tem sido considerado
um importante marcador de translocacio microbiana®”®. O LPS circulante desencadeia resposta
dependente a sua concentracao e envolve a proteina ligante de lipopolissacarideo (LBP) de fase aguda,
no qual é sintetizada principalmente no figado mediante estimulos por LPS. O LPS capturado por LPB
é complexado ao cluster de diferenciacdo 14 (CD14) que entdo interage com o toll-like receptor 4
(TLR-4) das células e ativa o fator de transcricdo NF-xB (fator nuclear kappa B), desencadeando
producéo intensa de citocinas pro-inflamatorias®®®®. O CD14 pode ser expresso como proteina de
membrana ligada ao glicofosfatidilinositol de mondcitos, macréfagos e neutrofilos (exceto em células
endoteliais) ou proteina sollvel (sCD14), com especificidade para LPS e outros componentes

derivados da parede bacteriana?®.

Elevados niveis de sCD14, fator de necrose tumoral a (TNF-a), interferon y (IFN-y) e niveis
séricos diminuidos de EndoCAb, foram observados em PVHA e relacionados a translocacédo
microbiana®®. Vesterbacka et al .%® e Sandler et al .”® observaram, além de LPS, niveis elevados de
proteina de ligacdo de &cidos graxos intestinais (iIFABP) que favoreciam a translocagdo microbiana. A
iIFABP compde cerca de 3% do conjunto de proteinas FABP, presente no citoplasma dos enterocitos,
cuja fungédo ndo esta totalmente descrita. Niveis aumentados de iFABP na circulagéo reflete intensa

deplecdo de enterocitos, aumentando a permeabilidade intestinal e favorecendo a translocagéo



11
microbiana’. Kamari et al .’ demonstraram que o aumento desta proteina associada a LPS em
individuos virgens de tratamento e em uso cronico de TARV apresentaram papel fundamental na

progresséao da infeccédo pelo HIV.

A indoleamina-2,3-deoxigenase (IDO-1) é outro biomarcador que tem sido relacionado a
translocagdo microbiana, ativagdo imune e progressdo da doenca do HIV™. A IDO-1 é expressa em
todas as células mieloides e sua ativacdo ocorre ap0s reconhecimento do LPS pelos padrbes
moleculares associados aos patdgenos (PAMPs)®7. Em PVHA a atividade da IDO-1 ndo é
neutralizada pela introducdo da TARV, que quando associada a LPS, houve aumento no dano epitelial

intestinal, translocagdo microbiana, ativacio imune e o tamanho do reservatorio viral > "8,

Desse modo, o0 aumento dos niveis plasmaticos de LPS, sCD14, iFABP, IDO-1 e a diminuicao
de EndoCab estdo associados com persistente ativacdo imune, o que leva ao estado de inflamacéo
crénica e contribui com o aparecimento de algumas comorbidades relacionadas ou ndo ao HIV, como

comentado anteriormente®45579-81,

Ademais, sabe-se que, além do desequilibrio entre as células T helper (Th) 1 e 2 observado na
infeccdo pelo HIV ha, também, o comprometimento dos perfis Thl7 e Th22, populacdo de células
secretoras de interleucina (L) 1P e responsavel pela homeostasia da barreira epitelial®2. Predominante
no trato gastrointestinal, as células Th17 contribuem para a defesa contra infec¢bes bacterianas,
fangicas e parasitarias, além de estarem envolvidas na regeneracdo epitelial e no recrutamento de
neutrofilos e células mieloides para o GALT. A deplecdo de células T no GALT, durante a infeccéo
pelo HIV, leva ao esgotamento de células Th17, que causa perda da integridade da barreira intestinal,

facilitando ainda mais a translocagio de produtos microbianos’:82:83,

Cohen et al .3 e Munoz-Fernandez et al .% apontam que niveis séricos de citocinas
inflamatorias, tais como, TNF-a, IL-1p e IL-6 estdo elevados mesmo na fase assintomatica da infeccéo
pelo HIV e, ainda, Freudenberg et al . mostraram que o LPS induz a secrecio destas citocinas. Além

de aumentar a permeabilidade intestinal no GALT, essas citocinas também contribuem para replicacéo
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viral e muitas das manifestacdes de imunodeficiéncia, interferindo na funcéo de varias células do
sistema imune, 0 que leva ao comprometimento da capacidade regenerativa imunologica em nivel da
medula 6ssea, timo e ganglios linfaticos®38-%,  Sabe-se que a TARV diminui substancialmente a
inflamac&o, no entanto, alguns autores®, demonstraram que mesmo apo6s dois anos de tratamento, o
processo inflamatorio crénico ndo regride, indicando que a translocacdo microbiana contribui para

ativacdo intensa de macrdfagos e monacitos, independentemente da replicacao viral.

Além de causar comorbidades que podem se associar ao HIV®®-% a translocacio microbiana
esta envolvida na patogenia de varias outras doencas, como doenca de Crohn®, e desta, com a
participacio das bactérias, Listeria sp, Escherichia coli e Streptococcus sp®. A translocacio
microbiana pode agravar o desenvolvimento do sistema de resposta inflamatoria sistémica,
caracterizado pelo intenso dano as células endoteliais, aumento da permeabilidade tecidual, ativacéo
da cascata de coagulagio, agregacéo plaquetaria e hipoxia tecidual®?~*°, aumentando o risco de sepse e
sindrome de disfuncio de multiplos 6rgdos®®. Ademais, altos niveis de endotoxemia tém sido
observados em individuos submetidos a cirurgia gastrointestinal invasiva e na doenca do enxerto contra
hospedeiro, sugerindo que a manipulacdo intestinal também pode prejudicar a funcdo de sua

barreira®89%,

1.3. Gestacdo, citocinas, hormonios e translocacdo microbiana

A gestacdo caracteriza-se por alteracdes fisiologicas, hormonais e imunoldgicas. Do ponto de
vista imunoldgico, a manutencao da gestacdo depende do equilibrio entre as citocinas, que caracterizam
os perfis de resposta imune e se modificam ao longo de todo periodo gestacional®’. No primeiro
trimestre, ha predominio da resposta imune de perfil Th1, visto que o ambiente torna-se inflamatério,
tanto para permitir o adequado reparo do epitélio uterino, que sofre altera¢des devido & implantacdo do
feto, quanto para remocéo de restos celulares. No segundo trimestre, 0 dominio passa a ser da resposta

imune de perfil Th2%%° com aumento de citocinas anti-inflamatorias, que é responsavel pela
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manutencdo da gestacdo. No terceiro trimestre e no momento do parto, o perfil Thl volta a ser
predominante na circulagio sistémica, bem como no tecido placentario e no liquido amni6tico®102,
No entanto, trabalhos recentes vém sugerindo a participacdo de outros tipos celulares diferenciados a
partir de ThO, em células produtoras de IL-17 (Th17), e em células CD4+CD25+, denominadas T
regulatorias (Treg), na manutencdo da homeostasia durante a gestacdo'®*!% Durante o terceiro
trimestre de gestacdo, niveis crescentes de citocinas pro-inflamatorias como IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-

a. s30 secretados pelos tecidos placentarios e viabilizam o parto®-1%°,

O periodo gestacional é caracterizado pelo aumento dos hormdnios estrogeno e progesteronal??.
Durante a gestacao, niveis elevados de progesterona mantém a quiescéncia uterina através de sua acao
em receptores de progesterona. A ativacao destes leva ao bloqueio de receptores estrogénicos presentes
no miométrio. Dados recentes ainda sugerem possivel acdo indireta da progesterona no Utero e na
cérvice, inibindo a resposta inflamatoria pelo bloqueio de NF-xB!. O nivel plasmatico de
progesterona sofre drastica reducdo funcional proximo ao término da gestacdo, quando citocinas
inflamatdrias apresentam-se em niveis elevados e podem bloquear sua a¢do, aumentando a producao

do estrogénio®*?.

O estrogénio ¢ mediado por receptores (ERa e ERP) expressos em diversas células
imunologicas, epiteliais e musculares!™*'4, Seus niveis normais contribuem para prote¢io da mucosa
vaginal combatendo infeccdes bacterianas e virais, pela capacidade de manter a espessura e integridade
desse epitélio, aumentar a producio do muco cervical e manter o pH da flora bacteriana*®. Dependendo
dos seus niveis, o estrogénio pode exercer tanto funcdo anti-inflamatoria quanto inflamatoria. Hel et al
116 "em revisdo sistematica, demonstraram que quando disponibilizados como contraceptivo para
mulheres com HIV, niveis diminuidos de estrogénio induziram producéo de TNF-o, IL-6, e IL-1j,
além de aumentar a migragdo de leucdcitos para o sitio de inflamagéo. Quando seus niveis estavam
aumentados, o estrogénio inibiu a resposta mediada por células e induziu a producdo de citocinas do

perfil Th2, como IL-4, IL-10 e TGF-B, provocando resposta anti-inflamatoria.
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Apesar da capacidade protetora do estrogénio, acredita-se que, em formulacfes topicas ou
contraceptivas, tenham relacéo direta com a replicacdo do HIV, estimulando-o através do receptor ERa,

0 que aumenta a CV e as células T infectadas''®!'’. Neste sentido, Katagiri et al .

sugeriram que
17B- estradiol (E2), o principal estrogénio encontrado nas mulheres, quando ligado ao receptor ERa, o
E2 aumenta a atividade do fator de transcricdo Spl ligado ao DNA celular e, indiretamente, ativa a
replicacdo do HIV in vitro. No entanto, Rodriguez-Garcia et al .*'° demostraram efeito oposto de E2,
quando administrado antes e pos-infeccdo in vitro pelo HIV. Foi observado pelos autores diminuicéo

da susceptibilidade ao HIV, inferido pelo tratamento de E2 na pré-infeccdo e reducéo da fusdo viral

através dos seus correceptores em macrofagos e células T.

A progesterona, por sua vez, quando estudada como método contraceptivo em mulheres
infectadas pelo HIV, demonstrou diferenca em relacdo ao estrogénio. Além de provocar resposta do
perfil Th2, com consequente diminuicdo das atividades de células T CD4+ e T CD8+ (citotoxicas), a
progesterona pode levar ao aumento incontrolado de células T CD4+ infectadas e, com isso, a
progressdo da doencall®1?%121 Nesse sentido, Enomoto et al .*?> mostraram que a progesterona diminui
a expressdo CD69, marcador de ativacdo de células T CD8+, afetando sua capacidade de matar as
células T CD4+ infectadas e, Ragupathy et al .'2* demonstraram in vitro que o tratamento com
progesterona aumenta tanto a replicacdo do HIV quanto do herpes simples tipo-2, em caso de

coinfeccdo.

Os hormdnios sexuais também contribuem para manutencdo funcional da barreira de mucosas
em ambos 0s sexos. No entanto, mulheres na idade reprodutiva exibem forte resposta imune humoral
e celular, quando comparadas ao periodo pds-menopausa e ao periodo produtivo do sexo masculino'?*,
Em relacdo a translocacdo microbiana e horménios femininos, pouco se conhece o envolvimento desta
associacao e suas consequéncias na infeccdo pelo HIV. Zhoua et al .1?° acreditam que a progesterona
pode regular a permeabilidade intestinal, pois observaram correlagdo inversa com niveis de LPS em
gestantes infectadas pelo HIV. No entanto, o estrogénio e o horménio gonadotrofina coridnica humana

(hCG) parecem apresentar efeito positivo na permeabilidade intestinal e favorecer a translocagéo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ragupathy%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27538988
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127 e Zhou et al .**®, Embora a

microbiana, como demonstrado por Herr et al .*?°, Kuruca et al
translocacdo microbiana seja responsavel pela intensa ativacdo imune e, ainda que, estudos tenham
demonstrado respostas celular e humoral de estrégeno e progesterona, os resultados apresentam-se

controversosti6-128,

Em relacdo a translocacdo microbiana, poucos trabalhos avaliaram sua influéncia na gestacédo
e, e especialmente, em gravidas infectadas pelo HIV. Em recente publicagdo®® foi demonstrado
aumento nos niveis de sCD14 em gestantes e ndo gestantes infectadas pelo HIV, o que poderia sugerir
perfil protetor nestas mulheres, justificado pelas alteracdes imunoldgicas decorrentes do segundo
trimestre da gestacdo®"*%, Lopez et al .**! também relataram aumento nos niveis de SCD14 e LPS em
gravidas infectadas pelo HIV, inclusive, mostraram que o aumento de sSCD14 poderia estar relacionado
as causas de parto prematuro, apesar de nao ter havido complicacBes para 0s recém-nascidos. Este
aspecto foi observado, também, por outros estudos®®?*3 que evidenciaram aumento de LBP e sCD14
no liquido amniético de mulheres em trabalho de parto prematuro. Shivakoti et al .*** embora n3o
tenham avaliado o LPS, demonstraram que aumentos de sCD14, iFABP e marcadores inflamatorios

poderiam ser preditores de parto prematuro.

Kourtis et al .**, em estudo com filhos infectados e ndo infectados pelo HIV, de maes
portadoras do virus, avaliaram a amamentacao e o papel da transloca¢do microbiana na aquisicdo do
HIV e observaram niveis aumentados de LPS e sCD14 somente nas criancas infectadas. Entre os
marcadores avaliados, o sSCD14 foi o preditor de aquisicdo do HIV via amamentacéo, podendo sugerir
que a permeabilidade intestinal da crianca possa favorecer a infeccdo. Neste mesmo estudo, maior
translocacéo esteve relacionada a sua profilaxia com antibioticos e ao desmame, que poderiam alterar
sua microbiota e homeostase intestinais. Isto levou ao menor crescimento da crianga nos meses
analisados, o que refor¢ou a necessidade de outras intervenc¢des durante a amamentacédo, além do uso
da TARV, tais como, uso de probioticos, vacina contra rotavirus, entre outras precaucdes que pudessem

estabilizar tal desequilibrio.
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Esta bem estabelecido que a gravidez ndo acelera a progressdo da doenca do HIV ou aumenta

o risco de mortalidade, porém, apresenta relagdo com a transmisséo perinatal do virus*3¢-13, Em estudo
de metandlise observou-se que, entre as mulheres infectadas pelo HIV, as gestantes foram as mais
conscientes em relacdo a adesdo a terapia e acompanhamento clinico, o que reflete em bom
prognostico, tanto da gravidez quanto da propria infeccdo'®. No entanto, a gestacdo, por si s,
caracteriza-se por diversas alteracbes e estd associada com aumento de alguns marcadores

inflamatodrios, como descrito anteriormente.

Embora venham sendo estudadas inimeras estratégias com a finalidade de prevenir o dano da
barreira epitelial intestinal causada pela deplecédo das células T CD4+ sdo escassos 0s ensaios clinicos
que indicam administracdo de antibidticos, drogas anti-inflamatérias ou suplementacéo simbiotico-

probidtico associadas a TARV, na intencdo de prevenir a translocacdo microbiana.

1.4. Estresse oxidativo na infeccédo pelo HIV e na gestacdo

O estresse oxidativo é conceituado pelo desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes,
originando a desregulacdo da sinalizacdo e controle redox (reducdo-oxidacdo), levando a possiveis
danos moleculares'®. Como consequéncias do desequilibrio redox, ocorrem danos estruturais e
funcionais em lipideos, proteinas, acidos nucleicos e outras macromoléculas, cuja extensao e gravidade
dependem da natureza e intensidade do estimulo, variando entre diferentes tecidos e espécies

animais!0141,

Os marcadores de estresse oxidativo desempenham importante papel na origem de processos
metabolicos que deflagram em enfermidades crénico-degenerativas. Tal capacidade torna-os
ferramentas indispensaveis na elucidagdo de mecanismos e implicacdes bioldgicas do dano oxidativo,
com o objetivo de possibilitar o planejamento de acOes eficazes no controle e prevencdo desses

processos!*214. O dano oxidativo é detectavel sob condigbes fisiologicas normais em individuos
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saudaveis, 0 que sugere gque a eficacia dos mecanismos antioxidantes e de reparo ndo podem evitar

completamente a reacdo de oxidacio mediada pelas espécies reativas de oxigénio (EROs)'®.

O desequilibrio redox de humanos pode ser intensificado pela infeccdo pelo HIV e, inclusive,
a TARV pode influenciar ainda mais neste processo, sendo que este estado persistente tem impacto

no sistema imunoldgico, status clinico e nutricional dos pacientes!#3-145,

Considera-se que o processo inflamatorio, intensificado pela replicacdo do HIV, apresentam
efeitos pro-oxidantes*®. Para combater os danos oxidativos, ha elevado consumo de moléculas
antioxidantes que, em parte, explica a deficiéncia nos sistemas antioxidantes'“®. Outras explicagdes
baseiam-se na falta de ingestdo de antioxidantes que pode levar a deficiéncia de glutationa dentre
outros, na evolugdo da infeccdo pelo HIV#, Foram relatadas na literatura, atividades alteradas de
capacidade antioxidante total e concentracdes reduzidas, tanto das enzimas superdxido dismutase
(SOD), CAT (CAT) e da glutationa, quanto de vitaminas antioxidantes sericas (A, C e E) e alguns

micronutrientes, como zinco, ferro e cobrel43147-149,

O dano induzido pelo estresse oxidativo pode ser o primeiro passo para reativacdo do virus
latente, pois proteinas virais, como gpl20, tat, nef, vpr e transcriptase reversa induzem a producao
intracelular de EROs que, por sua vez, ativa 0 NF-kB, aumentando a transcri¢do do HIV16:150151 Fgge
desequilibrio leva a aumento ainda maior da peroxidacao lipidica, proteinas oxidadas conhecidas como
carbonilacéo, alteracdes sequéncias do DNA e ao acometimento estrutural e funcional das organelas e

enzimas, o que acelera ainda mais a progressio para aids43149.152,

A TARV apesar de melhorar significativamente os parametros clinicos, virais e imunologicos
de PVHA também parece contribuir com o desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes.
Estudos tém demostrado que a TARV pode afetar a mitocondria em parametros morfofisiologicos e
aumentar as espécies reativas na circulacdo, devido a maior producdo de metabdlitos oxidados
derivados da interagdo entre EROs e as células infectadast®%*°3, Inclusive, a elevacio de marcadores

de estresse oxidativo estdo presentes em PVHA, como hidroperdxidos totais, EROs, espécies reativas
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de nitrogénio e produtos da peroxidacdo lipidica, como os malondialdeidos (MDA)¥* e 8-
isoprostano'®®. Segundo alguns autores, os niveis séricos aumentados de MDA, hidroxiperdxidos totais
e oxidacao intensificada de proteinas, bem como diminuicdo da glutationa foram observados em
adultos infectadas pelo HIV, quando comparados antes e durante a TARV®®1%* Qutro estudo apontou,
ainda, aumento de peroxidacdo lipidica e de dano genotoxico apds seis meses de uso de TARV, além
da diminuicdo na capacidade antioxidante total, bem como de vitaminas e carotenoides nestes

pacientes?4®.

A elevacdo de EROs na gestacdo parece ser uma condicao fisioldgica que sofre modulacao nos
diferentes trimestres gestacionais e se caracteriza pela demanda do metabolismo fetal correspondente
ao aporte de nutrientes e oxigénio, e & ativagdo do trabalho de parto'®®. Basu et al .**®, em estudo
recente, avaliaram placentas de gestacdes saudaveis e observaram aumento de produtos de peroxidacao
lipidica no primeiro trimestre gestacional comparado ao segundo e terceiro trimestres, e nos dois
ultimos a atividade antioxidante estava elevada. Desse modo, a possivel explicacdo dos autores, seria
0 aumento do estresse oxidativo na fase inicial da gravidez e, conforme a gestacdo progride, 0s
mecanismos protetores antioxidantes da placenta aumentam, resultando em menor estresse oxidativo.
Mert et al .15 e Ramiro-Cortijo et al .**® relataram que além do envolvimento do desequilibrio do
sistema redox em gestacdes normais, a maior atividade oxidante esteve relacionada com complicacgoes,
tais como, pré-eclampsia, diabetes gestacional e restricdo de crescimento intrauterino. Hernandez et al
159 avaliaram placentas de mulheres sob TARYV (zidovudina), no primeiro trimestre gestacional e, além
dos elevados niveis de MDA e proteina carbonilada, houve reducdo da atividade mitocondrial e
apoptose celular. Estes achados podem ser a base etioldgica das complica¢Bes gestacionais, inclusive
este estudo fornece dados para a suposta toxicidade deste antirretroviral administrado em gestantes

infectadas pelo HIV.

Além do mais, os resultados de Schoeman et al .'%° corroboram com Hernandez et al .1 que
discutem o uso de antirretrovirais no periodo gestacional e sua teratogenicidade. Os mesmos autores

estudaram bebés que foram expostos ao HIV e a TARV no ambiente intrauterino e constataram que
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além da desregulacao dos niveis de EROs, os bebés apresentaram aumento de triglicerideos e atividade

anti-inflamatoria reduzida, o que pode comprometer a resposta imune frente as infecgdes.
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2. HIPOTESE

Mulheres infectadas pelo HIV, durante a gestacdo e pds-parto, apresentam maior translocacao
microbiana e ativacdo imune, além do intenso desequilibrio do sistema redox em comparacdo as nao

infectadas e/ou ndo gravidas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a translocacdo microbiana, ativacdo imune e estado redox durante a gestacdo e pés-

parto de mulheres infectadas pelo HIV.

3.2. Objetivos especificos

1- Estimar o dano da barreira epitelial intestinal;

2- Verificar a ocorréncia de translocacdo microbiana e ativacdo imune;
3- Investigar a resposta humoral;

4- Determinar as respostas celulares Thl, Th2 e Thl7,

5- Estimar a atividade antioxidante;

6- Determinar a peroxidacdo lipidica;

7- Avaliar a oxidacdo e modificacdo de proteinas;

8- Avaliar as contagens de linfocitos T CD4+ e CV plasmaética do HIV para as gestantes

infectadas por esse virus;
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4. METODOLOGIA

4.1. Casuistica

Foram estudadas 39 mulheres, sendo que as infectadas pelo HIV eram atendidas no Servigo de
Ambulatorios Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM), do Complexo
“Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) e Hospital das Clinicas da FMB (HCFMB)-UNESP”. As
gestantes ndo infectadas foram recrutadas no HCFMB e as participantes ndo gestantes foram incluidas

entre as doadoras de sangue no Hemocentro de Botucatu (HCFMB).

A amostra estudada foi por conveniéncia e dividida em quatro grupos, sendo 13 gestantes com
infeccdo confirmada pelo HIV (G1), 10 gestantes ndo infectadas (G2), 10 mulheres saudaveis ndo

gestantes (G3) e seis mulheres infectadas pelo HIV e ndo gestantes (G4).

4.2. Métodos

4.2.1. Critérios de incluséo e exclusao

As gestantes foram incluidas no primeiro (primeira a 13? semanas) ou no segundo trimestres
gestacionais (142 a 272 semanas). A opc¢do por incluir os dois periodos gestacionais se deu na
expectativa de garantir nimero maior de mulheres, além daquelas que descobriram a gestacédo e/ou a
infeccdo tardiamente. As mulheres ndo gestantes foram incluidas aquelas em menacme, ou seja, desde
a menarca até a menopausa (45-50 anos). A infeccéo pelo HIV foi confirmada para as 19 mulheres que

compuseram os dois grupos de infectadas.

A inclus&o das participantes foi realizada no periodo de marco de 2016 a fevereiro de 2019. A

coleta sanguinea das gestantes foi realizada em todos os momentos e ndo houve perda de seguimento
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de nenhuma participante. A coleta do corte transversal, ou seja, das ndo gestantes, ocorreu no mesmo

periodo do grupo experimental, uma Unica vez.

Foram excluidas as mulheres com diagnéstico de cancer, de doencas autoimunes,

transplantadas de 6rgaos, imunossuprimidas e em uso crénico de corticoides.

4.2.2. Delineamento do estudo

No caso da incluséo das gestantes, o estudo longitudinal foi conduzido em diferentes momentos
(Figura 8):
- Momento zero (MO): correspondeu as coletas sanguineas das mulheres no 1° ou 2°

trimestres gestacionais, sendo elas infectadas e ndo infectadas pelo HIV.

- Momento 1 (M1): correspondeu as coletas sanguineas das mulheres no 3° trimestre

gestacional, em torno de 36 semanas, sendo elas infectadas e ndo infectadas pelo HIV.

- Momento 2 (M2): correspondeu as coletas sanguineas no puerpério tardio, das mulheres
incluidas no MO e M1, no retorno da consulta ambulatorial, com aproximadamente trés

meses pos-parto.

O corte transversal foi composta por mulheres ndo gestantes, tanto infectadas quanto nao

infectadas pelo HIV, no qual a coleta sanguinea foi realizada uma Gnica vez (Figura 8).
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INCLUSAO

4 4

GESTANTES (n=23)

Mulheres NAO gravidas Mulheres NAO gravidas
e nao infectadas e infectadas
pelo HIV (n=10, [G3]) pelo HIV (n=6, [G4])

(Infectadas [G1] e ndo
infectadas [G2] pelo HIV)

4

MO0-> Coleta no 12 ou 22
trimestres gestacionais

'

3

M1-> Coleta no 32 trimestre
(36 semanas)

4

M2-> Coleta no puerpério
tardio (apos 3 meses)

Figura 8. Delineamento do estudo.

A partir do delineamento foram propostos dois modelos experimentais:

. Modelo em medidas repetidas avaliando a interacdo grupos versus momentos

(longitudinal). Para a composicdo desse modelo experimental as participantes foram

distribuidas em dois grupos:
- G1: gestantes infectadas pelo HIV (n=13);
- G2: gestantes néo infectadas pelo HIV (n=10).

Né&o foram incluidas neste modelo as participantes ndo gravidas, infectadas e néo infectadas,

pois para estas ultimas, houve apenas uma coleta.
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. Modelo com dois fatores de classificacdo com interacdo (esquema fatorial).

Para a composicdo do modelo experimental as participantes foram classificadas:

- Fator gestacdo (G): fixou-se gestacdo e foram avaliados os efeitos infeccdo

(i) e ndo infeccédo (ni) > G =i x ni (nos M0 e M1);

- Fator néo gestacdo (NG): fixou-se ndo gestacdo e foram avaliados os efeitos

infecgéo e néo infeccdo - NG =1 x ni (hos M0 e M1);

- Fator infecgéo (I): fixou-se infeccdo e foram avaliados os efeitos gestagéo e

ndo gestagdo - | =g x ng (nos M0 e M1);

- Fator ndo infeccdo (NI): fixou-se ndo infeccdo e foram avaliados os efeitos

gestacado e ndo gestacdo - NI =g x ng (nos MO e M1);

- Fator pés-gestacdo (PG): fixou-se pos-gestacdo e foram avaliados os efeitos

infeccdo (i) e ndo infeccdo - PG =i x ni (no M2);

- Fator ndo gravidez (NG): fixou-se ndo pds-gestacdo (aquelas que ndo
estiveram gravidas) e foram avaliados os efeitos infeccdo (i) e ndo infeccdo >

NG =i xni (no M2).

Neste modelo foram também incluidas as participantes ndo gravidas, infectadas e ndo
infectadas, porém, seus resultados referiram-se a apenas uma coleta, para comparacao entre 0s

trés momentos dos demais grupos.

4.2.3. Coleta de dados

A coleta dos dados sociodemogréaficos foi realizada pela propria pesquisadora por meio de
entrevista utilizando ficha padronizada e previamente testada para esta pesquisa, contendo informacdes

referentes a etnia, idade no momento da inclusdo no estudo, estado civil, escolaridade, uso de
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suplementacédo vitaminica, idade gestacional, tempo de infeccdo pelo HIV, uso e duracdo de TARV.

Dados de contagens de T CD4+ e CV do HIV foram coletados dos prontuarios médicos.

4.2.4. Realizacdo dos exames laboratoriais

Foram coletados 10 mL de sangue em tubos com anticoagulante (acido etilenodiamino tetra-
acetico - EDTA) de todas as participantes. O sangue foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos em
temperatura ambiente. O plasma aliquotado foi estocado em freezer -80°C, até a realizacdo dos testes

laboratoriais especificos.

Dosagem das Citocinas: as dosagens das citocinas IL-6, TNF-a, IL-10, IL-17, IL-2 e IL-4

foram realizadas por técnica de citometria de fluxo (CBA - citometric bead array), utilizando Kits
comerciais (BD- Becton, Dickinson and Company) e de acordo com as indicacdes do fabricante. A
escolha da técnica deveu-se a pequena quantidade de amostras necessarias para sua realiza¢do, quando
comparadas ao ensaio imunoenzimatico (ELISA) convencional. O principio da técnica de CBA baseia-
se no uso de até seis populacdes de microesferas com diferentes intensidades de fluorescéncia; cada
populacdo de microesferas é sensibilizada com anticorpos de captura especificos para as citocinas de
interesse. A intensidade de fluorescéncia, a partir do citdbmetro, indica a quantidade de citocinas
presentes nas amostras. Foi necessario fazer, em conjunto com as amostras, padrées contendo
concentracdes conhecidas de cada citocina, para a curva e leitura com os limites de deteccdo

respectivos. Os resultados foram obtidos em fentograma (fg)/mL.

Dosagens dos marcadores de translocacdo microbiana e ativacdo imune: os biomarcadores

foram quantificados pelo método ELISA e conduzido de acordo com as especificacBes de cada
fabricante: LPS (abexxa, ng/ml); Human iFABP (Hycult Biotech, pg/ml); Human EndoCAb (Hycult

Biotech, MU/mI) e Human sCD14 (R&D Quantikine, ng/ml).
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Dosagens dos produtos de estresse oxidativo: para a quantificagdo do MDA foram utilizados

250 pL de plasma para 750 pL de &cido tricloroacético 10% para precipitacdo de proteinas. As
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante retirado. Foi adicionado ao
sobrenadante &cido tiobarbiturico (TBA) 0,67% na proporc¢éo (1:1) e as amostras foram aquecidas por
15 minutos a 100°C. O MDA reagiu com o TBA na proporc¢do 1:2 MDA-TBA e, ap0s resfriamento, a
leitura foi realizada a 535 nm em leitor de microplaca Spectra Max 190 (Molecular Devices®,
Sunnyvale, CA, USA). A concentracdo de MDA foi obtida através do coeficiente de extingdo molar
(1,56x10° M cm™) e das absorbancias das amostras e o resultado final expresso em nmol/g de
proteinal®l,

A carbonilacdo foi quantificada por método adaptado de Mesquita et al .1%2 em 100 pL de
plasma para 100 pL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (10 mM em HCI 2 M). As amostras foram
incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente e, posteriormente, adicionados 50 pL de NaOH (6
M) e incubadas novamente por 10 minutos em temperatura ambiente. A leitura foi realizada a 450 nm
em leitor de microplaca e o resultado obtido da absorbancia das amostras e do coeficiente de extingédo

molar (22000 M cm). O resultado final foi expresso em nmol/mg de proteinas.

Dosagens das enzimas antioxidantes: a atividade da SOD foi determinada pela técnica de

Crouch et al .1%3, tendo como base a capacidade da enzima inibir a reducio do nitroblue-tetrazélico
(NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio alcalino (pH 10). A hidroxilamina gera
fluxo de O2" do NBT para blue-formazana em temperatura ambiente. Com a adi¢cdo da amostra, a
velocidade de reducdo do NBT foi inibida, conforme a porcentagem de SOD presente na amostra. A
atividade da enzima foi expressa em unidade de massa atbmica (U)/mg de proteinas totais (PT). A

atividade da CAT foi determinada em tampao fosfato pH 7,0, utilizando 0,5 mL de amostra e peréxido

de hidrogénio (30%), de acordo com Aebi H.1". As leituras foram realizadas a 240 nm.

Determinacdo de proteina total (PT): a proteina total realizada no plasma para corregédo das

enzimas antioxidantes e produtos oxidantes. Foi realizada através do Kit comercial colorimétrico da

marca Bioclin® e sua absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 545 nm.
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4.2.5 Analise estatistica dos resultados

Inicialmente foi feita analise descritiva com o calculo de média, desvio padrdo, minimo,
maximo e mediana estratificando pelos fatores (gestantes, infeccdo e momentos).

A primeira comparacdo de medias foi feita considerando um delineamento com dois fatores de
classificacdo (gestacdo e infeccdo) adicionado do grupo controle e avaliando a interacdo gestantes
versus infeccdo para cada momento. Como houve apenas uma coleta dos grupos de ndo-gestantes, 0s
valores foram repetidos para os demais momentos. Neste caso, para as variaveis que apresentaram
distribuicdo simétrica, foi feita ANOVA com dois fatores e interacdo, seguido do teste de comparacao
multipla de Tukey. Para distribuicdo assimétrica foi ajustado um modelo com distribuicdo Gamma ao
mesmo delineamento, seguido do teste de comparacdo maltipla de Wald. Para combinacédo gestacédo e
infeccdo formando dois grupos foram feitas comparag6es entre 0s momentos usando medidas repetidas
para avaliar a interacdo grupos versus momentos. Da mesma forma, para os dados que apresentaram
distribuicdo simétrica foi utilizada ANOVA, seguida do teste de comparacdo multipla de Tukey. Em
caso de assimetria, 0 mesmo delineamento foi utilizado, mas ajustado para distribuicdo Gamma,
seguido do teste de comparacdo multipla de Wald. Em todos os testes foi fixado o nivel de significancia
de 5% ou o p-valor correspondente. Todas as analises foram feitas pelo programa SAS for Windows,

versdo 9.4, com auxilio do profissional do Escritério de Apoio a Pesquisa da FMB-UNESP.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMB—UNESP (Parecer n°
3.200.047 /2016) e todas as voluntarias concordaram em participar, com assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo da populacéo estudada

Os dados sociodemogréficos, clinicos e laboratoriais estdo apresentados na Tabela 1.

Todas as mulheres infectadas pelo HIV, gestantes e ndo gestantes, estavam sob TARV no
momento da inclusdo no estudo. Em relacdo ao tipo de terapia no periodo gestacional foi predominante
a combinacdo de inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRN), inibidores da
transcriptase reversa ndao analogos de nucleosideos (ITRNN) e inibidores de protease (IP). No pos-
parto, a combinacdo de ITRN e ITRNN foi indicada para a maioria das mulheres, enquanto que outras

quatro haviam parado a medicacao.

As médias das contagens de linfocitos T CD4+ no periodo gestacional e no poés-parto das
mulheres infectadas pelo HIV encontravam-se acima de 350 células/mm? e embora as CV estivessem
indetectaveis para a maioria, no pos-parto, trés mulheres apresentaram viremia acima do limite de

deteccdo (40 copias de RNA/mL).
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Tabela 1. Caracterizacdo das 39 participantes quanto aos aspectos sociodemograficos, clinicos e
laboratoriais

Gestantes Gestantes N&o gestantes  N&o gestantes
HIV+ HIV- HIV- HIV+
(G1, n=13) (G2, n=10) (G3, n=10) (G4, n=6)
Idade em anos; x+DP 25+7,16 31+4,33 31+7,60 3949,69
Cor da pele; n (%)
Brancas 7(54) 9(90) 8(80) 3(50)
N&o brancas 6(46) 1(10) 2(20) 3(50)
Escolaridade em anos; n (%)
Ensino médio incompleto 7(54) 0 0 1(10)
Ensino médio completo 5(38) 6(60) 3(30) 5(90)
Ensino superior completo 1(8) 4(40) 7(70) 0
Variaveis gestacionais
Idade gestacional na inclusdo (x, semanas) 15 18 NA NA
Idade gestacional no parto (x, semanas) 38 40 NA NA
Tipo de parto (vaginal/cesarea) 4/6 7/3 NA NA
Uso de suplementos; n (%)
Acido folico 8(61) 8(80) NA NA
Sulfato ferroso 5(38) 3(30) NA NA
Polivitaminico 0 3(30) NA NA
Variaveis laboratoriais
T CD4+ gestacional x+DP 655+294 NA NA 892+101
T CD4+ pos-parto/ndo gestacional x+DP 607+233 NA NA 892+101
CV detectavel gestacional; n (%) 7(54) NA NA -
CV detectavel pds-parto/ndo gestacional;n (%) 3(23) NA NA 0
CV indetectavel gestacional; n (%) 6(46) NA NA -
CV indetectavel pds-parto/ndo gestacional;n 10(76) NA NA 6(100)
(%)
Diagnostico do HIV e TARV;x (min-méx)
Tempo de infec¢do em meses 68(1-228) NA NA 280(216-384)
Tempo de TARV em meses 47(1-205) NA NA 248(168-336)
TARYV gestacional; n (%)
ITRN +IP 7 (54) NA NA NA
ITRN+ITRNN 3 (24) NA NA NA
Outros 3 (24) NA NA NA
TARYV poés-parto e nédo gestacional; n (%)
ITRN +IP 3(23) NA NA 2 (33)
ITRN+ITRNN 6 (46) NA NA 4 (66)
Sem medicagéo 4 (31) NA NA 0

NA= ndo se aplica; (x) = médias; n= nimero de pessoas; DP= desvio-padrdo; min= valor minimo; max= valor maximo; CV= carga
viral do HIV; TARV= terapia antirretroviral; ITRN= inibidor da transcirptase reversa analogo de nucleosideo; ITRNN= inibidor da
transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideo; IP= inibidor de protease; Contagem de linfocitos T CD4+ expressa em céls/mm?,
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5.2. Resultados do modelo longitudinal

5.2.1. Estresse oxidativo

Para andlise do estado redox foram investigados antioxidantes endogenos, como as atividades
enzimaticas de SOD e CAT, e oxidacao de proteinas pela afericdo da carbonilacdo. Para o G1, foi
possivel observar a elevacdo da CAT no M2 em relagdo a M1 (p=0,03), enquanto que para 0 G2, o0 MO
apresentou menor atividade enzimatica comparado aos outros momentos e ao G1 [(MO x M1
p=0,0004), (M0 x M2 p=0,001) e (G1 x G2 p= 0,05) figura 9.A]. No entanto, ndo foi observado
alteracdes de SOD na evolucéo do periodo gestacional para o pds-parto, em nenhum dos grupos (figura

9.B).

Para a carbonilacdo, a Unica diferenca encontrada foi para o G2, entre os MO e M1 (p=0,01)
(figura 10.A), enquanto que o MDA foi maior em todos os momentos de G1 comparados aos momentos

de G2 [(MO p< 0,0001, M1 p=0,0005 e M2 p<0,0001) figura 10.B].
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Figura 10. Avaliacdo longitudinal dos antioxidantes de 23 gestantes infectadas e ndo infectadas pelo HIV.

Linhas tracejadas: desvios padrdes. MO: momento zero (primeiro ou segundo trimestre gestacional), M1: momento 1 (periodo pré-
parto), M2: momento 2 (periodo pds-parto). G1 vermelho: gestantes infectadas pelo HIV, G2 azul: gestantes ndo infectadas.

A; * vermelho: diferenca entre M1 e M2 (p=0,03), # azul: diferenca entre MO e M1 (p=0,0004); & azul: diferenca entre MO e M2
(p=0,001). *preto diferenga entre G1 e G2: M0 p=0,05. Anélise estatistica: ANOVA seguido de Tukey. Para distribuicdo assimétrica
aplicou a distribuico Gamma seguido de Wald.
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Figura 2. Avaliagéo longitudinal dos oxidantes de 23 gestantes infectadas e ndo infectadas pelo HIV.

Linhas tracejadas: desvios padrdes. MO: momento zero (primeiro ou segundo trimestre gestacional), M1: momento 1 (periodo pré-parto),
M2: momento 2 (periodo pos-parto). G1 vermelho: gestantes infectadas pelo HIV, G2 azul: gestantes ndo infectadas.

A; * azul: diferenca entre MO e M1(p=0,01). B; G1 x G2: * preto: M0 p<0,0001, # preto: M1 p=0,0005 e & preto M2 p<0,0001.
Anélise estatistica: ANOVA seguido de Tukey. Para distribuicéo assimétrica aplicou-se a distribuigdo Gamma, seguido de Wald.
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5.2.2. Translocacédo microbiana, resposta imune celular e humoral

No G1 e G2, a concentracdo plasmatica de iFABP nao demonstrou diferenca na evolugéo da
gestacdo ao pds-parto, no entanto, quando esta proteina foi comparada entre os grupos, o G1 apresentou
maiores niveis em todos os momentos em relacdo a G2 (MO p=0,001; M1 p=0,009; M2 p<0,0001,
figura 11.A). O LPS ndo diferiu no G1. Em contrapartida no G2, todos os momentos diferiram, e 0 M2

das gestantes ndo infectadas foi maior do que naquelas infectadas (M2 p=0,0007) (figura 11.B).

O niveis de sCD14 ndo diferiram entre 0s momentos do G2, porém para o G1, os M1 e M2
foram menores que M0 (M1 p=0,01 e M2 p=0,04); além disso, 0s niveis no M0 foram maiores para

G1 quando comparado ao G2 (p=0,02) (Figura 11.C).

As citocinas TNF-a, IL-17, IL-2 e I1L-4 estavam abaixo do limite de deteccdo, desse modo nao
foram apresentadas. A citocina anti-inflamatoria IL-10 ndo apresentou diferenca estatistica entre o0s
grupos e 0s momentos analisados (Figura 12.B). Ja a quantificacdo plasmatica de IL-6 foi maior no
MO em relacdo ao M2 do G1 (p=0,003) e, apesar, de demonstrar niveis superiores ao M1, nao houve

diferenca (p=0,35) (Figura 12.A).
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Figura 11. Avaliacdo da translocacdo microbiana de 23 gestantes infectadas e néo infectadas pelo HIV

Linhas tracejadas: desvios padrfes. MO: momento zero (primeiro ou segundo trimestre gestacional), M1: momento 1 (periodo
pré-parto), M2: momento 2 (periodo po6s-parto). G1 vermelho: gestantes infectadas pelo HIV, G2 azul: gestantes nao
infectadas. A: G1 x G2 (*MO0 p=0,001); (# M1 p=0,009) (& M2 p<0,0001). B; G1 x G2 (M2 p=0,0007), *azul: diferenga entre
MO e M1 (p=0,05), **azul: diferenca entre MO e M2 (p<0,0001) e # azul: diferenca entre M1 e M2 (p<0,0001). C: G1 x G2
(MO0 p=0,02). * vermelho: diferenga entre MO e M1 (p=0,01); # vermelho: diferenca entre MO e M2 (p=0,04). Anélise
estatistica: ANOVA seguido de Tukey. Para distribuicdo assimétrica aplicou a distribuicdo Gamma seguido de Wald.
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Figura 12. Avaliacdo da ativacdo e resposta imune celular de 23 gestantes infectadas e ndo infectadas pelo HIV

MO: momento zero (primeiro ou segundo trimestre gestacional), M1: momento 1 (periodo pré-parto), M2: momento 2 (periodo pés-
parto). G1 vermelho: gestantes infectadas pelo HIV, G2 azul: gestantes ndo infectadas. A: * diferenca entre o MO e M2 (p=0,003.
Anélise estatistica: ANOVA seguido de Tukey. Para distribui¢do assimétrica aplicou a distribuicdo Gamma seguido de Wald.
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Dentre as imunoglobulinas relacionadas a translocacdo microbiana, apenas a 1gG néo
apresentou diferenca entre os grupos e os momentos analisados. Diferentemente, a IgA foi maior no M0
do G1 comparado ao mesmo momento do G2 (p=0,001). Para o0 G2, a IgA observada no MO0 foi menor
em relagdo aos outros momentos (MO x M1 p=0,01, MO x M2 p=0,02), ndo havendo diferenca no G1
(p=0,07). No G1, apesar da IgM demonstrada indicar aumento no M2, a diferenca foi encontrada apenas
entre 0 M0 e M1 deste grupo (p=0,02), cujo MO apresentou menor concentracdo desta imunoglobulina.

A ativacao imune humoral inferida pelo EndoCADb (IgG, IgA e IgM) estdo demonstradas na figura 13.
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Figura 13. Avaliacdo da resposta imune humoral de 23 gestantes infectadas e néo
infectadas pelo HIV
MO: momento zero (primeiro ou segundo trimestre gestacional), M1: momento 1 (periodo
pré-parto), M2: momento 2 (periodo pds-parto). G1 vermelho: gestantes infectadas pelo
HIV, G2 azul: gestantes ndo infectadas. IgA: **G1 x G2 (MO0 p=0,001); * diferenca entre
MO e M1 (p=0,01), # diferenca entre MO e M2 (p=0,02). IgM: & diferenga entre MO e M1

(p=0,02). Analise estatistica: ANOVA seguido de Tukey. Para distribuicdo assimétrica
aplicou a distribuico Gamma seguido de Wald.

EndoCAb MU/mI

5.3. Resultados do modelo fatorial

5.3.1. Estresse oxidativo

A atividade antioxidante estd demonstrada na figura 14. Na figura 14.A, para o fator gestacdo
no MO, a infec¢do demonstrou aumento na atividade da CAT, comparado as mulheres ndo infectadas

(p=0,02). Fixando a infeccdo, a atividade da CAT foi menor para gestantes infectadas, comparadas as
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ndo gestantes infectadas, tanto no M0 (p=0,01) quanto no M1 (p=0,004). No M2, os niveis de CAT
foram maiores para as mulheres ndo infectadas no pds-parto, comparadas as mulheres que néo
estiveram gravidas e ndo eram infectadas (p=0,01). Comparando infec¢do e ndo infeccdo (grupo

controle), de acordo com o fator ndo gestacdo, a CAT foi maior nas infectadas (p=0,0008)

Paraa SOD, figura 14.B, no MO, fixando o fator gestacéo, as infectadas tiveram maior consumo
desta enzima (p=0,04). No M1, quando foi estabelecido o fator ndo infeccéo, as gestantes apresentaram
maiores niveis de SOD em relacao as ndo gestantes (p=0,006). A SOD apresentou maior consumo no
pos-parto das mulheres ndo infectadas, em relacdo as mulheres que nédo estiveram gravidas (p=0,006).
O fator ndo gestacdo, comparando infeccdo e nao infeccdo (grupo controle), a SOD foi maior nas

infectadas do que nas ndo infectadas (p=0,007).
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Figura 14. Avaliacao fatorial dos antioxidantes de 39 gestantes e ndo gestantes infectadas e ndo infectadas pelo HIV

MO: momento zero (primeiro ou segundo trimestre gestacional), M1: momento 1 (pré-parto), M2: momento 2 (p6s-parto). M0 e M1
P: pregnancy. M2 PG: pos gestational. Control NP: non pregnant. NI: ndo infecgdo, I: infeccéo.

A: MO0 *G=i x ni p=0,002, quadrado preto 1= g x ng p=0,001. M1 quadrado preto 1= g x ng p=0,004. M2 quadrado preto NI=pg x
ng p=0,01. Control ** NG=I x ni p=0,002. B: M0 *G=i x ni p=0,04, M1 quadrado preto NI=g x ng p=0,006. M2 quadrado preto
Nl=pg x ng p=0,006. Control **NG=i x ni p=0,004. Andlise estatistica: ANOVA seguido de Tukey. Para distribuicdo assimétrica
aplicou a distribuicdo Gamma seguido de Wald.

No M1, as gestantes ndo infectadas apresentaram maior carbonilacdo quando comparadas as
infectadas (p=0,01), figura 15.A. Quando foi fixado o fator ndo infeccdo, os niveis de proteina

carbonilada foram maiores para as gestantes no M1 (p=0,0003) e no pds-parto (p=0,004).
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Na avaliacdo da peroxidacao lipidica, observaram-se maiores niveis de MDA em gestantes
infectadas pelo HIV comparadas as ndo infectadas em todos os momentos (M0 p=0,0002, M1 p=0,003
e M2 p<0,0001) (Figura 15.B). Quando fixado a infec¢do, comparando gestacdo e ndo gestacédo, as
gestantes tiveram maior MDA do que as ndo gestantes, em todos os momentos analisados (MO

p=0,001, M1 p=0,009 e M2 p=0,003).
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Figura 15. Avaliacao fatorial dos oxidantes de 39 gestantes e ndo gestantes infectadas e ndo infectadas pelo HIV.

MO: momento zero (primeiro ou segundo trimestre gestacional), M1: momento 1 (pré-parto), M2: momento 2 (p6s-parto). M0 e M1
P: pregnancy. M2 PG: pos gestational. Control NP: non pregnant. NI: ndo infecgdo, I: infeccéo.

A: M1 *G=i x ni p=0,01, quadrado preto NI= g x ng p=0,003. M2 quadrado preto NI= pg x ng p=0,004. Control **NG=i x ni
p=0,002. B: M0 *G=i x ni p=0,002, quadrado preto NI=g x ng p=0,001. M1 *G=i x ni p=0,003, quadrado preto NI=g x ng p=0,009.
M2 *G=i x ni p<0,0001, quadrado preto NI=g x ng p=0,003. Andlise estatistica: ANOVA seguido de Tukey. Para distribuicéo
assimétrica aplicou a distribuicdo Gamma seguido de Wald.

5.3.2. Translocagdo microbiana, resposta imune celular e humoral

Na figura 16.A, demonstrada pelos niveis plasmaticos de iFABP, destacam-se as mulheres
infectadas e 0 aumento desta proteina em relacao as ndo infectadas para todos 0s momentos. Para todos
0s momentos, houve diferenca quando estabelecido o fator gestacdo, avaliando a infeccdo e nao

infeccdo (MO p=0,003, M1 p=0,001 e M2 p=0,007).
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O LPS, foi maior quando estabelecido o fator ndo gestacdo (grupo controle), comparando

infeccdo e ndo infeccdo (p=0,004) e, também foi maior para as mulheres infectadas e ndo gravidas em

relacdo as gravidas (MO p=0,0005, M1 p=0,008 e M2 p=0,0001) (Figura 16.B). No M2, as mulheres

ndo infectadas apresentaram maiores niveis de LPS no pds-parto em relacdo as mulheres infectadas no
mesmao periodo (p=0,004).

A ativacdo imune inferida pela avaliacdo plasmatica de sCD14 esta demonstrada na figura

16.C. Dentre as ndo gestantes, maiores niveis foram observados para as infectadas comparadas as nao

infectadas (MO p<0,0001) e, para o fator infeccdo, este aumento foi mais evidente entre as nédo

gestantes em relacdo as gestantes (M0 p<0,0001, M1 p<0,0001 e M2 p<0,0001).
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Figura 16. Avaliacdo da translocagdo microbiana e ativagdo imune de 39 gestantes e ndo gestantes infectadas ou néo pelo HIV
MO: momento zero (primeiro ou segundo trimestre gestacional), M1: momento 1 (periodo pré-parto), M2: momento 2 (periodo pés-
parto). Azul claro: infecgdo. Azul escuro: ndo infeccdo MO e M1 G: gestacdo, NG: ndo gestacdo. M2: PG: pés gestacdo, NG: nao
gravidez. NI: ndo infeccéo, I: infecgdo.

A: MO *G=i x ni p=0,03. M1 *G=i x ni p=0,01, quadrado preto I=g x ng p=0,05 M2 *PG=i x ni p=0,007. B: MO quadrado preto
I=g x ng p=0,0005. M1 quadrado preto I=g x ng p=0,0008. M2 *PG=i x ni p=0,004, quadrado preto I=pg x ng p=0,0001.C: MO
quadrado preto 1=g x ng p<0,0001. M1 quadrado preto I=g x ng p<0,0001. M2 quadrado preto I=pg x ng p<0,0001. ANOVA seguido
de Tukey. Para distribui¢do assimétrica aplicou a distribuicdo Gamma seguido de Wald.

Os resultados de EndoCADb (1gG, IgA e IgM) estdo demonstrados na figura 17.
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Figura 17. Avaliacdo da resposta imune humoral de 39 gestantes e ndo gestantes infectadas e ndo infectadas pelo HIV

MO: momento zero (primeiro ou segundo trimestre gestacional), M1: momento 1 (pré-parto), M2: momento 2 (p6s-parto). MO e
M1 P: pregnancy. M2 PG: pos gestational. Control NP: non pregnant. NI: ndo infeccdo, I: infeccéo.

A: M2 *PG=i x ni p=0,04. B: M0 *G=i x ni p=0,02, quadrado preto 1= g x ng p=0,0008, # NI= g x ng p=0,02. M1 quadrado preto
I= g x ng p<0,0001. M2 guadrado preto 1= pg x ng p=0,0005, ** NG= i x ni p=0,02. C: MO quadrado preto I=g x ng p=0,03. M2
*PG=i x ni p=0,05. Analise estatistica: ANOVA seguido de Tukey. Para distribuicdo assimétrica aplicou a distribuicdo Gamma
seguido de Wald.

N&o houve diferenca para a 1gG durante o periodo gestacional, no entanto, o pds-parto das
mulheres ndo infectadas refletiu maior expressdo desta imunoglobulina, quando comparadas as

infectadas (p=0,04) (Figura 17.A).

A 1gA (Figura 17.B), por sua vez, entre as ndo gestantes, maiores niveis foram observados
para as infectadas comparadas as ndo infectadas (p=0,02), e para o fator infecgdo, este aumento foi
maior entre as ndo gestantes em relacdo as gestantes (MO p=0,0008, M1 p<0,0001 e M2 p=0,0005).

No MO, foi observado que quando fixou-se a gestagdo, as infectadas apresentaram maiores niveis de
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IgA (p=0,05). Ainda neste momento, para as ndo infectadas, houve diferenca entre ser ou ndo gestante

(p=0,02), sendo maior nesta ultima.

No MO, a IgM dentre as infectadas foi maior para as ndo gestantes comparadas as gestantes
(p=0,03) e, no pos-parto, as infectadas apresentaram elevacdo desta imunoglobulina em relacdo as ndo

infectadas (p=0,05) (Figura 17.C).
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6. DISCUSSAO

Das 39 mulheres incluidas no estudo, a média de idade geral foi de 31,5 (+7,18) anos, com
maior prevaléncia da cor de pele branca (70%). De forma geral, estes dados assemelham-se as
tendéncias observadas no contexto nacional, cuja concentracdo de casos € observada em individuos

brancos e na faixa etaria de 25 a 39 anos?.

Em relacdo aos exames laboratoriais das gestantes infectadas, as contagens de linfécitos T
CD4+ apresentaram-se em sua grande maioria, acima de 500 células/mm?, situacdo imunolGgica que
reflete na estabilidade clinica e que se é esperada de acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas (PCDT) para Manejo da Infecgdo pelo HIV em Adultos'®®. No entanto, 54,0% dessas
gestantes, possuiam CV acima do limite de deteccdo no momento da inclusdo no estudo, o que
provavelmente correspondeu ao diagnostico da infeccdo e inicio do tratamento, sendo este um fator
preponderante tanto para prevencao da transmissao vertical, quanto para aqueles conflitos inerentes ao

processo da gestacao.

A TARYV é indicada para toda gestante infectada pelo HIV, independente de aspectos clinicos
e imunoldgicos e que deve ser mantida apds o parto. A TARV e a supressao viral (CV< 40 copias/ml)
sdo fatores determinantes na reducio da transmissdo vertical para menos de 1%, De acordo com o
PCDT para Prevencdo da Transmissdo Vertical de HIV, Sifilis e Hepatites Virais'®®, o esquema
preferencial para inicio de tratamento em gestantes no Brasil deve ser composto por ITRN e inibidor
de integrase, no entanto, o esquema terapéutico das gestantes do estudo foi na maioria (61%), composto
por ITRN associado & ITRNN ou IP, introduzido conforme recomendacgéo da época e mantido durante
a gestacdo. Ademais, foi observado que quatro mulheres no pds-parto haviam parado a medicacao,
principalmente devido ao retorno ambulatorial tardio, bem como aos cuidados com o0s bebés e a

indisciplina com o tratamento.
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Assim, o presente estudo objetivou, de modo inedito, analise do estado redox, ativacdo imune

e inflamacdo em dois diferentes modelos, um longitudinal, considerando a evolugéo gestacional e pos-
parto de mulheres infectadas ou ndo pelo HIV e, um fatorial, considerando os fatores “infec¢ao” e

“gestacdo” isolados ou em conjunto.

O estresse oxidativo e a ativacdo do processo inflamatdrio desempenham papel crucial na
progressao para aids. A variacdo no equilibrio redox nas diferentes fases da infeccéo € explicada pela
acao conjunta do virus e da TARV, sendo que em PVHA tratadas ou ndo, ha formacéo intensa de

espécies reativas em paralelo a desregulacéo de porgdes antioxidantes endogenas44145:150.153,167.168

Na gestacdo, também ocorre intenso estresse oxidativo*®® devido, principalmente, as mudancas
no uso de substratos energéticos e ao maior consumo de oxigénio’®, sendo que esse estado é regulado
por varios mecanismos fisioldgicos, a fim de manter um equilibrio continuo entre a producao de
radicais livres e a capacidade antioxidante da gestante, o que permite a progressdo normal da gestacao

e crescimento fetal’?,

Tanto no modelo longitudinal, quanto no fatorial, nos primeiros meses de gestacdo, as
infectadas pelo HIV apresentavam maior atividade de SOD do que as ndo infectadas, enquanto no pré
e pos-parto, a atividade desta enzima foi semelhante entre ambos 0s grupos. Assim, a gestacéo por si
s0, parece ndo alterar esta atividade enzimatica. Excluindo o fator “gestagdo”, as infectadas tambem
mostraram maior atividade de SOD do que aquelas ndo infectadas, o que sugere a influéncia do virus
neste mecanismo. Entretanto, excluindo o fator “infec¢ao”, no pré e pos-parto das gestantes HIV-
evidenciou-se maior atividade de SOD do que nas HIV- ndo gravidas. Como estas diferencas ocorreram

apenas em HIV-, acreditamos que o fator isolado “gestacdo” leve a alteragdes significativas de SOD.

Ainda em relagdo as enzimas antioxidantes enddgenas, no modelo fatorial, as HIV+ também
tiveram maior atividade da CAT em relagdo as HIV-, sendo que, ao se considerar todas as HIV+, 0
fator “gestacdo” mostrou menores atividades desta enzima, cujo aumento foi observado apenas no

periodo pos-parto no modelo longitudinal.
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Considerando apenas a infeccio pelo HIV, estes resultados séo corroborados por lbeh et al 172,
que também mostraram maior atividade de SOD e CAT em PVHA, do que em néo infectados. De

modo contrario, Osuji et al .73

verificaram que antes e 12 meses apds introducdo da TARV, o0s
incluidos no estudo apresentaram menor atividade enzimatica de SOD e CAT em relacdo ao grupo de
ndo infectados. Entretanto, mesmo néo atingindo os valores dos ndo infectados, apos seis e 12 meses
de TARV houve aumento significativo nestas enzimas, o que pode ser resultado de menor producao de

EROs e radicais livres devido ao aumento progressivo das células T CD4+ e a diminuicdo da CV apdés

TARVL?,

Quando se considerou apenas a gestacdo, a literatura é bastante controversa. Enquanto o
presente estudo destacou apenas atividade de CAT reduzida em gestantes infectadas, a atividade de
SOD esta sendo compensatoria frente ao estresse oxidativo. Entretanto, de modo diferente, em estudo
realizado em gestantes saudaveis, conduzido por Yiiksel & Yigit'™, houve maior atividade de SOD e
CAT e maior peroxidacao lipidica (MDA) no primeiro trimestre. J& no estudo conduzido por de Lucca

etal .1 o dano oxidativo foi maior no segundo trimestre de gestacao.

Estas divergéncias de dados podem ser atribuidas as caracteristicas das populacdes estudadas,
pois, no presente estudo, a grande maioria das participantes apresentava boa resposta imunoldgica,
caracterizada pelas contagens de TCD4+ acima de 500 células/mm?3. Considerando que a alta atividade
antioxidante enddgena possa exercer papel protetor em células T CD4+, limitando a infecgdo®’?, as
mulheres incluidas no presente estudo podem conseguir regular os produtos pré-oxidantes gerados pela

gestacdo e/ou infeccao.

Os niveis de proteina carbonilada podem servir como marcador Util e sensivel para identificacdo
de danos as proteinas induzidas pelo estresse oxidativo, em resposta ao subprodutos EROs, como
MDA®177 Elas podem ser geradas de diferentes maneiras, como clivagem oxidativa de proteinas,
ligagdo direta de residuos de aminoécidos ou reacdo com MDA. Nos resultados de carbonila¢do do
presente estudo, entre as gestantes, as nao infectadas pelo HIV mostraram aumento desta proteina no

pré-parto, tanto na anélise longitudinal quanto fatorial, sendo que o fator gestagdo parece aumentar
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estes niveis apenas nestas mulheres nao infectadas. Excluindo o fator “gesta¢dao”, as HIV+ tiveram
niveis mais elevados desta proteina. Assim, tanto a infeccdo quanto a gestacdo parecem influenciar

nesta acdo pro-oxidante.

Deste modo, entre as gestantes ndo infectadas, os achados relacionados a maior carbonilacao,
principalmente no pré-parto, sugerem que este intenso desequilibrio oxidativo ocorra de forma

transitoria, restringindo-se a este periodo. Li et al .1"®

relataram maior carbonilacdo em gestantes
diabéticas, nos primeiro e terceiro trimestres gestacionais. Outros fatores também podem influenciar
no estado redox, como a anemia, que € muito comum em gestantes. Tiwari et al .>’® observaram que

0 aumento da peroxidacdo lipidica e de proteinas pode levar ao maior risco de complicacdes

gestacionais.

Ao se considerar apenas a infeccdo pelo HIV, nossos resultados de maior carbonilacdo e
menores atividades de SOD e CAT apresentados pelas mulheres infectadas é corroborado por outros
estudos que evidenciaram maior estresse oxidativo nesta populacdo, em relacdo as pessoas nédo

infectadas, o que é reflexo tanto da propria acdo do virus'® quanto da TARV%0.153181,

O MDA tem sido o principal produto para estimar a peroxidacao lipidica celular'’®. No presente
estudo e considerando apenas as gestantes, foi observada maior concentracdo de MDA naquelas
infectadas pelo HIV em relacdo as ndo infectadas. E, ao considerar todas as infectadas, as gestantes
demonstraram maiores niveis de MDA do que as ndo gestantes. Estes achados sugerem que tanto a
infeccdo quanto a gestacdo, e principalmente os dois fatores associados, promovem maior peroxidacao
lipidica. Entretanto, nas mulheres ndo gravidas, o maior estresse oxidativo das HIV+ pode ser
resultante das altas concentraces de proteinas carboniladas encontradas, e ndo do MDA, pois este

ultimo ndo foi alterado na presenca de infecgéo.

Em estudo com gestantes saudaveis conduzido por Yiiksel & Yigit}’*, concentracdes de MDA

estiveram elevadas no primeiro trimestre gestacional. Além disso, Anderson et al.*®? | demonstraram



46
que altos niveis de MDA influenciaram no baixo peso de neonatos nascidos de médes HIV+, comparadas

as maes HIV-.

Para as mudancas observadas em SOD, a infec¢do foi mais evidente frente a atividade desta
enzima do que a gestacdo em todas as mulheres infectadas pelo HIV. Estas, também apresentaram
maior atividade de catalase do que as ndo infectadas, mas esta atividade foi diminuida quando estas
mulheres estavam no periodo gestacional. No entanto, ambos os fatores infeccdo e gestacdo parecem
influenciar na atividade de catalase.

Para carbonilacdo, gestantes HIV- e ndo gestantes HIV+ apresentaram niveis mais elevados,
mostrando que ambos os fatores também estdo relacionados com maior oxidacdo e modificacdo de
proteinas. Ademais, tanto a infec¢do quanto a gestacdo aumentaram o peroxidacdo lipidica aferida pelo
MDA. Vale ressaltar que a analise do estresse oxidativo no periodo gestacional é importante, pois seu
aumento pode estar relacionado tanto ao parto prematuro'®, quanto a disfuncéo endotelial em mulheres

pré-eclampsicas!’"184, entre outras complicacdes obstétricas!’.

A translocagdo microbiana é um mecanismo bem estabelecido em PVHA®, embora estruturas
e compartimentos celulares envolvidos ainda estdo sendo investigados. Além disso, a translocacédo
relacionada a gestacdo e a infeccdo pelo HIV permanece um desafio a comunidade académica, devido
as implicacdes durante a gestacdo®’, a complexa interacdo virus-hospedeiro'® e a dishiose!® %, que
sdo passiveis de consequéncias imunoldgicas e fisioldgicas ainda ndo compreendidas, tanto nas
mulheres quanto em seus filhos.

Para avaliar a translocacdo microbiana, foi quantificada neste estudo a iFABP, recente
biomarcador de dano epitelial, cuja presenca na circulacdo sistémica reflete a apoptose de enterdcitos
e, consequente perda da integridade estrutural do epitélio® %, Uma das possiveis causas do dano
epitelial intestinal na infeccdo pelo HIV deve-se a intensa deplecdo de linfocitos T CD4+%, a estruturas
e mecanismos protetores prejudicados e & propria disbiose'®®% que também pode acelerar este
processo. Vale ressaltar que a circulacdo sistémica de iFABP ocorre independentemente da CV do

individuo87:18,
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O aumento da permeabilidade intestinal favorece a translocacdo microbiana do lumen do
intestino para a corrente sanguinea®'®’. Para determinar a presenca de produtos bacterianos
circulantes, foram avaliados niveis de LPS, um glicolipidio que compde a estrutura celular de bactérias
Gram-negativas®”® e que pode ser neutralizado por imunoglobulinas (IgG, IgA e IgM), determinadas
EndoCADb*>". O LPS é um fator importante na ativagio imune sistémica®%°, cujo processo inicia-se
pelo complexo LPS-sCD14, que interage com o TLR-4, ativando producéo de citocinas inflamatorias.
Esta condicdo inflamatdria crénica tem sido relacionada ao envelhecimento precoce em individuos

infectados pelo HI\V%455:79-81,

No presente estudo, a iIFABP esteve aumentada em todas as mulheres infectadas pelo HIV,
independentemente da gestacéo e, tanto no modelo longitudinal quanto fatorial. Neste ultimo modelo,
entre as infectadas, os niveis de iFABP no pré-parto foram ainda maiores nas gestantes do que nas nao
gestantes. Desse modo, € possivel sugerir que o dano epitelial intestinal pode ser provocado pela
infeccdo e intensificado no pré-parto. Estes resultados assemelham-se aos encontrados em outros
estudos, que tém demonstrado aumento desta proteina em PVHA"18, Estudos sobre a relacdo da
gestacdo e infeccdo nos niveis de iFABP ainda sdo escassos. Shivakoti et al .*** demonstraram que
este aumento também esteve mais evidente em gestantes infectadas, o que apresentou forte relacdo

com o parto prematuro, apesar de ndo avaliarem possiveis consequéncias para o0 neonato.

Ademais, analisando os niveis de LPS detectados em todas as mulheres, verificou-se que esta
concentracdo nas infectadas provavelmente relacionou-se ao maior dano epitelial (iFABP). Entretanto,
tal relacdo ndo foi observada naquelas ndo infectadas, ja que nelas os niveis de iFABP ndo foram tdo
expressivos. A literatura ja tem consolidado o fato da infeccdo promover maior translocacdo
microbiana, o que ja foi discutido anteriormente. No entanto, de acordo com os resultados do presente
estudo, ha possibilidade do fator “gesta¢do” diminuir os niveis de LPS, o que ocorre apenas nas
infectadas. Assim, os mecanismos que modulam estas diferentes respostas precisam ser melhor

investigados.
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Pelos modelos, longitudinal e fatorial, as mulheres ndo infectadas no pds-parto apresentaram

131 analisaram as

maiores niveis de LPS, comparadas as infectadas no mesmo periodo. Lépez et al
gestantes HIV+ e HIV- imediatamente ap0s o parto e, ndo demonstraram diferencas nos niveis de LBP,
um ligante dependente de LPS. Isso sugere que o aumento de LPS pode ocorrer posteriormente, ou

seja, devido a outros fatores ndo relacionados a infeccéo ou gestacao.

Nesse sentido, circulacdo sisttmica de LPS tem sido documentada através de alguns outros
mecanismos que ndo sdo resultantes do dano epitelial. A translocacdo pode ocorrer pela internalizacao
de LPS nos enterdcitos e seu posterior transporte para a circulacio'® e/ou incorporacdo do LPS as
particulas denominadas quilomicrons, durante a digestdo de dietas hiperlipidicas!®, culminando em
estado inflamatorio cronico®1%, A dishiose pos-parto relatada em gestagbes normais, como
mencionadas por Mu et al .*%!, também seria outra possivel explicacdo para os resultados encontrados

no presente estudo.

No presente estudo, pelo modelo fatorial, a gestacdo diminuiu a ativacdo imune inferida pelo
sCD14 em mulheres infectadas pelo HIVV. No modelo longitudinal, essa ativacdo foi maior no primeiro
trimestre da gestacdo, enquanto que as nao infectadas nao apresentaram alteracdo durante o periodo
gestacional. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por Mitchell et al .12 e Lopez*® et al
. em gestantes infectadas pelo HIV, no entanto, esta ativacdo foi mais intensa no pré-parto, que
culminou em parto prematuro. Em nosso estudo, além de ndo observarmos maior ativacdo imune no

pré-parto, todos os partos foram a termo.

Hel et al .5 mostraram que a dindmica da resposta humoral em individuos infectados pelo HIV
é prejudicada independentemente do tratamento, e que 0s niveis aumentados de IgM e diminuicdo de
IgA e IgG permitem esclarecer o remodelamento da resposta imunol6gica que favorece maior
translocagcdo microbiana nestes individuos. No estudo aqui apresentado, foram mensurados niveis
plasméticos de EndoCAb. A concentracdo de 1IgG demonstrou sutil aumento no periodo gestacional de
mulheres ndo infectadas comparadas as infectadas, apesar de nédo ter havido diferenca estatistica. J& no

pos-parto, estes niveis foram elevados nas ndo infectadas, o que sugere que esta classe de
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imunoglobulina ndo consegue neutralizar o LPS. Entretanto, apesar do presente estudo ndo avaliar a
influéncia da continuidade de TARV nas participantes, sua adesdo pode influenciar nos niveis de 1gG,
bem como de suas subclasses, conforme recente estudo realizado em gestantes HIV+ por Baroncelli et

al .193.

A secrecdo de IgA exibe efeito anti-inflamatorio®®* limita a adesdo de microrganismos
patogénicos no epitélio e dificulta a translocagdo microbiana. Foi sugerido por Gori et al .** que a
secrec¢do, atuacdo e especificidade da IgA esta diretamente ligada a microbiota. Entre todas as HIV+
estudadas aqui, observamos menor concentracdo desta imunoglobulina durante a gestacéo e no pds-
parto, do que as mulheres ndo gestantes. Isso mostra que o fator “gestacdo” na infeccéo esta fortemente
relacionado ao comprometimento na producdo destes anticorpos, cuja resposta permaneceu até pelo
menos trés meses apos o parto. A menor deteccdo de IgA em gestantes infectadas, pode sugerir intensa
ligacdo deste anticorpo com endotoxinas luminais, pela possivel disfuncdo endotelial decorrente da
infeccdo pelo HIV, efeitos citotoxicos e distirbios causados pela terapia e disbiose. Outro fato
observado foi que em gestantes ndo infectadas o primeiro trimestre gestacional parece estimular a

sintese da IgA, pois as infectadas ja apresentavam este estimulo devido a prépria infeccao.

No decorrer da gestacdo das mulheres infectadas, no estudo longitudinal aqui apresentado,
houve tendéncia (p=0,06) ao aumento de IgM, enquanto Lopez et al .**! ndo encontraram alteragdes.
Outra condicdo observada, pelo modelo fatorial, foi no inicio da gestacdo, a menor concentracdo de
IgM nas HIV+, comparadas as ndao gestantes, o que pode ter relacdo com o menor LPS também
encontrado neste mesmo grupo, ja que esta imunoglobulina tem alta afinidade por esse antigeno®®.
Assim, a gestacdo parece diminuir LPS, IgM e IgA, refletindo em menor ativacdo imune nas HIV+,
pois, segundo Hel et al .%, niveis elevados de IgM contribuem para o maior dano epitelial e

translocacdo microbiana.

Principalmente para Endocab, mais pesquisas sd0 necessarias no intuito de esclarecer a
influéncia da gestagdo, bem como da infeccdo pelo HIV, além de sua interacdo com outros parametros

imunoldgicos e possiveis consequéncias.
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6. CONCLUSOES

Quanto ao estresse oxidativo, o fator infeccdo foi mais importante que o gestacdo para as
mudancas observadas em SOD, cuja atividade foi mais evidente em todas as mulheres infectadas pelo
HIV. Estas, também apresentaram maior atividade de CAT que as ndo infectadas, mas esta atividade
foi diminuida quando estas mulheres estavam em periodo gestacional. Portanto, ambos os fatores
infeccdo e gestacdo parecem influenciar na atividade desta enzima. Para carbonilacéo, gestantes HIV-
e ndo gestantes HIV+ apresentaram niveis mais elevados, mostrando que ambos os fatores também
estdo relacionados com maior oxidacdo e modificacdo de proteinas, em contrapartida a peroxidacéao
lipidica (MDA) foi mais intenso naquelas ndo gravidas.

Em relacdo a translocacdo microbiana, esta foi desencadeada pela gestacdo e infeccdo. A
infeccdo promoveu intenso dano epitelial (iIFABP) em infectadas, enquanto que a gestacao intensificou
este processo no pré-parto destas mulheres. Naquelas ndo infectadas, menores niveis de iIFABP
sugerem que LPS circulante possuiu baixa relacdo com o dano epitelial intestinal, indicando que outros
componentes podem estar envolvidos neste processo. Por fim, a infec¢cdo promoveu maior translocacao
microbiana e ativacdo imune em infectadas pelo HIV, e a gestacdo por sua vez, diminuiu este Ultimo

nestas mulheres, como visto pelo LPS, sCD14, IgM e IgA.
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8. ANEXOS

Anexo |. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)RESOLUGAO
466/2012 (G1)

CONVIDO, o Senhor (a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliacdo da translocacio
microbiana, perfil de citocinas e de hormdnios, estrogeno e progesterona, no periodo gestacional de
mulheres infectadas pelo HIV*, que sera desenvolvido por mim Vanessa Martinez Manfio, farmacéutica e
Mestre em doencas tropicais, com orientagdo do profissional Médico (a) e Professor (a) Lenice do Rosério de
Souza da Faculdade de Medicina de Botucatu —UNESP.

Estou estudando uma doenca HIV/aids. Para que eu possa ter um resultado nesse momento preciso coletar 10ml
do seu sangue que sera realizado os seguintes exames: ELISA, CBA e marcadores de ativacdo imune. O risco
com a coleta de sangue sera a picadinha da agulha e uma manchinha roxa que desaparecera bem rapidamente.

Informo que o material bioldgico colhido do Senhor(a) ,ndo serd usado em sua totalidade e parte dele serd
armazenada na Faculdade de Medicina. Para reutilizacdo desse material sera escrito um novo projeto de
pesquisa, com um novo termo de consentimento para que o Senhor (a) assine nova autorizagao para utilizacéo
desse material.

Solicito também seu consentimento para consultar seu prontuario médico para coletar outras informaces l&
contidas como Carga viral e TCD4+ referentes a consultas feitas anteriormente pelo (a) Senhor (a). Além disso
o(a) Senhor (a) respondera um questionario que levara uns 15 minutos de duracao.

Seu beneficio em participar sera para futuros pacientes, apds os pesquisadores terem o conhecimento dos
resultados da pesquisa. Fique ciente de que sua participagdo neste estudo é voluntaria e que mesmo apos ter
dado seu consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retira-lo a qualquer momento, sem qualquer
prejuizo na continuidade do seu tratamento.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor, o qual 01 via sera
entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via sera arquivada e mantida pelos pesquisadores por
um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Qualquer davida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em Pesquisa através dos
telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas,
na Chécara Butignolli s/n° em Rubido Junior — Botucatu - S&o Paulo. Os dados de localizacéo dos pesquisadores
estdo abaixo descrito:

Apos terem sido sanadas todas minhas dividas a respeito deste estudo, CONCORDO EM PARTICIPAR de
forma voluntéria, estando ciente que todos os meus dados estardo resguardados através do sigilo que os
pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser publicados em
revistas cientificas, sem no entanto, que minha identidade seja revelada.

Botucatu, [

Pesquisador Participante da Pesquisa

Lenice do Roséario de Souza; Vanessa Martinez Manfio

End: Rua Salim Kahil, 150, Vila Nogueira, Botucatu End: Rua Miguel Catharino 339, Jd panorama, Botucatu

Tel: 14 38821395; E-mail: Isouza@fmb.unesp.br Tel: 14 997223003 Email:vanessamanfio@hotmail.com



62

ANEXO Il. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) RESOLUCAO
466/2012 - G2

CONVIDO, o Senhor (a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliacio da translocacio
microbiana, perfil de citocinas e de hormdnios, estrégeno e progesterona, no periodo gestacional de
mulheres infectadas pelo HIV”, que sera desenvolvido por mim Vanessa Martinez Manfio, farmacéutica e
Mestre em Doencas Tropicais, com orientacdo do profissional do médico (a) e Prof (a) Lenice do Rosério de
Souza da Faculdade de Medicina de Botucatu —UNESP.

Sua participacdo nesta pesquisa se dara por ser uma pessoa saudavel, sem nenhum tipo de doenca. Todos 0s
dados que obtivermos com sua participacdo é meramente para compararmos com os dados de outros
participantes que possuem a doenca que estamos estudando.

Solicito também seu consentimento para levantar seu prontudrio médico para coletar outras informacdes la
contidas, que possam fornecer subsidios para fazer comparacao entre o individuo saudavel e em tratamento de
doenca. Além disso o(a) Senhor (a) responderd um questionario que levara uns 15 minutos de duragéo. O Senhor
(a) ndo terd nenhum beneficio em participar desta pesquisa, pois como ja explicamos seus dados serdo
meramente para comparar com os dados de uma pessoa em tratamento de doenca.

Fique ciente de que sua participagdo neste estudo é voluntaria e que mesmo ap0s ter dado seu consentimento
para participar da pesquisa, vocé podera retira-lo a qualquer momento, sem qualquer penalidade.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd elaborado em 2 vias de igual teor, o qual 01 via sera
entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via sera arquivada e mantida pelos pesquisadores por
um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Qualquer davida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em Pesquisa através dos
telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas,
na Chécara Butignolli s/n° em Rubido Junior — Botucatu - S&o Paulo. Os dados de localizacdo dos pesquisadores
estdo abaixo descrito:

Apos terem sido sanadas todas minhas dividas a respeito deste estudo, CONCORDO EM PARTICIPAR de
forma voluntéria, estando ciente que todos os meus dados estardo resguardo através do sigilo que os
pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser publicados e revistas
cientificas, sem no entanto, que minha identidade seja revelada.

Botucatu, [

Pesquisador Participante da Pesquisa

Lenice do Roséario de Souza; Vanessa Martinez Manfio

End: Rua Salim Kahil, 150, Vila Nogueira, Botucatu End: Rua Miguel Catharino 339, Jd panorama, Botucatu

Tel: 14 38821395; E-mail: Isouza@fmb.unesp.br Tel: 14 997223003 Email:vanessamanfio@hotmail.com
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10. APENDICE I

RESULTADOS MAIS RELEVANTES DO ESTUDO

Gestantes:

Inicio gestagdo: maior SOD, CAT e MDA nas HIV+ do que HIV- (fatorial e longitudinal)
maior iIFABP e IgA nas HIV+ do que nas HIV- (fatorial e longitunal)

ou seja, T SOD CAT iFABP IgA nas HIV+.

Pré-parto: maior CARBO e MDA nas HIV- do que as HIV+ (fatorial e longitudinal)
maior iFABP nas HIV+ do que nas HIV- (fatorial e longitudinal)

ou seja, | CARBO 1 iFABP nas HIV+.

Pés-parto: maior CAT e MDA nas HIV+ (longitudinal)
maior iFABP e IgM e menor LPS e 1gG nas HIVV+ do que nas HIV- (fatorial para
todos, e longitudinal apenas para iFABP e LPS)

ou seja, | CARBO 1 iFABP nas HIV+.

N&o gestantes/fatorial:
maior SOD, CAT e CARBO nas HIV+ que HIV-
maior iIFABP, LPS, sCD14 e IgA nas HIV+ do que nas HIV-

maior EO e TM nas HIV+



