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Abreviaturas

AIDS — Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Acquired Immunodeficiency Syndrome)
APOBEC - Complexo de Edicdo Apolipoproteina B (Apolipoprotein B Editing Complex)
CE — Controlador de elite (Elite controller)

CRF — Formas Recombinantes Circulantes (Circulating Recombinant Forms)

DNA — Acido Desoxirribonucléico (Deoxyribonucleic Acid)

HAART — Terapia Antirretroviral Potente (Highly Active Antiretroviral Therapy)

HCP5 — Complexo HLA P5 (HLA Complex P5)

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana (Human Immunodeficiency Virus)

HLA — Antigeno Leucocitario Humano (Human Leukocyte Antigen)

IP — Inibidor da Protease

ITRN — Inibidor Transcriptase Reversa Nucleosideo

ITRNN - Inibidor Transcriptase Reversa Ndo-Nucleosideo

KIR — Receptor do tipo imunoglobulina da célula NK (Killer 1g-like Receptor)

LTNP — N&o progressores de longo termo (Long-term nonprogressor)

MHC — Complexo Principal de Histocompatibilidade (Major Complex of Histocompatibility)
NK — Células Exterminadoras Naturais (Natural Killer)

PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction)

RNA- Acido Ribonucléico (Ribonucleic Acid)

SNP — Polimorfismo de base Unica (Single Nucleotide Polymorphism)

SSO - Sequéncia de Oligonucleotideos Especificos (Sequence Specific Oligonucleotide)
SSP — Sequéncia de Primers Especificos (Sequence Specific Primers)

TCR — Receptor de célula T (T cell receptor)

TR — Transcriptase Reversa

URF —Formas Recombinantes Unicas (Unique Recombinant Forms)



Resumo

A epidemia da aids é caracterizada por uma alta heterogeneidade no curso
clinico da infeccdo pelo HIV-1. Enquanto alguns individuos progridem para aids em até
trés anos apoOs a soroconversao, uma pequena parcela, chamada de progressores lentos,
permanece assintomatica e mantém seus niveis de T-CD4+ estaveis por mais de 10
anos. O papel das moléculas de HLA classe I, tais como HLA-A e HLA-B tem sido
investigado para tentar explicar as diferengas observadas na progresséo da infeccao pelo
HIV-1. Estudos recentes tém chamado a atencdo para o papel dos genes de classe | ndo
classicos, como HLA-G, visto que esta molécula esta envolvida na supresséo da resposta
do sistema imunoldgico durante as infec¢Oes virais. No presente estudo, noventa e oito
pacientes com critérios bem definidos de progressdo a aids foram selecionados, dos
quais 48 foram classificados como progressores cronicos, 29 como progressores lentos e
21 como progressores rapidos. Nossos resultados suportam o papel do gendtipo
homozigoto para HLA na rapida progressao para a aids, assim como a o efeito protetor
do alelo HLA-A*3 no tempo de progressao da infeccdo. Além disso, este € o0 primeiro
trabalho que investiga a influéncia dos polimorfismos 14pb insercdo/delecdo e +3142
G/C do gene HLA-G na progressdo para a aids e os resultados obtidos apontam para um
importante papel desta molécula na progressdo da doenca. A auséncia de marcadores
genéticos classicamente envolvidos com a progressdo rapida e lenta para a aids, neste
grupo de pacientes HIV positivos, enfatiza a importancia de estudos genéticos em

diferentes populacdes.



Abstract

The AIDS epidemic is characterized by an extreme heterogeneity in the clinical
course of HIV-1 infection. Whereas some individuals progress to AIDS within three
years after seroconversion, a small percentage, called long-term nonprogressors, remain
asymptomatic and maintain stable T-CD4+ cell counts for more than 10 years. The role
of HLA class I molecules, such as HLA-A and HLA-B, have been investigated to
explain the differences observed on progression to AIDS. Recent studies have focused
on the potential effect of non-classical HLA | genes, as HLA- G, since this molecule is
involved in the suppression of immune responses against viral infections. In the present
study, ninety-eight patients with well defined criteria of clinical progression to AIDS
were selected, of which 48 subjects were classified as chronic progressors, 29 as long-
term nonprogressors and 21 as rapid progressors. Our results support the role of HLA
homozygous genotypes on rapid progression to AIDS as well as the protective effect of
the HLA-A*3 allele in the progression of the infection. Furthermore, this is the first
study that assessed the influence of the HLA-G polymorphisms 14bp insertion/deletion
and +3142 G/C on AIDS progression and the results obtained indicate an important role
of this molecule on AIDS progression. The absence of classical genetic markers related
to rapid and long-term nonprogression to AIDS in this group of HIV-infected patients

emphasizes the importance of study genetic diversity among different populations.



Capitulo 1: Introducéo

1. Virus da Imunodeficiéncia Humana

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (do inglés HIV - Human
Immunodeficiency Virus) é um retrovirus da familia Lentiviridae, o qual possui o
genoma composto por duas fitas de RNA idénticas ndo-complementares, que
encontram-se associadas a enzima Trasncriptase Reversa (TR) (PRESTON et al., 1988;
SCHWARTZ e NAIR, 1999). O genoma deste virus é formado por aproximadamente
10.000 nucleotideos, organizados em nove regides génicas, que codificam 19 proteinas
distintas (MUESING et al., 1985). Estas proteinas podem ser divididas em trés classes
de acordo com a sua funcionalidade: (i) as proteinas estruturais Gag, Pol e Env que sdo
responsaveis pela maquinaria de replicacéo e pela estrutura dos virions; (ii) as proteinas
regulatorias Tat e Rev que sd@o responsaveis pela transcrigéo e traducdo dos genes virais;
e (iii) as proteinas acessorias Nef, Vif, Vpr e Vpu/Vpx, as quais Sao responsaveis por
diversas fungdes, incluindo o escape do sistema imunologico (COSTIN, 2007).

Anaélises filogenéticas permitem a separacdo do HIV em dois tipos (HIV-1 e 2),
sendo o tipo 1 responsavel pela pandemia atual. O HIV-1 ainda pode ser dividido em
quatro grupos distintos (M, N, O e P), aléem de subtipos (Grupo M: A-D, F-H, Je K) e
formas recombinantes (CRFs e URFs) (ROBERTSON et al., 2000; GERETTI, 2006;
PLANTIER et al., 2009). A alta variabilidade genética encontrada nesse virus €
atribuida principalmente a infidelidade da enzima TR na incorporagdo de nucleotideos
no processo de transcricdo reversa durante a replicacdo viral (PRESTON et al., 1988;
RAMBAUT et al., 2004). Esta elevada diversidade implica em importantes desafios
para a compreensdo da patogénese viral e o desenvolvimento de vacinas (GERETTI,
2006; HEMELAAR et al., 2006).

O HIV é transmitido principalmente por contato sexual, sanguineo e transmisséo
vertical (durante o parto ou aleitamento materno) (SINGH et al., 2008). Este virus é
capaz de infectar diferentes tipos celulares, dos quais se destacam os linfocitos T-CD4+
(DALGLEISH et al., 1984). A entrada do HIV na célula hospedeira é dependente da
interacdo inicial entre as proteinas do envelope viral com o receptor CD4 da membrana
celular, seguida da ligacdo do virus aos co-receptores CXCR4 ou CCR5, dois membros
da superfamilia de receptores acoplados a proteina-G, os quais funcionam como

receptores para as alfa e beta-quimiocinas respectivamente (FREED, 2001; RAMBAUT



et al., 2004; BRUMME et al., 2005). As particulas virais que utilizam o co-receptor
CCRS5, conhecidas por R5, sdo predominantemente encontradas no curso inicial da
infeccdo e, provavelmente, sdo as variantes transmitidas de um individuo a outro. Por
outro lado, as particulas que utilizam o co-receptor CXCR4, chamadas de X4, sdo
frequentemente encontradas nos estagios mais avancados da infeccdo, precedendo o
desenvolvimento da aids (BRUMME et al., 2005; MOYLE et al., 2005).

Apbs a entrada do virus na célula hospedeira, o capsideo € desintegrado,
expondo o material genético viral no citoplasma da célula, local onde o0 RNA viral sera
convertido a cDNA no processo denominado Transcricdo Reversa e posteriormente,
integrado ao genoma da célula hospedeira. Os transcritos gerados a partir do DNA dardo
origem a novas fitas de RNA viral e a diferentes proteinas virais necessarias para
formacdo de novos virions, 0s quais sairdo da célula hospedeira por um processo
denominado brotamento (SCHWARTZ e NAIR, 1999; FANALES-BELASIO et al.,
2010).

2. Epidemiologia HIV/Aids

Desde sua identificagcdo, em 1983, como agente causador da aids (do inglés -
Acquired Immunodeficiency Syndrome), o HIV tornou-se um grave problema de salude
publica mundial (BARRE-SINOUSSI et al., 1983). Apesar da redugdo de 19% no
nimero de novos casos no periodo entre 1999 e 2009, 33,3 milhdes (31,4 milhdes—35,3
milhdes) de pessoas ainda encontram-se infectadas por esse virus em todo o mundo
(UNAIDS, 2011).

A Africa subsaariana continua a liderar as estatisticas, apresentado os piores
indices em relacdo ao nimero de pessoas vivendo com HIV (22,5 milhdes) (UNAIDS,
2011). Na América do Sul, a epidemia sofreu uma estabilizacdo entre 1990-2009 em
relacio ao numero de novos casos (Figura 1). Por outro lado, o nimero total de
infectados aumentou de 1,1 milhdo (1,0 milhdo-1,3 milhdes) em 2001 para 1,4 milhdes
(1,2 milhGes—1,6 milhdes) em 2009. O acréscimo no numero de individuos HIV
positivos em conjunto com a estabilizacdo do numero de casos novos € resultado
decorrente principalmente das politicas publicas de prevencdo e do acesso a medicacdo
antirretroviral, que proporcionou o aumento da expectativa de vida do paciente HIV
positivo (UNAIDS, 2011).
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Figura 1: Numero de novos casos de infecgdes por HIV na América Central e América do Sul entre 1990-
2009. A linha vermelha indica a média do ndmero de casos novos ao longo dos anos, enquanto que as
linhas pontilhadas indicam o desvio padrdo. (Adaptado de: Global Report — UNAIDS, 2011)

Cerca de 1/3 da populacdo HIV positiva da América Central e Sul, reside no
Brasil. Segundo estimativas do Ministério da Saude, até 2011, 608.230 pessoas, com
idades entre 15-49 anos, foram infectadas no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).
Apesar do crescimento no numero de casos de aids entre as mulheres nos ultimos anos,
0 estudo realizado por Barbosa et al., 2009 demonstrou que homens que praticam sexo
com homens (HSH) e usuarios de drogas injetaveis (UDI) masculinos continuam a
apresentar maiores riscos de infec¢cdo comparados a populacdo em geral.

O estado do Rio Grande do Sul ocupa o primeiro lugar no ranking brasileiro com
relacdo a incidéncia da infeccdo, apresentando uma taxa de 37,6. Da mesma forma,
Porto Alegre, capital do estado, representa a cidade com a maior taxa de incidéncia do
pais, apresentando 99,8 casos/100.000 habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Apesar dos numeros alarmantes, o Brasil registrou uma leve queda no nimero de
casos novos de aids - de 35,9 mil (2009) para 34,2 mil em 2011 - assim como nas taxas
de mortalidade. De forma semelhante ao declinio mundial, esse fato reflete os
beneficios da medicacdo antirretroviral na qualidade de vida dos pacientes HIV
positivos e o0s resultados satisfatorios das campanhas de prevencdo da transmissao do
virus (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

3. Curso Clinico da Infeccéo pelo HIV

O curso clinico classico da infeccdo pelo HIV-1 até o desenvolvimento da aids
pode ser dividido em trés etapas distintas: fase aguda, fase crbnica e aids, conforme
representado na figura 2. Apos a entrada do virus no corpo humano podemos observar

um periodo de incubacgdo que pode variar de 3 a 6 semanas, o qual reflete o tempo entre



a exposicdo do individuo ao virus até o surgimento dos primeiros sinais e sintomas da
infeccdo. Apos esta fase, o virus inicia sua disseminacgdo pelo organismo principalmente
através dos tecidos linfaticos (MINDEL e TENANT-FLOWERS, 2001; MINISTERIO
DA SAUDE, 2011).

A primeira etapa da infeccdo (fase aguda) caracteriza-se pela rapida expansdo da
replicacdo viral, a qual é parcialmente controlada por uma reposta imunoldgica efetiva
(FAUCI et al., 1996). Essa fase pode apresentar-se ao hospedeiro de forma
assintomdtica ou com sintomas inespecificos - Sindrome Retroviral Aguda - com
duracdo de 1 a 4 semanas, 0 que pode dificultar o diagndstico precoce da infeccdo. A
rapida resposta do sistema imunoldgico neste periodo permite, em parte, a estabilizacao
da replicacdo viral (set point viral), além da restauracdo dos niveis de linfocitos T-CD4+
e 0 aumento do nimero absoluto de linfécitos T-CD8+ circulantes (FAUCI et al., 1996;
FANALES-BELASIO et al., 2010). Algumas evidéncias indicam que a imunidade
celular, caracterizada pela resposta mediada por linfécitos T-CD4+/T-CD8+,
desempenha um papel fundamental no controle da viremia durante os estagios iniciais
da infeccdo (CHAKRABARTI e SIMON, 2010).
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Figura 2: Curso clinico natural da Infec¢do pelo HIV-1. A fase aguda caracteriza-se pela rapida
expansdo da replicacdo viral e queda inicial da contagem de linfcitos T-CD4+. Esta fase é parcialmente

controlada por uma rapida resposta do sistema imunoldgico que permite, em parte, a estabiliza¢do da



replicacdo viral (set point viral) e a restauracdo parcial dos niveis de linfocitos T-CD4+, dando inicio a
fase cronica da infeccdo. A fase crbnica se caracteriza por um longo periodo assintomatico onde a
replicacdo viral se mantém estabilizada, enquanto os niveis de T-CD4+ diminuem lentamente. Quando os
niveis de linfocitos T-CD4+ diminuem drasticamente identifica-se a fase de aids, na qual se o paciente
ndo for tratado, pode ir a 6bito (Adaptado de: An e Winkler, 2010).

A fase crbnica se caracteriza por um longo periodo assintoméatico onde a
replicacdo viral se mantém estabilizada, enquanto os niveis de T-CD4+ diminuem
lentamente (BACCHETTI e MOSS, 1989). Esta fase pode ter uma duracéo de 4 a 10
anos, sendo o tempo de progressao diretamente relacionado a velocidade da replicacdo
viral e consequentemente & queda dos niveis de T-CD4+. Quando os niveis de linfécitos
T-CD4+ diminuem drasticamente (< 200células/mm?®), o sistema imunolégico se torna
ineficaz no combate a agentes externos e o hospedeiro permanece vulneravel ao
aparecimento de infecgdes oportunistas. Neste estagio final, identifica-se a fase de aids
(PEDERSEN et al., 1989), na qual se o paciente ndo for tratado, pode ir a ébito.

O tratamento antirretroviral, conhecido por TARV ou HAART (do inglés,
HAART - Highly Active Antiretroviral Therapy) se baseia na administracdo de trés ou
mais farmacos de diferentes classes. O principal objetivo da terapia € suprimir a
replicacdo viral, restaurando parcialmente os niveis de linfocitos T-CD4+ do paciente,
aumentando a sobrevida do individuo HIV positivo (CRESSEY e LALLEMANT, 2007;
COHEN et al., 2008).

Atualmente, estdo disponiveis para o tratamento seis classes distintas de
medicamentos, as quais sao divididas de acordo com o0 seu mecanismo de acéo:
Inibidores da Transcriptase Reversa Nucleosideos (ITRN); Inibidores da Transcriptase
Reversa Ndo-Nucleosideos (ITRNN); Inibidores da Protease (IP); Inibidores de Fusao,
Inibidores da Integrase e Antagonistas de CCR5 (CRESSEY e LALLEMANT, 2007).
Os principais alvos dessas medicacBes incluem as enzimas essenciais do ciclo
replicativo viral - Transcriptase Reversa, Protease e Integrase - ou ainda a inibi¢do da
entrada do virus na célula, atraves do bloqueio de glicoproteinas de superficie virais ou
dos co-receptores da célula hospedeira.

Na década de 90, o Brasil foi pioneiro ao promover a distribuicdo gratuita dos
medicamentos antirretrovirais para pacientes HIV positivos, se tornando uma referéncia
internacional no tratamento da aids. Atualmente, aproximadamente 197.000 individuos

recebem a medicacdo gratuitamente pela rede publica de salde, o que representa cerca



de 95% dos pacientes diagnosticados com HIV e elegiveis para o tratamento
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008a).

Segundo o Ministério da Saude (2008), o inicio do tratamento antirretroviral é
recomendado para pacientes assintomaticos que apresentam contagem de linfocitos
TCD4+ entre 200 e 350 células/mm?® ou carga viral elevada persistente. Quanto mais
proximo de 200 células/mm®, maior é o risco de progressdo da infeccdo para o estagio
de aids, especialmente se associada a viremia elevada. Na presenca de co-infecgdes
(como HCV, HBV) e doencas cronicas o tratamento é iniciado independentemente da
situacdo imunoldgica do paciente (MINISTERIO DA SAUDE, 2008a). E importante
ressaltar que o tratamento é cronico, e uma vez iniciado, deve ser mantido pelo resto da
vida.

No caso de gestacdo, a terapia deve ser administrada a todas as mulheres
infectadas pelo HIV, independentemente da sua situacdo virologica, clinica ou
imunoldgica. O objetivo do tratamento profilatico é evitar a transmissdo vertical, que
pode chegar a 30% caso ndao haja intervencdo. Esta € a Unica situacdo onde o uso da
medicacdo antirretroviral pode ser interrompido, caso a gestante ndo apresente
indicacdes clinicas, como contagem de T-CD4+ <350 células/mm® apés o parto
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010b).

Apesar das facilidades e conquistas obtidas até o momento, o tratamento €
crénico e complexo, apresentando muitos efeitos adversos, o que torna a aderéncia do
paciente ao tratamento um desafio (CARR e COOPER, 2000). Além disso, mutacoes de
resisténcia associadas ao mau uso da medicacdo (SANTOS e SOARES, 2010) e até em
pacientes virgens de tratamento (naive) (MEDEIROS et al., 2011) dificultam o manejo

terapéutico e sua completa eficiéncia.

4. Diferentes tipos de progressédo para a Aids

Durante os ultimos anos, a heterogeneidade frente a progressdo para a aids vem
chamando a atencdo de especialistas. A susceptibilidade a infeccdo pelo HIV e o curso
clinico da aids resultam da combinacdo de fatores virais como fitness viral, set point
viral e a presenca de mutacGes de escape de células T citotdxicas (T-CD8+); e de fatores
do hospedeiro, como taxa de declinio de linfocitos T-CD4+ e ativacdo de uma resposta
imunologica efetiva (SINGH et al.,, 2008; KAUR e MEHRA, 2009a; AN e
WINKLER, 2010).



Diversas definigdes ja foram propostas para distinguir pacientes que progridem
de uma forma rapida daqueles que evoluem lentamente para a aids (KLEIN e
MIEDEMA, 1995; PEREYRA et al., 2008; GRABAR et al., 2009 OKULICZ et al.,
2009). A definicdo mais atual acerca dessas categorias foi proposta por Casado et al.,

2010 e esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo dos diferentes tipos de progressao para aids

Progressores lentos

Classes de progressao para a aids Caracteristicas
-Infecgdo  assintomatica acima de 10 anos apds
soroconversao;
/ ) -RNA viral plasmatico, sem terapia antirretroviral, abaixo dos
Controladores de elite (CE) niveis de detecc3o (<50 copias/mL);

-Episédios isolados de viremia acima de 1000 cépias/mL,
desde que ndo consecutivas e que representem a minoria das
determinagdes disponiveis;

-Representam menos de 1% dos pacientes soropositivos.

-Infecgdo  assintomatica acima de 10 anos apds
soroconversao;

Controladores da viremia -RNA viral plasmatico, sem terapia antirretroviral, igual ou
inferior a 2000 cépias/mL;
-Episédios isolados de viremia acima de 2000 cdépias/mL,
desde que estes representem a minoria das determinagGes
disponiveis;
-Representam menos de 3% dos pacientes soropositivos.

-Infecgdo  assintomatica acima de 10 anos apods
soroconvers3o;

\ N&o-Controladores da viremia -RNA viral plasmético, sem terapia antirretroviral, acima de
2000 cépias/mL, em mais de 50% das amostras;
-Frequéncia desconhecida na populagdo HIV positiva.

-Infecgdo sintomatica ou inicio de TARV até 10 anos apds a
soroconvers3o;

-No minimo 3 determinagdes de RNA viral plasmatico, na
auséncia de terapia antirretroviral, acima de 2000 cépias/mL.

Progressores tipicos

-Duas ou mais medidas de T-CD4+ abaixo que 350 cels/mm?
até 3 anos apds a soroconversao;

-Inicio de terapia antirretroviral até 3 anos apods
soroconvers3o;

-Desfecho aids ou morte decorrente de aids até 3 anos apods
soroconversao.

Progressores rapidos

Adaptado de Casado et al., 2010

Uma pequena parcela da populacdo HIV positiva apresenta a habilidade de

controlar a replicacdo viral e manter seus niveis de linfocitos T-CD4+ elevados por um



periodo de tempo prolongado, desta forma, evoluindo lentamente para o estagio de aids,
mesmo na auséncia de terapia antirretroviral. Esses pacientes sdo conhecidos como
progressores lentos ou LTNP (do inglés LTNP - long-term nonprogressors) e
representam aproximadamente 5-15% da populacdo total dos individuos HIV positivos
(CAO et al., 1995; GRABAR et al., 2009; OKULICZ et al., 2009).

Com o advento de técnicas moleculares, foi possivel dividir o grupo de pacientes
progressores lentos em 3 subcategorias de acordo com a sua viremia plasmatica durante
a fase assintomatica da doenca: controladores de elite, controladores da viremia e ndo-
controladores da viremia (PEREYRA et al., 2008; OKULICZ et al., 2009). Os pacientes
conhecidos como controladores de elite (CE) representam menos que 1% dos individuos
infectados pelo HIV-1. Este grupo € considerado um modelo de controle da replicacao
viral, pois sua principal caracteristica ¢ manter a carga viral abaixo do limite de
deteccdo do teste (<50 coépias/mL) por longos periodos ap0s a soroconversao
(GRABAR et al., 2009; O’CONNELL et al., 2009). Os individuos controladores da
viremia também apresentam a capacidade de controlar a replicacdo viral (<2000
copias/mL), contudo, em um menor grau quando comparado aos controladores de elite.
O controle da carga viral parece ocorrer nos estagios iniciais da infeccdo na maioria dos
individuos, com um tempo medio de um ano apos a soroconversao (OKULICZ et al.,
2009). De forma oposta, pacientes intitulados ndo-controladores da viremia néo
apresentam a habilidade de manter a viremia plasmatica abaixo de 2000 copias/mL,
todavia s@o considerados progressores lentos por apresentarem infec¢do assintomatica,
sem medicacgdo antirretroviral, por um periodo superior a 10 anos apds a soroconversao
(HAYNES, et al., 1996; CASADO et al., 2010).

Ao contrario dos progressores lentos, aproximadamente 10% da populacdo HIV
positiva progride para aids em um periodo de tempo muito curto. Os pacientes
progressores rapidos tém como principais caracteristicas: altas taxas de replicacao viral,
queda brusca de linfocitos T-CD4+ e evolugdo para aids em um periodo de até trés anos
apos a soroconversao (DALMAU et al., 2009; CASADO et al., 2010).

Na tentativa de compreender os mecanismos envolvidos nos diferentes tipos de
progressao, estudos recentes tém investigado o papel de fatores virais e do hospedeiro
na evolucdo na doenca. Como resultado, tem-se demonstrado uma grande influéncia de
fatores imunoldgicos na habilidade de controlar a replicacdo viral (TRACHTENBERG
e ERLICH, 2001; SINGH et al., 2008; SALGADO et al., 2011). A identificacdo de

genes que modulam o curso clinico da infeccdo torna possivel o desenvolvimento de



novas estratégias terapéuticas, as quais podem ser utilizadas na rotina clinica e
tratamento do paciente HIV positivo. Esta estratégia é particularmente importante para
0s pacientes que progridem mais rapidamente a aids, visto que predizer um rapido
avanco da infeccdo pode contribuir para o aumento da sobrevida destes individuos.

5. Fatores Envolvidos na progressao para a Aids

5.1 Fatores Virais

Inicialmente acreditava-se que os diferentes padrbes de progressdo para a aids
estavam condicionados a presenca de alteracdes no genoma ou proteinas virais. Os
primeiros trabalhos realizados demonstraram que 0s pacientes assintomaticos por
longos periodos encontravam-se infectados por particulas virais replicativamente
deficientes, sendo as mutagdes no gene nef desses virus identificadas como as principais
causas para o baixo fitness viral nesses pacientes (KLEIN e MIEDEMA, 1995). A
proteina Nef € a primeira a ser detectada apds a infeccdo em uma célula e sua expressdo
parece ter diversas consequéncias, incluindo a modulacdo da presenca da molécula de
CD4 na superficie celular e a facilitacdo da infeccdo pelo HIV (COSTIN, 2007). Desta
forma, a auséncia de uma enzima plenamente ativa, seria certamente prejudicial ao virus
e estaria diretamente relacionada a evolucéo lenta da doenca.

Deacon et al., 1995 descreveu seis pacientes infectados a partir de um mesmo
doador de sangue, 0s quais ndo apresentaram evolucdo para o quadro de aids, em um
periodo de 10 a 14 anos. Analises moleculares o genoma viral identificaram distintas
mutacbes no gene nef, confirmado, desta forma, a influéncia de fatores virais da
evolucdo para a aids. Contudo, trabalhos posteriores relataram um grupo de
controladores de elite infectados com particulas virais replicativamente competentes e
sem qualquer alteracdo no seu genoma viral. Sendo assim, atualmente, acredita-se que
as mutacdes presentes tanto no gene nef, quanto em outros locais do genoma do virus,
ndo sejam a resposta chave para a progressao lenta na maior parte dos individuos que
apresentam essa caracteristica (HUANG et al., 1995; KLEIN e MIEDEMA, 1995).

A formacdo de sincicio e a persisténcia da antigenemia durante a infec¢do pelo
HIV-1 foram outros dois importantes marcadores progndsticos previamente
investigados. A inducdo da formacdo de sincicio, caracterizada pela fusdo de varias

células uninucleadas infectadas em uma Unica célula multinucleada, esta relacionada a



presenca de linhagens virais, conhecidas por X4, que utilizam predominantemente o co-
receptor CXCR4 para entrada na célula hospedeira (COAKLEY et al., 2005).

O surgimento das variantes X4 ocorre principalmente nos estagios tardios da
infeccdo, geralmente precedendo o desenvolvimento da aids. Esta variante é
considerada mais patogénica quando comparada com a R5, pois estd associada a um
aumento da carga viral, progressdo acelerada da doenca, além de uma alta eficiéncia na
infecgdo continua de linfocitos T-CD4+ (SCHWARTZ e NAIR, 1999; COAKLEY et
al., 2005). Por outro lado, as linhagens descritas como ndo-indutoras de sincicio,
infectam mondcitos, macrdfagos e células T primarias utilizando co-receptores do tipo
CCRS5 e sdo frequentemente encontradas nos estagios inicias da infeccdo (TOULOUMI
e HATZAKIS, 2000; COAKLEY et al., 2005; MOYLE et al., 2005).

A persisténcia de antigenemia se caracteriza pela presenca continua do antigeno
p24 na circulacdo sanguinea. A proteina p24 é codificada pelo gene gag e tem como
funcdo formar a estrutura do capsideo viral, que circunda o material genético do virus.
Essa proteina € o primeiro marcador detectado sericamente apos a infeccao pelo HIV,
desaparecendo naturalmente ao longo do tempo. A persisténcia de niveis elevados desse
antigeno na circulagéo é resultado da baixa producdo de anticorpos pelo hospedeiro, em
conjunto com uma replicacdo viral ativa e por isso, pode estar relacionada a rapida
progressao para aids (RINALDO et al., 1989).

Apesar da investigacdo do papel dos trés marcadores descritos acima no
prognostico da infeccdo pelo HIV-1, atualmente a caracteristica viral mais utilizada para
predizer a evolucdo clinica do paciente é o set point viral (FELLAY et al., 2007). O
periodo assintomatico da infeccdo € caracterizado por uma grande heterogeneidade na
viremia plasmatica, a qual pode variar de 1000 a 1 milhdo de copias/mL entre 0s
individuos. Pacientes que apresentam carga viral elevada no inicio da fase cronica sao
mais propensos a atingirem niveis criticos de linfécitos T-CD4+ (<200 células/mm®)
rapidamente, desta forma progredindo em menos tempo para aids, quando comparado a
individuos com baixa viremia plasmatica (FRASER et al., 2007). Apesar das medidas
de RNA viral serem importante fator prognostico em momentos iniciais da infeccdo,
tem sido demonstrado que, nos estagios tardios, a predicdo da aids através da contagem

de células T-CD4+, ¢é considerada mais relevante do que as medidas de carga viral.



5.2 Fatores do Hospedeiro

5.2.1 Fatores de Restri¢ado Viral

Uma das primeiras barreiras impostas pelo hospedeiro para tentar frear a
infeccdo pelo HIV é exercida pelo conjunto de fatores de restricdo viral APOBEC3G,
Teterina e Trim5. Esses fatores representam um mecanismo de defesa intrinseca, o qual
é ativado imediatamente apds a entrada do virus no corpo humano (KAUR e MEHRA,
2009a; CHAKRABARTI e SIMON, 2010).

A APOBEC3 (do inglés - Apolipoprotein B Editing Complex) foi a primeira
familia de fatores antivirais identificada. Ela apresenta a funcdo de citidina desaminase,
que consiste em remover o0 grupamento amina das citidinas, convertendo-as em uridinas
no DNA viral, resultando na instabilidade do novo transcrito viral. Por outro lado, a
acdo da APOBECS3 pode ser inibida pela presenca da proteina Vif, a qual é responsavel
por auxiliar na infecciosidade da nova particula viral (KAUR e MEHRA, 2009a;
CHAKRABARTI e SIMON, 2010).

A Trim50 é capaz de se ligar as proteinas do capsideo viral, induzindo seu
desmantelamento precoce, afetando diretamente o ciclo replicativo do virus. Este
blogueio parece ocorrer logo apos a entrada do virus na célula hospedeira, contudo o0s
mecanismos exatos pelos quais esse fator consegue inibir a replicacdo viral ainda nao
estdo completamente esclarecidos (KAUR e MEHRA, 2009a; NEIL e BIENIASZ,
2009). Por ultimo, a proteina Teterina apresenta acdo central contra a proteina viral
Vpu, desta forma impedindo a liberacdo da nova particula viral e sua disseminacgédo pelo
organismo (NEIL e BIENIASZ, 2009; CHAKRABARTI e SIMON, 2010).

Apesar de eficientes, os fatores de restricdo virais sdo extremamente
polimérficos na populacdo, o que contribui de certa forma, para a variabilidade do
hospedeiro na susceptibilidade e progressao da infeccdo (CHAKRABARTI e SIMON,
2010). Como é o caso de todas as doencas infecciosas, a susceptibilidade dos
individuos expostos ao HIV é uma funcdo dependente da variabilidade genética do
patdgeno, do ambiente e do hospedeiro (CARRINGTON e O’BRIEN, 2003). Além dos
fatores de restricdo viral, uma lista crescente de genes do sistema imunolégico humano
que afetam de alguma maneira a resposta ao HIV vem surgindo nos ultimos anos (AN e
WINKLER, 2010).



5.2.2 O Sistema Imunologico

O sistema imunoldgico € uma organizacéo de células e moléculas com fungdes
especializadas para defender o organismo contra infecgdes por agentes externos
(DELVES e ROITT, 2000a). Este sistema é classicamente composto por duas frentes de
defesa: a imunidade inata e a adaptativa, sendo a cooperacdo dessas duas, necessaria
para a elaboracdo de uma resposta imunolégica efetiva (TAKEUCHI e AKIRA, 2009).
A imunidade inata representa a primeira linha de combate contra a invasédo por
microorganismos e é mediada principalmente pelas células fagociticas (macréfagos,
monacitos, neutrofilos), pelas células que liberam mediadores inflamatérios (basofilos,
mastocitos e eosinofilos), além das células dendriticas e Natural Killer (NK) (DELVES
e ROITT, 2000a; MEDZHITOV, 2007). As células e moléculas que constituem esse
sistema séo responsaveis pela criagdo de uma resposta inflamatoria, além de emitir uma
sinalizagdo especifica para ativacdo da resposta imune adaptativa (MEDZHITOV,
2007).

Diferentemente da imunidade inata, a resposta adaptativa € altamente especifica,
de longa duracdo e se caracteriza pelo aparecimento da memoria imunologica, mas
somente estd plenamente ativa em fases avancgadas das infeccbes (O’CONNELL et al.,
2009). As celulas que compdem a imunidade adaptativa s@o responsaveis pela criacao
de dois tipos de resposta, celular e humoral, as quais se distinguem quanto a forma de
combate ao patdgeno. Enquanto a resposta celular é mediada pelas células T-CD4+ e T-
CD8+, a resposta humoral € comandada pelos linfécitos B, os quais se diferenciam em
plasmacitos para a producdo de anticorpos especificos.

Os linfécitos do tipo T-CD4+ tém como funcdes principais a secrecdo de
citocinas para sinalizacdo celular, a ativacdo dos linfécitos B e a manutencdo da
resposta mediada pelos linfocitos T-CD8+ (DELVES e ROITT, 2000b). Os linfécitos T-
CD8+, por sua vez, sdo descritas como células citotdxicas, visto que através da
liberacdo de seus granulos liticos, levam a célula infectada a apoptose (DELVES e
ROITT, 2000b; TRACHTENBERG e ERLICH, 2001).

Através dos receptores de superficie TCR, as células T-CD4+ e T-CD8+ sdo
capazes de reconhecer antigenos exdgenos e enddgenos a célula apresentadora, 0s quais
sdo apresentados no contexto de MHC classe Il ou MHC | (do inglés MHC - Major
Complex of Histocompatibility) respectivamente (DELVES e ROITT, 2000a). As

células T-CD8+ apresentam um importante papel no processo de infeccdo viral, visto



que a maior parte dos antigenos virais apresentados ao sistema imune deriva de uma
protedlise intracelular e é transportada até a superficie da célula infectada complexada a
moléculas de MHC classe | (BASHIROVA et al., 2011).

Com relacdo a eficiéncia da reposta imunoldgica nos diferentes tipos de
progressao a aids, a resposta celular parece exercer um papel infinitamente maior do que
a resposta humoral no controle da infecgdo pelo HIV-1. Sabe-se que as células T-CD8+
estdo presentes durante todo o periodo de laténcia do virus e que estas sdo responsaveis
pela protecdo durante a progressao lenta da doenca. Individuos progressores lentos e
controladores de elite parecem apresentar células T-CD8+ especificas com capacidade
proliferativa aumentada, principalmente nos estagios iniciais da infec¢do, quando
comparado com progressores tipicos (DYER et al., 2008). Estudos in vitro demonstram
que as células T-CD8+ desses pacientes possuem a capacidade de inibir a replicacdo
viral, mesmo na auséncia de um sinal para sua ativacao, 0 que sugere a presenca de um
repertorio celular especifico, o qual é capaz de exercer rapidamente as suas funcoes
antivirais (SAEZ-CIRION et al., 2007; TRACHTENBERG e ERLICH, 2001; EMU et
al., 2008; CHAKRABARTI e SIMON, 2010).

A resposta citotoxica das células T-CD8+ é principalmente direcionada a
peptideos derivados de regibes virais altamente conservadas, como a proteina p24 da
Gag, o que confere uma alta eficiéncia nessa resposta em suprimir a replicacdo viral e
desta forma modular o tempo de progressdo para aids. No estudo realizado por Dyer et
al., 2008 os pacientes com carga viral elevada ndo demonstraram uma resposta
proliferativa especifica para o antigeno p24, diferentemente do observado nos pacientes
progressores lentos com supressdo da carga viral. Apesar dos achados promissores, 0
mecanismo da eficiéncia das células T-CD8+ em controladores de elite e LTNP ainda
ndo esta totalmente elucidado.

Assim como os linfécitos T-CD8+, as células T-CD4+ desses pacientes parecem
ter sua capacidade replicativa e habilidade de secrecdo de citocinas aumentada. Essas
duas caracteristicas podem explicar, em parte, a manutencao dos niveis de linfocitos T-
CD4+ durante a infeccdo, nos paciente com progressdo lenta. Ainda ndo esta claro o
papel isolado das células T-CD4+ no bloqueio da infec¢do pelo HIV, contudo sabe-se
gue essas S0 necessarias para ativacdo e manutencdo de resposta citotoxica mediada
pelas células T-CD8+ durante a infeccdo cronica (CHAKRABARTI e SIMON, 2010;
BASHIROVA et al., 2011).



6. Genes do sistema imunoldgico associados a progressdo para
Aids

A resposta imune contra a infeccdo pelo HIV-1 é mediada por diversos fatores
do hospedeiro, os quais estdo relacionados, direta ou indiretamente, no reconhecimento
do virus, sinalizacdo e amplificagdo da resposta imunoldgica. Algumas variantes
genéticas que atuam favorecendo a infeccdo ou modulando a resposta imune ja foram
claramente identificadas como marcadores de susceptibilidade e progresséo para a aids
(AN; WINKLER, 2010).

Uma variante do gene CCRS5, descrita em 1996, foi o primeiro marcador
identificado capaz de interferir na susceptibilidade ao HIV. A delecdo de 32 pares de
base (conhecida por alelo A32) no gene deste co-receptor de entrada viral leva a
formacdo de uma proteina truncada, a qual ndo consegue ser transportada e expressa na
superficie celular. A auséncia do receptor confere resisténcia a entrada de variantes
virais do tipo R5 na célula hospedeira. Individuos homozigotos para a mutagdo séo
menos suscetiveis a infeccdo pelo HIV, mas podem ser infectados caso adquiram uma
variante viral do tipo X4 (LIU et al., 1996; MOYLE et al., 2005). Ja a presenca de
somente uma unica copia do alelo mutado foi associada a progressao lenta para aids
(DEAN et al., 1996; O’BRIEN ¢ NELSON, 2004). Analises populacionais estimam que
a frequéncia do alelo A32 apresenta uma variacdo de 4-16% em europeus e
descendentes europeus, enquanto que na populacdo africana essa mutacdo ndo €
encontrada (MARTINSON et al., 1997). Na populagéo brasileira, a frequéncia tambem
apresenta variacbes (4,2 a 6,4%), sendo que na populacdo Afro-descendente as
frequéncias observadas sdo inferiores aquela da populacdo euro-descendente (0,7 a
2.6%) (VARGAS et al., 2006).

A substituicdo de uma valina por uma isoleucina na posicao 64 (V64l) da regido
transmembrana do quimiorreceptor CCR2 também foi associada a progresséo lenta para
aids. O mecanismo protetor da variante 641 ainda ndo é completamente compreendido,
pois este polimorfismo encontra-se em desequilibrio de ligacdo com outros
polimorfismos da regido promotora do gene CCR5, as quais também exercem
importante papel na regulacdo da expressdo do gene e consequentemente na modulagédo
da infeccdo. Além disso, a mutacdo V641 ndo provoca diferencas na producdo do
receptor, nem na habilidade de seus produtos se ligarem ao HIV. Porém, uma das

hipGteses apresentadas para o seu efeito protetor esta relacionada com a habilidade



desse polimorfismo em limitar a transicdo de variantes R5 para variantes mais
patogénicas do tipo X4, desta forma retardando o desenvolvimento da aids (O’BRIEN
e NELSON, 2004; SINGH et al., 2008).

O segundo fator genético de maior importancia na susceptibilidade ao HIV e
progressao para aids, apés a mutagao A32 do gene CCRS, ¢é o complexo MHC, o qual
nos humanos é denominado HLA (do inglés HLA — Human Antigen Leukocyte). O
complexo HLA reside no cromossomo 6p21.31 sendo o conjunto génico mais
polimorfico do genoma de mamiferos, contemplando 128 genes. Esse loci pode ser
dividido em trés regibes distintas, as quais sdo responsaveis por codificar as proteinas
de classe I, Il e 111 respectivamente (Figura 4) (TRACHTENBERG e ERLICH, 2001; LI
e RAGHAVAN, 2010).

A regido do HLA classe | engloba os genes HLA-A, B, C, E, F, G, H, J, K e L,
sendo os genes HLA-A, B, C responsaveis pela producdo das glicoproteinas classicas
encontradas em todas as células nucleadas do organismo, enquanto os demais Sao
considerados HLAs ndo classicos. Na regido do HLA classe Il sdo encontrados os
genes: HLA-DRA; DRB1-9; DQA1,2; DQB1,3; DOA, DOB, DMA; DMB; DPAL,1,;
DPB1,2; TAP1,2; LMP2,7; e MICA-E, porem somente os genes HLA-DP, DQ, DR sao
consideradas moléculas de histocompatibilidade classicas, as quais s@o encontradas
somente nas células profissionais apresentadoras de antigenos (DONADI, 2000a). O
HLA classe I11 contém diversos genes que de alguma forma participam da modulacao
da resposta imunoldgica. Dentre elas, destacam-se as proteinas de choque térmico, fator
de necrose tumoral e proteinas do complemento (TRACHTENBER e ERLICH, 2001).
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Figura 3. Mapa da regido do Antigeno Leucocitario Humano (HLA) no cromossomo 6. Essa regido pode
ser divida em trés classes: I, 1l e I1l. Nesta figura estdo representados o0s principais genes das diferentes
classes do sistema HLA. Adaptado de: Mehra and Kaur, 2003. Expert Reviews in Molecular Medicine
Vol. 5; 24: http://www.expertreviews.org/



Diversos estudos ja evidenciaram que, dentre os fatores genéticos envolvidos na
resposta imune contra o HIV, o HLA parece exercer uma forte influéncia no controle da
replicacdo viral e progressdo da doenca (TRACHTENBERG et al., 2003; ALTFELD et
al., 2006; HUANG et al., 2009). Este papel esta principalmente associado a extensa
variabilidade genética dessas moléculas, o que contribui amplamente para o
reconhecimento de uma larga variedade de antigenos e inducdo de uma resposta
imunologica efetiva pelos linfocitos T-CD4+ e T-CD8+ (TRACHTENBERG e
ERLICH, 2001; LI e RAGHAVAN, 2010).

Trés modelos evolutivos tém sido propostos para explicar a manutencdo da alta
diversidade deste sistema ao longo do tempo: selecdo balanceadora, selecdo dependente
de frequéncia e por ultimo, vantagem do heterozigoto. A selecdo balanceadora atua de
forma que os mesmos alelos que tornam um individuo susceptivel a alguma infeccéo,
conferem protecdo contra outra patologia, modulando desta forma a frequéncia desses
alelos na populacdo. Ja a selecdo dependente de frequéncia propBe que o patdgeno
evolui como forma de escapar de uma resposta imune efetiva, a qual é mediada por
alelos comuns na populagdo, mas se mantém susceptivel a respostas mediadas por alelos
raros (CARRINGTON e O’BRIEN, 2003).

Finalmente, a hipotese da “vantagem do heterozigoto” ¢ uma das mais aceitas
atualmente, e propde que individuos heterozigotos para qualquer loci HLA apresentam
uma maior diversidade na apresentacdo de peptideos antigénicos para as células T
quando comparados a individuos homozigotos. A variabilidade no repertorio de
antigenos reconhecidos esta diretamente relacionada a efetividade da resposta
imunoldgica gerada contra o patdgeno. No caso do HIV, o tempo de progressao para
aids é inversamente proporcional ao numero de loci homozigotos no paciente
(CARRINGTON, et al., 1999; TANG et al., 1999; CARRINGTON e O’BRIEN, 2003).
Desta forma, individuos que possuem moléculas raras de HLA sdo mais propensos a
serem heterozigotos para aquele locus e consequentemente progredirem de forma mais
lenta para aids quando comparados a individuos homozigotos (CARRINGTON, et al.,
1999; BASHIROVA et al., 2011).

Um dos principais desafios na investigacdo do papel dos genes HLA na
patogénese das infeccbes virais estd justamente relacionado a alta variabilidade desse
sistema, visto que a frequéncia dos seus alelos pode variar entre grupos étnicos
distintos. Desta forma, o conhecimento e a caracteriza¢do dos polimorfismos dos genes

HLA em populacdes especificas sdo de grande interesse. Na populagdo brasileira os



alelos HLA-A*2, HLA-B*35, HLA-B*44, HLA-B*51, HLA-B*7 sd o0s mais
frequentemente encontrados na populacdo em geral (BRAUN-PRADO et al., 2000;
DONADI et al., 2000b; DALALIO et al., 2002), contudo estudos especificos em
pacientes HIV positivos ainda sdo escassos.

Apesar da habilidade do sistema imune em reconhecer diversos agentes
externos, na corrida evolutiva entre hospedeiro e patdgeno, a regulacdo negativa da
expressdo das moléculas de HLA-A e HLA-B na superficie celular, mediada pela
proteina viral Nef, foi um dos mecanismos evolutivamente selecionados que evitam o
reconhecimento do HIV pelo sistema imunologico (SCHWARTZ et al., 1996). Em
contrapartida, o sistema imune, através das células NK, é capaz de identificar essas
alteracBes na expressdo celular de HLA classe |, e através da liberagdo de granulos
liticos provocar a destruicdo da célula infectada (IANNELLO et al., 2008).

As células Natural Killer (NK) pertencem a linhagem linfocitica e s&o uma das
primeiras linhas de defesa contra celulas infectadas por virus e células tumorais
(CARRINGTON, et al., 2008). Alem da sua acdo citotdxica, essa célula é capaz de
secretar diferentes citocinas e quimiocinas que atuardo na sinalizagdo da resposta imune
celular (IANNELLO et al., 2008). Essas atividades sdo diretamente reguladas pela
ativacdo ou inibicdo dos seus receptores de superficie celular: os receptores com
dominio lecitina (NKG2) e os receptores com dominio tipo imunoglobulina (do inglés,
KIR - Killer 1g-like Receptor) (PARHAM, 2003; MORETTA e MORETTA, 2004). Os
receptores KIR séo glicoproteinas encontradas na superficie das células NK e de alguns
linfocitos T e sdo codificados por uma familia génica formada por quinze genes e dois
pseudogenes, localizada no cromossomo 19q13.4: KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3,
KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3DS1, KIR2DP1 e KIR3DP1. De
forma semelhante as moléculas de HLA, os genes KIR sdo altamente polimorficos na
populacdo. Além disso, cada individuo pode possuir qualquer combinacdo de 9 a 16 dos
genes descritos acima, gerando uma enorme diversidade haplotipica (PARHAM, 2003;
MORETTA e MORETTA, 2004).

Esses receptores podem ser divididos em inibitorios ou ativadores e serdo
funcionalmente ativos conforme a sinalizacdo enviada para a célula NK. A
nomenclatura dos genes KIR é baseada na sua estrutura protéica como o nimero de
dominios extracelulares (2D ou 3D) utilizados para interacdo com as moléculas de HLA

e 0 tamanho da cauda citoplasmatica. Os receptores que apresentam atividade inibitoria



sdo constituidos por uma cauda citoplasmatica longa, e por isso sdo representados com a
letra L (do inglés, long). De forma oposta, 0s receptores que apresentam cauda
citoplasmética curta, sdo denominados com a letra S (do inglés, short) e tém como
funcdo a ativacao das células NK (WILLIAMS et al., 2005).

A acdo litica da célula NK depende diretamente da presenca de determinadas
moléculas HLA na superficie da célula-alvo. A especificidade de ligacdo entre as
glicoproteinas KIR e HLA ja estd claramente definida em alguns casos, como
representado na Tabela 2 (PARHAM, 2003; IANNELLO et al., 2008). Dentre os
ligantes de KIR encontram-se 0 HLA-A, HLA-B, HLA-C e o HLA-G. Com relagéo ao
HLA-A, somente os alelos HLA-A*3 e HLA-A*11 foram identificados como ligantes
do KIR3DL2 até o momento (HANSASUTA et al., 2004).

Os dois alotipos de HLA-Cw, conhecidos por C1 e C2 sdo ligantes de
KIR2DL2/KIR2DL3 e KIR2DL1/KIR2DS1 respectivamente. Esses grupos séo
definidos pelo dimorfismo presente nas posi¢des 77 e 80 na sequéncia de aminoacidos
dos alelos HLA-C, sendo o primeiro grupo composto por uma asparagina na posicao 80
e 0 segundo por uma lisina (WILLIAMS et al., 2005).

Tabela 2. Especificidade de ligacédo entre receptores KIR e ligantes HLA classe |

KIR HLA | Observacdes
Inibitdrios
KIR2DL1 HLA-C2 Aminodcido Lisina posi¢ao 80 da cadeia pesada
KIR2DL2 HLA-C1 Aminodcido Asparagina posicdo 80 cadeia pesada
KIR2DL3 HLA-C1 Aminodacido Asparagina posicdo 80 cadeia pesada
KIR2DL4 HLA-G In vitro
KIR2DL5A/B - sem associagdo
KIR3DL1 HLA-Bw4
KIR3DL2 HLA-A3/HLA-A11
KIR3DL3 - sem associagao
Ativadores
KIR2DS1 HLA-C2 Aminodcido Lisina posicdo 80 da cadeia pesada
KIR2DS2 - sem associagao
KIR2DS3 - sem associagao
KIR2DS4 - sem associagao
KIR2DS5 - sem associagao
KIR3DS1 HLA-Bw4

Ja o motivo Bw4, presente em diferentes alelos do HLA-B, atua como ligante de
KIR3DL1 e KIR3DS1. Esse grupo diferencia-se de seu motivo alternativo Bw6, com

base na variabilidade de seus aminoacidos entre as posicdes 77-83 da hélice al. Até o



momento ndo foi descrita nenhuma interacédo entre 0 motivo Bw6 e os receptores KIR
(BARBOUR et al., 2007; KAUR e MEHRA, 2009b).

Além dessas interacdes, os receptores KIR2DL4 reconhecem a presenca do
HLA-G na superficie da célula-alvo in vitro. Entretanto, o papel fisiolégico por tréas
desta associa¢do ainda ndo esta esclarecido (LE MAOULT et al., 2005).

O receptor inibitério KIR3DL1 é o mais polimérfico de todos e pode apresentar
diferencas na sua expressdao celular, o que acarreta alteragcbes na sua funcionalidade.
Juntamente com o KIR3DL1, o receptor ativador KIR3DS1, é um dos mais estudados
até o momento. Por se tratarem de alelos do mesmo locus e compartilharem forte
semelhanca estrutural, ambos reconhecem as moléculas portadoras do motivo Bw4
como ligantes (BARBOUR et al., 2007; MORVAN et al., 2009; BOULET et al., 2010;
ELLER et al., 2011). A protecdo conferida pelo sinergismo desses dois receptores com
0 motivo Bw4 é a associacdo mais clara descrita para os genes KIR com relacdo a
progressao da aids. Além disso, essa interacdo ja foi associada a baixa carga viral e
prevencdo no aparecimento de infeccbes oportunistas (MARTIN, et al., 2002; ELLER
etal., 2011).

6.1 A influéncia dos alelos HLA-B na progressao para a Aids

Dentre os diversos genes do sistema HLA estudados até o momento, o HLA-B
parece exercer o efeito mais forte e consistente na modulacdo da progressédo da infecgédo
pelo HIV. Além do seu importante papel na selecdo de respostas citotdxicas contra o
virus, a maior diversidade genética desse locus quando comparada com outros genes da
mesma classe, como HLA-A e HLA-C (KAUR e MEHRA, 2009b), € um dos principais
fatores para essa evidéncia. Até o momento, foram descritos mais de 2.300 alelos para
esse gene, 0s quais podem codificar 1795 proteinas distintas (ROBINSON et al., 2011).

Apesar da variabilidade do HLA-B, repetidos estudos em coortes independentes
tem identificado claramente o envolvimento de, no minimo, trés alelos especificos na
susceptibilidade e progressdo para aids. A presenca dos alelos HLA-B*27 e HLA-B*57
estad diretamente associada a progressdo lenta para aids, controle da viremia, altos niveis
de T-CD4+ além de auséncia de sintomas durante a infec¢do aguda, enquanto que o
HLA-B*35 parece influenciar na progressao rapida da doenca (CAO et al., 1995;
CARRINGTON et al., 1999; MAGIEROWSKA et al., 1999; MIGUELES et al., 2000;
GAO et al., 2010).



O alelo HLA-B*57 supera todos os outros alelos em relagéo ao seu efeito sobre
a infeccdo do HIV, sendo um dos mais estudado até o momento em diferentes
populagdes (CAO et al.,, 1995; MAGIEROWSKA et al., 1999; MIGUELES et al.,
2000; GAO et al., 2010). Vérios fatores parecem contribuir para 0 mecanismo protetor
deste alelo. Algumas evidéncias indicam que sua influéncia pode ser observada j& nos
momentos iniciais da infeccdo, pois a presenca dessa molécula é responsavel por
exercer uma forte pressdo seletiva no virus, o que favorece a rapida selegdo de mutacoes
de escape. O alelo HLA-B*57, assim como suas variantes HLA-B*5701 na populagéo
caucasoide e HLA-B*5703 na populacdo Africana, sdo responsaveis pela apresentacdo
de epitopos derivados de regifes altamente conservadas da Gag (GILLESPIE et al.,
2002; BORGHANS et al., 2007). A Gag pode ser apresentada pelas células infectadas
logo nos momentos iniciais da infeccdo celular, mesmo antes da integracdo viral e
sintese protéica. A ligacdo do alelo HLA-B*57 aos antigenos virais dessa proteina,
favorece a selecdo de mutacdes de escape, as quais implicam severas consequéncias ao
fitness viral, resultando na eliminacdo dessas variantes pelas células T citotoxicas
(GILLESPIE et al., 2002; KAUR e MEHRA, 2009b). Além disso, a indu¢do de uma
resposta pelos linfocitos T-CD8+ na fase aguda da infeccdo, provocada pelo HLA-
B*57, parece ser muito maior e efetiva quando comparada com outros alelos
(ALTFELD et al., 2006; BIHL et al., 2006).

O HLA-B*27 também apresenta efeitos protetores sob o controle da replicacéo
viral e progressao para aids, porém sua influéncia parece ser mais substancial nos
estagios tardios da infeccdo (SCHNEIDEWIND et al., 2007). De forma semelhante ao
HLA-B*57, o mecanismo protetor envolve a inducdo de resposta T-CD8+
imunodominante contra peptideos derivados da proteina p24 da Gag (BORGHANS et
al., 2007). Contudo, a restricdo do alelo HLA-B*27 é principalmente direcionada a um
epitopo, enquanto que o HLA-B*57 reconhece um repertorio mais abrangente. Alem
disso, a pressdo imposta pela presenca do HLA-B*27 também resulta no surgimento de
variantes virais com capacidades replicativa diminuida (SCHNEIDEWIND et al.,
2007). As mutacdes de escape geradas na presenca do alelo HLA-B*27 sdo passiveis
de serem transmitidas para individuos ndo portadores desse alelo, ao contrario do que é
observado com as mutaces de escape viral ao alelo HLA-B*57, as quais
frequentemente revertem ao estado ancestral em individuos HLA-B*57 negativos
(BASHIROVA et al., 2011; SCHNEIDEWIND et al., 2009).



Os alelos HLA-B*27 e HLA-B*57 também sdo encontrados em uma frequéncia
aumentada nos pacientes controladores de elite, os quais apresentam a capacidade de
suprimir a viremia plasmética a niveis indetectaveis, corroborando as evidéncias que
demonstram o importante papel das células T-CD8+ no controle da replicacdo viral e
modulagédo da infeccdo (SAJADI, 2006; EMU et al., 2008; PEREYRA et al., 2008;
O’CONNELL et al., 2009). Adicionalmente ao efeito protetor no tempo de progresséo
para aids e no controle da viremia, os individuos portadores de HLA-B*57 ou HLA-
B*27 parecem responder melhor aos testes com vacinas contra HIV quando comparado
a outros alelos HLA (KASLOW et al., 2001). Mais recentemente, a investigacao clinica
da presenca dos alelos HLA-B*27 e HLA-B*57 vem sendo sugerida devido a
associagdo destes com o desenvolvimento da doenca espondilite anquilosante e a
hipersensibilidade severa ao medicamento antirretroviral Abacavir, respectivamente
(OLAJOS e SURANYI, 1996; CROVELLA et al., 2011, GALVAN et al., 2011).

O HLA-B*35 ja foi associado a progressdo rapida para aids em diferentes
estudos e ao contrario dos alelos protetores, raramente reconhece epitopos da Gag
durante a infeccdo primaria (BORGHANS et al., 2007). Os alelos HLA-B*35 podem
ser divididos em dois grandes grupos, baseados na sua especificidade de ligacdo aos
peptideos virais. O grupo HLA-B*35 Py é composto pelos alelos que se ligam a
epitopos compostos por aminoacidos do tipo prolina e tirosina nas posicdes 2 e 9
respectivamente, enquanto que o grupo Px é composto por alelos mais reativos que se
ligam a peptideos que apresentam prolina na posicdo 2, mas, ndo necessariamente
tirosina na posicao 9. Essa variacdo implica ndo somente na preferéncia de ligacao aos
peptideos, mas também na facilitacdo da interacdo entre as moléculas de HLA classe | e
a maquinaria de ancoragem do peptideo no reticulo endoplasméatico (SINGH et al.,
2008).

A progressao rapida para aids tem sido atribuida principalmente aos alelos que
pertencem ao grupo Px (GAO et al., 2001), contudo o efeito por tras dessa associacao
ainda ndo estd completamente esclarecido. Jin et al., 2002 demonstraram uma diferenca
fraca, porém significativa na inducdo de respostas T-CD8+ especificas contra peptideos
da Gag entre os dois grupos. Uma das hipdteses mais aceita na literatura sugere que 0s
epitopos do HIV reconhecidos pelo HLA-B*35Px atuam como um ‘“chamariz
imunoloégico” monopolizando a resposta T-CD8+ citotoxica ja nas fases inicias da
infeccdo, contudo essa resposta ndo consegue ser efetiva na destruicdo das células
infectadas (SINGH et al., 2008).



O efeito deletério do HLA-B*35 pode apresentar divergéncias de acordo com a
populacdo estudada. Diferentemente da populacdo caucaséide, nenhuma influéncia
significativa do HLA-B*35 na progresséo da doenca foi observada na populagdo Afro-
Americana (CARRINGTON, et al., 1999). As diferencas observadas podem ser
atribuidas a alta freqliéncia do alelo HLA-B*3503, o qual pertence ao grupo Py, na
populacdo Africana, enquanto que o alelo frequentemente encontrado na populacéo
caucasoide, HLA-B*3501, pertence ao grupo Px (KAUR e MEHRA, 2009b).

Todas as moléculas de HLA-B podem ser separadas em dois grupos pela
presenca do epitopo molecular Bw4 ou Bw6, os quais diferenciam-se pela variabilidade
de seus aminodcidos entre as posicdes 77-83 da hélice al conforme descrito
previamente (BARBOUR et al., 2007). Desta forma, individuos que apresentam alelos
distintos de HLA-B podem ser homozigotos para o motivo Bw4 ou Bw6. Os alelos que
possuem 0 motivo Bw4 correspondem a aproximadamente um terco de todos os alelos
HLA-B (BARBOUR et al., 2007; O’BRIEN e NELSON, 2004), sendo os alelos
classicamente associados com a progressao lenta da aids (HLA-B*27 e HLA-B*57)
pertencentes a este grupo. Por outro lado, os alelos HLA-B*35 e HLA-B*08, associados
com progressdo rapida da doenca, apresentam o motivo Bw6 (http://hla.alleles.org).

Ainda podemos dividir o grupo Bw4 em alelos Bw411e80 e Bw4Tre80, os quais
diferem quanto ao aminoacido (Isoleucina ou Treonina respectivamente) presente na
posicao 80 da hélice al (BARBOUR et al., 2007). Sabe-se que a interacdo deste motivo
com os receptores KIR pode afetar diretamente a ativacdo das células NK, como
descrito anteriormente (WILLIAMS et al., 2005). O alelo Bw41le80 parece ter uma
maior afinidade ao KIR quanto comparado ao alelo Bw4Tre80 (BARBOUR et al.,
2007). Apesar do importante papel do motivo na regulacdo da atividade NK, Flores-
Villanueva et al., 2001 descreveram um efeito independente da homozigosidade do
HLA-Bw4 com a progressao lenta para a aids, o qual pode ser parcialmente explicado
pelas diferencas na estimulacdo da resposta T-CD8+ entre os motivos Bw4 e Bw6
(ARNETT et al., 1998).

Alem das moléculas classicas descritas acima, outros diversos alelos, como
HLA-B*51, HLA-B*44 e HLA-B*08 ja foram associados, em menor escala, a
susceptibilidade e progressdo para aids (BRETTLE et al., 1996; KASLOW et al., 1996;
FLORES-VILLANUEVA et al., 2001; CARRINGTON e O’BRIEN, 2003). Entretanto,
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utilizadas na identificacdo dos alelos HLA dificultam a reprodutibilidade e a
comparacdo dos dados obtidos até o momento.

Embora a influéncia de cada gene na progressao a aids pareca ser fraca, seus
efeitos cumulativos parecem bastante substanciais. O célculo do risco atribuido é
utilizado para expressar de uma forma mais clara a contribuicdo de cada gene na
progressdo da doenga. No estudo realizado por O’Brien e Nelson, 2004, quando todos
0s genes envolvidos na progressdo lenta (CCR5A32, CCR2164, CXCL12 3°A, HLA-
B*27, HLA-B*57, KIR3DS1-HLA-Bw4) foram considerados conjuntamente e de forma
equivalente, o risco calculado para o grupo de progressores lentos foi de 21,1%. Isso
significa que, 21,1% dos individuos que apresentam progressdo lenta para aids, sdo
portadores de, ao menos, um dos genes/alelos protetores. Para individuos que
progrediam para aids em até cinco anos, o efeito estimado para os genes envolvidos na
progressdo rapida (CCR5 P1, 1L10, Homozigosidade HLA, HLA-B*35Px, CCLS5,
KIR3DS1) foi de 40,9%. Observando esses resultados, podemos concluir que a
presenca das moléculas HLA classicamente descritas na literatura como marcadores de
prognostico explica somente uma pequena parcela dos diferentes tipos de progressao

para aids.

6.2 A influéncia dos alelos HLA-A na progressao para a Aids

A contribuicdo potencial dos alelos HLA-A no curso clinico da infeccdo pelo
HIV-1 tém sido pouco estudada e compreendida quando comparado ao papel das
moléculas HLA-B. Este gene € o segundo mais polimorfico comparado a todos 0s genes
do complexo HLA, apresentando atualmente, 1757 alelos descritos, os quais codificam
1290 proteinas diferentes (ROBINSON et al., 2011).

Alguns alelos deste locus ja foram relacionados com progressdo para aids,
resisténcia ou susceptibilidade ao HIV: A*1, A*2, A*3, A*11l, A*24, A*31, A*32,
A*28, A*29, A*48, A*66 (AL JABRI, 2002). Mais recentemente, Catano et al., 2008
relataram a influéncia do HLA-A*10 na progressao da doenca, enquanto que Matthews
et al.,, 2011 demonstraram associacdo do HLA-A*7401 com controle da viremia
plasmatica independentemente da presenca do alelo HLA-B*57.

Os alelos HLA-A*3 e HLA-A*11 pertencem a mesma superfamilia sendo
extremamente homogéneos quanto a sua estrutura protéica, diferindo apenas em relacao

a sete residuos de aminoacidos presentes nas hélices al e 02. Ambos sdo ligantes de



KIR3DL2, demonstrando que esses dois alelos em particular, parecem exercer um
importante papel na progresséo para aids (LICHTERFELD et al., 2006). Contudo, mais
importante que sua associa¢do com os receptores das células NK, a presenca do HLA-
A*3 e HLA-A*11 j4 foi associada de forma independente a progressao lenta para aids
(AL JABRI, 2002; KAUR e MEHRA, 2009b).

Acredita-se que o efeito protetor dos alelos HLA-A esteja parcialmente
relacionado com a sua efetividade de ativacdo da resposta T-CD8+ total durante a
infeccdo pelo HIV-1 (LICHTERFELD et al., 2006; RACAPE et al., 2006), apesar dessa
contribuicdo ser menos efetiva quando comparado aos alelos HLA-B. Altfield et al.,
2006 observaram que a presenca do alelo HLA-A*3 parece contribuir em 25% na
inducdo da resposta citotoxica especifica na auséncia dos alelos HLA-B*27 e HLA-
B*57, porém essa influéncia diminui substancialmente na presenca dos alelos

protetores.

6.3 A influéncia do HLA-G na progressao para a Aids
O HLA-G esta localizado a 300kb da regido telomérica do HLA-A e ¢

responsavel por codificar uma proteina de classe Ib do tipo ndo classica. A molécula
HLA-G diferencia-se das glicoproteinas classicas de classe | por cinco caracteristicas
biologicas bem estabelecidas: (i) presenca de isoformas sollveis e ligadas a membrana
celular, as quais sdo geradas a partir do splicing alternativo do transcrito primario; (ii)
estrutura molecular diferenciada, apresentando cauda citoplasmatica curta; (iii)
capacidade de modulacdo da resposta imune; (iv) limitada distribuicdo tecidual e (v)
baixa variabilidade protéica, a qual pode ser inferida pelo baixo ndmero de alelos
identificados (ROUAS-FREISS et al., 2000; DONADI et al., 2011). Até Janeiro de
2012, 47 alelos e 15 proteinas distintas haviam sido descritas para este gene
(ROBINSON et al., 2011).

A maioria dos alelos descritos até 0 momento, em teoria, é capaz de codificar as
sete isoformas distintas (geradas a partir de splicing alternativo), as quais estdo
representadas na Figura 4. Destas, quatro sdo vistas complexadas a membrana
plasmatica (HLA-G1, -G2, -G3 e —G4) da célula e trés sdo encontradas na forma soltvel
(HLA-G5, -G6 e —-G7) (DONADI et al., 2011). A presenca de um residuo de cisteina na
posigdo 42 do dominio al da isoforma solivel de HLA-G (G5) permite a formagéo de

dimeros através da interacdo de duas cisteinas de posicdes 42 distintas via pontes



dissulfeto. Essa conformagdo permite a interacdo entre um dimero de HLA-G com duas
moléculas de T-CD8+ (DONADI et al., 2011).
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HLA-G1 HLA-G2 HLA-G3 HLA-G4 HLA-G5 HLA-G6 HLA-G7

Isoformas Ligadas a membrana Isoformas Soluveis

Figura 4. HLA-G - Isoformas sollveis e ligadas a membrana plasmatica.
(Adaptado de Donadi et al., 2011)

As primeiras evidéncias do papel do HLA-G na tolerdncia do sistema
imunologico foram observadas durante periodo gestacional, pois acreditava-se que a
expressdo dessa molécula na interface materno-fetal prevenia a rejeicdo do feto pelo
organismo materno (HUNT e ORR, 1992). Recentemente, pesquisadores identificaram
uma subpopulacéo de linfécitos T-CD8+ imunotolerogénica que expressam o HLA-G,
sugerindo uma forte influéncia dessa molécula no processo de supressdo do sistema
imunologico em geral, incluindo outras situacdes além da tolerdncia materno-fetal
(ROUAS-FREISS et al., 2000; FEGER et al., 2007). Além disso, em diferentes
condicdes, normais e patologicas, o HLA-G participa da inibicdo das células natural
killer (NK) além da regulacédo dos linfocitos T-CD4+ e T-CD8+ (LE MAOULT et al.,
2005; LE ROND et al., 2006).

Pelo seu poder imunossupressor, a expresséo do HLA-G é importante em
condicBes como infecgbes virais cronicas, cancer, transplantes e autoimunidade
(DONADI et al., 2011). Sabe-se que diversos fatores, como polimorfismos genéticos,
podem afetar os niveis de HLA-G no organismo do hospedeiro, desta forma modulando
a resposta imune as mais diversas situacoes.

Além das variacdes na regido codificante, a variabilidade nucleotidica na regido
promotora e na regido 3’ ndo-traduzida parece influenciar a expressdo do HLA-G
através de modificacbes na afinidade de sequéncias-alvo do gene aos fatores
transcricionais e pés-transcricionais (VEIT e CHIES, 2009). Dois polimorfismos, 14pb
insercdo/delecdo e 0 +3142 C/G, os quais estdo localizados na regido 3’UTR do gene

tém sido amplamente estudados em diferentes condicdes como aborto espontaneo



(VARGAS et al., 2011), pré-eclampsia (VIANNA et al., 2007), Lupus Eritematoso
Sistémico (CONSIGLIO et al., 2011), Hepatite C (CORDERO et al., 2009) e infecgéo
por HTLV-1 (HADDAD et al., 2011).

O polimorfismo insercdo/delecdo de 14pb (rs1704) estd relacionado com
alteracbes na estabilidade do RNAm do gene HLA-G. Os transcritos primarios que
apresentam sua sequéncia nucleotidica completa, ou seja, com os 14 pares de base,
geram um novo sitio de splicing, o qual promove a remo¢do de uma regido que
compreende 92 bases, gerando um RNAmM mais estdvel do que os transcritos que
possuem a sequéncia completa. Desta forma, seria esperado que individuos
homozigotos para o alelo inser¢do (+14pb/+14pb) apresentassem niveis mais altos de
HLA-G, tanto das isoformas sollveis quanto das formas ligadas a membrana
plasmatica, porém, em trofoblastos, demonstrou-se que o0 RNAmM gerado nessa situacao,
ndo representava a maioria dos transcritos observados. Visto que o alelo insercédo 14pb
parece exercer minimo efeito sobre os niveis de HLA-G, acredita-se que outros
polimorfismos localizados na mesma regido possam ser o fator chave na regulacdo da
expressdo dessa molécula (VEIT e CHIES, 2009).

A regido 3’UTR ¢ frequentemente composta por sequéncias nucleotidicas
especificas as quais sdo alvo da regulacdo pos-transcricional mediada por microRNAS.
Nesta regido do gene HLA-G encontra-se um sitio de ligacdo a trés microRNAs,
miR148a, miR148b e miR152, o qual esta localizado a 200pb do polimorfismo 14pb
insercdo/delecdo. No interior dessa regido, que compreende aproximadamente 20
nucleotideos, foi descrito o polimorfismo +3142 C/G (rs1063320), onde o alelo G esta
relacionado a baixos niveis de HLA-G, pois favorece a ligacdo dos microRNAS e desta
forma, aumenta a degradacdo dos transcritos previamente formados (VEIT e CHIES,
2009).

A susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1 ja foi previamente associada a altos
niveis de HLA-G (MATTE et al., 2004; LAJOIE et al., 2006; LAJOIE et al 2010;
THIBODEAU et al., 2011). Além disso, trabalho recente realizado por Lozano et al.,
2009 demonstrou um frequéncia elevada de células T-CD8+ que expressam HLA-G em
pacientes HIV positivos quando comparados a individuos saudaveis. Diferentes
polimorfismos do HLA-G ja foram investigados quanto a sua influéncia na transmissao
vertical (FABRIS et al., 2009) e heterossexual do HIV (MATTE et al., 2004; LAJOIE

et al., 2006). Mesmo apds a extensa revisdo bibliografica realizada para o presente



trabalho, n&o foi encontrado qualquer estudo relacionando os polimorfismos descritos
acima com diferencas na progressao para aids.

O unico trabalho que relaciona o HLA-G com a progressdo para aids foi
realizado por Lajoie et al., 2009. Neste estudo, o0 autor observou que 0s niveis da HLA-
G solavel encontravam-se elevados durante a fase inicial da infeccdo e que estes
permaneceram elevados nos progressores rapidos, enquanto que nos progressores lentos
e normais foram restabelecidos ao nivel basal. Este estudo confirma o papel do HLA-G
na supressdao do sistema imunoldgico e associa altos niveis da molécula com a

progressao rapida para aids.

7. A influéncia dos alelos HLA classe Il na progressdo para a
Aids

As associacdes do HLA classe Il com o curso da infeccdo pelo HIV séo
extremamente menos significativas quando comparadas com as de classe I, sugerindo
que a resposta celular parece ser mais eficiente que a resposta humoral (HENDEL et al.,
1999; CARRINGTON e O’BRIEN, 2003; KAUR ¢ MEHRA 2009b). O mecanismo
exato da susceptibilidade ou protecdo dos alelos HLA classe Il ainda ndo esta bem
esclarecido, mas acredita-se que esses influenciem na apresentacdo de antigenos para
células T-CD4+, as quais sdo extremamente importantes na manutencdo de uma
resposta citotoxica efetiva (SINGH et al., 2008).

A maioria dos alelos que apresenta alguma relacdo com a susceptibilidade e
progressao pertence aos locus DR e DQ, porém ainda ndo foram encontradas
associagdes consistentes (AL JABRI, 2002). Os alelos DRB1*13, DRB1*07, DRB1*10,
DRB1*11 ja foram relacionados com progressao lenta, maior tempo sem manifestacoes
de aids ou auséncia de sintomatologia, enquanto que alelos HLA-DR2, DRB1*03,
DRB1*13 foram relacionados com susceptibilidade, progressdo rapida ou risco de
desenvolver infeccdo sintomatica (AL JABRI, 2002; CARRINGTON e O’BRIEN,
2003; SINGH et al., 2008). Em estudo realizado na populacdo da india, observou-se
uma frequéncia significativamente aumentada dos alelos HLA DRB1*0902,
DQB1*030103 e DQB1*050201, enquanto que foi relatada uma diminuicdo
significativa na frequéncia dos alelos HLA DQB1*030101, DQB1*050301 e
DQB1*060101 em individuos HIV positivos quando comparados a controles néo
infectados (SHANKARKUMAR et al., 2010).



8. Novos polimorfismos identificados em GWAS e sua influéncia

na susceptibilidade e progressédo da infeccao pelo HIV-1

De uma forma geral, os estudos conduzidos até o momento avaliam de maneira
isolada a influéncia de genes candidatos, como CCR5, HLA e KIR, na progresséo para
aids. O primeiro estudo GWAS (do inglés, Genome Wide Association Study) realizado
para identificar novos marcadores de progressdao investigou mais de 500.000
polimorfismos de base Unica (SNPs) em 486 pacientes participantes da coorte EURO-
CHAVI (Center for HIV/AIDS Vaccine Immunology) (FELLAY et al., 2007). Quase
metade dos 50 SNPs identificados como relevantes pertencem a regido do complexo
HLA, demonstrando a importancia do cromossomo 6 frente a infeccdo pelo HIV.
Contudo, duas variantes parecem exercer uma ac¢ao independente sobre o controle da
carga viral (FELLAY et al., 2007).

O gene HCP5 (HLA complex P5) esta localizado a 100kb da regido centromerica
do HLA-B no cromossomo 6. Por este gene ser um elemento de retrovirus endogeno
humano, o qual possui sequéncia homéloga a Pol do HIV-1, pode agir como RNA anti-
senso interferindo na replicacdo de diversos retrovirus. O polimorfismo rs2395029
representa a troca de apenas um nucleotideo (T>G), o qual implica na substituicdo de
um aminoacido (Vall112Gly) no polipeptideo. Apesar da baixa freqliéncia da mutacao
em diferentes populacdes, a presenca de somente uma cépia desse alelo resulta em uma
reducdo significativa da carga viral (FELLAY et al., 2007).

O outro polimorfismo descrito neste mesmo estudo, o rs9264942 (-35 C/T) esta
localizado na regido promotora do gene HLA-C. No estudo de Fellay et al., (2007), a
presenca da mutacdo (HLA-C5’-C) foi identificada como a segunda associagdo com
maior influéncia no controle da carga viral. Este efeito foi inicialmente atribuido as
possiveis diferencas na expressdo do gene, a qual seria modulada pela presenca do
polimorfismo na regido promotora (THOMAS et al., 2009). Contudo, recentemente,
Kulkarni et al., (2011) demonstraram que a regido 3’UTR do gene HLA-C, a qual
funciona como um sitio de regulacdo pds-transcricional mediada por microRNAS,
parece exercer um papel superior no controle da expressao do HLA-C quando
comparado ao polimorfismo da regido promotora.

Os efeitos protetores dos alelos HCP5-G e HLA-C5’-C foram confirmados em
estudos posteriores, contudo devido ao alto grau de desequilibrio de ligacdo com o alelo

HLA-B*57 algumas davidas ainda permanecem quanto ao seu papel independente na



progressao para aids (CATANO et al., 2008; LIMOU et al., 2009; VAN MANEN et al.,
2009). Além disso, um estudo in vitro ndo identificou alteracbes na replicagdo viral
entre os dois alelos do gene HCP5 (YOON et al.,, 2010). Em um grupo de 19
controladores de elite, nove pacientes eram positivos para HLA-B*5703 e somente um
para HLA-B*5702, contudo nenhum desses pacientes apresentou a mutagéo para o gene
HCP5 sugerindo que o desequilibrio ocorra somente com o alelo HLA-B*5701 e ndo
com o alelo HLA-B*5703 (HAN et al., 2008). Por esse motivo, a identificacdo do
polimorfismo do gene HCP5 tem sido sugerida como uma ferramenta de triagem para
hipersensibilidade ao antirretroviral Abacavir, nos locais onde a tipagem para HLA néo
esta disponivel. (COLOMBO et al., 2008; RODRIGUEZ-NOVOA et al., 2010;
GALVAN et al., 2011).



Capitulo 2: Objetivos

Este trabalho teve como principal objetivo avaliar a influéncia de genes do
sistema imunoldgico na progressao clinica para aids em individuos HIV positivos de
Porto Alegre, RS, Brasil.

Obijetivos especificos:

o ldentificar pacientes HIV positivos pertencentes as diferentes categorias de
progressdo para a aids (progressores rapidos, progressores cronicos e progressores
lentos), a partir da andlise retrospectiva dos prontudrios médicos arquivados no
Servico de Infectologia do Hospital Nossa Senhora da Conceigdo — Porto Alegre,
RS, Brasil.

e Descrever a frequéncia dos alelos HLA locus B em um grupo de pacientes HIV

positivos com progressdo definida para a aids;

o Detectar os portadores dos alelos HLA-A*3 e HLA-A*11 em um grupo de pacientes

HIV positivos com progressédo definida para a aids;

o Descrever a frequéncia dos polimorfismos 14pb insercdo/delecdo (rs1704) e
+3142C/G (rs1063320) do gene HLA-G em um grupo de pacientes HIV positivos

com progressao definida para a aids;

e Avaliar a distribuicdo dos gendtipos, alelos e haplétipos considerando todos os
genes estudados nas diferentes categorias de progressdo para aids e verificar sua

influéncia no tempo de progressédo a aids;

e Investigar a influéncia dos genoétipos, alelos e haplotipos considerando todos 0s

genes estudados na contagem de células T-CD4+ durante a progressdo para aids.
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Abstract

Variations in immune response genes have been investigated to explain the
heterogeneity observed in the clinical course of HIV-1 infection. The role of HLA class
I molecules, such as HLA-A and HLA-B, and non-classical HLA | genes, as HLA- G
seems to be one of the most important factors that modulate disease progression. From
3,300 medical records of HIV+ patients, 107 were classified according to AIDS
progression. HLA-B alleles and HLA-A*3 and HLA-A*11 alleles were determined, as
well as HLA-G polymorphisms 14bp insertion/deletion and +3142 G/C. To evaluate the
influence of genotypes in the progression to AIDS, statistical tests as Survival Analysis,
Cox regression were performed. Our results support the role of HLA homozygous
genotypes on rapid progression to AIDS as well as the protective effect of the HLA-
A*3 allele in the progression of the infection. Furthermore, this is the first study that
assessed the influence of the HLA-G polymorphisms 14bp insertion/deletion and +3142
G/C on AIDS progression and the results obtained indicate an important role of this
molecule on AIDS progression. The absence of classical genetic markers related to
rapid and long-term nonprogression to AIDS in this group of HIV-infected patients

emphasizes the importance of study genetic diversity among different populations.



Introduction

The AIDS epidemic is characterized by an extreme heterogeneity in the clinical
course of HIV-1 infection. The vast majority of the HIV-infected individuals develop a
chronic infection with AIDS progression within 10 years. However, approximately 5-
15% of patients, known as LTNP (long-term nonprogressors) remain asymptomatic and
maintains stable CD4+ T cell counts for more than 10 years. Moreover, less than 1% of
these individuals, named elite controllers, are considered a model of HIV-1 control, due
to its ability to maintain viral load under detected levels (<50 copies/mL) in the absence
of antiretroviral treatment. In the opposite way, a small percentage of HIV patients
progress to AIDS or start antiretroviral therapy until three years after seroconversion.
These patients are known as rapid progressors.’

This variability probably results from the combination of genetic variants-among
HIV-1 strains and genetic differences of the host. The viral factors currently known to
be related to AIDS progression include CXCR4 tropism, persistence of p24 and viral set
point,*” whereas factors directly or indirectly involved in immune system response are
related to the host.® The first human genetic marker identified in HIV susceptibility was
the CCR5A32 variant, which conferred a slow progression to AIDS in heterozygous
patients and resistance to infection in homozygote individuals.’ However, the number of
securely host factors involved in HIV disease identified so far remains small and
explain only about 15-20% of the observed variability.®

Immunological characterization of the LTNP individuals have demonstrated the
important function of the CD8+ T cytotoxic response to HIV-1 antigens, in very early
stages of HIV- infection.’® The Human Leukocyte Antigen (HLA) class | molecules are
responsible to present endogenous antigens (meaning antigen produced inside the cell)
to CD8+ T cells and therefore, can potentially exhibit an impact on AIDS progression
by offering a strong selective pressure in HIV strains to escape CD8+ T cell response.™
Additionally, immunogenetic studies have focused the attention on the potential role of
non-classical HLA | genes, as HLA-G, since this molecule is involved in the
suppression of immune responses directed against viral infections.*?

Considering HLA genes and molecules, HLA-B comprises the most studied
antigens, probably due to its large variability compared to other class I molecules as
HLA-A and HLA-C.*® In particular, both the HLA-B*57 and HLA-B*27 alleles have

been consistently shown to be associated with slow disease progression and virologic



control. On the other hand, the rapid progression to AIDS is closely associated with the
presence of HLA-B*35, HLA-B*53 alleles and HLA homozygous genotypes.***” The
HLA-B molecules can be categorized by the presence of the Bw4 or Bw6 molecular
epitope in the al helix, which are defined due to differences in the amino acid
sequences at residues 79-83.'® Some of the several alleles associated with slow disease
progression such as HLA-B*27 and HLA-B*57, present the Bw4 motif, whereas the
alleles associated with rapid progression to AIDS have the Bw6 motif.*®

The effect of the HLA-A on progression to AIDS is fairly less documented
compared to HLA-B. However two alleles were described as having a potential role in
HIV infection modulation since these molecules are directly involved in innate and
adaptive immune response modulation. The HLA-A*3 and HLA-A*11 alleles are
known to be KIR2DS4 ligands and therefore could influence NK activity. Additionally,
these alleles are able to present a large panel of viral epitopes and to induce very
dominant CD8+ T cell responses.’*%

Differently of the classical HLA genes, HLA-G is characterized by low
polymorphism, limited distribution and differential expression of soluble and
membrane-bound isoforms. HLA-G has a crucial role in innate and adaptive immune
regulation, by inhibiting CD8+ T cell activity and mediating apoptosis of NK cells.
Moreover, this molecule can modulate CD4+ T cell proliferation and also induce
tolerogenic dendritic and regulatory T cells.?* %

The immunosupressor effect observed for this molecule can be modulated by the
presence of genetic variants in the 3> UTR of the gene. A 14bp insertion/deletion
polymorphism (rs1704) was associated with different levels of HLA-G in plasma by
promoting an alternative splicing of the mRNA. Another polymorphism located less
than 200bp from the 14bp insertion/deletion, the +3142 C/G (rs1063320), was
suggested to be related to pos-transcriptional regulation mediated by micro-RNAs.
Transcripts harboring the 14bp sequence insertion have been associated with lower
levels of HLA-G, whereas the presence of G allele favors the targeting of microRNAs
and therefore suppress the HLA-G expression.*

The identification of genetic markers as well as the comprehension of the
mechanism underlying HIV-1 pathogenesis could contribute to the identification of
novel drug targets and vaccine development. However, it is noteworthy that the large
genetic variability among different populations is still a complicating factor. Thus, the

evaluation of the genetic background in different populations can be important to the



recognition of the immunological diversity as well as to the identification of novel
genetic factors associated to HIV infection and AIDS progression. The aim of this study
was to investigate the influence of HLA class | classical (HLA-B; HLA-A) and non
classical genes (HLA-G) on time to AIDS progression in HIV-infected patients from
Rio Grande do Sul, the southernmost state of Brazil.

Materials and Methods

Study design: About 3,300 medical charts were reviewed in Infectology Service
— Conceicdo Hospital Group, Porto Alegre, RS, Brazil between January and July of
2011. The main objective was to identify HIV-infected patients with distinct clinical
characteristics of AIDS progression. The inclusion criteria was defined as HIV-positive
diagnosis, age >18 years old and the date of HAART (Highly Active Antiretroviral
Therapy) notification. CD4+ T measures were collected when available.

The study endpoint (AIDS) was defined as HAART initiation or CD4+ T cell
count below 350 cells/mm?®. Accordingly to Brazilian Ministry of Healthy guidelines the
antiretroviral treatment is recommended for HIV-1 asymptomatic patients with CD4+ T
counts between 350 and 200 cells/mm?® or persistent high viral load, independently of
CD4+ T levels. HCV or HBV coinfected patients who started HAART with CD4+ T
above 350cells/mm? were also included in the present study.”®

The period of progression to AIDS was defined as the difference between the
year of HAART notification or CD4+ T cell count below 350 cellsymm?®and HIV-1
infection diagnosis. Based on this characteristic the patients were classified into three
categories: rapid progressors (RP), chronic progressors (CP) and long-term
nonprogressors (LTNP). The rapid progressors patients were defined as having, at least,
one HIV-negative/undetermined test before the first HIV-positive serological test, as
long as the interval of both measures does not exceed 3 years. Additionally, these
patients should have started antiretroviral treatment until 3 years after seroconversion
(estimated as the mean point of the negative and positive serological tests). Chronic
progressors were identified as the patients who started HAART between four to nine
years after the HIV-1 diagnosis. HIV treatment-naive patients after 10 years of
diagnosis or those who started HAART after this period were classified as long-term
nonprogressors. Considering the stringent criteria used for selection, from the initial

3,300 medical charts reviewed, 98 subjects were included in this study.



The present study was approved by the ethical committees of State Foundation
of Production and Health Research (FEPPS-RS), Conceicdo Hospital Group and
Clinical Hospital of Porto Alegre. After signing an informed consent form, the patients
were interviewed about behavior and socio-demographics characteristics using a
standard questionnaire and a blood sample was collected.

Molecular analysis: Genomic DNA was extracted from buffy-coat by a salting-
out procedure.’® HLA-B genotyping was performed by PCR-SSO technique using the
commercial kit SSO LABType® - RSSO1B (ONE LAMBDA, Inc., Canoga Park, USA)
according to manufacturer’s protocol. After amplification, the PCR product was
denatured and annealed to sequence-specific oligonucleotide probes. The fluorescent
intensity of binding probes was identified in LABScan"™100 and the results interpreted
with HLA Fusion 2.0 software (ONE LAMBDA, Inc., Canoga Park, USA). The HLA-B
alleles were pooled as HLA-Bw4 or HLA-Bw6 according to the presence of each motif
as described in http://hla.alleles.org.

Identification of HLA-A*3 and HLA-A*11 alleles was performed using PCR-
SSP (Sequence Specific Primer PCR) technique as previously described by Bunce et
al.?” The presence or absence of each allele was observed in 1.5% agarose gel with
ethydium bromide after electrophoresis.

The HLA-G polymorphisms were identified using primers and PCR conditions
according to Cordero et al.?® The 14bp insertion/deletion (rs1704) PCR product was
submitted to electrophoresis and the fragments of 224bp and 210bp were directly
visualized in 8% polyacrylamide gel with ethydium bromide. Considering the +3142
C/G polymorphism (rs1063320), the PCR amplification with specific primers was
followed by BaeGl digestion that reveals a fragment of 406bp for allele C and 316bp
plus 90bp for G allele. The genotypes were identified after electrophoresis in 1.5%
agarose gel with ethydium bromide.

Statistical analysis: The observed gene and alleles frequencies were determined
by direct counting. The Hardy-Weinberg equilibrium was evaluated in Arlequim v.3.0%°
and haplotypes frequencies for HLA-G gene were estimated using Mlocus program.*
Analysis of the genotypes and alleles frequencies among the AIDS progression
categories was performed using the chi-square (y2) and Fisher's exact test when
appropriate. Chi-square test with adjusted residuals was used to indentify differences in
categorical variables within the categories studied, while ANOVA was used to assess

the differences in continuous variables.



The influence of genotypes, alleles and haplotypes on time to progression to
AIDS (in years) was first assessed by using Kaplan-Meier curves and log-rank test and
then evaluated using multivariate Cox Regression. All the variables that obtained p
value <0.1 in univariate analysis were considered in multivariate model. Moreover,
factors extensively described in the literature as genetic markers of HIV progression
(CCR5A32, HLA-B*27, HLA-B*57, HLA-B*35, HLA-B*53) were also included in the
model. The presence of CCR5A32 protective allele was only used as a correction factor.

For each subject, the CD4+ T slope value was calculated by linear regression on
the square root of CD4+ T cell counts. All patients should have at least two measures,
as long as it does not exceed 2 years of interval. This value indirectly reflects the rate of
CD4+ T cell decline in the period before HAART - since diagnosis to the study
endpoint (AIDS). All slope values were expressed as median (IQR). Non-parametric
tests Kruskal-Wallis and Mann-Withney were used to verify the influence of
genotypes/haplotypes and alleles respectively on the TCD4+ slope value among RP, CP
and LTNP. All statistical analysis was performed using SPSS v.17.0 (Chicago, IL,
USA). A value of p <0.05 was considered significant.

Results

1. Characteristics of studied population

Ninety-eight patients with well defined criteria of clinical progression to AIDS
were selected, of which 48 subjects were classified as chronic progressors (CP), 29 as
long-term nonprogressors (LTNP) and 21 as rapid progressors (RP). The social,
demographic and behavior characteristics of these HIV-1-infected patients are
illustrated in Table 1. No significant difference for gender (p=0.514), age (p=0.690),
HIV transmission (p=0.188), HCV or HBV coinfection (p=0.399; p=0.281) were
observed among the three categories.

Ethnicity was the only variable that demonstrated a statistical difference within
the progression groups (p=0.02). Analyses of adjusted residuals showed that the CP
group presented a higher frequency of European-descendent subjects (p=0.014) whereas
African-descendent individuals were frequently found in LTNP group (p=0.010).

The polymorphisms analyses were not stratified by ethnicity since no statistical

differences in genotypic, allelic or haplotypic frequencies were observed between the



ethnic groups. Moreover ethnicity was determined based on patient self-declaration and
it was always included as a covariate factor in regression analyses. The frequency of the
twenty-five different alleles identified for HLA-B locus is represented in Table 2. HLA-
B*44 (0.12) and HLA-B*15 (0.12) were the most frequent alleles found followed by
HLA-B*35 (0.11) and HLA-B*07 (0.09). Only the HLA-B alleles that display a
frequency higher than 0.05 and/or those described as genetic markers of AIDS
progression in the literature were considered for statistical analyses. It was not possible
to estimate the allele frequency for HLA-A*3 and HLA-A*11 since SSP-PCR technique
just identify the presence or absence of each allele. So, homozygous and heterozygous
genotypes could not be differentiated.

The observed frequencies for the HLA-G +3142 G/C and the 14bp
insertion/deletion polymorphisms in addition to its haplotypes are also described in
Table 2. Both polymorphisms had its frequencies compared to Hardy-Weinberg

expectations and no significant difference was observed (data not shown).

2. Influence of genetic profile on AIDS progression

In order to evaluate the influence of genetic profile on AIDS progression we
considered three analyses including: a comparison of genotype, alleles and haplotype
frequencies within categories; CD4+ T cell decline, and also survival and Cox
Regression analyses. Cox Regression univariate analyses revealed an influence of
gender and ethnicity on time to AIDS progression (p=0.029 and p=0.038 respectively),
so this variables were also included in the multivariate model.

Considering the three categories studied, a lower CD4+ T slope value (-0.473; -
0.88 to -0.16) were seen in LTNP compared to RP (-0.988; -2.4 to -0.39) and CP (-
1.026; -2.32 to -0.405) (p=0.017), as expected. However, none of the genotypes, alleles
or haplotypes studied demonstrated an independent role on CD4+ T cell decline (Table
3).

The distribution of HLA-B alleles frequencies among RP, CP and LTNP are
represented in Table 2. Considering all alleles, we found five patients carrying a
homozygous genotype for this locus. Three of them belong to the rapid progressors
group whereas no homozygous genotype was found among LTNP patients. Moreover,
homozygous patients showed a significantly lower time survival (median of 3 years)

compared to heterozygous individuals (median of 8 years) (p=0.003) as represented in



Figure la. The effect of homozygous genotype in accelerate AIDS progression was also
confirmed in multivariate analysis (p=0.012) (Table 4). Even when detecting only three
patients a significant p-value (p=0.023) was obtained for the homozygous genotype
when it was evaluated among different categories (Table 2).

HLA-B*35 was one of the most frequent (0.11) HLA-B allele found in this
study independently of the progression group (Table 2). However, the presence of this
allele does not seem to have an effect on time to AIDS progression, since the number of
RP patients that harbor this allele was very similar to LTNP. Also, no difference on time
to AIDS progression was observed between HLA-B*35 carriers and non-carriers.

In the opposite way HLA-B*53 allele presented a low frequency in the studied
population (0.03). No significant association was observed between the presence of this
allele and the studied categories. However, individuals carrying HLA-B*53 allele had a
median time of progression to AIDS of 2 years whereas non-carriers presented 7 years
of progression. Although survival analyses suggest some influence of this allele in rapid
progression to AIDS (p=0.082) this result is not maintained in multivariate analyses
(p=0.502) (Figure 1b and Table 4). Three other alleles (-B*44, -B*51 and —B*08) were
also analyzed and no correlation among categories or time to progression to AIDS was
observed. A higher frequency of the HLA-B*42 allele was observed in LTNP group
compared to CP and RP (p=0.047) but the influence of this allele in long-term
nonprogression was not sustained in survival and multivariate analyses.

LTNP patients showed a higher frequency of Bw4 motif (0.43) when compared
to RP (0.34) but no significant association was observed considering the Bw4 genotype
or allele and these groups (Table 2). Additionally, no significant effect of Bw4 motif on
time to progression to AIDS could be evidenced. Taking into account factors that could
interfere on the analysis, the Bw4 alleles and genotypes were re-evaluated excluding
HLA-B*53 positive patients due to its association to rapid progression and no statistical
influence were found.

Three of the five individuals who carry the HLA-B*27 allele were classified as
LTNP. Surprisingly we did not find any long-term nonprogressor patient harboring the
HLA-B*57 allele. No association was observed when evaluated the influence of alleles
HLA-B*27 and HLA-B*57 on the time of AIDS progression nor within the RP, CP, and
LTNP groups (Table 2), even when they were analyzed together (-B*27/-B*57 carriers)

(data not shown).



Considering HLA-A locus, the HLA-A*3 allele was significantly
overrepresented in LTNP (09 carriers) when compared to RP (02 carriers) (p=0.037).
Furthermore, a significant effect on time to AIDS progression was also observed in
survival (p=0.034) and in multivariate analyses (p=0.031) (Figure 1c and Table 3).
HLA-A*3 carriers showed a median time of progression of 11 years whereas non HLA-
A*3 carriers showed a median time of 6 years. The presence of HLA-A*11 could not
be associated to any category of AIDS progression, since only 4 patients harbor this
allele.

No significant influence was observed for HLA-G polymorphisms 14bp
insertion/deletion and +3142 G/C and the derived haplotypes among RP, CP and LTNP
groups (Table 2), even when only RP and LNTP were compared (data not shown).
Nevertheless, a lower median time of AIDS progression was described for CC genotype
and del/del genotypes when compared to their respectively wild-types genotypes.
Additionally, a lower median time of progression to AIDS was observed when patients
that carried C allele were compared to GG genotype (p=0.110) (Figure 1d to g) as well
as del carriers when compared to ins/ins genotype (p=0.305).

Finally, a homogenous subset of LTNP composed by 17 treatment-naive patients
at the moment of recruitment, with clinical progression ranging from 10 to 15 years and
last CD4+ T median 551,5 (404.75 — 669.5) were analyzed. In a similar way, the
frequency of HLA-A*3 allele was also increased (5 carriers/12 non-carriers), and none
of the protective alleles HLA-B*27 and HLA-B*57 were overrepresented. HLA-B*44
and HLA-B*35 were the most frequent alleles (0.17 and 0.11 respectively) followed by
HLA-B*51, HLA-B*39, HLA-B*15 e HLA-B*07. Neither the polymorphisms and
haplotypes of HLA-G gene nor the Bw4 motif seems to be correlated with this group.

Discussion

The HIV infection has been extensively studied over the past decades however
the mechanisms underlying the pathogenesis of the virus are not completely understood.
A large number of viral and host genes have been identified as important elements in
HIV-infection modulation even though these genes and variants explain only a small
portion of the heterogeneity observed in disease progression of infected patients.®3* The

immune system has been received an especial attention since genetic variations on HLA



class I were identified as the most important factors involved in AIDS progression and
viral control.™®

In the present study, 98 subjects were selected and classified into rapid
progressors, chronic progressors and long-term nonprogressors according to their time
to AIDS progression. A significant difference on ethnic origin among the studied
categories was observed. In chronic progressors we observed a higher frequency of
European-derived individuals while LTNP presented a higher frequency of African-
derived patients. A long-term AIDS survival in African-derived patients was also
observed by Okulicz et al.? However, neither of the polymorphisms investigated in the
present study nor the alleles or haplotypes were identified as the cause of this
distribution, since none of them significantly varied between these two populations.

Homozygosis of HLA-B showed the clearest effect on lower time to AIDS-
survival and rapid progression, but no influence was observed regarding CD4+ T cell
decline. The homozygous genotype is a rare characteristic observed in human
population due to the high variability within the HLA genes and the evolutionary forces
that favor the persistence of heterozygote individuals in the population. The
heterozygote advantage suggest that individuals harboring heterozygous genotypes at
HLA loci are able to present a broader range of antigenic peptides to cytotoxic-T
lymphocytes than are homozygotes, resulting in a more effective immune responses.
16,32

In addition to homozygosity, other two HLA alleles are consistently associated
to rapid AIDS progression in the literature: HLA-B*35 and HLA-B*53.2%% The low
frequency found for HLA-B*53 as well as the high frequency observed for HLA-B*35
allele among our patients are in accordance to another study in HIV-infected Brazilian
subjects.* The presence of HLA-B*53 allele showed a tendency to present a shorter
time to AIDS progression compared to non-B53 patients. On the other hand, the HLA-
B*35 could not be correlated to a rapid progression to AIDS or CD4+ T cell decline. In
fact, a higher frequency of this allele was observed among 17 LTNP treatment-naive
patients. Its important to note that the influence of HLA-B*35 in rapid disease
progression is attributed just to a subset of its alleles called HLA-B*35Px."> Our
analyses did not allow the recognition of Px and Py groups, however this evaluation
could be useful to elucidate the increased frequency of HLA-B*35 in LTNP, since this

groups can potentially diverge in specific T-CD8+ response against Gag epitopes.®



As well as rapid progression to AIDS, the influence of several genetic factors is

36
l.

well established in long-term survival.”™ An independent role of Bw4 homozygosity in

control of viremia and protection to AIDS was described by Flores-Villanueva et al.*’

1.3 the influence attributed to Bw4 on

More recently, in a study performed by Silva et a
viral control was entirely dependent to the presence of HLA-B*57. Despite the higher
frequency of Bw4 motif in LTNP patients when compared to RP, no consistence
association was observed within the Bw4/Bw4 genotype or the allele in relation to
AIDS survival, CD4+ T slope and the categories of progression. In addition, Bw4 motif
and Bw4/Bw4 genotype presented a lower frequency in the 17 subset of naive-LTNP
compared to the alternative motif Bw6. The alleles that harbor the Bw4 motif comprises
just one third of all HLA-B alleles,*” which possible explains the increased frequency of
alleles that comprised Bw6 serology group , such as HLA-B*35, -B*39, and —B*7 in
the LTNP group.

Based on the literature, it would be expected that the HLA-B*57 allele would be
overrepresented in the LTNP group.®® As this was not observed in our study, long-term
AIDS survival could be explained, in part, by the presence of HLA-B*27, -B*44, -B*15
and —B*51, which were also previously associated with slow clinical progression and
viral control.*”*°** Even when the 17 LTNP treatment-naive patients were analyzed
separately no association with HLA-B*27 and HLA-B*57 was observed. The low
frequencies of these protective alleles in HIV-infected patients is not surprising, since
other studies performed in HIV Brazilian population showed similar results.>**2

Furthermore, the protective role of HLA-B*57 and HLA-B*27 alleles conferred
by its capacity to present foreign Gag-derived antigens exhibiting a high selective

pressure on the virus since the earliest stages of infection,***

explain just in part the
long-term AIDS-free condition.**® Cao et al.*’ described 10 patients with more than 10
years of HIV-infection progression and stable CD4+ T cell count independently of a
high frequency of HLA-B*27 and HLA-B*57 alleles. In the same way, Pereyra et al.
observed that the majority of viremic controllers analyzed were not HLA-B*57 carriers.
Moreover, among elite controllers only 44% were HLA-B*57 positive. Emu et al.*®
showed that although certain HLA are associated with highly HIV-specific CD8+ T
cells their presence is neither necessarily nor sufficient for viral control.

Other HLA-B alleles such as HLA-B*51 and HLA-B*08 were also analyzed in
the present work. Our data did not confirm the previously association of HLA-B*51

with slow disease progression** and HLA-B*08 with rapid AIDS progression.*® The



mechanism behind these associations is not as well established as those for HLA-B*27,
HLA-B*57 and HLA-B*35, however it seems that cytotoxic T lymphocyte (CTL)
responses measured in patients with HLA alleles associated with rapid progression
recognize only a small proportion of the known epitopes restricted by these HLA class |
molecules, while, CTL responses measured in patients with slow-progression HLA
alleles recognize a large proportion of viral epitopes.>®

The influence of HLA-A in AIDS disease outcome is far less documented. We
demonstrated an independent and strong association of HLA-A*3 with lower time to

AIDS progression. A previous study by Magierowska et al.**

investigated the influence
of several HLA alleles in AIDS progression. The HLA-A*3 was significantly
overrepresented in LNTP, together with HLA-B*14, HLA-B*27, HLA-DR*6 and
HLA-DR*7. The mechanism behind the protective role of this allele is still unclear,
however HLA-A*3 molecules appear to induce a strong CD8+ T cell response by
presenting a large panel of viral epitopes.”® Moreover, HLA-A*3 and HLA-A*11
function as a ligand for KIR3DL2, suggesting a role of these molecules in modulating
innate immune response on HIV-1 infection.*

Both HLA-A*3 and HLA-A*11 alleles are the most frequent members of the
superfamily A3, and are considered extremely homogenous, differing only on seven
amino acid residues, most of them along the al and o2 helix.”® Despite the structurally
and possible functionality similarity, no influence for HLA-A*11 was demonstrated
since the frequency of this allele in the studied population was extremely low.

Although HLA-G is not considered a classical HLA class | protein, the role of
this molecule in the suppression of immune response®* has suggested its influence in the
HIV infection modulation and progression to AIDS. To our knowledge this is the first
study that assessed the influence of these polymorphisms in AIDS disease progression,
although susceptibility to HIV-1 infection was already associated to higher levels of
HLA-G.>**® Additionally, Lajoie et al.>* showed that soluble protein HLA-G expression
was associated with more rapid disease progression. Levels of HLA-G remained
elevated during the chronic phase in rapid progressors who responded to HAART, but
were restored to normal levels in chronic progressors and LTNP.*® Considering these
findings, we hypothesized that higher levels of HLA-G conferred by the presence of del
and C alleles of 14bp insertion/deletion and +3142 polymorphisms respectively, would
be associated with rapid progression to AIDS as well as higher CD4+ T cell decline. No

correlation between the HLA-G polymorphisms or the haplotypes with the categories of



AIDS progression was observed. However, when the whole group was considered on
survival analyses, CC genotype and del/del genotype showed a lower median time to
AIDS progression. Despite the lack of statistical association, our data are consistent
with the hypothesis that higher levels HLA-G contribute to AIDS progression in
infected individuals.

It is important to highlight that the role of HLA-G soluble molecules is not
completely elucidated since the opposite effect has already been observed in a study of
HIV vertical transmission in Brazilian children and 14bp HLA-G polymorphism, which
demonstrated a possible protective role of del allele.> Moreover, the genotypes that
conferred lower levels of HLA-G expression were also associated with HCV co-
infection in sickle cell disease patients.”® In addition, the modulation of immune
response by HLA-G is dependent of co-factors such as interaction with KIR2DL4 on
peripheral blood NK cells.? Therefore, despite a possible independent role of HLA-G in
disease outcome, these factors should be taken into account.

In the present study, the rigorous criteria used in patients selection, allowed us to
divide the HIV-infected individuals into three groups considering their time to
progression to AIDS and thereby investigate the possible genetic variations influencing
in each condition. Our major findings support the role of homozygous genotype on
rapid progression to AIDS as well as the influence of HLA-A*3 and long-term survival.
Furthermore, this is the first study that assessed the influence of HLA-G polymorphisms
14bp insertion/deletion and +3142 G/C on AIDS progression and the results obtained
are consistent with the hypothesis that higher levels HLA-G contribute to AIDS
progression. The absence of classical genetic markers related to rapid and long-term
nonprogression emphasizes the importance of study genetic diversity among different
populations. Therefore, more studies that consider other genes involved on AIDS
progression and viral control (i.e. KIR, HCP5 and HLA-C) as well as viral factors,
should be performed in this population to obtain a clearly definition of the effect of this

variants on HIV-1 infection modulation.
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Tables

Table 1. Characteristics of HIV-infected patients (n=98)

Characteristic Frequency
Gender (% women) 745
Age (years old); mean = SD 40.49 £10,2

Ethnicity (% European-descendent) 59.4
Exposure to HIV-1 (%)
Heterosexual 77.7
MSM 7.4
IDU 85
Others 6.4
Relationship
Fixed partner (% yes) 58.5
Sexual Behavior (%)
Heterosexual 91.0
MSM 9.0
Smoke (% yes) 40.8
Alcohol (% yes) 115
Drug Addiction (% yes) 27.8
Marijuana 60.0
Cocaine 72.0
Crack 36.0
Co-infections (%)
HCV 20.4
HBV 7.1
Tuberculosis 13.3
Toxoplasmosis 7.1
Others 10.2
Antiretroviral Therapy
HAART during pregnancy (n) 36
HAART regimen (%) 78.6
2NRTI + 1 NNRTI (%) 46.8
2NRTI + 1 Pl (%) 42.9
Treatment adhesion (% yes) 40.0
City of living (%)
Porto Alegre (capital) 60.9
Metropolitan Region 33.3
Others 5.8
Education (% yes)
Incomplete Elementary School 53.7
Complete Elementary School 7.4
Incomplete High School 8.4
Complete High School 23.2

Others 7.3
Employment (% yes) 58.4
Oral contraceptive (% yes) 19.5

MSM = men who have sex with men; IDU = injected drug user; HCV = Hepatitis C virus; HBV = Hepatitis B virus;
HAART = Highly Active Antiretroviral Therapy; NRTI = Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor;
NNRTI = Non-nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor; Pl = Protease Inhibitor



Table 2. Frequency of HLA-B alleles, genotypes and HLA-G polymorphisms and haplotypes

Frequency [n]

Genes/ Alleles/Haplotypes RP CP LTNP P Overall
HLA-B
Homozyous genotype 0.16 [3] 0.04 [2] 0 0.023 0.05 [5]
Bw4 Allele 0.34[13] 0.31[28] 0.43 [25] 0.325 0.36 [66]
Bw4/Bw4 0.11[2] 0.04[2] 0.21[6] 0.11[10]
Bw4/Bw6 0.47 [9] 0.54 [24] 0.45[13] 0.509 0.5 [46]
Bw6/Bw6 0.42 [8] 0.42 [19] 0.34[10] 0.39[37]
HLA-B*07 0.10 [4] 0.1[9] 0.09 [5] 0.761 0.09 [18]
HLA-B*08 0 0.07 [5] 0 0.729 0.03 [5]
HLA-B*13 0 0.02[2] 0.02 [1] 0.578 0.02 3]
HLA-B*14 0.03[1] 0.11[10] 0.02 [1] 0.576 0.06 [12]
HLA-B*15 0.13[5] 0.11 [10] 0.12[7] 0.911 0.12 [22]
HLA-B*18 0.07 [3] 0 0.02 [1] 0.082 0.02 [4]
HLA-B*27 0.03[1] 0.01[1] 0.05 [3] 0.347 0.03 [5]
HLA-B*35 0.16 [6] 0.11[10] 0.09 [5] 0.311 0.11[21]
HLA-B*37 0 0.01[1] 0.02 [1] 0.432 0.01[2]
HLA-B*39 0.03[1] 0.02[2] 0.05 [3] 0.423 0.03 [6]
HLA-B*40 0.05[2] 0.07 [6] 0.02 [1] 0.334 0.05[9]
HLA-B*41 0 0.01[1] 0.02 [1] 0.432 0.01[2]
HLA-B*42 0 0.02[2] 0.07 [4] 0.047 0.03 [6]
HLA-B*44 0.13[5] 0.1[9] 0.16 [9] 0.607 0.12 [23]
HLA-B*45 0.03[1] 0.01[1] 0.05 [3] 0.347 0.03 [5]
HLA-B*48 0.03[1] 0 0 0.119 0.005 [1]
HLA-B*49 0 0.01[1] 0.02[2] 0.168 0.02 3]
HLA-B*50 0 0.03[3] 0 0.791 0.02 3]
HLA-B*51 0.08 [3] 0.05 [4] 0.09 [5] 0.759 0.06 [12]
HLA-B*53 0.05[2] 0.05 [4] 0 0.179 0.03 [6]
HLA-B*55 0.03[1] 0.02[2] 0 0.277 0.02 3]
HLA-B*56 0 0.01[1] 0.02[1] 0.432 0.01[2]
HLA-B*57 0 0.03[3] 0 0.791 0.02 3]
HLA-B*58 0.05[2] 0.03[3] 0.07 [4] 0.612 0.05[9]
HLA-B*82 0 0 0.02[1] 0.209 0.005 [1]
HLA-G
ins/ins 0.1[2] 0.07 [3] 0.17 [5] 0.10 [10]
ins/del 0.55 [11] 0.54 [25] 0.49 [14] 0.879 0.53 [50]
del/del 0.35[7] 0.39 [18] 0. 34 [10] 0.37 [35]
del Allele 0.62 [25] 0.66 [61] 0.58 [34] 0.925  0.63[120]
ciC 0.25 [5] 0.18 [8] 0.28 [8] 0.23 [21]
CIG 0.55 [11] 0.64 [28] 0.41[12] 0.341 0.54 [51]
GIG 0.2 [4] 0.18 [8] 0.31[9] 0.23 [21]
C Allele 0.52 [21] 0.5 [44] 0.48 [28] 0.309 0.5[93]
G-ins 0.5[10] 0.48 [21] 0.48 [14] 0.48 [45]
G-del 0.25 [5] 0.34 [15] 0.24[7] 0.813 0.29 [27]
C-del 0.25 [5] 0.18 [8] 0.28 [8] 0.23 [21]

RP=rapid progressors; CP=chronic progressors; LTNP=long-term nonprogressors; n= number of genotypes/alleles and haplotypes
observed. For HLA-B frequencies 93 patients were included: 19 RP; 45 CP and 29 LTNP; For HLA-G 14bp insertion/deletion
frequency 95 patients were considered: 20 RP; 46 CP and 29 LTNP; For HLA-G +3142 C/G frequency 93 patients were considered:
20 RP; 44 CP and 29 LTNP; For HLA-G Haplotypes 93 patients were considered: 20 RP; 44 CP and 29 LTNP.



Table 3. Influence of genetic profile in T-CD4+ cell decline during pre-treatment follow-up.

Genotype/ Allele/ Haplotype

Median IQR )
HLA-B
Homozigous genotype -1.44 (-2.79 t0 -0.09) 0.950
Heterozigous genotype -0.676 (-1.65t0 -0.32)
Bw4/Bw6 Motif
HLA-Bw4 carriers -0.856 (-1.7t0 -0.33) 0.518
HLA- Bw4 non-carriers -0.629 (-1.73t0 -0.26)
Bw4/Bw4 -1.01 (-3.16 t0 -0.16)
Bw4/Bw6 -0.766 (-1.67 to -0.35) 0.807
Bw6/Bw6 -0.629 (-1.73 t0 -0.26)
HLA -B*35
HLA-B*35 carriers -0.809 (-2.67 t0 -0.24) 0.657
HLA-B*35 non-carriers -0.676 (-1.54 t0 -0.32)
HLA-B*53
HLA-B*53 carriers -3.39 (-8.79 t0 -0.59) 0.14
HLA-B*53 non-carriers -0.676 (-1.6t0-0.3)
HLA-B*57
HLA- B*57 carriers -0.314 (-6.95t0 0.34) 0.573
HLA-B*57 non-carriers -0.723 (-1.67t0 -0.35)
HLA-B*27
HLA- B*27 carriers -0.225 (-1.24t0-0.21) 021
HLA-B*27 non-carriers -0.772 (-1.84t0-0.39)
HLA -B*08
HLA-B*08 carriers -0.405 (-0.56 t0 -0.31) 0.153
HLA-B*08 non-carriers -0.869 (-1.89t0-0.31)
HLA-B*44
HLA-B*44 carriers -0.619 (-2.1t0-0.21) 0.726
HLA-B*44 non-carriers -0.771 (-1.65to0 -0.35)
HLA-B*51
HLA-B*51 carriers -1.143 (-1.70 to -0.55) 0.372
HLA-B*51 non-carriers -0.646 (-1.77 to -0.26)
HLA-B*42
HLA-B*42 carriers -0.44 (-1.95t0-0.21) 0.506
HLA-B*42 non-carriers -0.68 (-1.84 t0 -0.24)
HLA -A*3
HLA-A*3 carriers -0.676 (-1.38 to -0.55) 0.471
HLA-A*3 non-carriers -0.624 (-1.94 t0 -0.23)
HLA -A*11
HLA- A*11 carriers -0.461 (-0.9 t0 -0.03) 0.289
HLA-A*11 non-carriers -0.672 (-1.81t0-0.3)
HLA-G +3142 G/C
CIC -0.618 (-2.721t0-0.37)
CIG -0.771 (-1.7 to -0.314) 0.498
G/G -0.549 (-1.109 to -0.191)

IQR = Interquartile range.



Continuation of Table 3. Influence of genetic profile in T-CD4+ cell decline during pre-treatment follow-up.

Genotype/ Allele/ Haplotype

Median IQR P
HLA-G +3142 G/C
G Allele -0.676 (-1.48 to -0.27) 0.615
No G Allele -0.617 (-2.72t0 -0.378)
C Allele -0.676 (-2.12t0-0.32) 0.242
No C Allele -0.549 (-1.11t0-0.19)
HLA-G 14pb ins/del
ins/ins -0.491 (-0.785 t0 -0.31)
ins/del -0.881  (-1.625t0-0.285)  0.638
del/del -0.741 (-2.189 to -0.308)
ins Allele -0.676 (-1.57t0-0.3) 0.845
No ins Allele -0.741 (-2.191t0-0.31)
del Allele -0.868 (-1.81t0-0.3) 0.344
No del Allele -0.491 (-0.78 t0 -0.31)
HLA-G Haplotype
ins/G -0.592 (-1.6 t0 -0.299)
del/G -0.969 (-1.39t0-0.191) 0.881
del/C -0.617  (-2.722t0 -0.377)

IQR = Interquartile range.



Table 4. Multivariable Cox Regression Analyzes: Association of genotypes, alleles and haplotypes with time
to AIDS progression

Cox Regression

Genotypes/Alleles HR Cl (95%) p
HLA-B

Heterozigous genotype 1 -
Homozigous genotype 3.48 (1.316 —9.205) 0.012
Bw4/Bw6 Motif

HLA-Bw4 non-carriers 1 -
HLA-Bw4 carriers 1.066 (0.611 —1.859) 0.822
Bw6/Bw6 1 -
Bw4/Bw6 1.104 (0.619 - 1.967) 0.738
Bw4/Bw4 0.69 (0.277 -1.717) 0.425
HLA -B*35

HLA-B*35 non-carriers 1 -
HLA-B*35 carriers 0.782 (0.413-1.483) 0.451
HLA-B*53

HLA-B*53 non-carriers 1 -
HLA-B*53 carriers 1.479 (0.472 - 4.634) 0.502
HLA-B*57

HLA-B*57 non-carriers 1 -
HLA-B*57 carriers 1.121 (0.219 -5.763) 0.891
HLA-B*27

HLA-B*27 non-carriers 1 -
HLA-B*27 carriers 0.892 (0.174 — 4.564) 0.891
HLA -B*08

HLA-B*08 non-carriers 1 -
HLA-B*08 carriers 1.82 (0.521 - 6.354) 0.348
HLA-B*44

HLA-B*44 non-carriers 1 -
HLA-B*44 carriers 0.622 (0.321 - 1.206) 0.16
HLA-B*51

HLA-B*51 non-carriers 1

HLA-B*51 carriers 1.123 (0.539 — 2.339) 0.757
HLA-B*42

HLA-B*42 non-carriers 1 -
HLA-B*42 carriers 0.915 (0.368 — 2.273) 0.848
HLA-A*3

HLA-A*3 non-carriers 1 -
HLA-A*3 carriers 0.456 (0.223 - 0.930) 0.031
HLA-A*11

HLA-A*11 non-carriers 1 -
HLA-A*11 carriers 1.617 (0.469 —5.570) 0.446
HLA-G +3142 G/C

G/G 1 -
CIG 1.648 (0.810 - 3.352) 0.168

C/C 0.987 (0.422 — 2.308) 0.975




Continuation Table 4. Multivariable Cox Regression Analyzes: Association of genotypes, alleles and
haplotypes with time to AIDS progression.

Cox Regression

Genotypes/Alleles HR ClI (95%) p
HLA-G +3142 G/C

C Allele 1.419  (0.711-2.830) 0.321
G Allele 0.681  (0.358-1.293) 0.24
HLA-G 14pb ins/del

ins/ins 1 -
ins/del 1.406  (0.554-3.573) 0.473
del/del 1.464  (0.572-3.749) 0.427
ins Allele 1.11 (0.654 — 1.884) 0.7
del Allele 1.433  (0.586 —3.505) 0.43
HLA-G Haplotype

ins/G 1 -
del/G 1.276  (0.702 -2.318) 0.424
del/C 0.732  (0.374-1.432) 0.362

Adjusted model for gender, ethnicity, CCR5A32, HLA-B*27/-B*57, HLA-B*35/-B*53.
HR, Hazard Ratio; CI, confidence interval.
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Figure 1. D) HLA-G 14bp insertion/deletion (rs1704): del/del genotype showed a shorter period of time to AIDS

progression compared to ins/ins and heterozygous genotypes. E) HLA-G del allele showed a shorter period to

allele. F) HLA-G +3142 polymorphism

(rs1063320): CC genotype showed a shorter period of time to AIDS progression compared to GG genotype. G)

HLA-G Allele C showed a shorter period to AIDS progression compared to allele C non-carriers.

AIDS progression compared to individual that do not carried del
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Capitulo 4: Dados Complementares

E importante ressaltar que além dos genes apresentados no artigo cientifico
apresentado, outros dois fatores genéticos (HCP5 e genes KIR) foram avaliados durante
0 desenvolvimento deste projeto de mestrado. As duas variantes genéticas selecionadas
apresentam um claro papel na progressao a aids.

A identificagdo do polimorfismo rs2395029 do gene HCP5 foi realizada atraves
da metodologia proposta por Galvan et al., 2011. A amplificacdo do material genético
foi realizada em dois tubos separadamente, um para cada alelo de interesse (T e G). Em
cada reacdo foi incluido um conjunto de primers, que amplificava um fragmento de
835pb, 0 qual serviu como controle interno de reacdo, além de um dos dois primers
alelo especifico, o qual junto com o primer reverso do controle interno originava o
fragmento de interesse (404pb). Uma amostra heterozigota foi obtida com o autor do
artigo original para auxiliar na padronizacio da metodologia (GALVAN et al., 2011).
Os produtos gerados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% com
brometo de etidio e visualizados em luz ultra-violeta (Figura 5).

Dos 98 pacientes analisados, 04 individuos apresentaram o0 genotipo
heterozigoto enquanto que nenhum paciente foi identificado como homozigoto GG,
demonstrando a baixa frequéncia do alelo G nesses pacientes (0.02). Analises
preliminares ndo demonstraram nenhuma correlacdo desse polimorfismo entre as
diferentes categorias de progressao (p=0,685) nem mesmo com o tempo progressao para
aids (p=0,906) (Figura 6).

Conforme descrito previamente por Fellay et al., 2007, o alelo G do gene HCP5
encontra-se em desequilibrio de ligacdo com HLA-B*57. Dos 4 individuos identificados
como portadores do alelo G, 3 individuos também eram portadores do HLA-B*57. Os
trés individuos portadores HLA-B*57/HCP5-G pertencem ao grupo de progressores
crénicos, enquanto que o individuo que apresenta o alelo G, mas ndo apresenta 0 HLA-
B*57 pertence ao grupo de progressores lentos.

Os genes KIR e seus ligantes HLA também foram selecionados para avaliacao.
A identificacdo dos genes KIR foi realizada através da técnica de PCR-SSO (Sequence
Specific Oligonucleotide) utilizando o kit comercial LABType® SSO KIR (RSSOKIR
ONE LAMBDA, Inc., Canoga Park, USA), que identifica a presenca ou auséncia de 16

genes. A amplificagdo do DNA foi realizada de acordo com as instrucOes do fabricante,



utilizando D-MIX, uma mistura padrédo contendo Buffer, dNTPs, MgCl,, H,O, primers
especificos para os éxons 3, 4, 5, 7, 8, 9 e Taq Polimerase (Super-Therm JMR Holdings,
USA). A mix com o material genético de cada individuo foi colocada no termociclador
Gene Amp PCR 9600 (Perkin-Elmer, Norwalk, USA) e submetida as seguintes
condicdes de amplificagdo: desnaturagao 96°C por 3°, seguidos de 5 ciclos de 20’ a
96°C, 20°” a 60°C ¢ 20”’a 72°C; 30 ciclos de 10°” a 96°C, 15°* a 60°C ¢ 20’” a 72°C e
finalmente um estagio de extensdo a 72°C por 10°. O produto amplificado foi
desnaturado e hibridizado com sondas complementares ao DNA (sondas de
oligonucleotideos sequéncia-especifica) conjugadas com microesferas fluorescentes. A
leitura das reagdes foi realizada utilizando-se um citémetro de fluxo (LABScan™ 100),
o qual emprega a tecnologia Luminex'™. A anélise dos resultados foi feita com o
software HLA FUSION RESEARCH (ONE LAMBDA, Inc., Canoga Park, USA), o
qual faz a coleta dos dados e a determinagéo dos genes.

As frequéncias obtidas para os genes KIR para 0s 98 individuos estdo descritas
na Tabela 3. Em relagdo aos ligantes HLA, além do HLA-G, dos alelos HLA-A*3 e
HLA-A*11, e do motivo Bw4, os quais ja foram apresentados anteriormente no artigo
cientifico, também analisamos a frequéncia dos grupos C1 e C2 do HLA-C (Tabela 4).
A identificacdo dos grupos Cl e C2 foi realizada através de PCR-SSP (Sequence
Specific Primer PCR) segundo metodologia descrita por Bunce et al., 1995. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% e a identificacdo
da presenca ou auséncia dos grupos C1 e C2 visualizada com brometo de etideo. O
resultado da tipagem dos genes KIR so foi obtido em Janeiro de 2012, desta forma,
ainda ndo foi possivel realizar todas as analises estatisticas necessarias para avaliacdo
completa da influéncia desses genes em conjunto com seus ligantes HLA na progressdo

para aids.
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835pb (controle interno)

404pb (alelo especifica)

Figura 5. Gel 1,5% de agarose com amplificacdo para o polimorfismo rs2395029 do gene HCP5.
1 = paciente heterozigoto (T/G); 2 e 3 = pacientes homozigotos para alelo T (T/T)
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Figura 6. Tempo de progressao para aids entre os genétipos do gene HCP5.



Tabela 3. Frequéncia dos genes KIR em 98 pacientes HIV positivos.

KIR Frequéncia [n]

KIR2DL1 0,91 [89]
KIR2DL2 0,46 [45]
KIR2DL3 0,89 [87]
KIR2DL4 0,95 [93]
KIR2DL5 0,45 [44]

KIR2DP1 0,91 [89]
KIR2DS1 0,27 [27]
KIR2DS2 0,49 [48]

KIR2DS3 0,26 [25]
KIR2DS4 0,92 [90]
KIR2DS5 0,26 [25]
KIR3DL1 0,93 [91]
KIR3DL2 0,94 [92]
KIR3DL3 0,94 [92]
KIR3DP1 0,95 [93]
KIR3DS1 0,26 [25]

n = ndmero de genes observados

Tabela 4. Frequéncia preliminar dos grupos C1 e C2 do HLA-C

HLA-Cw Frequéncia [n]
HLA C1 0,57 [101]
HLA C2 0,43 [75]

n = numero de alelos observados



Capitulo 5: Discusséao

Desde sua descoberta em 1983, o HIV se tornou um grave problema de saude
publica em todo o0 mundo. No Brasil atualmente, estima-se que existam mais de 600 mil
pessoas infectadas com o virus (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Apesar dos avangos
obtidos com as campanhas publicas de prevencdo da transmissao e com a distribuicao
dos medicamentos antirretrovirais, o acesso tardio ao sistema publico de salde ainda é
uma realidade alarmante no pais, 0 que torna o diagnostico e tratamento dos individuos
HIV positivos um desafio.

O objetivo principal deste estudo foi identificar pacientes HIV positivos em
atendimento regular no Servico de Infectologia do Hospital Nossa Senhora da
Conceicdo de Porto Alegre, RS que contemplassem as diferentes categorias de
progressao para aids - rapidos, cronicos e lentos - a partir de rigorosos critérios
estabelecidos previamente a selecdo dos pacientes e avaliar a presenca de fatores
genéticos associados a progressdo para aids nestes individuos. Em 90% dos prontuérios
médicos revisados, ndo foi possivel estimar o tempo de progressdo para aids. O
diagnostico tardio da infeccdo € uma das principais razdes para este resultado, alem da
baixa adesdo do paciente ao acompanhamento clinico apds seu diagndstico e da falta de
clareza ou exatiddo dos dados clinicos nos prontuarios médicos. Aproximadamente de
20 a 60% dos adultos que ingressam pela primeira vez no servico especializado de
salde ja se encontram no estagio de aids (MUKOLO et al., 2012). O alto grau de
comprometimento do sistema imunologico propicia o aparecimento de infeccOes
oportunistas, tornando menores as chances do individuo de responder a medicacdo
antirretroviral e consequentemente aumentando o risco de 6bito (GIRARDI et al., 2007;
MUKOLDO et al., 2012).

Atualmente, a epidemia de HIV/aids do Brasil é caracterizada por fendmenos
como heterossexualizacdo, feminizacdo e pauperizacdo, 0s quais também podem ser
observados entre as caracteristicas sdcio-comportamentais e demograficas do presente
estudo. Além disso, o alto percentual de mulheres neste trabalho também pode ser
justificado pelo fato do sexo masculino ser considerado um fator de risco ao diagndstico
tardio da infeccdo pelo HIV (SZWARCWALD et al., 2005; MINISTERIO DA
SAUDE, 2011; MUKOLO et al., 2012).



Sabe-se que diversas caracteristicas incluindo género, idade avancada, etnia e
co-infeccBes pelos virus das hepatites B e C podem influenciar no tempo de progresséo
para a aids (NICASTRI et al., 2005; MORSICA et al., 2007; OKULICZ et al., 2009).
As variaveis etnia e género demonstraram uma influéncia significativa no tempo de
progressdo da doenca (p=0,029 e p=0,038 respectivamente), mas somente etnia
apresentou uma distribuicdo diferenciada entre progressores rapidos, cronicos e lentos
(p=0,020). Pacientes com origem européia foram mais frequentemente encontrados no
grupo de progressores crbnicos, enquanto que a frequéncia de pacientes afro-
descendentes foi superior no grupo de progressores lentos, concordando com os
resultados observados por Okulicz et al., (2009). Contudo, nenhum dos polimorfismos
estudados parece estar diretamente relacionado com essa distribuicdo, visto que
nenhuma diferenga na frequéncia dos gendtipos e alelos foi observada entre os dois
grupos etnicos.

Os estudos moleculares vém buscando identificar fatores virais e do hospedeiro
que possam explicar, mesmo que em parte, a grande heterogeneidade observada na
progressdao a aids (AN e WINKLER, 2010). Considerando a alta variabilidade do
sistema imunoldgico, podemos concluir que a progressdo para aids € influenciada por
um conjunto de fatores genéticos, os quais podem ser extremamente variaveis entre
diferentes populacbes. No presente trabalho, confirmamos a forte influéncia da
homozigose de alelos HLA na progressdo rapida para aids além do efeito protetor da
presenca do alelo HLA-A*3 na progressdo da doenca. A progressdo rapida em
individuos homozigotos esta diretamente relacionada a sua menor diversidade na
apresentacdo de peptideos para as células T quando comparado ao gendtipo
heterozigoto, resultando em uma menor ativacdo da resposta imunoldgica contra o HIV
(CARRINGTON, M. et al., 1999; TANG et al., 1999). Ja a associacdo do HLA-A*3
com a progressao lenta para a aids pode ser explicada pela habilidade deste alelo em
apresentar uma alta variedade de peptideos virais, e consequentemente induzir uma
resposta T-CD8+ efetiva (RACAPE et al., 2006). Adicionalmente, este alelo funciona
como ligante do receptor KIR3DL2 das células NK, o que sugere sua participacdo na
modulacdo da resposta imune inata (HANSASUTA et al., 2004).

Apesar da diversidade do sistema HLA, o papel dos alelos HLA-B*27 e HLA-
B*57 na progressdo lenta para aids assim como o efeito do HLA-B*35 na progressdo
rapida da doenca tém sido amplamente reportados na literatura (CAO et al., 1995;
MAGIEROWSKA et al., 1999; CARRINGTON et al., 1999; MIGUELES et al., 2000;



GAO et al., 2010). No presente trabalho, ndo foi possivel confirmar a associacdo do
alelo HLA-B*57 com a progressdo lenta para a aids. Por outro lado, sugerimos que a
presenca dos alelos HLA-B*27, HLA-B*44, HLA-B*15 e HLA-B*51 pode modular,
em menor escala, o controle da infec¢do, corroborando estudos anteriores que apontam
para a influéncia desses alelos na progressao lenta da doenca e controle da viremia (AL
JABRI et al.,, 2001; FLORES-VILLANUEVA et al.,, 2001; KAWASHIMA et al.,
2009). A presenca do motivo Bw4 também ndo pode ser diretamente associada com a
progressao lenta da aids, apesar dos alelos HLA-B*27, HLA-B*44 e HLA-B*51 serem
portadores desse motivo (http://hla.alleles.org). Esse resultado discorda do efeito
independente do motivo Bw4 no controle da viremia observado por Flores-Villanueva
et al., (2001). Mais recentemente, em um estudo realizado na populacdo brasileira, o
efeito da presenca do motivo Bw4 na viremia plasmaética foi totalmente dependente da
presenca do alelo HLA-B*57 (SILVA et al., 2010).

De forma semelhante, a progressdo rapida para aids ndo pode ser diretamente
atribuida a presenca do alelo HLA-B*35. No entanto, sabe-se que apenas uma pequena
parcela desses alelos, os quais compdem o grupo Px, tem sido relacionada com a
progressao acelerada da doenca (GAO et al., 2001). O mecanismo pelo qual o alelo
HLA-B*35Px leva a uma progressao acelerada para aids ndo parece estar diretamente
relacionado com a falha na apresentacdo de antigenos, pois ambos 0s grupos apresentam
epitopos conservados da proteina Gag. Contudo, recentemente foi demonstrada uma
pequena, porém significativa diferenca na inducdo de resposta citotoxica entre os dois
grupos (JIN et al., 2002; O’BRIEN e NELSON, 2004).

Nossos achados corroboram alguns efeitos previamente descritos na literatura e
ainda sugerem um importante papel de moléculas de HLA classe | ndo classicas na
imunopatogénese do HIV. Sabendo que infeccdo pelo HIV-1 pode aumentar os niveis
de expressdo da molécula HLA-G (MATTE, et al., 2004; LAJOIE et al., 2006;
THIBODEAU et al., 2011), decidimos investigar a influéncia de dois polimorfismos da
regido 3’UTR (14pb inser¢ao/delecdo e +3142C/G) os quais estdo relacionados a
alteracdes na expressao do HLA-G. Os dois polimorfismos estudados para o este gene
ndo demonstraram associacdo clara com a progressdo da doenca, porém indicaram que
uma maior expressdo do gene, conferida pela presenca dos alelos C e del, estaria
relacionada com uma maior tolerancia do sistema imunolégico frente a infeccéo viral e
consequentemente a uma progressao mais rapida para aids, concordando com resultados

obtidos anteriormente por Lajoie et al., (2010).



A resposta imune contra o HIV é modulada por maltiplos fatores genéticos, 0s
quais podem estar relacionados direta ou indiretamente com o reconhecimento do virus,
incluindo genes que participam da resposta imune inata e genes envolvidos na resposta
imune adaptativa (KAUR e MEHRA, 2009b). A medida que os estudos moleculares
avancam novos marcadores sdo identificados e seus efeitos devem ser confirmados em
diferentes populagdes. No estudo realizado por Fellay et al., 2007, a presenca dos alelos
G e C dos polimorfismo rs2395029 no gene HCP5 e rs9264942 da regido promotora do
HLA-C, respectivamente, foi associada a um maior controle da viremia plasmatica em
pacientes HIV positivos. O papel do HLA-C na modulacdo da infecgdo viral foi
inicialmente questionado devido a sua menor variabilidade e expressdo celular quando
comparado ao HLA-B. Além disso, nenhum dos grupos do HLA-C (C1 e C2) e seus
respectivos receptores KIR demonstraram influéncia na patogénese do HIV
(BASHIROVA et al., 2011). Recentemente, Kulkarni et al., 2011 demonstraram que a
regido 3’UTR do gene HLA-C, a qual funciona como um sitio de regulacdo pos-
transcricional mediada por microRNAs, parece exercer um papel fundamental no
controle da expressdo do HLA-C quando comparado ao polimorfismo da regido
promotora.

Em relacdo aos genes KIR e seus ligantes HLA, a protecdo conferida pelo
sinergismo dos receptores KIR3DL1/KIR3DS1 com 0 motivo Bw4 é a associa¢do mais
clara com relacdo a progressdo da aids (BARBOUR et al., 2007; MORVAN et al.,
2009; BOULET et al., 2010; ELLER et al., 2011). Além disso, essa interacdo ja foi
associada a baixa carga viral e prevencdo no aparecimento de infeccGes oportunistas
(MARTIN, et al., 2002; ELLER et al., 2011).

Sabe-se que a presenca dos alelos HLA-B*27, HLA-B*57 e HLA-B*35
explicam somente uma pequena parcela das diferencas observadas durante a progressao
clinica para aids. A auséncia de associacdo desses alelos com o tempo de progressdo
para aids neste estudo incentiva a investigacdo de novos fatores genéticos neste mesmo
grupo de pacientes. Como perspectivas futuras pretendemos concluir a investigacdo da
influéncia do polimorfismo no gene HCP5 (rs2395029) e da interacdo entre KIR e seus
ligantes HLA na progressao para aids e ainda adicionar a avaliacdo dos polimorfismos
da regido 3’UTR e regido promotora (rs9264942) do gene HLA-C.

A compreensdo da diversidade genética da populacdo HIV positiva brasileira,
assim como a identificacdo de marcadores envolvidos na modulagdo da infeccdo pode

futuramente permitir novas estratégias de acompanhamento clinico e tratamento desses



pacientes. Além disso, esses resultados podem contribuir para o entendimento da
patogénese viral, além de auxiliar o desenvolvimento de vacinas e novos alvos

terapéuticos.
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Anexos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “Avaliagio de polimorfismos em genes envolvidos na respesta lmunolégica de
pacicntes infectados com HIV-1"

Pesquisadora  Principal: Sabrina Esteves de Mates Almeida - telefone 33520336, email:
sabrinamatos.almeida@gmail.com e enderego; Av., Iplmnsa‘ 5400. 3° andar. Bairro Jardim Botinico ~ PoA.
Pesquisadores envolvidos: Maria Cristina Cotts Matte'™, Ribia Marilia de Medeiros'”, Dennis Maletich
Junqueira™®, Leonardo Augusto Luvison Aradjo', José Artur Bogo Chies’; Cynara Nunes Carvalho®,
Marincide Gongalves de Melo®, Breno Riegel Santos®, Luiz Fernando Job Jobim®, Maria Lucia Rossetti',

1. Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico - FEPPS Tel: (51) 33520336
2. Laboestdrio de Imumogenética — UFRGS Tel: (51) 3308-6737
3. Servigo de Ateadimento Especializado du Vila dos Comercidirios - SMSToA Tel: (517 3289-4097
4. Servigo de Infectologia - Hospital Nossa Senhors da Conceigho Tel: (51) 3357-2126
5. Seevigo de bmunologia — Hospital de Clinicas de Porto Alegre Tel: (51) 3359-8020

Vocé est sendo convidado a participar de uma pesquisa intitulada: “Avaliagio de polimorfismos em genes
envolvidos na resposta imunolégica de pacientes infectados com HIV-1" que tem como objetivo principal
avaliar fatores imunologicos que estiio envolvidos na progressdio da AIDS. O tema escolhido se Justifica, pois
pode propiciar um malor entendimento sobre os mecanismos envolvidos na infecgio pelo HIV ¢ auxiliar em
um acompanhamento ¢ tratamenio adequado para todos 0s pacientes soropositivo, Além disso, pode propiciar
novos estudos que tenham como objetivo o desenvolvimento de novos medicamentos ou vacinas, O trabalho
esta sendo realizado sob orientacio da pesquisadora Sabrina Esteves de Matos Almeida, Para alcancar os
objetivos do estudo serd realizada uma entrevista individual, na qual vocé ird responder 22 perguntas
estabelecidas. Os dados de identificeclio serdo confidenciais e 0s nomes reservados. Os dados obtidos serdo
utilizados somente para este estudo, sendo os mesmos anmazenados pelo(a) pesquisador(a) principal durante
5 (einco) anos e apds totalmente destruidos (conforme preconiza a Resolugdo 196/96).

Conosiofcimnutlhe?&-mlmdoDNAdosmdoslswmim:aﬂomlmdasnpuﬁrd:
oomadean@c.comoumedmnmﬂpmbuuomComomdeaguﬂmeuﬁngmdewmivds
serd coletada de voo uma amostra de sangue (quantidade aproximada de uma colher de sopa). Esta coleta
serd feita por um individuo treinado. Apds, o sangue serd examinado pars determinar variagdes genéticas
mt‘erauu.oshwmnimmmomsuioidenﬂﬂeedaspnrnﬁmmmdusmdndosquevlnauemsm
idenﬁdadeeommdadosobﬁdosnpnirdeanmmd:ungucsaiommﬁdmmummdcm
sigiloso, a0 qual 56 terdlo ncesso os pesquisadores acime citados.

Quais os riscos em participar? Nio hd riscos em participar do projeto. Poderd, no entanto, haver formagiio
de um hematoma no brago em funglio da coleta de sangue.

O que o paciente ganha com este estudo? Embora cste trabalho niio possa gerar nenhum bencticio imedian
aos participantes, este estudo poderd trazer vérios beneficios em longo prazo (conhecimento das
carscteristicas genéticas presentes na nossa populagdio) podendo sssim, suxiliar em novas diretrizes do
tratamento e acompanhamento futuro dos pacientes que vivem com HIV/AIDS. Este estudo nio forneceri
nenhum auxilio financeiro 208 participantes.

Quais siio os seus direitos? Os seus registros médicos serdo sempre Lratados confidencialmente. Os
resultados deste estudo 6 poderdo ser usados para fins cientificos, & vocé n2o serd identificado por nome.
Sua participacio no estudo ¢ voluntiria, caso vocé decida ndio participar, isto nlio afctard no tratamento
normal que vooé tem dircito. Além disso, voce terd a liberdade de retirar seu consentimento o qualquer
o ), caso desejar. Vocé poderd procurar qualquer pesquisador envolvido para responder a qualquer
pergunta ou obter esclarecimentos acerca dos assuntos relacionados & esls pesquisa. Caso vocd queira
esclarecer alguma divida sobre us questdes diicas deste projeto vook poderd entrar ¢m coatato Danicl
Deméirio Faustino da Silva, Coordenador-geral do Comité de Etica em Pesquisa do GHC pelo telefone 3357-
2407.

EU , recebi as informagdes sobre os objetivos ¢ a
importéncia desta pesquisa de forma clara e concordo em participar do estudo.

Declaro que também fui informado:

* Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca dos assuntos
relacionados a esta pesquisa.

Versio Aprovada em
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. * De que minha participagdo ¢ voluntdria e terei a liberdade de retirar o meu consentimento, a
qualquer momento ¢ deixar de participar do estudo, sem que isto traga prejuizo para a minha vida
pessoal € nem para o atendimento prestado a mim.

. * Da garantia que niio screi identificado quando da divulgagio dos resultados e que as informagdes
serfio utilizadas somente para fins cientificos do presente projeto de pesquisa.

* Sobre o projeto de pesquisa e a forma como seri conduzido ¢ que em caso de divida ou novas
perguntas poderei entrar em contato com a pesquisadora Sabrina Esteves de Matos Almeida no
telefone 3352-0336, email: sabrinamatos.almeida@gmail.com ¢ endereco: Av. Ipiranga, 5400. 3°
andar. Bairro Jardim Boténico - Porto Alegre,

* Também que, 3¢ houverem davidas quanto a questdes éticas, poderei entrar em contato com
Daniel Demétrio Faustino da Silva, Coordenador-geral do Comité de Etica em Pesquisa do GHC
pelo telefone 3357-2407,

* Se houverem dividas quanto a questdes éticas, poderei entrar em contato com qualquer um dos
pesquisadores envolvidos.

Declaro que recebi copia deste Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarccido, ficando outra via
com a pesquisadora,

Nome do entrevistado: Assinatura do entrevistado

Nome do Pesquisador: Assinatura do Pesquisador:
Este formulirio foi lido para (nome do paciente) em
A (data) pelo (nome do pesquisador) enquanto eu
estava presente,
Nome da testemunha: Assinatura da testemunha:
Versdo Aprovadaem

a Sliva

Coardanadorgeral do CEP.GHC



QUESTIONARIO

Projeto: “AVALIACAO DE POLIMORFISMOS EM GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA

© o N o g b~ w DR

-
o

11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

IMUNOLOGICA DE PACIENTES INFECTADOS COM HIV-1”

Nome do Paciente:

Data de Nascimento: / /

Sexo: () Masculino () Feminino
Municipio de Residéncia:
Estado Civil: () Solteiro ( ) Casado ( ) Acompanhado

Etnia (auto-declaracdo): ( ) Branco ( ) N&o-branco

Profissdo: Em atividade: ( ) Sim ( ) Néo
Escolaridade:
Data da ultima sorologia negativa para HIV: / /

. Data da primeira sorologia positiva para HIV: / /

Possivel forma de Transmissao:

() Heterossexual ( )HSH ( )UDI ( ) Transfusdo sanguinea ou Transplante
() Transmissdo vertical (Materno fetal) () Outro. Qual?
Gestante: () Sim () Néo

Fumo: () Sim ( ) Néo

Uso de Alcool: ( ) Sim () N&o

Uso de drogas: ( )Sim ( )N&o  Sesim, qual?

Comorbidades e Coinfecccdes:
( ) Diabetes ( ) Cardiopatia ( ) Hemodidlise ( ) Hepatite B ( ) Hepatite C
( JHTLV () Tuberculose ( ) Outras DST, qual?

Viajou para o exterior: () Sim ( ) Néo

Continentes do Exterior:

( ) Africa ( )Europa ( )Asia ( )AméricadoSul ( ) Américado Norte
Teve contato sexual/drogas injetaveis no exterior: () Sim ( ) Néo

Onde?

Teve contato sexual/drogas injetaveis com estrangeiros no Brasil:

( )Sim ( )Ndo Sesim, qual a origem do contato?

Tem alguma doenca crénica ou histérico familiar deste tipo de doen¢a? Se sim, qual?

Tem alguma doenca auto-imune ou histérico familiar? Se sim, qual?




HOSPITAL N. S. DA CONCEIGAO SA.  HOSPITAL DA HOSPITAL SA.  HOSPITALFEMINASA.
A Francisco Trewn, {Uridade Peditwica 6o Hosplal Nossa  Rua Domingos Rubbo, 20 Rua Mowercairo, 1

CEP 91350-200 - Porto Alegrs - RS A} [=3 Porto Al € - Podo Alagre - RS
Fong: 53572000 Fone: 3367.4100 Fane: 3314 5200

CNPJ: 3278718000120 CNPJ: 82.787.12610001-76 CNPJ: 92693.134/0001:53

Vinculados ao Ministério da Sadde - Decreto n® 99.244/90

-R§

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/GHC

O Comité de égica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigéo (CEP/GHC), que é reconhecido pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS desde 31/10/1997, pelo Office For Human Research
Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRB0001105) e pelo FWA - Federalwide
Assurance (FWA 00000378), em 30 de novembro de 2010, reavaliou o seguinte projeto de pesquisa:

Projeto: 10-213 Versdo do Projeto: Versdo do TCLE:

Pesquisadores:

JOSE ARTUR BOGO CHIES

LUIZ FERNANDO JOBIM

MARIA CRISTINA COTTA MATTE

RUBIA MAR{LIA MEDEIROS

DENNIS MALETICH JUNQUEIRA
LEONARDO AUGUSTO LUVISON ARAUIO
CYNARA CARVALHO NUNES
MARINEIDE GONCALVES DE MELO
BRENO RIEGEL SANTOS

MARIA LUCIA ROSA ROSSETTI
SABRINA ESTEVES DE MATOS ALMEIDA

Titulo: Avaliagdo de polimorfismos em genes envolvidos na resposta imunoldgica de pacientes
infectados com HIV-1.

Documentagdo: Aprovados
Aspectos Metodoldgicos: Aprovados
Aspectos Eticos: Aprovados

Parecer final: Este projeto, por estar de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satde, obteve o parecer de
APROVADO.

Considerages Finais: Toda e qualquer alteragdo do projeto, devera ser comunicada imediatamente ao
CEP/GHC. Lembramos do compromisso de encaminhar dentro dos prazos estipulados, ofs) relatorio(s)
parcial(ais) efou final ao Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo e ao Centro de
Resultado onde a pesquisa for desenvolvida.

Porto Aleare, 30 de novembro de 2010.

Dahiel-Demétrio Faustino da Silva
Coordenador-geral do CEP/GHC
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CEP 90.610-000 — PORTO ALEGRE/RS
e-mail: cep_fepps@fepps.rs.gov.br

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CEP/FEPPS-RS N°: 13/2010

PROCESSO N°: 002964-20.69/ 10-5

PROJETO PADCT N°: 12/2010

Deliberacdo conforme reunido realizada em: (27/09/2009)

Titulo do Projeto:

“AVALIACAO DE POLIMORFISMOS EM GENES ENVOLVIDOS NA
RESPOSTA IMUNOLOGICA DE PACIENTES INFECTADOS COM HIV-1”.

Nome do pesquisador principal:

Sabrina Esteves de Matos Almeida

PARECER
x |APROVADO
APROVADO COM RECOMENDAGOES
NECESSITA DE ADEQUACOES
NAO APROVADO

PARECER DO COMITE:

O Comité de Etica em Pesquisa da FEPPS/RS em reunido do dia 27/09/2010, Ata n°
13/2010, que o presente projeto esta adequado ética e metodologicamente de acordo
com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos
(Res.196/96/CNS e suas complementares) e portanto, aprovado por este Comité.

Reiteramos que relatérios semestrais do projeto em andamento, relatério final e copia do
trabalho de conclusdo e/ou publicagdo deverdo ser entregues ao Comité de Etica em
Pesquisa da FEPPS.

Porto Alegre, 27 de setembro de 2010.
AL BAM GNP

Maria da Graga‘Boucinha Marques
Coordenadora CEP-FEPPS/RS

PADCT ANO 08/10 — versio 01 - 30/07/.2010
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COMISSAO CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A Comissdo Cientifica e o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEP/HCPA), que ¢ reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS e pelo
Office For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board
(IRB00000921) analisaram o projeto:

Projeto: 110478
Data da Verséo do Projeto:  11/10/2011

Pesquisadores:

JOSE ARTUR BOGO GHIES

MARIANA DE SAMPAIO LEITE JOBIM WILSON
SABRINA ESTEVES DE MATOS ALMEIDA
MARIA CRISTINA COTTA MATTE

BRENO RIEGEL SANTOS

PAMELA PORTELA DA SILVA

LUIZ FERNANDO JOB JOBIM

Titulo: ESTUDO DE POLIMORFISMOS EM GENES KIR E HLA E SUA INFLUENCIA NA
PROGRESSAQO DE INDIVIDUOS HIV SOROPOSITIVOS PARA AIDS

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodoldgicos, bem como o seu respectivo
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as diretrizes e normas nacionais e
internacionais de pesquisa clinica, especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Saude.

- Os membros da Comissao Cientifica e do Comité de Etica em Pesquisa néo participaram do processo
de avaliagdo dos projetos nos guais constam como pesquisadores.
- Toda e qualquer alteragao do projeto, assim como os eventos adversos graves, deverao ser
comunicados imediatamente ao GEP/HCPA.
- O pesquisador devera apresentar relatdrios semestrais de acompanhamento e relatério final ao
CEP/HCPA.
- Somente podera ser utilizado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido no qual conste o carimbo
de aprovagao do CEP/HCPA.
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Coordenadora GFPG e CEP/HCPA



