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RESUMO

Introducdo: O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é uma das principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo. Os reservatorios virais sao a principal barreira para alcancar
a cura do HIV em individuos infectados, mesmo na presenca da Terapia Antirretroviral (TARV).
Os macréfagos infectados pelo HIV migram para varios tecidos, constituido um reservatorio viral
estavel em producdo continua. O TREM-1 é uma proteina da célula miel6ide-1, expresso em
monaocitos/macrofagos e neutréfilos, fundamental na regulagdo e ampliacdo da inflamacdo na
resposta imunoldgica. Objetivo: Avaliar se a proteina STREM-1 tem valor preditor de mortalidade
em pacientes HIV/AIDS internados por causas de admissdo hospitalar relacionadas ao HIV, em
um hospital de referéncia no municipio de Manaus-AM, Brasil. Metodologia: Realizou-se um
estudo de coorte prospectivo em pacientes internados na Fundagdo de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado (FMT — HVD), com segmento de 28 dias para a previsdo de mortalidade.
Foram identificados no estudo um total de 340 pacientes, que atendiam os critérios de elegibilidade,
dos quais foram incluidos 260. O plasma sTREM-1 foi quantificado por ELISA. Para avaliar a
correlacdo entre o STREM-1 e a previsdo de mortalidade em pacientes HIV, calculou-se a Curva
ROC, Area Sob a Curva (AUC) e Regressdo Multivariada de Poisson. Resultados: Dos 260
pacientes incluidos, 81,9% sobreviveram e 18,1% foram a 6bito. No grupo 6bito o valor médio de
STREM-1 foi maior (885,9+197,7) comparados aos que sobreviveram (555,8+134,3; p = 0,0001),
com grande magnitude de efeito (Cohen’s Q) 1,96, para uma diferenca média de 392,4454,7pg/mL
(teste Mann-Whitney para ranks; p<0.0001). A AUC foi 0.91 IC 95% 0.85 — 0.97 (p < 0.0001). O
Valor de cut-off selecionado para STREM-1 alto foi 683,8pg/mL com a melhor classificacdo
correta de casos em 84,23%, sensibilidade de 89,36% (IC 95% 74,8 — 94,2%) e especificidade
83,10% (IC 95% 80,1 — 89,6%). A razdo de probabilidade positiva (LR+) calculada foi 5,28 e
negativa (LR-) de 0,13. A Regressdo Multivariada de Poisson foi calculada classificando os niveis
séricos de STREM-1 no soro conforme valor cut-off (Alto > 683,8pg/mL ou Baixo <683,8pg/mL),
onde o STREM-1 alto se mostrou com melhor performance para predicdo de ébito com alta razdo
de Densidade de Incidéncia (IRR 16.7, p = 0,000). Conclusao: Em suma, esses achados indicam

que 0 STREM-1 é um preditor de mortalidade em pacientes HIV internados.

Palavras-chave: HIV, macrofagos, mortalidade, prognostico, TREM-1.



ABSTRACT

Introduction: The Human Immunodeficiency Virus (HIV) is one of the main causes of morbidity
and mortality in the world. Viral reservoirs are the main barrier to achieve a cure for HIV in infected
individuals, even in the presence of Antiretroviral Therapy (ART). HIV infected macrophages
migrate to various tissues, forming a stable viral reservoir in continuous production. TREM-1 is a
myeloid cell protein-1, expressed in monocytes/macrophages and neutrophils, fundamental in the
regulation and amplification of inflammation in the immune response. Objective: To assess
whether the STREM-1 protein has a predictive value for mortality in HIV/AIDS patients
hospitalized for HIV-related causes of hospital admission, in a well-known and reputed hospital in
the city of Manaus-AM, Brazil. Methodology: A prospective cohort study was carried out in
patients hospitalized at the Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT
— HVD), with a 28-day segment for predicting mortality. A total of 340 patients who met the
eligibility criteria were identified in the study, in which 260 were included. STREM-1 plasma was
quantified by ELISA. To evaluate the correlation between STREM-1 and mortality prediction in
HIV patients, the ROC Curve, Area Under the Curve (AUC) and Poisson Multivariate Regression
were calculated. Results: From 260 patients included, 81.9% survived and 18.1% died. In the death
group, the mean value of STREM-1 was higher (885.9+£197.7) compared to those who survived
(555.8+£134.3; p = 0.0001), with a large magnitude of effect (Cohen's Q) 1.96, for a mean difference
of 392.4+54.7pg/mL (Mann-Whitney test for ranks; p<0.0001). The Area AUC was 0.91 95% ClI
0.85 - 0.97 (p < 0.0001). The selected cut-off value for high sSTREM-1 was 683.8 pg/mL with the
best correct classification of cases at 84.23%, sensitivity of 89.36% (95% CI 74.8 — 94.2 %) and
specificity 83.10% (95% CI 80.1 — 89.6%). The calculated positive odds ratio (LR+) was 5.28 and
negative (LR-) 0.13. Poisson Multivariate Regression was calculated by classifying the serum
levels of STREM-1 in the serum according to the cut-off value (High > 683.8pg/mL or Low
<683.8pg/mL), where high sTREM-1 showed the best performance for predicting death with a
high Incidence Density Ratio (IRR 16.7, p = 0.000). Conclusion: In summary, these findings show
that STREM-1 is a predictor of mortality in hospitalized HIV patients.

Keywords: HIV, macrophages, mortality, prognosis, TREM-1.
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1 INTRODUCAO

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é uma infeccdo que afeta o sistema
imunolégico, causando a destruicdo dos linfocitos T CD4", tornando o individuo susceptivel a
complicacdes e infecgdes oportunistas. Em 2020 tinham sido identificadas 37,7 milhGes de pessoas
vivendo com HIV e 680 mil mortes relacionadas ao HIV no mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

Desde o inicio da epidemia da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) em 1980
até 31 de dezembro de 2019, foram notificados no Brasil 349.784 6bitos, dos quais 18.420 (5,3%)
na regido Norte e 4.683 no estado do Amazonas com o segundo maior nimero de casos de
mortalidade na regido, depois do Pard com 9.835, tendo o HIV/AIDS como causa (BRASIL, 2020).

Apesar da implementacdo de medidas governamentais e sociais para evitar a disseminagao,
bem como reduzir o nimero de 6bitos relacionados ao HIVV/AIDS no Brasil, em 2019, 11 Unidades
Federativas (UF) apresentaram um incremento do coeficiente de mortalidade superior ao nacional,
que foi de 4,1 6bitos por 100.000 habitantes, onde o estado do Amazonas, teve o quarto (6,4
0bitos/100.000 habitantes) coeficiente de mortalidade mais elevado (BRASIL, 2020).

As resposta imune inata fornece a primeira linha de defesa contra patdégenos virais, e 0
sistema imunoldgico depende da capacidade das células imunes do hospedeiro para detectar
patdgenos invasores e alertar as células imunes adaptativas (HYUN et al., 2019). A variacdo na
replicacdo do HIV proporciona desafios no controle e na eliminacdo do virus, mesmo na presenca
da TARV (Terapia Antirretroviral) (BRENCHLEY et al., 2006; SIMONETTI; KEARNEY, 2015).
O HIV causa perturbacdes significativas no sistema imunoldgico, e consequente perda progressiva
de linfécitos T CD4", culminando com uma ampla gama de anormalidades imunoldgicas (DEEKS
et al., 2015; HYUN et al., 2019).

A ativacdo de uma resposta imune inata eficaz e equilibrada é um importante determinante
na progressao da infeccdo viral. Os macréfagos humanos infectados pelo HIV apresentam uma
expressdo aumentada do TREM-1 (YUAN et al., 2017). O receptor soluvel desencadeante expresso
em células mieldides-1 (do inglés Triggering Receptor Expressed in Mieloid Cells-1) (STREM-1)
provou ser um valioso marcador, uma vez que pode ser facilmente detectado em fluidos biolégicos
e monitorado nas interacGes entre diferentes virus e o hospedeiro, bem como na patogénese viral
até o desfecho clinico (ROE; GIBOT; VERMA, 2014).
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Capitulo 1. Introducéo

1.1 Justificativa

Alguns estudos tém demostrado que a concentracdo sérica do STREM-1, pode prever a
mortalidade de pacientes, como € o caso do estudo realizado em pacientes com sepse, onde Jedynak
et al. (2018), demostraram que o STREM-1 foi um preditor de mortalidade precoce em pacientes
com sepse grave e choque séptico em 28 dias, apesar que a sua capacidade de prever foi
considerada baixa em relacdo aos escores de gravidade clinica da doenca. Para além disso, 0
STREM-1 pode ser utilizado como um marcador progndstico para pacientes com sepse, através de
reducdo progressiva da concentracdo plasmatica de STREM-1 que indica uma evolucdo clinica
favoravel ao longo da fase de recuperacao da sepse (GIBOT et al., 2005).

Ademais, 0 STREM-1 tem sido estudado no progndstico de diversas doencas virais, onde
0 aumento de seus niveis séricos tem sido associado com 0 mau prognostico clinico da doenga
(DE OLIVEIRA MATOS et al., 2020). O prognastico clinico grave e a previséo de mortalidade
ja foi estudada em Enterovirus A71 (EV-AT71) por Amrun et al. (2020) e na Sindrome respiratéria
aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) por NETO et al. (2020), onde 0 STREM-1 se mostrou
como um marcador biolégico na patogénese da infeccdo grave e na predicdo de mortalidade,
respectivamente. Atualmente existem poucos estudos que abordam o HIV e 0 STREM-1. Nas
poucas publicacGes existentes, Yuan et al. (2017) e Campbell; To; Spector, (2019), demostraram
que a ativacdo do TREM-1 prolonga a sobrevivéncia de macrofagos infectados. Posteriormente
Hyun et al. (2019) relataram que o aumento dos niveis de STREM-1 esta envolvido em respostas
imunes aumentadas desencadeadas por HIV. No entanto, ainda ndo se conhece se a proteina

sTREM-1 tem valor preditivo na mortalidade em pacientes HIV.

Em virtude das evidéncias apresentadas anteriormente, partindo do pressuposto que a alta
expressdo do STREM-1 esta associada com o maior risco de mortalidade em diferentes infeccdes
virais, torna-se justificavel a realizacdo desta pesquisa, visto que se trata de um estudo pioneiro que
ird abordar o potencial preditivo da proteina TREM-1 solivel na mortalidade em pacientes
HIV/AIDS internados. Esta pesquisa teve como objetivo principal: avaliar se a proteina STREM-1
tem valor preditor de mortalidade em pacientes HIVV/AIDS internados por causas de admissdo

hospitalar relacionadas ao HIV.
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Capitulo 2. Objetivos

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se a proteina STREM-1 tem valor preditor de mortalidade em pacientes HIV/AIDS
internados por causas de admissdo hospitalar relacionadas ao HIV, em um hospital de

referéncia no municipio de Manaus-AM, Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar as caracteristicas clinicas e laboratoriais nos pacientes internados por causas
relacionadas ao HIV/AIDS,;

2. Correlacionar o nivel STREM-1 com a mortalidade nos pacientes internados por causas
relacionadas ao HIV/AIDS.
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Capitulo 3. Revisao da literatura

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

HIV é um retrovirus humano com tropismo para células T CD4* e mondcitos/macréfagos,
que induz uma diminuicdo das contagens de células T CD4", causando disfuncédo de células T e
falta de respostas especificas de anticorpos, culminado com a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) (CHINEN; SHEARER, 2002). A pessoa ¢é descrita como portadora de AIDS
quando a contagem de células CD4" é menor 200 células/mm® (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020)

3.1.1 HIVtipo1leHIVtipo2

A infeccdo no HIV-2 resulta em um progndstico melhor do que a infeccdo pelo HIV-1,
incluindo a progressdo tardia para a AIDS, pelo fato do HIV-2 ser menos patogénico para humanos
do que o HIV-1, embora ambos os virus tém mecanismos de transmissdo e alvos celulares
idénticos, além de se replicarem nas células T de pacientes infectados, somente o HIV-2 se replica
eficientemente em células dendriticas (DCs) (LAHAYE et al., 2013). Fazendo uma comparagéo
com a infeccdo pelo HIV-1, a infeccdo pelo HIV-2 é caracterizada por taxas de transmissao mais
baixas, um estagio assintomatico mais longo, um declinio mais lento na contagem de células T
CD4* e uma menor taxa de mortalidade. A destruicdo progressiva do sistema imunoldgico e a
AIDS se desenvolvem com facilidade na maioria das pessoas que tém apenas a infeccdo néo tratada
com HIV-1, em comparacdo com apenas 20 a 30% das pessoas infectadas apenas com HIV-2
(MARLINK et al., 2006; TIENEN, 2011).

3.1.2 Epidemiologia do HIV tipo 1 e HIV tipo 2

No HIV-1, trés subtipos (HIV-1B, HIV-1C e HIV-1F1) e dois grupos de formas
recombinantes (BC e BF) sdo responsaveis por 99% da infec¢do no Brasil. O HIV-1B é o mais
prevalente, sendo mais predominante nos estados do norte do Amazonas (AM, 91,2%) e Roraima
(97,4%). Por sua vez, o HIV-1C foi dominante nos dois estados mais meridionais do Rio Grande
do Sul (RS, 44,7%) e Santa Catarina (SC; 66,2%). Também existe uma alta prevaléncia de HIV-
1C no sul do estado do Paranad (PR, 36,8%) e média prevaléncia (10-15%) no centro-oeste do
estado de Mato Grosso do Sul (MS) e norte do estado de Ronddnia (RO). Por ultimo o HIV-1F1
encontra-se disperso nos estados brasileiros, sendo responsavel por mais de 10% das infec¢es em

quase metade do territério (13/27 estados). Dos estados com maior predominancia do HIV-1F1,
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destacam-se Pernambuco (PE), Minas Gerais (MG) e Espirito Santo (ES), com 23,0%, 19,8% e
19,2% respectivamente (GRAF et al., 2021).

Os dados sobre a epidemiologia recente do HIV-2 no Brasil sdo escassos, por ser pouco
frequente. A infeccdo por HIV-2 ocorre principalmente na Africa Ocidental, mas sabe-se que ja
foram relatados casos de infec¢do em outras regides (CAMPBELL-YESUFU; GANDHI, 2011). A
prevaléncia combinada do HIV-1 e HIV-2 no Brasil ja foi encontrada em 3% dos pacientes com
AIDS (CORTES et al., 1989).

3.1.3 Proteinas virais e Genoma do HIV-1

O HIV-1éumvirus do género Lentivirus pertencente a familia dos retrovirus, caracterizado
por um genoma de Acido Ribonucleico (RNA), dentro de um capsideo e um envelope de lipidio,
constituido por uma membrana que contem 2 glicoproteinas virais principais, gp41 e gp120 (Figura
1), que medeiam a entrada viral e tem origem da clivagem enzimatica da pre-proteina viral gp160.
O nacleocapsideo do HIV-1 é composto por 3 proteinas estruturais, p24, p17 e p9. A proteina p24
forma o capsideo gque envolve 2 fitas de RNA gendmica e as enzimas virais. A proteina da matriz
gpl7 fica na face dentro do envelope. Por sua vez, a proteina p9 compdem o nucleocapsideo. Para
além das proteinas estruturais, 0 HIVV-1 também apresenta seis (6) proteinas reguladoras: Tat, Rev,
Nef, Vif, Vpu e Vpr (CHINEN; SHEARER, 2002).

O genoma do HIV-1 apresenta trés principais genes que codificam as proteinas estruturais
e enzimas virais: gag, pol e env (Figura 1). Sendo o gene estrutural pol, que codifica as enzimas
p66 e p51, que compdem a enzima transcriptase reversa (RT), essencial para a replicacao do HIV-
1. O gene pol, também codifica a enzima integrase (p31), com funcédo de estabelecer a integracéo
do Acido Desoxirribonucleico (DNA) no HIV-1 no genoma do hospedeiro, e a protease (p10), que
faz a clivagem de percursores proteicos (ENGELMAN; CHEREPANOV, 2012; FANALES-
BELASIO et al., 2010; WATTS et al., 2009).
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Genoma do HIV-1
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Estrutura e principais proteinas do HIV-1 env

SU (superficie, gp120)

TM (transmembranar, gp41)
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MA (matriz, p17)
NC (nucleocapsideo)
CA (capsideo, p24)

TR (Transcriptase Reversa: p66, p51)

IN (integrase, p31)

: RNA
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Figura 1. Genoma e proteinas estruturais do HIV-1. Composicdo dos Genes: gag, pol e env;
Proteinas reguladoras: Tat, Rev, Nef, Vif, Vpu e Vpr; Proteinas estruturais: p55, p6, p9, pl17, p24,
p66, p51, p31 e p10; Glicoproteinas virais: gp160, gp120 e gp41; LTR: extremidades em repeticdes
longas. Também se observa a enzima protease (PR), composta pela proteina pl10; a enzima
transcriptase reversa, composta pelas proteinas: p66 e p51; a enzima integrase, composta pela
proteina p31; a matriz, composta pela proteina pl7; o capsideo, composta pela proteina p24.

Fonte: Criada no Biorender e adaptada de Chinen; Shearer, (2002).

3.1.4 Disfuncdo imunolégica causado pela infecgdo do HIV-1

A infeccdo por HIV-1 é caraterizada por altos niveis de replicagdo viral, nos tecidos
linfoides, juntamente com deplecdo macica de células T CD4" de memoria no tecido linfatico. Ao
causar a deplecdo acentuada dos principais constituintes do sistema imunolégico, o HIV-1 destroi
e desregula Células T CD4", induzindo também a disfun¢do imunoldgica de células T CD8",
células B, células natural killer (NK) e células ndo linfoides, tudo isso, através de mecanismos que
incluem a ativagdo, diferenciagdo e desregulacdo da resposta homeostaticas (MOIR; CHUN;
FAUCI, 2011).
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3.1.5 Mecanismo de replicagédo do HIV-1

Para entender como inicia 0 mecanismo de replicacdo do HIV-1 (Figura 2), € necessario
compreender como o HIV-1 invade os linfécitos T CD4* e mondcitos, através do reconhecimento
cognato da glicoproteina viral gp120 com a molécula CD4 da superficie celular e um receptor de
quimiocinas (CXCR4 ou CCR5), como ilustra a Figura 2 (CHINEN; SHEARER, 2002).

HIV Inibidores
CCRS/CXCR4
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A Glicoproteinas & m %
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sibidores P~
\) 8 ) E
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= @ Tradugao
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Figura 2. Ciclo de replicacdo de HIV e locais de intervencao terapéutica. Replicacdo do HIV,
onde participam glicoproteinas (gp120 e gp41l), receptor CD4 e o correceptor CCR5, aléem da
intervencao terapéutica do inibidor do CCR5 (Receptor 5 para quimiocina com motivo C-C) ou
CXCR4 (Receptor 4 para quimiocina com motivo C-X-C), que bloqueia a ligacao viral; Inibidor
de fusdo, que blogueia a juncdo do envelope viral com a membrana plasmatica da célula; ITRN
(Inibidor da transcriptase reversa andlogo de nucleosideo e nucleotideo) e ITRNN (Inibidor da
transcriptase reversa ndo andlogo de nucleos(t)ideo), que blogueia a conversdao do RNA em DNA,;
INI (Inibidor de integrasse), que bloqueia a integracdo do DNA viral no hospedeiro; IP (Inibidor
de protease), que inibe a multiplicacdo das proteinas virais. Fonte: Criada no Biorender e adaptada

de Engelman; Cherepanov, (2012).

3.1.6 Reservatoérios Virais

Os reservatarios virais sdo a principal barreira para alcancar a cura do HIV em individuos
infectados. Os reservatorios podem ser detectados em locais celulares como células T CD4" de

memoria infectadas de vida longa, macréfagos, e em locais anatdbmicos como GALT, trato genital,
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sistema nervoso central (SNC), locais que ficam abrigadas células infetadas na forma latente, que
sdo responsaveis pelo rebote viral apods a interrupgdo da TARV (BANDERA et al., 2019; CAO;
WOODROW, 2019; VANSANT et al.,, 2020). Os fatores que influenciam o tamanho do
reservatorio viral sdo: o0 grau de exposicdo ao virus, o periodo do inicio da TARV e as
caracteristicas do hospedeiro (ANDRADE; STEVENSON, 2019).

O HIV-1 atinge principalmente células que expressam CD4 e o co-receptor CCR5 ou
CXCR4 em sua superficie, apds entrada viral envolvendo interacdo entre os receptores CD4 na
membrana e a proteina viral gp120, sendo as células T CD4* e macr6fagos, potencias reservatorios
do HIV-1 (DIGET et al., 2013; KUMAR; ABBAS; HERBEIN, 2014). As mudangas na estrutura
do gp120 permite a interagcdo com o CXCR4 ou CCR5 co-receptores, sendo o Gltimo o co-receptor
primario usado por cepas de HIV-1 com tropismo para macréfagos (BERGAMASCHI;
PANCINO, 2010).

Os mondcitos ndo sdo alvos primarios na infeccao pelo HIV-1, mas pode-se encontrar uma
pequena quantidade de monocitos que abrigam DNA viral (BERGAMASCHI; PANCINO, 2010;
DIGET et al., 2013). As células T CD4" sdo consideradas um dos maiores reservatorios do virus
HIV. As células T CD4" latentes que persistem mesmo em situacGes de terapia regular, ndo
expressam antigenos virais que permitem a sua identificacdo (BRUEL; SCHWARTZ, 2018). O
DNA viral do HIV ¢ detectado principalmente em grandes quantidades nas células T CD4*
memoria central (Tcwm), apos sua transigdo de um estado ativado para um fenotipo de memaria em
repouso, mais também em outros subconjuntos de células T auxiliares, como células T de meméria
transicional (Ttwm) e células T de memoria efetoras (Tem) que mantém a laténcia e a persisténcia
por meio da expanséo clonal (CASTRO-GONZALEZ; COLOMER-LLUCH; SERRA-MORENO,
2018; KUO; LICHTERFELD, 2018).

3.1.7 Fases do HIV

O virus do HIV, caracteriza-se por trés (3) fases esséncias até o desenvolvimento da AIDS,
de entre elas pode-se destacar: uma fase aguda de intensa replicacdo viral e disseminacdo para
tecidos linfoides; uma fase cronica, muitas vezes assintomatica, de ativacdo imunoldgica
sustentada e replicacdo viral; e por ultimo uma fase avancada de deplecédo acentuada de Células T
CD4" que levam a AIDS (MOIR; CHUN; FAUCI, 2011).

3.1.8 Sintomas

A infecgdo por HIV, no seu inicio é assintomatica, embora possa apresentar sintomas em
alguns casos, como dor de cabega, dor de garganta e gripe. Os sintomas e sinais podem se
concentrar em diversas regides como por exemplo: pele, SNC e trato gastrointestinal. Geralmente



24

o individuo infectado pode apresentar astenia, anorexia, tosse, dor, febre, tornando cada vez mais
evidente os sintomas na medida que existe evolucdo da infeccdo (FANTONI et al., 1997).
Recentemente, 0s sintomas fisicos mais relatados foram: falta de sono, falta de energia, dor e falta
de apetite. E sintomas psicolégicos mais frequentes foram preocupacdo e tristeza (LE DAI et al.,
2021).

3.1.9 Transmissdo do HIV

As vias de transmissdo do HIV tém sido motivo de diversos debates. A transmissao sexual
é considerada a via mais comum, que ocorre apds a exposicao ou manter relacdo sexuais
desprotegidas com alguém que ja tenha o virus. As outras formas de transmissdo incluem a
transmissdo via droga injetavel, exposicdo de sangue e hemoderivados via transfusées, bem como
a exposicao do feto ou lactente ao HIV de uma mée infectada (MOIR; CHUN; FAUCI, 2011).

3.1.10 Diagnostico

O desenvolvimento dos melhores mecanismos de detecgéo e diagnostico do HIV fizeram
com que se intensificasse cada vez mais a luta contra a AIDS no mundo. O diagnostico do HIV
pode usar testes rapidos que fornecem resultados no mesmo dia, apesar de ser necessario um teste
laboratorial para confirmar a infeccdo. O teste de Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA)
utilizado no diagndstico laboratorial possui quatro geracdes, de acordo com os métodos usados,
dos quais destacam-se a 3% e 42 geracdo: 3% geracdo, permite a identificacdo simultanea de
anticorpos anti-HIV IgM e 1gG; 42 geracdo, identifica simultaneamente o antigeno p24 e anticorpos
especificos anti-HIV, detectando todas as classes de imunoglobulinas contra proteinas
recombinantes ou peptideos sintéticos derivados das glicoproteinas gp4l e gpl20. Os testes
complementares western blot ou imunoblot, utilizados sdo menos sensiveis e mais especificos que
0s imunoensaios de 3% e 42 geracdes (ALEXANDER, 2016; BOTTONE; BARTLETT, 2017;
GUARNER, 2017).

3.1.11 Tratamento

A progressdo do HIV para AIDS pode ser interrompida com uso consciente, precoce e
regular da TARV (PASSOS et al., 2020). No entanto, a medicacdo ndo elimina por completo o
virus do HIV que causa a AIDS, mas evita a debilitacdo do sistema imunolégico que pode
ocasionar coinfegdes oportunistas (NIESSL et al., 2020). O reservatério latente do HIV €
responsavel pelo rebote viral plasmatico em individuos que interrompem o uso da TARV (CHUN;
MOIR; FAUCI, 2015). A laténcia permite que o HIV permaneca ndo detectado pelo sistema
imunologico do hospedeiro (GUPTA, 2019; SIMON; HO; KARIM, 2006). Assim sendo, é

recomendavel a realizagdo da medicacdo vitalicia para o controle da carga viral, e consequente
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interrupcédo da evolucéo viral, de modo a alcancar a supresséo do RNA viral plasmatico abaixo do
nivel padrdo de deteccdo (DAVENPORT et al., 2019). Para atingir a supressao do virus (carga
viral<50 cdpias/mL) é necessaria uma adesdo a TARV maior ou igual a 80% do uso regular de
uma determinada linha de terapia TARV (BYRD et al., 2019).

3.1.12 Terapia inicial do HIV

No Brasil o tratamento inicial deve sempre incluir a combinacgéo de trés TARV, dos quais
dois (2) inibidor da transcriptase reversa andlogo de nucleosideo e nucleotideo (ITRN/ITRNt)
associados a uma classe diferente TARV que pode ser inibidor da transcriptase reversa ndo analogo
de nucleosideo (ITRNN), inibidor de protease com reforco de ritonavir (IP/r) ou inibidor de
integrase (INI). Deste modo, tem-se como exemplo: dois ITRN/ITRNt — lamivudina (3TC) +
tenofovir (TDF) + um INI — dolutegravir (DTG). Com excecdo a individuos com coinfecgéo de
tuberculose-HIV, mulheres com diagnostico de HIV que tenham possibilidade de engravidar e
gestantes, bem como em situacdes intolerancia ou contraindicacdo, onde séo indicados outros
esquemas iniciais alternativos de tratamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2018b). Apds mais ou
menos 1 ano de tratamento pode ocorrer a falha virologica, que consiste na incapacidade de atingir
ou manter a supressao do virus, apos seis meses do inicio ou modificacdo da TARV. Nesses casos,
é recomendado a identificacdo do motivo da falha viroldgica, com objetivo de desenhar um novo
conjunto de TARV(MCCLUSKEY:; SIEDNER; MARCONI, 2019).

3.1.13 Prevencao

O maior desafio do século é e continua sendo a eliminacdo da propagacédo do HIV através
da prevencdo. A profilaxia pos-exposicao (PEP) e a profilaxia pré-exposicdo (PrEP) combinadas
com outras formas tradicionais de prevenc¢do continuam sendo mecanismos eficazes e seguros na
prevencdo do HIV (DA FONSECA; BASTOS, 2018). A prevencdo combinada consiste na
integracdo de trés intervencBes com objetivo de evitar a disseminacéo da infeccdo do HIV, que sdo
elas: comportamental, biomédica e estrutural (MINISTERIO DA SAUDE, 2018c).

PEP baseia-se no uso de medicacao para diminuir o risco da infeccdo ao HIV em casos de
exposicdo dentro de 72 horas ao HIV (SIEDNER; TUMARKIN; BOGOCH, 2018). Geralmente é
utilizada em situacdes que profissionais de area da saude foram expostos a sangue, e em casos de
individuos que tenham sofrido violéncia sexual (MINISTERIO DA SAUDE, 2018c). Por sua vez
a PrEP baseia-se no uso do TARV para reduzir o risco de infeccdo ao HIV (CACERES et al.,
2016).

Para lograr éxitos na prevengdo do HIV é necessario a combinacao destes mecanismos de
prevencdo, pois a prevencdo isolada ndo € por si so suficiente para evitar a disseminagdo do HIV,

por isso, 0 uso de medidas combinadas tais como: testar regularmente pacientes; sexo seguro com
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0 uso de preservativo; evitar a transmissdo vertical; tratar infecgdes sexualmente transmissiveis
(IST); introducédo e consolidagéo dos projetos de redugdo de danos para substancias psicoativas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018d).

3.2 Marcadores biol6gicos em HIV

Marcador biologico (biomarcador) é uma caracteristica que é objetivamente medida e
avaliada como um indicador de processos biol6gicos que podem ser normais, patogénicos ou
respostas farmacoldgicas a uma intervencdo terapéutica, podendo prever ou predizer algo
(ATKINSON et al., 2001).

3.2.1 Interleucina-6 (IL-6) e D-dimero

IL-6 e D-dimero sdo marcadores biologicos com alta reprodutibilidade biologica e
laboratorial, sendo um marcador inflamatdrio e o outro marcador de coagulagéo, respectivamente.
A ativagdo da inflamag&o e coagulacdo induzida pelo HIV aumenta o risco de morte entre pacientes
HIV-positivos, e a interrupcdo da TARV aumenta ainda mais esse risco, possivelmente
aumentando os niveis de IL-6 e D-dimero, o que demostra que os marcadores biologicos IL-6 e D-
dimero estdo fortemente ligados com a mortalidade em pacientes HIV. O desenvolvimento de
terapias que reduzem o efeito da replicacdo do HIV sobre a inflamacéo e a coagulacdo sanguinea,
ou que reduzem os niveis de IL-6 e D-dimero, podem prolongar a expectativa de vida das pessoas
HIV-positivas (KULLER et al., 2008).

3.2.2 sCD14

O biomarcador sCD14 ¢ um marcador bioldgico da resposta de mondcitos, estimulado por
diferentes induc@es bioldgicas, como a IL-6 e o lipopolissacarideo (LPS), atuando como um
preditor independente na progressao da doenca e na mortalidade na infeccao pelo HIV. Sendo que
na infeccdo do HIV esta associada a permeabilidade intestinal e a translocacdo microbiana que

contribui para a ativacdo imune sistémica (SANDLER et al., 2011).

3.2.3 MicroRNA-155 (miR-155)

O miR-155 é um micro RNA emergente (miRNA) que regula a resposta imune, e pode ser
utilizado com um potencial alvo terapéutico e um 6timo biomarcador na infec¢do pelo HIV-1,

modulando a resposta imune em pacientes infectados pelo HIV-1 (JIN et al., 2017).

3.2.4 Supressao sollvel da tumorigenicidade 2 (sST2)

O sST2 é um novo biomarcador valioso para avaliar o risco de mortalidade por todas as
causas na infeccéo pelo HIV, sendo um marcador preditivo que poderia ser proposto para estudar

0 prognostico clinico e o risco de morte por doencas associadas ao HIV (THIEBAUT et al., 2017).
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3.3 Receptores TREMs

Os receptores TREMs (TREM-1, TREM-2, TREM-3) fazem parte da superfamilia de
proteinas dominio varidvel imunoglobulina (IgV), sendo considerados receptores de ativacdo da
superficie celular na regido transmembrana contendo residuos de lisina carregada e uma cauda
citoplasméatica curta (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000; KLESNEY-TAIT;
TURNBULL; COLONNA, 2006).

3.31 TREM-1

O receptor desencadeante expresso em células mieldides-1 denominado TREM-1 é um
importante receptor imune inato, que age para iniciar a inflamagao ou para amplificar as respostas
inflamatdrias por meio de associacdo cruzada dos receptores padroes moleculares associados a
patogenos (PAMPs), incluindo os receptores Toll-like (TLRs) e/ou oligomerizacdo de ligacdo a
nucleotideos receptores do tipo (NOD). O TREM-1 tem sido associado a doencas infecciosas
e condi¢Oes inflamatorias crénicas, sendo relacionado muitas das vezes na gravidade e progressao
destas doencas (GAO et al., 2019).

3.3.2 Localizacdo do TREM-1

O gene que codifica 0 TREM-1 é localizado no cromossomo humano 6p21 e camundongo
no cromossomo 17C3, sendo considerado um membro da superfamilia de imunoglobulina de 30
kD (GAO et al., 2019; KELKER; DEBLER; WILSON, 2004). O TREM-1 é expresso em diversas
células, sendo encontrado nas células imunes inatas, como granuldcitos, mondcitos e macrofagos,
e é regulado positivamente pelo LPS (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000; HE et al.,
2019).

3.3.3 Sinalizacédo do TREM-1

Existem varios TREMs (TREM-1, TREM-2, TREM-3) que se associam fisicamente a
cadeia de sinalizacdo da Proteina Adaptadora DNAX de 12 kDa (DAP12), que contém um

Imunoreceptor com motivo de Ativacdo baseado em Tirosina (ITAM).

O processo de ativacdo da sinalizacdo do TREM-1 ¢ iniciado por ligantes externos como
LPS, PAMPs e Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMPS) ao receptor, que vao estimular
0 TREM-1, desencadeando a associacdo e fosforilagdo do imunoreceptor ITAM da proteina
DAP12, que culmina nos eventos nucleares (ROE; GIBOT; VERMA, 2014).

O TREM-1 € constituido por um dominio tipo imunoglobulina (IgV), um dominio
transmembrana e uma cauda citoplasmatica curta (Figura 3). O dominio transmembrana é

carregado positivamente, o que permite mediar a formagéo de um complexo com o adaptador de
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sinalizacdo DAP12 (carregado negativamente), um componente importante para a expressao e
sinalizagdo do TREM-1 (KLESNEY-TAIT; TURNBULL; COLONNA, 2006).

TREM-1

Domininio tipo
imunoglobulina

Dominio

transmembrana — DAP12

Cauda citoplasmatica curta —>

(tam )= + )

Figura 3. Estrutura do complexo TREM-1 /DAP12. Constituicio do TREM-1: dominio
transmembrana (carregado positivamente); DAP 12: Proteina Adaptadora DNAX de 12 kDa
(carregado negativamente); ITAM: Imunoreceptor com motivo de Ativacdo baseado em Tirosina.

Fonte: Criada no Biorender e adaptada de Klesney-Tait; Turnbull; Colonna, (2006).

3.3.4 Mecanismo de liberacao do receptor soltvel STREM-1

A forma soltuvel de TREM-1 (STREM-1) é um peptideo glicosilado de 27 kDa, detectavel
em fluidos bioldgicos e tecidos em resposta a agressdo do agente infecioso (GIBOT et al., 2004).
O sTREM-1 é detectado em altas concentracBes apenas no soro do paciente e em fluidos biolégicos
de pacientes com infecgdes (KLESNEY-TAIT; TURNBULL; COLONNA, 2006). Varios
pesquisadores tentam explicar a origem do STREM-1, sendo que existem dois mecanismos

propostos.

O primeiro mecanismo envolve a tradu¢do de uma variante alternativa de splicing de
MRNA que codifica uma proteina que ndo possui a regido transmembrana e a cauda citoplasmatica
e é secretada diretamente no ambiente extracelular de dentro da célula (GAO et al., 2019;
GINGRAS; LAPILLONNE; MARGOLIN, 2002). Segunda teoria, supde-se que é produzido pela
clivagem do ectodominio extracelular da forma ligada a membrana pelas metaloproteinases da
matriz (GOMEZ-PINA et al., 2007).
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3.3.5 Funcdes do TREM-1

O TREM-1 desempenha um papel indispensavel na regulacéo e ampliacdo da inflamacéo
da resposta imune, sendo um elo de ligacdo entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa (HE
et al., 2019). Varios estudos tém sido desenvolvidos para identificar o papel do TREM-1 soltvel
nas diferentes doencas infecciosas, onde tem sido frequentemente associado a ampliagdo da
inflamacdo. Ademais, alguns estudos demostram o seu potencial na previsdo de gravidade clinica
e mortalidade, além da possibilidade de ser um marcador biolégico para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para o controle da infeccéo, atuando como bloqueador e regulador,
desse modo, influenciando o desfecho clinico (ROE; GIBOT; VERMA, 2014).

3.4 TREM-1 como marcador biolégico nas doencas

A amplificacdo excessiva da resposta inflamatéria mediada pelo TREM-1 pode levar
instabilidade hemodinamica, faléncia de 6rgdos ou morte. Os niveis de proteina TREM-1 e a sua
forma soltvel (STREM-1) sdo Uteis em diversas doencas. Niveis consideraveis de STREM-1 foram
encontrados em varias doengcas como por exemplo na sepse, dengue, pneumonia e artrite
reumatoide (PELHAM; AGRAWAL, 2014).

3.4.1 Artrite Reumatoide (AR)

A AR € uma doenca autoimune cronica com sindrome de dor, rigidez e inflamacdo da
membrana sinovial de articulacbes que levam a destruicdo articular, declinio funcional e
comorbidades substanciais nos aspectos cardiovascular, neuroldgico e sistemas metabdlicos
(BRENNAN; MCINNES, 2008).

Os Pacientes com AR apresentam niveis STREM-1 mais altos no plasma, o que pode indicar
atividade da doenca em relacdo aos controles saudaveis, e 0s niveis STREM-1 em pacientes com
AR sdo associados as medidas de atividade da doenca, sugerindo que STREM-1 no plasma poderia
ter um papel importante na progressao inflamatoria. Assim, a inibicdo da atividade do STREM-1
pode ter um efeito terapéutico na AR (KUAI et al., 2009). Além disso, 0 STREM-1 é altamente
expresso em células CD14" em AR crdnica e em modelos animais, correlacionando-se com uma
producdo aumentada de citocinas inflamatérias sugerindo que o bloqueio dessa via pode ser um
local importante para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas na AR, razdo pela qual,
0 STREM-1 é considerado um biomarcador para a atividade da AR e o diagndstico precoce da AR
(MOLAD et al., 2015).
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3.4.2 Pneumonia

Os niveis de STREM-1 estdo elevados no lavado broncoalveolar de pacientes com
pneumonia, razdo pela qual, a deteccdo rapida de STREM-1 no lavado broncoalveolar pode ser (til
para confirmar ou excluir o diagnéstico de pneumonia bacteriana ou fungica, tornado um

biomarcador indispensavel na pneumonia (GIBOT et al., 2004).

3.4.3 Virus da Ebola e virus Marburg

Virus da Ebola e virus Marburg sdo virus caracterizados por febre hemorragica aguda. Estes
ativam o STREM-1 em neutréfilos humanos, resultando em fosforilacdo de DAP12, liberagdo de
STREM-1, mobilizacdo de célcio intracelular, secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias e alteracdes
fenotipicas. Assim, um peptideo especifico para TREM-1 diminuiu a libera¢&o de fator de necrose
tumoral alfa por neutréfilos humanos ativados por filovirus in vitro, e STREM-1 recombinante
soluvel inibi competitivamente a perda de TREM-1 na superficie celular que de outro modo
ocorreu em neutrofilos expostos a filovirus (MOHAMADZADEH et al., 2006).

3.4.4 Dengue

A infeccdo viral por dengue causa a producdo descontrolada e complexa de fatores
inflamatdrios. Os pacientes infectados com o virus da dengue exibiram niveis significativamente
mais altos de STREM-1 no estagio inicial da infeccdo. Esses achados destacam o processo
dinamico da expressédo do STREM-1 durante a infeccdo pelo virus da dengue como um potencial
biomarcador de diagndstico (RUIZ-PACHECO et al., 2014).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bronchoalveolar-lavage-fluid
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento de Estudo

Realizou-se um estudo observacional de coorte prospectivo, num periodo de observacao de
28 dias, como ilustra a Figura 4. Esta pesquisa segue todas as diretrizes dos estudos STROBE (The
Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) Statement:
guidelines for reporting observational studies) para estudos observacionais (ELM et al., 2008).

Delineamento de Estudo
Coorte Prospectiva

Inicio

Visitaa FMT - HVD- - —-==---- — Antes do recrutamento, ajuste de estratégias e
: treinamento de protocolo.
I Recrutamento
Qr-" "’—’ """"""""" > 28 dias de observaciio para cada paciente.
I
C
! !
I I
| 1
! 1
! I
: : Inicio do Desfecho
I 1 Tratamento (Morte)
L) _____ | | | | | | | | | | l | | [
roo L L
| . lo dia 28 dias
| ! Medi¢io do STREM-1 Desfecho
' (Alta)

Figura 4. Delineamento de estudo em coorte prospectivo. No inicio foi realizada uma visita para
ajustar as estratégias de recrutamento e protocolo da coleta de dados. No primeiro dia de
internacéo, realizou-se a coleta do sangue, que serviu para a medicao Unica do STREM-1 em cada

paciente, tendo posteriormente realizado o acompanhamento até o desfecho clinico.

4.2 Hipotese de Pesquisa

Pressupbe-se como hipoOtese que 0s niveis séricos altos do TREM-1 sollvel estdo
relacionados com maior risco de mortalidade em pacientes HIV/AIDS internados por causas de

admissdo hospitalar relacionadas ao HIV.

4.3 Considerac@es Eticas

A pesquisa foi aprovada e autorizada pela Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor
Vieira Dourado (FMT — HVD) com o nimero de parecer do CEP 2.772.107, conforme ilustra o
ANEXO A.
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Esta pesquisa faz parte dum projeto maior denominado Programa Nacional de Cooperacdo
Académica na Amazbnia (PROCAD), que visa o fortalecimento de rede de cooperacdo
interinstitucional em pesquisa entre Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude (PPG-CIS),
da Universidade Federal do Amazonas (UFAM — AM), Programa de Pds-Graduagdo em Pesquisa
Clinica em Doencas Infecciosas, do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI/Fiocruz — RJ) e Programa de P6s-Graduacdo em Biologia da Interacdo Patégeno - Hospedeiro
(PPGBIO-Interacéo), do Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD/ Fiocruz — AM), com o titulo:
“Parametros clinicos e laboratoriais como preditores de 6bito em pacientes HIV/AIDS internados”.
Os participantes incluidos no estudo, receberam informac6es sobre a finalidade do estudo, e
aqueles que aceitaram participar, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

4.4 Critérios de Elegibilidade, Incluséo Excluséo

Foram elegiveis para o estudo, pacientes internados com diagnostico de HIV/AIDS na FMT
— HVD, de qualquer procedéncia, maiores de 18 anos.

Foram incluidos no estudo pacientes de qualquer procedéncia, maiores de 18 anos,
portadores de HIV/AIDS com comprovacdo sorologica, internados em enfermaria e unidade de
terapia intensiva (UTI) da FMT — HVD, por causas de admissédo hospitalar relacionadas ao HIV,
no periodo de fevereiro de 2019 a maio de 2021, os quais consentiram em participar através da
assinatura do TCLE. Além disso, foram incluidos todos os casos de dbitos de pacientes internados
por causas de admissdo hospitalar relacionadas ao HIV.

Foram excluidos pacientes portadores do HIV, maiores de 18 anos, que internaram por
causas de admissdo hospitalar ndo relacionadas ao HIV, como acidentes, fraturas, traumas e

pacientes com dados incompletos.

4.5 Populacéo de Estudo, Recrutamento e Coleta de Dados

A populacdo do estudo foi constituida por pacientes com comprovacdo soroldgica de
HIV/AIDS, maiores de 18 anos, internados em enfermaria e unidade de terapia intensiva (UTI) na
Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT — HVD), por causas
relacionadas ao HIV, no municipio de Manaus, estado do Amazonas.

O recrutamento decorreu no periodo entre marco de 2019 a maio de 2021. Os pacientes
recrutados para a pesquisa foram diariamente identificados nas enfermarias da FMT-HVD. Apés
a aplicacdo dos critérios de elegibilidade, foi solicitada a autorizacdo dos pacientes ou de seus
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responsaveis, formalizada mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Apos autorizagdo, foram registrados os dados obtidos a partir de pronturio eletronico
(sistema interno de prontuérios iDoctor) e fisico (fichas de controles de parametros vitais).

Além disso, foram explicados aos pacientes ou responsaveis todos os procedimentos
adotados durante o estudo, a respeito das coletas de dosagens séricas laboratoriais e dados
coletados em prontuérios fisicos e eletrénicos. Durante o recrutamento, foram coletados os
seguintes dados: caracteristicas sociodemogréaficas, causa de admissdo hospitalar, uso da terapia
antirretroviral (TARV), presenca ou auséncia de doenca pregressa, presenca ou auséncia de
coinfeccdo, e a coleta de sangue, onde determinou-se a carga viral, 0 nimero CD4* e CD8" no
sangue, e 0 acompanhamento do paciente durante 28 dias de internag¢do. Nos individuos incluidos
no estudo, foram coletadas amostras de sangue em tubos de 10mL com tampa amarela sem
anticoagulante e os soros foram separados por centrifugagéo, sendo armazenados em freezer -80°C
até as analises. A quantificacdo da proteina STREM-1 foi realizada utilizando-se TREM-1 Human
ELISA kit (Thermofisher, USA), seguindo-se as instru¢des do fabricante (ANEXO B). Os testes
foram realizados em leituras Unicas, onde cada leitura representa um individuo da amostra.

Para a identificacdo dos agentes infecciosos, foi utilizado os métodos soroldgicos
(Citomegalovirus, herpesvirus e Toxoplasma gondii) e métodos morfologicos pela microbiologica
classica a partir do lavado bronguioalveolar, para isolamento bacteriano, fungico e parasitario, para
etiologias comuns de coinfeccdes dos pacientes. Utilizou-se também a Reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) para a identificacdo de infec¢bes por Mycobacterium tuberculosis.

No periodo da pandemia da doenca do coronavirus 2019 (Covid-19), foram respeitados
todos os protocolos sanitarios de modo a ndo expor 0s pacientes e nem 0s pesquisadores a

qualquer infecgéo.

4.6 Desfechos, variaveis preditoras e de confusdo

O desfecho clinico primario deste estudo ¢é dbito/alta, num periodo de observacdo de 28
dias para cada paciente internado. Foi considerado como variavel preditora os niveis sérios do
STREM-1. Os pacientes incluidos foram divididos em 2 grupos, primeiro grupo de exposicao:
pacientes com os niveis séricos elevados do STREM-1, e o segundo grupo controle: pacientes com
baixos niveis séricos do STREM-1. As variaveis de confusdo: idade; causa de admissdo hospitalar,

tempo de internagdo; coinfeccdo; doenga pregressa; TARV, CD4" CD8" e carga viral.
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4.7 Andlise Estatistica

Para descrever as caracteristicas da amostra dos pacientes utilizou-se a estatistica
descritiva, que foi expressa em frequéncias absolutas (N) e relativas (%) para variaveis categoricas
(sexo, causas de admissdo hospitalar, doenca pregressa, coinfeccdo e uso de TARV), e para
variaveis continuas numéricas (idade, tempo de internacdo) em média + desvio padrdo (DP), e
variaveis laboratoriais (carga viral, CD4" e CD8") em mediana e quartis (25% e 75%). O Teste T
de Student (ou equivalente ndo paramétrico) foram utilizados para comparar médias. Foi aplicado
0 teste exato de Fisher para comparacdo de frequéncias. A significancia estatistica foi definida
quando p<0,05.

Uma curva ROC foi calculada para selecionar o valor de corte (cut-off value) de
sensibilidade e especificidade para melhor valor de STREM-1 com objetivo de classificar pacientes
como sendo alto TREM-1 (acima do valor de cut-off) ou baixo TREM-1 (abaixo do valor de cut-
off). Foram calculadas Area Sob a Curva (AUC), sensibilidade, especificidade, razio de
probabilidade positiva e negativa (LR+, LR-) e percentual de individuos classificados corretamente
para evento 6bito.

Foi realizada andlise multivariada aplicando-se Regressdo de Poisson com variancia
robusta, ajustando-se a razao de densidade de incidéncia (Incidence Rate Ratio, IRR) de 6bitos por
sexo, idade, uso de terapia antirretroviral, carga viral, contagem de células CD4* e CD8",
classificando-se pacientes como sTREM-1 alto ou baixo. As andlises foram realizadas com
Software STATA 15 (Stata Corp, USA). As figuras foram elaboradas utilizando o Software
Graphad Prism 9.1.

4.7.1 Dados Ausentes (Missing Data)

Foi apenas realizada a analise de dados completos, os dados ausentes foram considerados
como Perda Completamente ao Acaso (PERKINS et al., 2018).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

Foram identificados no estudo um total de 340 pacientes internados com HIV/AIDS, que
atendiam aos critérios de elegibilidade da pesquisa. Dos 340 pacientes, 80 foram excluidos por
terem internado por causas de admissao hospitalar ndo relacionadas ao HIV, e por ndo forneceram
dados importantes para realizacdo desta pesquisa, tais como: 1) idade; 2) causas de admisséo
hospitalar; 3) presenca ou auséncia de coinfeccdo; 4) presenga ou auséncia de doenca pregressa; e
5) uso ou ndo de TARV. Sendo assim, foram incluidos no estudo um total de 260 pacientes com
dados completos, dos quais 81,9% (N=213) com desfecho de alta e 18,1% (N=47) com desfecho
de obito (Figura 5).
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Figura 5. Fluxograma das etapas de elegibilidade da amostra. Na elegibilidade foram
identificados 340 pacientes. Apos a triagem, bem como a aplicacdo dos critérios de exclusdo
(pacientes internados por causas de admissao hospitalar ndo relacionadas ao HIV e pacientes com
dados incompletos) e inclusédo (pacientes com causas de admissdo hospitalar relacionadas ao

HIV), foram incluidos 260 pacientes, dos quais 213 com desfecho alta e 47 com desfecho ébito.
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5.1.1 Carateristicas dos pacientes

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos pacientes com
HIV/AIDS internados, agrupado em dois grupos: desfecho clinico alta (81,9%) e desfecho clinico
6bito (18,1%). A maior parte dos pacientes eram do sexo masculino em ambos 0s grupos, com
76,6% em pacientes com desfecho 6bito e 74,6% para desfecho alta. A idade média foi maior em
pacientes desfecho 6bito com 38 anos (+£13), em relacdo a desfecho alta 35 anos (£9). A doenca
pregressa foi maior em pacientes com o desfecho alta (44,6%) e para 6bito (27,7%). A coinfeccéao
foi maior em pacientes com desfecho alta (70%), em relacdo a 6bito (63,8%). A média do tempo
de internacdo foi maior em desfecho alta com 26 dias (+44), em relacdo a desfecho 6bito 23 dias
(£53). Em relacdo ao uso de TARV, constatou-se que a maior parte (57,7%) com desfecho alta
faziam uso continuo, e 36,2% com desfecho Obito eram virgens de tratamento. A mediana do
nimero de CD4* foi maior em pacientes que tiveram alta com 128 células/mm?, em relac&o a 6bito
55 células/mm?®. A mediana do nimero de CD8" foi maior em pacientes desfecho alta com 634
células/mm?3, em relago a 6bito 390 células/mm?®. A mediana do niimero de carga viral foi maior

em Obito com 233.934 copias/mL, em relacdo a pacientes alta 42.846 copias/mL.

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos pacientes HIV/AIDS (N=260)

Variavel Desfecho Clinico Alta Desfecho Clinico Obito
(N=213; 81,9%) (N=47; 18,1%) Valor p

Sexo?
Masculino 159 (74,6) 36 (76,6) 0,717
Feminino 54 (25,4) 11 (23,4)
Idade® 35,03 £ 9,09 38,23 + 13,26 0,047
Doenca pregressa, N (%0)? 95 (44,6) 13 (27,7) 0,043
Coinfeccédo, N (%0)? 149 (70,0) 30 (63,8) 0,491
Tempo de internag&o® 26,05 +44,11 23,53 + 53,29 0,990
Uso de TARV, N (%)?
Uso continuo 123 (57,7) 14 (29,8) 0,001
Virgem de tratamento 31 (14,6) 17 (36,2) 0,000
Uso descontinuo 37 (17,4) 7 (14,9) 0,000
Nunca aderiu 15 (7,0) 4 (8,5) 0,830
Abandono 7 (3,3) 5 (10,6) 0,046
CD4* 128 (52,5 - 232) 55 (22 - 159) 0,004
CD8* 634 (349 - 1029) 390 (300 - 612) 0,033
Carga Viral® 42.846 (1.501 — 246.494) 233.934 (37.951 — 725.509) 0,003

Legenda: N: NUmero de amostra; %: Percentagem da amostra; DP: Desvio padrdo; TARV:
Terapia Antirretroviral. *Teste Exato de Fisher, PResultados expressos como média e desvio
padrdo, “Resultados expressos como mediana e quartis 25% e 75%.

Em relacéo as principais causas de admisséo hospitalar, constatou-se que pouco mais da
metade dos pacientes (54,6%) apresentavam Sindrome Respiratdria, seguido de (32,7%) com
Sindrome Neuroldgica (Tabela 2). A maior parte dos pacientes apresentaram Tuberculose como

doenca pregressa (26,2%) e coinfeccao (31,9%).
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Tabela 2. Frequéncia das causas de admisséo hospitalar relacionadas ao HIV, principais
doencas pregressas e coinfecgdes dos pacientes internados com HIV/AIDS (N=260)

Variavel Sim Nao
N (%) N (%)

Causas da Admissao Hospitalar
Sindrome Respiratéria 142 (54,6) 118 ( 45,4)
Sindrome Neurolégica 85 (32,7) 175 (67,3)
Outras causas de admisséo relacionadas ao HIV 75 (28,8) 185 (71,2)
Doencas Pregressas
Tuberculose 68 (26,2) 192 (73,8)
Toxoplasmose 22 (8,5) 238 (91,5)
Pneumocistose 6 (2,3) 254 (97,7)
Moniliase esofagiana 6 (2,3) 254 (97,7)
Outras doencas pregressas 15 (5,8) 245 (94,2)
Coinfecgdo
Tuberculose 83 (31,9) 177 (68,1)
Toxoplasmose 42 (16,2) 218 (83,8)
Moniliase esofagiana 35 (13,5) 225 (86,5)
Pneumonia Bacteriana 15 (5,8) 245 (94,2)
Outras coinfeccbes 40 (15,4) 220 (84,6)

Legenda: N: nimero de amostra; %: percentagem da amostra.

5.1.2 Niveis Séricos de TREM-1 dos pacientes HIV/AIDS internados

Na Figura 6, observa-se que o valor médio de STREM-1 foi maior nos pacientes que foram
a Obito (885,9+197,7) comparados aos que sobreviveram (555,8+134,3; p = 0,0001), com grande
magnitude de efeito (Cohen’s Q) 1,96, para uma diferenca media de 392,4+54,7pg/mL.
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Figura 6. Niveis Séricos de STREM-1 Observados na Amostra. A esquerda o grafico de violino
e a direita o de estimativa, que demonstram os niveis de STREM-1 elevados em ébitos em
comparagdo aos sobreviventes, bem como a diferenca entre as médias, por teste Mann-Whitney

para ranks (p<0.0001), resultados néo ajustados.
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5.1.3 Andlise de Regressdo Multivariada para Obitos e Razdo de Densidade de Incidéncia

A Area Sob a Curva (AUC) calculada foi 0.91 IC 95% 0.85 — 0.97 (p < 0.0001). Este valor
de AUC para ROC demonstrou que os niveis séricos de STREM-1 tém excelente habilidade de
discriminacdo para evento 6bito em pacientes internados com HIV/AIDS (Figura 7). O Valor de
cut-off selecionado para STREM-1 alto foi 683,8pg/mL com a melhor classificacdo correta de
casos em 84,23%, sensibilidade de 89,36% (IC 95% 74,8 — 94,2%) e especificidade 83,10% (IC
95% 80,1 — 89,6%). A razéo de probabilidade positiva (LR+) calculada foi 5,28 e negativa (LR-)
de 0,13.
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Figura 7. Curva ROC para niveis séricos de STREM-1 e o desfecho primario. Os niveis
séricos de STREM-1 tém excelente habilidade de discriminacdo para evento ébito em
pacientes HIV internados, sendo a melhor classificacdo correta de casos em 84,23%,
sensibilidade de 89,36% (IC 95% 74,8 — 94,2%) e especificidade 83,10% (IC 95% 80,1 —
89,6%).

5.1.4 Regressdo Multivariada para desfecho Obito e Eventos Preditos dos niveis do STREM-1

A Regressdo Multivariada de Poisson foi calculada classificando pelos niveis séricos de
STREM-1 no soro conforme valor cut-off (Alto > 683,8pg/mL ou Baixo <683,8pg/mL), como
ilustra a Tabela 3. Alto STREM-1 se mostrou melhor com melhor performance para predicdo de
6bito com alta razdo de Densidade de Incidéncia (IRR 16.7, p = 0,000), mesmo ajustando-se para
covariaveis sexo, idade, carga viral, contagens de células CD4" e CD8". O uso de TARV esta
associado a reducgdo de Densidade de Incidéncia na populagéo estudada (IRR 0.58, p = 0,005). A

Figura 8 mostra a distribuicdo de eventos preditos ajustados.
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Tabela 3. Modelo de Regressdo Multivariada* para desfecho Obito na Populacdo Estudada

Variavel IRR** Erro Padrdao p-valor
(Intervalo de Confianga 95%o) (Robusto)
Constante do Modelo 0.03 (0.01-0.11) 0.02 0.000
Sexo (Homem) 1.24 (0.77 — 1.98) 0.30 0.379
Idade 1.00 (0.98 - 1.02) 0.01 0.469
Contagem Células CD4* 1.00 (0.99 - 1.04) 0.00 0.173
Contagem Células CD8* 1.00 (0.99 —1.00) 0.00 0.606
Carga Viral 1.06 (0.84 —1.35) 0.13 0.611
Em uso de TARV (sim, ndo) 0.58 (0.40 — 0.85) 0.11 0.005
TREM-1 Alto (sim, ndo) 16.7 (7.45 — 37.6) 6.91 0.000

Legenda: * p-valor do Modelo < 0.000, Ajuste de qualidade de desvio (do inglés Deviance
Goodness-of-fit) 78.42, p = 1.00, Ajuste de qualidade de Pearson (do inglés Pearson Goodness-of-
fit) 214.31, p = 0.96. Critérios de informacéo de Akaike (do inglés Akaike Information Criteria)
(AIC) 188,42, Critérios de informacdo Bayesiana (do inglés Bayesian Information Criteria (BIC)
216,91. **Razéo de densidade de incidéncia (do inglés**Incidence Rate Ratio).
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Figura 8. Numero de Eventos Preditos conforme Niveis Séricos de STREM-1. Distribuicéo de
eventos preditos ajustados para TREM-1 Baixo e TREM-1 Alto nos pacientes HIV/AIDS.

5.2 Discussao

5.2.1 Caracteristicas clinicas e laboratoriais nos pacientes HIV/AIDS internados

Os pacientes HIV que fazem o uso irregular da TARV, estdo mais susceptiveis a
desenvolver coinfec¢des, em relacdo aos que fazem o uso regular (FORD et al., 2018; PASSOS et
al., 2020). Neste estudo, observou-se entre 0s ébitos uma percentagem maior de pacientes virgens
de TARV, o que pode ter condicionado 0 seu mau prognostico, tendo em conta que 0 prognostico
clinico favoravel nos pacientes HIV, esta relacionado com a maior adesdo a TARV (CRUM et al.,
2006; ZAGO et al., 2012). Belay et al. (2017), defendem que individuos que realizam o diagndstico

tardio do HIV, tém uma carga viral elevada, risco elevado de mortalidade e dificuldade em atingir
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a supressao viral. A quantidade de células T CD4" e a carga viral no sangue sdo fundamentais para
estabelecer o diagnostico, prognostico e medir o efeito do TARV, bem como permitir que o
individuo compreenda a evolugdo durante o seu tratamento (ZHANG et al., 2020). Portanto, a
terapia regular por TARV torna-se na melhor op¢do para alcancar a supressdo viral, reduzir as
coinfecgdes e consequentemente diminuir os casos de mortalidade (SIMON; HO; KARIM, 2006).

Os achados deste estudo indicam que a sindrome respiratéria e neuroldgica foram as
principais causas de internacdo hospitalar em pacientes HIV, o que corrobora com a pesquisa
realizada por Ford et al. (2015), que relataram as sindromes respiratdrias, neurolégicas e

digestivas, como as principais causas de admissao hospitalar em adultos na América do Sul.

Ademais, este estudo evidenciou a presenca de maior prevaléncia de tuberculose como
coinfecgdo associada ao HIV (31,9%), corroborando com o estudo de Haguihara et al. (2019), em
que a tuberculose nos pacientes HIV foi a coinfeccdo mais prevalente com 33,3%. O
Mycobacterium tuberculosis e HIV potencializam-se mutuamente, acelerando a deterioracdo da
capacidade de defesa do organismo (BELL; NOURSADEGHI, 2018). Para além disso, a infec¢éo
do Mycobacterium tuberculosis tem um impacto negativo na resposta imunoldgica ao HIV,
acelerando a progressao da infeccdo pelo HIV para a AIDS (BRUCHFELD; CORREIA-NEVES;
KALLENIUS, 2015). A coinfeccéo toxoplasmose (Toxoplasma gondii) em individuos HIV, ocorre
com frequéncia devido a reativacdo da infeccdo latente causada pela ruptura dos cistos (MALLA
et al., 2005; WANG et al., 2017).

5.2.2 Relacéo entre os niveis séricos do STREM-1 e a mortalidade nos pacientes HIV/AIDS

internados

O TREM-1 tem sido empregue no estudo de diversas infec¢des virais tais como, Ebola pelo
Mohamadzadeh et al. (2006), Dengue por Ruiz-Pacheco et al. (2014), HIV por Denner et al. (2013),
Yuan et al. (2017), Hyun et al. (2019) e Campbell; To; Spector, (2019), além de recentemente em
sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2), onde foram observados aumentos
significativos dos niveis séricos de STREM-1 na presenca de infeccéo.

O potencial progndstico do STREM-1 na previsdo de mortalidade foi avaliado em pacientes
com Covid-19. Num estudo realizado por De Nooijer et al., (2021), observou-se que as
concentragdes mais altas de STREM-1 foram significativamente maiores em pacientes que foram
a Obito (326 [207-445] pg/mL) em comparagdo com 0s sobreviventes (199 [142-278] pg/mL,
p<0,001). Assim, as concentracdes plasmaticas mais altas de STREM-1 foram relacionadas com o

maior risco de ébito, corroborando com os achados desta pesquisa.



41

Capitulo 5. Resultados e Discusséo

Em outro estudo realizado também em pacientes com diagnéstico de Covid-19, demostrou-
se que 0 STREM-1 teve melhor precisdo progndstica para mortalidade em 30 dias, com Area Sob
a Curva (AUC) de 0.86 IC 95%, 0.77-0.95 (VAN SINGER et al., 2021). Conforme relatado por
estes autores citados anteriormente, o presente estudo também sustenta que o STREM-1 tem uma
boa utilidade progndstica na previsdo de mortalidade e eventos de gravidade de doenca em
infeccdes virais, incluindo o HIV.

TREM-1 é uma proteina de superficie celular da célula mieldide-1, expresso em
mondcitos/macréfagos e neutrofilos. A ampliacdo da sua sinalizacdo se da pela ativacdo da via
TREM-1/DAP12, que afeta as interagfes imunoldgicas e pode fornecer informagdes clinicas sobre
as infeccbes. O STREM-1, por sua vez, é gerado pela clivagem proteolitica do TREM-1 (CAO;
GU; ZHANG, 2017).

O sTREM-1 é um marcador bioldgico atil no progndstico, na previsdo de gravidade da
infeccdo e mortalidade, onde tem sido associado com o aumento significativo dos seus niveis
séricos (GAO et al., 2019). Os niveis de STREM-1 elevados na presenca de infeccdo, sdo
possivelmente causados pelo mecanismo compensatério do virus para bloquear os processos
inflamatdrios. De forma alternada, tais aumentos podem estar ligados ao esfor¢co do hospedeiro
para neutralizar o virus (CAMPBELL; TO; SPECTOR, 2019). Outra teoria, supde que a
associagdo dos niveis elevados do STREM-1 com a gravidade de doencas, pode ser um reflexo do
seu papel putativo como um amplificador de inflamacdo (DE OLIVEIRA MATOS et al., 2020).

As caracteristicas da integracdo do HIV-1 em macrofagos sdo especiais em relagdo as
células T CD4*, uma vez que os macréfagos sdo resistentes aos efeitos citopaticos do HIV-1,
tornando-se um reservatorio por longos periodos de tempo mesmo em pacientes com uso regular
da TARV (KOK et al., 2016; VEROLLET et al., 2015). Para além disso, os macréfagos podem
envolver células T CD4" infectadas com HIV-1, o que aumenta a probabilidade de infeccdo dos
macrofagos e estabelecimento de laténcia (KOK et al., 2016). Os macréfagos infectados pelo HIV-
1 migram para varios tecidos, constituido um reservatério viral estavel em producdo continua,
devido a menor concentracdo da TARV que chega (DECALF et al., 2017; VEROLLET et al.,
2015). Em condicBes de TARV, as células T CD4" do sangue e dos tecidos da mucosa diminuem
drasticamente, enquanto os macrofagos infectados morrem em uma taxa mais lenta do que as
células T CD4" (CASTRO-GONZALEZ; COLOMER-LLUCH; SERRA-MORENO, 2018).

A glicoproteina gp4l do HIV desempenha um papel fundamental na estimulagdo e
regulacdo positiva de TREM-1 (DENNER et al., 2013). O HIV promove a sobrevivéncia dos
macrofagos por meio da supra regulagdo dependente de TREM-1 das proteinas da familia BCL2 e
proteinas fusogénicas (mitofusinas 1 e 2: MFN1 e MFN2), que blogueiam a interrup¢do mediada
por BCL2L11 do potencial de membrana mitocondrial (CAMPBELL; TO; SPECTOR, 2019).



42

O presente estudo teve algumas limitagdes que vale a pena salientar. Tratando-se de um
estudo de coorte prospectivo, 0 nimero de pacientes incluidos na pesquisa foi menor, sendo
necessario a realizacdo de estudos multicéntricos envolvendo um nimero consideravel maior de
pacientes, de modo a elucidar mais uma vez o potencial preditivo da proteina solivel TREM-1 na
mortalidade em pacientes HIV. Para além disso, aamostra de sangue utilizada para medir os niveis
séricos do STREM-1 foi coletada apenas uma vez, isto €, no inicio ap6s a admissao hospitalar, ndo
permitindo demonstrar as variacdes séricas do STREM-1 durante a internacdo dos pacientes. Outro
ponto a considerar é que apesar dos pacientes incluidos terem o diagnéstico comprovado de HIV,
alguns pacientes também apresentavam outras coinfec¢des, 0 que pode subestimar ou superestimar

os valores de predi¢cdo achados na medicdo dos niveis séricos do STREM-1.
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6 CONCLUSAO

As evidéncias apresentadas neste estudo demonstram que 0s ébitos apresentaram
concentragdes plasméticas de STREM-1 elevadas em comparacgao aos pacientes que sobreviveram,
0 que sustenta o papel do TREM-1 solivel na gravidade da doenca e na previsdo de mortalidade
em pacientes HIV. Estes achados indicam, que o0s niveis séricos altos do STREM-1 estdo
relacionados com o maior risco de mortalidade em pacientes HIVV/AIDS.

Perspectivas Clinicas para Futuros Estudos

Avaliar a utilidade prognoéstica de TREM-1 solGvel na previsdo de mortalidade nos
pacientes HIV em estudos multicéntricos;
Investigar o TREM-1 como um potencial novo alvo terapéutico para eliminar os

reservatorios do HIV.
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ANEXO B- INSTRUCOES PARA REALIZAR HUMAN TREM-1 ELISAKIT

PRODUCT INFORMATION SHEET

Human TREM-1 ELISA Kit

Catalog Number EHTREM1 (96 tests)
Rev. 1.0 | Same protocol, just a new look

Product description

The Human TREM-1 ELI5A Eit is a solid-phase sandmich Enryme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) desipned to detact and
quantify ths level of humam TREM-1 in semam_ plasma. and cell colture media.

Contents and storage
Upon receipt. store the koe at 2°C te B°C.

Cat. No. EHTREM1

Components {96 tests)
Human TREM-1 Anfibody Coated wells, B8 wel plate 1 plate
Human TREM-1 Bictin Conjugate 2 vials
Human TREM-1 Standard, recombinant human TREM-1 2 vials
[Wash Buffer Concentrate [20X) 25 mL
|2=say Diluent A. Contains 0,097 sodium azide 30 mL
|A=say Diluent B (53X concentrated buffer) 15 mL
Streptavidin-HRP (500X) 0125 mL
[TMB Substrate 12 mL
Shop Solution B mL
[Adhesive Plate Covers 2

CAUTION! This kGt contains matetials with small quantities of sodinm azide. Sodium azide reacts with lead and copper

plumbing to form explosive metal axides. Upon disposal. flush drains with a large vehume of water to prevent azide

£i5 acoummilation. Avoid ingestion and contact with eves, skin and mmcous membranes. In cass of comtact. rinse affected area
with plenty of water. Observe all faderal. state and local repulations for disposal.

e
—

Materials required but not supplied

» Distilled or detomized mater

» Microtiter plater reader with sefirrare capable of measuring at 450 nm

# Plate washer-antomated o7 mannal (manifold dispenser)

» Calibrated adjustable precision pipettes and zlass or plastic tabes for dilotng solotons

Procedural guidelines

« Beview the Procedural suidelines and Plate washing divections in the ELTS4 Technrical Gurde avaliable at thermofisher com for
details prier to starting the procedurs.
= Beagents are lot-specific. Do not mix or mterchanzs different reagent lots from varbous kit lots.

Prepare 1x Wash Buffer

1. Allewr Wash Buffer Concentrare (20X) to reach redm temperaturs and mix to redissohoe any precipitated salts.
2. Dihute 20 mL. of the Wash Buffer Cancenmate mte 350 ml of deinnized or distlied water. Labiel as 1X Wash Buaffer.
3. Store the concemmrate and 1K Wash Buffer in the refriperator. Use the dihoted buffer within ens manth.

Prepare diluent
¢ Aszay Diluent B should be dituted 5-fold with detonized or distilled mrater befors use.

Far Research Use Only. Mot for wse in diagnostic procedures. Thermo Fisher

ECIEMTIFIL
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Prepare biofin conjugate

. Briefly spim dovn the biotin comjugate before use.

. Add 100 pl of 1X Assay Diluent B into the vial to prepare a biotin conjugate concentrate.

. Pipetie up and dovn to mix gendy (the concenmate can be stored at 4°:C for 5 days)

. The biotin conjugate concentrate should be diluted 30-fold with 1N Assay Diluent B and used in step 4 of ELISA procadurs.

e G fd =

Sample preparation guidelines

» Collect samples in pyregenfendotoxin-free tobes.

» Freeze samples after collection if samples will not be tested immeadiately. Aveid multiple freeze-thar cycles of frozen samples.
Thaw completely and mix well (de not vortex) prics to analysis.

= Avoid the use of hemalyzed or lipemic sera. If larpe amounts of particulate matter are present in the sample. centrifuge or flter
sample prior to analysis.

Pre-dilute samples

# Assay Dileent A should be used for dlution of serom and plasma samples. 1K Assay Diluent B should be used for dilution of cell
culhare supamatant samples.

« Dilute serum and plasma 2 fold

» Bermuse condidens may vary., it is recommended that sach investizator determins the eptimal dilution to be used for each
application.

Dilute standards
Mote: Use glass or plastic mbes for dilufing standands.

1. Briefly spim dovn a vial of lvophikized standard.

2. Add 400 pL Assay Diloent A (for senamifplasma samples) or 1X Assay Diluent B (for cell culiure supematants) mie the hrophilized
standard vial to prepare a 50 npfmL stamdard. Dissolve the povrder thoroughly by pentle mixing Pipete 400 pL Assay Diluent (A or
B) inte each tube. Usa the 30,000 pefmL standard solution to produce a diluton series (shown below). Mix each mbe thorenghly
before the next ransfer. Assay Diluent (A or B) serves as the zeng standard (0 pefml).

200 pl 200 200pl  200pl  200pl 200 pl
N N N N N

| = = =

U U

Diluent
v:luﬂfr“-e 400pl  400pl  400pL  400pL  400pL  400pL 400 pL

Std1 Std2 Std3 Stdd Std3 Std6 Std7 Blank
BOOGa pg/mi 18287 pgm| G556 pgml 1862 pgimd  B1T.3pgiml  206.8 pgéml  BA.68 pgimi 0 pgémil

Prepare 1X Sireptavidin-HRP solution

Mote: Prepapre the Streptavidin-HRP within 15 minmtes of usage.
1. Briefly spin the Smeptavidin-HEP and pip=ttz wp and down to mix gently before use. as precipitates may form during storage.
2. Dihree Steprarvidin-HBP 500-fold with 1K Assay Diloent B.
3. Donot store dilured solution for fimre use.

2 Himman TREM-I ELISA Eir Prodiics Informarion Shear
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Perform ELISA (Total assay fime: 4 hours and 45 minutes)

Al all reaments to reach ropm temperaturs befors use. Mix all lignid reasents prier to use.

IMPORTANT! Perform a standard carve with sach assay.

Determine the mumber of §-mell strips requited for the assay. Insert the smips in the frames for wse. Be-bag any umused smips and
frames, and store at 2 to §°C for future nse.

antibody

Capture  + T [Bigtin o~
pt Antigen A conjugate  Hpr Strepavidin-HRP

1 Bind anfigen

(]

Add bictin conjugate

5
&
|

4 Add TMB substrate

3 Add stop solution

Himan TREM-]1 ELT5A Eir Prodiver fyfrmarion Sheer

noo= | I - -

=

. For the standard curve, add 100 pL of standards to the appropriate wells (s2= Dilute standards). For

samples, add 100 pL of diluted samples {see Diluie samples) to the wells.

. Cover wells and moubate for 2.5 hours at ropm temperature or over night at 4°C with zentls shaking.
. Discard the solation and wash 4 times with 1 Wash Buffer. Wash by filling aach well with Wash

Buffer (300 uL) using a molt-channel Pipette or autemasher. Complete removal of liquid at each step
15 essemtial for good performance. After the Jast wash. remove amy remaining Wash Buffer by
Aspirating o7 decanfing . [wvert the plate and blot it azamst clean paper tovels.

Add 100 uL of prepared biotin conjogate (322 Prepare biotn conjusate) to each well.

Incubate for 1 bour at room temperature with genils shalong.

Driscard the solution. Fepeat the wash as in siep 3.

Aﬁjd 100 uL of prepared Soepiavidin-HBRP selution (see Prepare Streptavidin-HEP salufon) fo each
well.

Incubate for 45 mimtes at reom temperarure with gentle shaking.

Discard the solufion. Repeat the wash as m siep 3.

Add 100 pL of TMB Substrate te each well. The sobstrats will begin to tumn e

Incubate for 30 minutes at room emperamurein the dark wit genils shaking.

Add 50 pL of Stop Solution to each well. Tap the side of the plate gently to mix. The solution in the
well changes from bue to vellow.

[FH]
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(=]

Lid

Read the plate and generate the standard
curve

Rsad the absorbance at 450 nm. Read the plate within 30
mirmtes after adding the Stop Soluobdon

. Use curve-fitting sofrrare o penerate the sandard curve. 4
four parameter alparithm provides the best standard corve fit.
Optimally. the backsroond abserbance may be submacted from
all data points. ncloding siandards. umkmonns and conimals,
pries o plotimg.

Reead the concenirafions for unkmonn samples and condral
from the standard curve. Mulple vahe(s) obtaned for
sample{s) by the appropriate factor to commect for the sample
dihrtion.

Wote: Dilute samplss producing signals greaer than that of the
higest standard in Standard Diluent Buffer and reamalyze.
Mulriply the concenmation by the appropriate dihotion factor.

Performance characteristics
Standard curve (example)

These standard curves are for demeonsmaion only. A standard
Curve must be run with each assay.

T Raviiny Dt H
[ ]
+
1 1
E =
| -
g a £ o
a
x
(111 Ao
aom - Baen L
[ R BT T H 1M L mmm wa

Hurmar FTREW-1 corcerinataon |pgimi] Furen THERY 1 concanirabon jegimi)

Intra-assay precision

To determine inira-assay precision. to stndard curves and 3
samples for each standard curve are min. The standard carve
Concenation points as well as the samples are tested in doplicates
o 2 single plate. Two different conceniration values are obtained
for each sample. using the two separate standard curves. The two
conceniraiion valees for each sample is compared to each other
using the OV caloulation.

Inma-Assay OV <10
Irter-assay precision

Tao evaluate mteT-assay precision the second sfandard curve &
tested om a separate plate along with the second set of samples.

Inter-Assay OV <12%

Recowery

Sample Tvpe Average ¥ Recovery Eange (%)
Serum 134§ B1-145
Plasma 114§ B2-115
Cell Culture Madia 114 106-134
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