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RESUMO

Ha uma grande variacao na suscetibilidade a infeccao pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV-1) durante a progressao da doenca. A progressédo da AIDS depende
de complexas interacdes entre hospedeiro e virus. As caracteristicas mais
importantes da progressao da doenca sdo a ativacdo imunolégica e a apoptose.
Neste estudo abordamos a prevaléncia de polimorfismos relacionados a genes pro-
inflamatorios e apoptoéticos, como IFN-y (+874 T / A), TNF-a (308G / A), IL-6 (-174 G
/ C), IL-8 (-251 A/ T), NLRP3 (C/G), FAS (-670 A/ G) e FASL (-124 A/ G) em uma
coorte multicéntrica altamente miscigenada composta por 84 pacientes infectados
com diferentes desfechos clinico, sendo 12 controladores de elite [EC], 29
progressores lentos [LTNPs], e 43 progressores [P]. A genotipagem foi realizada por
TagMan-gPCR. Individuos com o genoétipo AG presente no polimorfismo FAS (-670
A/ G), mostraram uma carga viral significativamente maior (p= 0,006). Foi possivel
observar uma maior associacao dos genotipos AG/GG com uma maior carga viral
(p= 0,012) que a apresentada pelos gendtipos AG/AA (p=0,047). Por outro lado,
para o polimorfismo IL-8 (-251 A / T) foi possivel observar um resultado proximo da
significancia estatistica entre o gendétipo AT e o0 grupo de pacientes progressores
lentos (P = 0,054). Em conclusdo, encontramos a variante alélica genética do
polimorfismo FAS (-670 A / G) associado a alta carga viral e o polimorfismo IL-8 (-
251 A / T) com baixa progressdo a doenca em uma coorte de pacientes HIV
positivos altamente miscigenada.



ABSTRACT

There is great variation in susceptibility to human immunodeficiency virus (HIV-1)
infection during disease progression. The progression of AIDS depends on complex
interactions between host and virus. The most important characteristics of disease
progression are immunological activation and apoptosis. In this study, the prevalence
of polymorphisms related to pro-inflammatory and apoptotic genes, such as IFN-y (+
874 T /A), TNF-a (308G / A), IL- 8 (251 A/ T), NLRP3 (C / G), FAS (-670 A/ G) and
FASL (-124 A / G) in a highly miscegenated multicentre cohort composed of 84
patients infected with different clinical outcomes 12 elite controllers [EC], 29 slow
progressors [LTNPs], and 43 progressors [P]. Genotyping was performed by
TagMan-gPCR. Individuals with the AG genotype present in the FAS polymorphism (-
670 A/ G), showed a significantly higher viral load (p = 0.006). On the other hand, it
was possible to observe a greater association of AG / GG genotypes with a higher
viral load (p = 0.012) than that presented by AG / AA genotypes (p = 0.047). On the
other hand, for the IL-8 polymorphism (-251 A/ T) it was possible to observe a result
near for significant association between the AT genotype and the slow progressor
group (P = 0.054). In conclusion, we found the genetic allelic variant of FAS
polymorphism (-670 A / G) associated with high viral load and IL-8 (-251 A / T)
polymorphism with low disease progression in a cohort of highly miscegenated HIV
positive patients.
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1 INTRODUCAO

1.1 A SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA - AIDS

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV — Human Immunodeficiency Virus)
€ 0 agente causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Acquired Immune
Deficiency Syndrome — AIDS) em humanos. Essa doenca é caracterizada por uma
imunossupressao progressiva, causada principalmente pela perda de linfécitos T
auxiliares CD4+ (LTh) (Levy 1993, Gallo,2002) sendo frequentemente acompanhada
por infec¢des oportunistas. A infeccao pelo HIV é crbénica e a progressao da doenca
é lenta na maioria dos pacientes (Prusiner, 2002).

De acordo com dados da UNAIDS, até o ano de 2017, existiam 36,9 milhGes
de pessoas infectadas pelo virus no mundo, sendo que 21,7 milhdes faziam uso de
medicamentos antirretrovirais (UNAIDS: aids by the numbers, 2017).

Os primeiros casos de infeccdo pelo HIV-1 foram relatados na década de 80
e ocorreram principalmente em homossexuais do sexo masculino, os quais
desenvolviam uma série de infeccbes e doencas oportunistas como o Sarcoma de
Kaposi, (Prusiner, 2002). Os primeiros indicios de que a AIDS tinha como agente
infeccioso um retrovirus, surgiram em 1983, quando um grupo de pesquisadores
franceses liderado pelo Dr. Luc Montainger no Instituto Pasteur em Paris, isolou um
novo virus. Esse virus foi denominado de Lymphadenopaty Associated Virus (LAV)
(Montagnier, 2002). Na mesma €época, outro grupo de pesquisadores, dos Estados
Unidos, liderado pelo pesquisador Robert Gallo, relatou também o isolamento de um
novo virus que infectava as células T, denominando de Human T-Lymphotropic Virus
(HTLV), que receberia a designacédo de HTLV tipo lll (Gallo, 2002). Posteriormente,
foi descoberto que o virus descrito pela equipe norte-americana era 0 mesmo
descrito pelo grupo francés. Em 1984, Jay Levy e colaboradores conseguiram isolar
0 virus de pacientes assintomaticos, sugerindo entdo, que se tratava de pacientes
portadores, recebendo a denominacdo de retrovirus associado a AIDS (AIDS -
Associated Retrovirus (ARV) (WIGG, 2002). Ainda em 1984, a infeccéo pelo HIV foi
relacionada a AIDS (Gallo 2002, Montagnier 2002, Prusiner 2002) e em 1986, o
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International Committee on Taxonomy
of Viruses — ICTV), determinou que o virus recebesse a designacédo de Virus da

Imunodeficiéncia Humana (HIV-1) (Levy 1993, Prusiner, 2002). Nesse mesmo ano,



outro virus com caracteristicas semelhantes, entretanto menos patogénico foi
denominado de HIV-2 foi isolado. Também nesse ano foram criados os primeiros
testes comerciais para deteccdo do HIV (estratégia que diminuiu significativamente a
transmissao do virus por transfusdo de sangue) e no ano posterior foi desenvolvida

a primeira droga antirretroviral, o AZT (Regenmortel, 2000).

1.1.1 O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

O HIV-1 é um tipico membro do género Lentivirus da familia Retroviridae. O
nome é derivado do latim Lente, uma referéncia ao longo periodo de incubagéo nos
hospedeiros e sua capacidade de persistir e replicar-se por muitos anos, antes de
causar sinais clinicos da doenca. Os Lentivirus apresentam como caracteristicas
principais: (i) causar efeitos citopaticos; (ii) provocar deficiéncias imunologicas,
desordens hepaticas e nervosas; (iii) deixar o individuo suscetivel a doencas
autoimunes. Apresentam ainda uma continua mutacdo viral e capacidade de
integracdo de uma copia do DNA viral no genoma do hospedeiro. Ap0s 0 genoma
viral ser integrado no genoma da célula hospedeira, este passa a ser denominado
de provirus (Dimmock; Leppard, 2007). Trata-se de um virus constituido de duas
moléculas de RNA fita simples, e por ser um retrovirus, utiliza a enzima transcriptase
reversa para a transcricdo do RNA em DNA. Além de possuir caracteristicas gerais
dos retrovirus, como a presenca dos genes estruturais, gag, pol e env, os Lentivirus
codificam proteinas acessorias (Nef, Vif, Vpr e Vpu) e regulatérias (Tat e Rev) da
replicacdo viral. A descoberta do HIV estimulou a caracterizacdo de varios outros
Lentivirus, como aqueles isolados de primatas ndao humanos, SIV (“simian
immunodeficieny virus”) (Janeway; Walport; Shlomchik, 2004). O virion ou particula
viral possui um diametro que varia entre 80 - 110 nm, um genoma de
aproximadamente 9,8 kb. As glicoproteinas do envelope viral, gp120 de superficie
(SU) e gp41, a glicoproteina transmembrana (TM), sao derivadas de um precursor
gp160, que é clivado por uma protease celular. Na superficie do virion, é possivel
detectar entre 7 e 14 spikes, trimeros de gp41-gpl120, No interior do envelope,
encontra-se outro envoltoério, a matriz, que é constituido pela proteina pl7. O
capsideo, que possui formato cénico € formado pela proteina p24, e no interior dele
encontram-se as duas coépias do genoma de RNA fita simples, com polaridade

positiva, formando o nucleocapsideo. As enzimas virais transcriptase reversa (RT),
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integrase (IN) e protease (PR) proteina viral “R” (Vpr), Fator negativo (Nef), entre
outras, também s&o encontradas dentro da particula viral. Pode ocorrer ainda a
presenca de proteinas oriundas da célula hospedeira, como o MHC-II (Main
Histocompatibility Complex IlI), CD4, entre outros associado ao envelope e a

ciclofilina a associada ao capsideo (Figura 1) (Carter, 2001).

SU (glicoproteina de
superficie, gp120)

TM (glicoproteina
transmembrana, gp41)

Envelope

NC (proteina do
nucleocapsideo, p9)

RNAt iniciador

RT (transcriptase

reversa) CA (capsideo, p24)

PR (prot:
RNA viral protease)

IN (integrase
MA (matriz, p17) (integrase)

MHC classe I

MHC classe IT

Figura 1. Estrutura da particula vira do HIV-1. O HIV-1 é envolto por um envelope de
natureza lipoprotéica. Em sua face interna, localiza-se a matriz, e na porgcdo central da
particula viral, encontra-se o capsideo com formato cénico. O genoma viral é constituido por
duas fitas de RNA estabilizadas pelas proteinas do nucleocapsideo. No interior do capsideo,
encontram-se as enzimas Protease (PR), Transcriptase Reversa (RT), Integrase (IN) e as
proteinas (Nef, Vif e Vpr) (Wigg, 2002).

O genoma do HIV (Figura 2) é relativamente grande, apresentando um
namero maior de genes quando comparados a outros retrovirus (Votteler, 2008).
Possui nove genes diferentes, sendo trés deles comuns a todos os retrovirus: “gag”
(que codifica as proteinas estruturais), “pol” (Que codifica as enzimas virais protease
(PR), transcriptase reversa (RT) e integrase (IN)), além de “env” (que codifica as
glicoproteinas do envelope, gpl20 e gp4l). Esses genes sdo considerados
estruturais. Os genes gag, pol e Env séo traduzidos em poliproteinas precursoras,
gue sao posteriormente clivadas por proteases celulares e por uma protease viral

(Flint, 2004).



11

Diferentemente dos demais retrovirus, o genoma do HIV possui ainda os
genes regulatoérios, Tat e rev, além de quatro genes acessorios: nef, vif, vpr e vpu.
Essa denominacdo de genes acessorios estd baseada no fato de que as proteinas
oriundas desses genes ndo sdo essenciais para a replicacdo do virus in vitro,
entretanto, desempenham importante papel in vivo, principalmente em relagédo a
aspectos relacionados a evasdo e manipulacado da resposta imunoldgica adaptativa

e inata.

LTR Vif Vpu Env Nef

- T ™m
Gdg ILu-] J'_p r Rev IIat

Figura 2. Estrutura gendémica do virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1). Os
genes gag, pol e Env (barras lilas, azul e verde respectivamente) codificam proteinas
estruturais. Os genes Tat e Rev (barras roxas e laranjas respectivamente) codificam
proteinas regulatérias. Os genes nef, vif, vpr e Vpu (barras vermelhas, cinzas, amarelas,
rosas e azul claras, respectivamente) codificam proteinas acessoérias. Nas terminagdes 3’
e 5’, encontram-se as sequéncias repetitivas longas, chamadas de LTRs (Greene, 2004).

2 A INFECCAO PELO HIV

2.1 ALVOS CELULARES E O ESTABELECIMENTO DA INFECCAO

Apés a observacdo de patologias que acometiam individuos HIV+ e da
progresséo para a AIDS em diversos grupos de risco (hemofilicos, individuos filhos
de maes portadoras do virus, usuarios de drogas), concluiu-se que a AIDS poderia
ser causada por um agente infeccioso transmitido de maneira parecida ao virus da
Hepatite B: por relacdo sexual, compartiihamento de agulhas e também por
transmissao vertical (Francis, Curran et al. 1983).

A infeccdo da célula hospedeira pode acontecer via virus-célula ou célula-
célula, sendo esta ultima mais eficiente (McMichael, Borrow et al. 2010). O primeiro
contato do virus com a célula hospedeira envolve a ligacdo entre a proteina viral
gp120 e receptores da superficie celular da célula hospedeira (Fanales-Belasio,
Raimondo et al., 2010). Num primeiro estagio a gp120 interage com receptor CD4,
interacdo que induz mudancas conformacionais expondo a gp41l. Posteriormente a

gp41l interage com receptores de quimiocinas, como o0 CCR5 ou CXCR4, que agem
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como co-receptores virais (Dragic, Litwin et al., 1996), facilitando a fusao e posterior
entrada do capsideo viral na célula, por meio de mdultiplas etapas (Fanales-Belasio,
Raimondo et al., 2010). A maioria das linhagens do HIV-1 usa CCR5 como co-
receptor, sendo conhecidos como virus mielotropicos. O virus mielotropico infecta
preferencialmente macréfagos e ndo induz a formagéo de sincicios. Jé& as linhagens
de virus que usam o co-receptor CXCR4 séo conhecidas como virus linfotropicos e
infectam principalmente linfécitos LT-CD4+, induzindo a formag&o de sincicios. O
receptor de quimiocina CCR5 encontra-se na superficie das principais células alvo,
como LT-CD4+, macrofagos e células dendriticas e o co-receptor CXCR4 é
encontrado em linfocitos (Clapham and McKnight 2002) (Milich, Margolin et al.
1993). Em metade das infec¢Bes causadas pelo virus do subtipo B, o surgimento de
virus linfotropicos estad associado a progressédo da doenca (Spijkerman, Koot et al.
1995). A infeccdo se da principalmente em LT-CD4+ ativados. Entretanto, linfécitos
LT-CD4+"virgens” ou de memoria, por nao apresentarem altos niveis de CCRS5,
seriam mais resistentes a infeccdo do HIV (Margolis and Shattock 2006). Por tal
motivo foi proposto que devido ao estagio transcricional destes tipos de linfécitos ser
menor, o virus ndo se replicaria eficientemente, permanecendo em um estado de
laténcia e, dessa forma a infeccdo destas células estaria relacionada a formacao de
reservatorios do virus e ndo com a replicacao ativa das particulas virais. Apesar que
0s principais alvos do virus sado LT-TCD4+, macréfagos e células de memoéria , as
células que inicialmente entram em contato com o HIV, geralmente, sdo células
dendriticas (CD) localizadas em diversos tecidos humanos, como a mucosa genital e
anal, principais portas de entrada pelo virus (Cameron, Freudenthal et al. 1992)
(Hladik and McElrath, 2008). Células dendriticas como apresentadoras de antigenos
(CAPs), sé@o essenciais para ativacao de linfécitos T imaturos, sendo categorizadas
conforme com sua origem em linféide e mieléide (Banchereau, Briere et al., 2000).
As CDs imaturas séo localizadas nos tecidos e possuem receptores expressos,
como os de manose (CD-SING), que sdo essenciais na captura de patdgenos
(Banchereau, Briere et al. 2000) (Rissoan, Soumelis et al., 1999). O aprisionamento
de microorganismos e a simultanea ativacao via de ligacdo das moléculas chamadas
“padrdes moleculares associados a patéogenos” (PAMPs) presentes em receptores
tipicos, os receptores de Toll-like, sdo os responsaveis pelo maturacdo das CD
(Kawai and Akira 2006). Assim, as células dendriticas ativam a secrecao de citocinas

gue serdo especificas para o tipo de patdégeno, consequentemente perdendo a
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adesdo ao epitélio e por sinais quimiotaticos migram em direcdo aos ganglios
linfaticos periféricos mais proximos. As células dendriticas maduras séo
responsaveis por apresentar os antigenos aos linfocitos T, fazendo com que estes
sejam ativados nos 6rgéos linféides (Hladik and McElrath, 2008). ApGs a ligacdo ao
receptor CD-SING, presente na superficie das células dendriticas, ele € invaginado
mantendo-se intacto até o encontro e a subsequente transferéncia para um linfécito
LT-CD4+, o que pode ser chamada de “sinapse infecciosa” (Arrighi, Pion et al.
2004) (McDonald, Wu et al. 2003) (Pope, Betjes et al. 1994). Mesmo que o HIV
tenha a possibilidade de infectar algumas linhagens de CDs, pressupfe-se que a
principal fungdo destas células no processo infeccioso seja no “carreamento” do
virus até os locais onde se concentram os linfécitos LT-CD4+de memoria efetora —
linfonodos (Brenchley and Douek, 2008). Uma comprovacéo desta correlacéo € que
mesmo haja um significativo nimero de células LT-CD4+ na lamina propria da
mucosa da vagina, a disperséo de particulas virais até os linfonodos acontece antes
de uma significativa replicacéo viral. A presenca do pro-virus (forma latente) no
genoma da célula pode ser de até dez vezes mais frequente nos linfécitos que estao
nos linfonodos (prevalecendo linfoécitos T auxiliares foliculares — Tfh) do que em
células mononucleares circulantes, o que faz com que eles sejam o0s principais
pontos de replicacao viral (Brenchley, Hill et al. 2004). Por outro lado, o tecido
linféide associado ao trato gastrointestinal (GALT — gut-associated lymphoid tissue)
pode ser o local de maior transmissdo do virus, e onde ocorre uma grande
replicacdo viral e consequente morte de linfocitos LT-CD4+ na primeira fase da
infeccdo (Veazey, DeMaria et al. 1998, Brenchley, Hill et al. 2004, Brenchley and
Douek 2008). Desta forma, o HIV infecta essencialmente os linfocitos LT-
CD4+/CCR5+ de memodria efetora nos pontos imunologicamente efetores: linfonodos
e GALT, o que pode ser observada pela drastica deplecdo das células - alvo nessas
regides ainda na fase aguda da infeccao (Brenchley, Hill et al. 2004, Hladik and
McElrath 2008, Dandekar, George et al. 2010). Nessas regides a replicacéo viral é
facilitada pela presenca de citocinas pré-inflamatérias, as quais desempenham uma
funcdo no processo de “amadurecimento” das células LT-CD4+virgens e participam

da ativacao da resposta imune resultante da presenca do virus.
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2.2 CURSO CLINICO DA INFECCAO

A infeccdo pelo HIV é dividida em trés estagios: fase aguda, cronica e AIDS
(Figura 3) (Levy 1993, An and Winkler, 2010). Durante as primeiras semanas de
infeccdo, acontece uma queda exacerbada de células TCD4+, em decorréncia do
efeito citopético do virus (Brenchley, Hill et al. 2004) (Veazey, DeMaria et al. 1998),
uma ativacao policlonal inespecifica do sistema imune e uma alta replicacao viral.
Nesta fase, o paciente pode apresentar sintomas semelhantes ao de uma gripe, com
febre baixa. Posteriormente, a replicacdo viral € reduzida a medida que os
mecanismos do sistema imune agem controlando a replicagéo viral e alcangando um
“set point” da viremia. A fase aguda dura geralmente 30 dias, apds isso, a infecgéao
pode ser considerada cronica. Na fase cronica o individuo HIV+ pode ndo apresentar
sintomas clinicos, mas na maioria dos casos, acontece uma pronunciada deplecéo
de células LTCD4+ durante varios anos. O desenvolvimento da AIDS é marcado por
uma diminuicdo na contagem de células LTCD4+ inferior 200 células/mm?, o que
compromete a resposta imune contra microrganismos levando ao estabelecimento
de infeccbes oportunistas (Costin, 2007). Apesar dos individuos infectados
apresentarem trés fases clinicas, o tempo de cada fase varia entre individuos
principalmente, devido a variabilidade genética viral e do hospedeiro (Paroli, Propato
et al. 2001) (Schechter, 2005).
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Os individuos soropositivos que seguem o curso clinico mais comum da
infeccdo sao classificados como progressores (P), representando cerca de 75% e
90% dos infectados e progridem para a AIDS entre o terceiro e 0 nono ano apés a
soroconverséao (Schechter, 2005). Entretanto uma parcela da populagdo soropositiva
pode gerar uma fase clinica diferenciada, desenvolvendo rapidamente AIDS (menos
de trés anos), pacientes denominados de progressores rapidos. Este individuos
apresentam duas ou mais medidas seguidas de células LT-CD4+ abaixo de 400
céls/mm? em até trés anos depois da soro conversdo, sendo necessaria a introducéo
da terapia antirretroviral (Casado, Colombo et al. 2010, Olson, Guiguet et al. 2014).
Outra parcela dos individuos infectados é conhecida como progressores de longo
prazo (Long-term non progressors — LTNP), a qual consegue manter os niveis de
células LT-CD4+ acima de 400 cel/mm? por mais de 6 anos (Paroli, Propato et al.
2001, Migueles and Connors, 2010). Os valores de carga viral variam entre
pacientes, porém, apresentam como caracteristica comum um tempo maior para
desenvolver a sintomatologia de AIDS (Deeks and Walker 2007, O'Connell, Bailey et
al. 2009) (Okulicz, Marconi et al. 2009). Estima-se que cerca de 85% dos pacientes
infectados sdo progressores rapidos e 5% a 15% sao progressores lentos de longo
prazo (Schechter, 2005).

Um outro grupo de individuos apresenta um curso clinico diferenciado e séo
denominados de controladores de elite (CE), os quais além de manter os niveis de
LT-CD4+ por cima de 400 cel/mm® conseguem manter os niveis de carga viral
abaixo dos niveis de deteccao por ensaios comerciais (< 50 cépias / ml).

O controle eficaz da replicacdo das particulas virais apos a administracdo de
medicamentos antirretrovirais gera uma recuperacdo das fungbes afetadas do
sistema imune e o risco para as complicacfes diminui. Atualmente patologias como
doencas cardiovasculares, insuficiéncia renal e outros distirbios sdo as principais
causas de morbidade e mortalidade em infectados pelo virus (Palella, Baker et al.
2006, Marin, Thiebaut et al. 2009, Hasse, Ledergerber et al. 2011).

3 TRATAMENTO ANTIRRETROVIRAL

O desenvolvimento da terapia antirretroviral altamente ativa (HAART), em
1995, teve um grande impacto no aumento das expectativas de vida e melhoria da

qualidade de vida dos portadores de HIV-1, foram (Chun, Engel et al. 1998, Pierson,
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McArthur et al. 2000, Mayer and Venkatesh, 2010). Atualmente, os diversos
antirretrovirais licenciados tém como alvo molecular, principalmente, as enzimas
transcriptase reversa (TR), protease (PR) e integrase (IN). Existem sete tipos de
antirretrovirais: a) Inibidores de entrada, como o Maraviroque, estes inibidores se
subdividem em inibidores de fusdo e inibidores do CCR5; b) Andélogos de
nucleosideos, inibidores da TR, como didanosine, zalcitabine, lamivudine, stavudine,
abacavir, e 0os ndo analogos de nucleosideos, como nevirapine, delavirdine,
afavirenz; c) Inibidores de Maturacgéo, ainda nao aprovado pela FDA; d) Inibidores de
Protease como Tipranavir e e) os Inibidores de Integrase como o Raltegravir (2018).

Entretanto, ap6s o uso do HAART por mais de duas décadas, o tratamento
mostrou ter sérias limita¢cdes, quanto a sua ineficacia na erradicacao da infeccao,
evidenciada pela persisténcia de reservatorios virais e 0 surgimento de variantes
resistentes, e quanto aos efeitos colaterais, como alteracées no metabolismo de
lipideos que redundam, em alguns casos de acidentes cardiovasculares, lipodistrofia
muscular e ainda alteracbes neurologicas (Furtado, Callaway et al. 1999, Yerly,
Kaiser et al. 1999). A variabilidade genética do virus juntamente com as distintas
taxas de metabolizacdes dos principios ativos nos individuos infectados faz com que
0s medicamentos possuam eficacias também diferentes (Mansky, 1998). Estes
fatores, somados ao alto custo das drogas disponiveis no mercado tornaram a cura
desta doenca uns dos maiores desafios da saude publica (Chun, Engel et al. 1998,
Pierson, McArthur et al. 2000, Cohen, 2001). Dentro dessa nova realidade e gracas
aos novos conhecimentos trazidos pela pesquisa basica, novas drogas e
abordagens terapéuticas estdo sendo desenvolvidas.

Uma nova tendéncia no tratamento antirretroviral € a inducdo de resposta
imunitaria capaz de complementar o tratamento. Dessa forma, mediante o fenémeno
chamado de “autoimunizacao”, conseguido pela interrupgcdo temporaria da terapia,
busca-se estimular a resposta imune especifica em pacientes submetidos a terapia
antirretroviral. Grande parte das mais promissoras drogas que estdo sendo testadas
em ensaios clinicos visa inibir a interacdo entre as proteinas virais e celulares. Estas
drogas agem, basicamente, nos trés diferentes estagios da entrada do virus na
célula hospedeira. Frente a isso, 0 desenvolvimento de novas formas de terapia faz-
se necessario.

Por outro lado, o beneficio da terapia anti-retroviral logo apos ia infec¢ao foi

confirmado pelos resultados do teste START (Strategic Timing of Antiretroviral
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Treatment — Planejamento Estratégico do Tratamento Antirretroviral), que mostrou
uma reducéo de 57% no risco de desfecho constituido por eventos relacionados a
AIDS (Johnson, 2016). Em um estudo com 16 individuos do inicio do TARV
combinado durante a infeccdo priméaria pelo HIV relatou que a contagem de LT-
CD4+ aumentou para niveis semelhantes aos dos controles HIV-negativos e
também mostrou prevenir a perda permanente de importantes subgrupos de
linfécitos T CD4+ (Zaunders, Cunningham et al. 1999). Outros estudos
observacionais maiores relataram uma evidente recuperagdo de contagem de LT-
CD4 + entre participantes que iniciaram a HAART proximo ao tempo de

soroconverséao (Johnson, 2016).
4 RESPOSTA IMUNE A INFECCAO PELO HIV
4.1 RESPOSTA IMUNE INATA

A propagacgédo do virus incialmente ocorre por meio da rede folicular das
células dendriticas para os linfonodos e depois alcanca GALT para posteriormente
tornar-se sistémica. Todavia, como qualquer infeccdo viral, a do HIV ativa
mecanismos imunes antivirais inatos. O sistema imune inato é responsavel pela
primeira reposta de defesa aos microorganismos e se embasa, entre outros
mecanismos, na ativacdo das células granulociticas, sistema complemento, células
fagociticas, apresentadoras de antigenos, e células exterminadoras naturais (NK -
natural killer) (MURPHY, 2010).

Os receptores de reconhecimento padrdao (PRR) possuem um papel
fundamental na primeira linha de defesa da resposta inata. Eles conseguem
reconhecer estruturas conservadas de patdgenos como os padrbes moleculares
associados a patdégenos (PAMPs) (Kawai and Akira 2009, Faure and Rabourdin-
Combe 2011). Diferentes tipos celulares podem apresentar os PRRs, tanto em
membranas plasmaticas ou endossomais, como os receptores Toll-like (TLR),
guanto no citoplasma, como também os receptores RLR (RIG-1-like receptors) e
NLR (Nod-like receptors). Varios PRR podem ser expressos em uma mesma ceélula,
0 que permite que a mesma célula reconheca varios tipos de microorganismos
(Werling and Jungi, 2003). Os TLRs 7, 8 e 9 séo especificos no reconhecimento de
patégenos intracelulares, pelo reconhecimento dos acidos nucléicos, DNA e RNA,

material genético contido no nucleo da célula (Bauer, Pigisch et al. 2008). Apés o
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TLR reconhecer o PAMP uma cascata de sinalizacdo € ativada via transducéo de
sinal, envolve as proteinas NF-kB, IRF-7 e IRF-3 (interferon regulatory fator), o que
gera a producdo de quimiocinas, moléculas de adeséo celular e de citocinas pro-
inflamatérias (Kawai and Akira, 2006). Desta forma algumas células infectadas pelo
HIV conseguem reconhecer o RNA do virus e o pré-virus (DNA viral) que estdo no
interior do seu nucleo e ativar repostas antivirais, como expressar o IFN-tipo I.
Entretanto, essa via também é utilizada pelo HIV para facilitar sua proliferagdo: TLRs
7,8 e 9 podem ativar a expressao de IFN-I via NF-kB, o qual por sua vez, também
pode ligar-se as regides promotoras do virus “long terminal repeat” (LTR) do HIV e
ativar replicacéo (Bafica, Scanga et al. 2004, Brichacek, Vanpouille et al. 2010). De
fato, varios fatores de transcricdo como AP-1 (activator protein-1), NF-kp (nuclear
fator-kB) e IRF (interferon regulatory fator), sdo capazes de se ligar aos LTRs e
promover o inicio da transcricdo do genoma viral (Shadrina, Knyazhanskaya et al.
2016). Assim, no mesmo momento em que as células sinalizam uma infeccao viral
através da producéao de citocinas pro-inflamatorias, a multiplicacao viral também esta
sendo iniciada. Deste modo a replicacdo do HIV pode ser ativada seja pela prépria
presenca do virus na ceélula, ou por outros patdgenos que ativam uma respostas
imune via NF-kB. Por este motivo acredita-se que a cronificacdo da ativacdo do
sistema imune e consequentemente sua posterior disfuncédo seja responsavel pela
progressao a AIDS (Bafica, Scanga et al. 2004, Mandl, Barry et al. 2008).

As CDs sao protagonistas na promocado de respostas imunes
desequilibradas, levando em individuos com predisposicdes genéticas ao
desenvolvimento de doencas autoimunes. Por outro lado, as CDs séo responsaveis
pela modulacdo das respostas inibitérias contra 0s autoantigenos e pela
manutencdo da autotolerancia. Quando as CDs ndo conseguem alcancar suas
propriedades tolerogénicas devido ao aumento da taxa de ativacao/inibicdo dos
receptores em suas superficies, elas induzem a ativacdo das células T e outras
respostas inflamatérias imunomediadas (Liu, Victora et al. 2009, Geissmann, Manz
et al. 2010).

Ja a célula “assassina natural” ou NK é uma importante célula efetora
antiviral (Jost and Altfeld, 2013). As células NK séo capazes de lisar as células
infectadas por virus seguindo a regulacdo negativa do MHC-I, ndo necessitando de
licenciamento prévio. Além disso, as células NK podem produzir citocinas

inflamatorias, como o IFN-y e o TNF, além de apoiar e regular a imunidade
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especifica do virus (Rehermann, 2015). Apesar do HIV néo infectar diretamente as
células NK, a exposicao crbnica ao virus pode afetar o fendtipo das células NK e
funcionar indiretamente. Essas alteragcfes podem ser consequéncia de alteracdes
em um ambiente de citocinas, exposicdo a componentes virais circulantes ou
interagdo anormal com outros leucocitos. Demonstrou-se que células NK derivadas
de pacientes com HIV produzem menos IFN-y ap6s estimulagdo com citocinas como
IL-12 e IFN-a (Alter, Teigen et al. 2005, Naluyima, Eller et al. 2014).

O sistema do inflamassomo: Outra via de ativacao da resposta imune inata é
do sistema do inflamassomo. O Inflamassomo é constituido por complexos proteicos
intracitoplasméticos que medeiam a maturacdo de caspases pro-inflamatorias, as
quais por sua vez levam a ativacao de citocinas pro-inflamatérias como IL-18 e IL-18
(Singhal, Jaehne et al. 2014). Foram identificados diferentes tipos de inflamassomas:
NLRP1, NLRP3 (também chamados de Nalpl e Nalp3), NAIP, NLRC 4 (tambéem
chamado de Ipaf) e AIM2, que apesar de nao pertencer a familia dos NLRs também
séo capazes de formar o complexo inflamassoma e ativar caspase-1 (Rathinam and
Fitzgerald 2016). Como os inflamassomas NLRP3 e AIM 2 possuem o dominio N-
terminal PYD, ndo conseguem ativar diretamente caspase-1, sendo necessario o
recrutamento da proteina associada a apoptose contendo um dominio CARD (ASC),
via seu dominio PYD. ASC contém um dominio CARD que se liga e recruta pro-
casase-1, via interagdes CARD-CARD (Martinon and Tschopp 2007). Por outro lado,
os inflamassomas NLRP1 e NLRC4 possuem dominio N-terminal do tipo CARD,
podendo recrutar ASC ou interagir diretamente com a pro-caspase-1, via interacdes
CARD-CARD (Martinon and Tschopp 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Ativacdo do inflamassoma NLRP3 (Guo, Callaway et al. 2015).

A ativacdo cronica do inflamassoma é mediada por TLRs ou receptores de
citocinas pro-inflamatérias (sinal 1), o que desencadeia a formacao/disponibilidade
dos NLR, em especial a isoforma NLRP3 (receptor do tipo NOD com dominio pirina
3), seguida da sensibilizacdo pelos DAMPs (sinal 2), os quais induzem a
oligomerizacéo e formacéao dos inflamassomas, formados pelos NLRP3, pro-caspase
1 e a proteina adaptadora ASC, a qual conttm um dominio de recrutamento e
ativacdo da caspase (Martinon, Burns et al. 2002, Barbe, Douglas et al. 2014,
Lechtenberg, Mace et al. 2014, Singhal, Jaehne et al. 2014). Uma vez formados, 0s
inflamassomas promovem a ativacao de varias citocinas pré-inflamatdrias (como por
exemplo, a IL-1p e a IL-18, a partir de seus precursores inativos, pro-IL-1p e pro-IL-
18, desencadeando o processo inflamatorio (Harijith, Ebenezer et al. 2014). Além do
processamento e maturacdo de citocinas, a ativacado de caspase-1 e caspase-11
como resultado da ativacdo dos inflamassomas mostrou ser importante para um tipo
de morte celular induzida por infec¢do, denominado piroptose (Shi, Zhao et al. 2015,
Rathinam and Fitzgerald 2016).

A infecgéo pelo HIV, foi capaz de induzir uma resposta NALP3-inflamassoma
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em células dendriticas de individuos saudaveis, indicando que este tipo de
inflamassoma poderia desempenhar um papel nos primeiros passos da infeccao
pelo HIV. Entretanto, o HIV-1 n&o conseguiu ativar a produgéo de inflamassomas e
citocinas em células dendriticas de pacientes infectados. Por outro lado as células
dendriticas destes pacientes mostraram um aumento da expressdo basal de
NLRP3/NALP3, sugerindo um perfil inflamatorio cronico das células imunes nestes
pacientes (Pontillo, Silva et al. 2012). Estudos subsequentes demonstraram que o
virus é capaz de ativar inflamassomas NLRP3 em monécitos e em células
dendriticas usadas como imunoterapia (PONTILLO, 2016), resultando na producao

de IL-1R e IL-18, resposta imune inata e inflamacé&o no local da infeccéo.

4.2 RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA

Logo nas primeiras semanas apos a infeccdo, se inicia uma intensa
replicacéo viral, o que leva a morte das células TCD4+ e ativacdo de células TCD8+
citotoxicas e (Levy 1993, Saeidi, Buggert et al. 2015) apos 4 a 8 semanas € possivel
detectar a presenca de anticorpos anti-HIV (Levy 1993). Os anticorpos sé&o
direcionados contra as moléculas virais livres, alguns anticorpos podem também
destruir células infectadas. Assim como a resposta de LT-CD8+, um tipo de
anticorpo, 0s anticorpos neutralizantes, limitam a replicacdo do HIV durante a fase
assintomatica (latente), mas ndo sao totalmente eficientes, o que impede a

eliminacao total do virus.

4.2.1 Papel daresposta imune celular

As citocinas sdo modificadoras da resposta bioldgica sintetizadas por células
da imunidade inata e adaptativa que sdo importantes na comunicacao intercelular e
na regulacdo de reacdes imunologicas (Lacy and Stow 2011, Tisoncik, Korth et al.
2012). As funcdes efetoras das células LT-CD4+ dependem da imunidade das
citocinas. Células LT-CD4+ néo-ativas diferenciam-se com células efetoras apés o
reconhecimento de peptideos antigénicos ligados a moléculas de MHC Classe I
expressas em células apresentadoras de antigenos (Zhu and Paul 2010).
Dependendo do ambiente da citocina, as células LT-CD4+diferenciam-se em Thl,

Th2, Th9, Th17, Th22, bem como em populaces de células reguladoras (Treg) e
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foliculares (Tfh) que possuem func¢des bioldgicas diferentes (Reuter, Pombo et al.
2012).

O papel das citocinas na patogénese da doenca pelo HIV, particularmente
no contexto dos perfis de citocinas Th, ainda n&o foi totalmente elucidado. Na
infeccdo aguda pelo HIV, o aumento da replicacdo viral induz a sintese de varias
citocinas (Katsikis, Mueller et al. 2011). As concentracdes de IFN-a e IL-15
aumentam nos 5 dias ap6s o0 inicio da viremia plasmatica mensuravel.
Subsequentemente, concentracbes aumentadas de TNF-a, IL-6, IL-8, IL-18 e IFN-y
também sdo detectadas (Roberts, Passmore et al. 2010).

As citocinas sintetizadas na infeccdo precoce pelo HIV-1 podem ter um
efeito complexo no hospedeiro. Elas podem acelerar a resposta imune contra o virus
(Goonetilleke, Liu et al. 2009), mas simultaneamente, amplificar a populacdo de
células-alvo para a infeccédo pelo HIV, ativando as células LT-CD4+. Na infeccéo
cronica, concentracdes elevadas da citocina pro-inflamatéria TNF-a e seu receptor
TNF-RIl, sdo marcadores de inflamacédo de longo prazo em pessoas infectadas
(Keating, Golub et al. 2011).

Os primeiros estudos relacionados a resposta imune contra a infeccao pelo
HIV apontaram para um desbalanco na reposta Th1l/Th2 com um aumento da
resposta Th2 como responsavel ou relacionado com a progressao a AIDS (Clerici
and Shearer 1993). Diminui¢cdo nos niveis IFN- y e IL-2 e um aumento nos niveis de
IL-10 e IL-4 nos individuos que desenvolveram AIDS deram sustentacdo a esta
hipétese (Clerici, Stocks et al. 1989, Clerici, Stocks et al. 1989). Este modelo foi
amplamente aceito, como a principal alteracdo induzida pelo HIV (Klein, Dobmeyer
et al. 1997, Becker 2004). Por outro lado a IL-2 secretada por LT-CD8+ estaria
relacionada com uma maior protecdo contra a infeccdo pelo HIV (Akinsiku, Bansal et
al. 2011). A administracdo de IL-2 no tratamento da infeccédo pelo HIV aumentou a
producédo de LT-CD4+ virgens e de memoéria e estimulou LT-CD8+, entretanto, a
administracdo da IL-2 levou a um aumento da replicacdo viral em pacientes sem
tratamento anti-retroviral (Kovacs, Baseler et al. 1995, Kovacs, Vogel et al. 1996).
Por outro lado o tratamento com IL-2 durante os ensaios de fase Ill ndo mostrou
nenhum tipo de beneficio clinico mesmo com maior nivel de células LT-CD4+
(Group, Committee et al. 2009). A explicacdo para estes dados contraditorios ainda

€ desconhecida, mas células induzidas pelo uso de IL-2 no tratamento, mostraram
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uma expressao aumentada de proteinas CD25 e FoxP3, que exercem funcao de
células Treg (Sereti, Imamichi et al. 2005).

Conforme outras populacdes de células LT-CD4+ foram descritas e outras
funcbes foram atribuidas a certas citocinas e novas correlacdes estabelecidas entre
0 sistema imune e a patogénese da infeccao pelo HIV (Clerici 2010). Dentro desse
contexto os linfocitos auxiliares Th1l7, presentes em mucosas, desempenham um
papel importante na protecao contra infeccbes (Chen and O'Shea 2008) (SMITH, p.
87-101, 2012). As citocinas IL-22, IL-26 e da familia de IL-17 sdo produzidas por
células Th17 (Chung, Yang et al. 2006, Korn, Bettelli et al. 2009). A IL-17 é uma
interleucina pré inflamatoria, favorece a infiltragdo celular e o aumento de células
infectadas. A IL-17 também aumenta os mecanismos de morte celular programada
(apoptose) nas células infectadas (Park, Li et al. 2005, Korn, Bettelli et al. 2009) e
participaria na intermediacdo da resposta imune inata e adaptativa. No intestino, a
deplecéo preferencial de células Th17 durante a infeccao inicial leva a uma perda de
integridade da mucosa, aumento da translocacdo microbiana, ativacdo imunologica
e progressao da doenca (Cecchinato, Trindade et al. 2008) (Pallikkuth, Micci et al.
2013). Além disso, as respostas Thl7 apresentam efeitos antivirais que podem
contribuir diretamente para a reducdo do virus residual no intestino (Maddur,
Miossec et al. 2012).

Por outro lado, na fase crbnica, € possivel observar niveis mais elevados de
IL-10 em relacédo aos individuos nao infectados e aos HIV+ controladores de elite
(Angin, Kwon et al. 2012), mostrando uma reducdo da capacidade do sistema
imune, da maioria de pacientes HIV+, de eliminar o virus. A auséncia de Tregs na
mucosa intestinal pode ser responsavel pela diminuicdo de IL-10 na mucosa
intestinal, levando a uma desestabilizacdo da resposta imune nessa regido, o que
favoreceria uma ativacdo do sistema imune e a destruicdo da barreira intestinal.

As citocinas exercem fun¢des importantes na patogénese da infec¢do pelo
HIV-1, modulando a resposta imune ou a replicacao viral por meio da regulacéo de
fatores de transcricdo. Embora a fase inicial da infeccéo esteja relacionada com uma
maior producédo de citocinas pro-inflamatérias, ainda ndo se conhece a correlacéao

entre 0s niveis plasmaticos das mesmas e a patogénese do HIV.
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5 MECANISMOS PATOGENICOS DA AIDS

Logo apds a descoberta da AIDS em 1981, ficou evidente que o niumero de
LT-CD4+ decrescia a medida que a infeccao progredia (Levy, 1993). Entretanto,
apesar dos enormes esforcos realizados pela comunidade cientifica, os motivos para
tal deplecdo e o papel do HIV neste mecanismo, continuam sendo objeto das mais
diversas especulacdes e hipoteses. O mecanismo patogénico direto, onde a perda
dos LT-CD4+ ocorreria devido a lise celular ocasionada pela infeccdo encontra-se
praticamente descartada desde que a quantidade de linfocitos infectados na periferia
n&o superaria 0 10 %. E importante destacar que LT-CD4+ especificos para o HIV-1,
sdo preferencialmente infectados (Douek, Brenchley et al. 2002). Uma maior
frequéncia de DNA proviral integrado em LT-CD4+ de memodria especificos para
epitopos do virus, que o presente em linfocitos de memoria com outras
especificidades, proporcionou uma possivel explicacéo para a perda seletiva de LT-
CD4+ especificos para epitopos virias, 0 que poderia explicar, ao menos em parte a
incapacidade do sistema imune de controlar a infeccdo (Douek, Brenchley et al.
2002).

Dentre as hipéteses mais aceitas relacionadas a perda de LT-CD4+
encontram-se, aquelas que envolvem mecanismos relacionados a homeostases de
células T, tais como uma persistente ativacdo policlonal inespecifica e apoptose de
linfocitos LT-CD4+ (Badley, Pilon et al. 2000, Douek, Brenchley et al. 2002,
Hazenberg, Otto et al. 2003, Paiardini and Muller-Trutwin 2013). A ativacao
policlonal inespecifica observada durante a infeccdo pelo HIV seria induzida
principalmente pela transposi¢cdo para corrente sanguinea, de antigenos presentes
no trato intestinal, fato este devido a precoce destruicdo — morte da populacédo de
linfocitos Thl7 localizados na parede intestinal como consequéncia de um efeito
direto da infeccdo viral (O'Connor, Munson et al. 2019). Este estado de ativacéo
persistente redundaria em uma total exaustao do sistema imunitario. De fato na fase
em que o individuo progride para a AIDS as células LT-CD8+ apresentam altos
niveis de expressao de marcadores de ativacdo como CD38, HLA-DR e de exaustao
imune PD-1, o que mostra claramente a participacdo desequilibrios funcionais neste
subgrupo celular na evolucao da infeccdo (Day, Kaufmann et al. 2006). Linfécitos T
ativados expressam PD-1, enquanto as células apresentadoras de antigenos (do

inglés antigen presenting cell - APCs) expressam os ligantes (PDL-1 e 2) (Ishida,
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Agata et al. 1992). Entretanto, a interacdo de PD-1 com seus ligantes também
induzem a ativagcdo de uma via imunossupressora, amenizando a proliferacdo de
células LT-CD8+ e LT-CD4+ e a producdo de citocinas como, IL-2 e IFN- y (Brown,
Dorfman et al. 2003). Niveis PD-1 sdo mais altos em mondcitos infectados (SAID, et
al., 2010) os que teriam a capacidade de aumentar a expressédo de IL-10, o que
inibiria a resposta proliferativa dos linfocitos LT-CD4+ (Said, Dupuy et al. 2010). A
inibicdo ‘in vitro’ da expressao de PD-1 gerou um aumento da producéo de IFN-y, IL-
13, IL-2 e IL-21 por linfocitos LT-CD4+especificos para o HIV e também um aumento
de IFN-y por linfocitos T-CD8+ (Trautmann, Janbazian et al. 2006).

5.1 PAPEL DAS CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

A ativacdo imunoldgica é caracterizada pela expressdo da ativacdo de
moléculas nas células imunes e pela secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias
(Taborda, Hernandez et al. 2015), fenbmeno que foi correlacionado com a
progressdo mais rapida da doenca (Hazenberg, Otto et al. 2003) (Breen, 2002,
Norris, Pappalardo et al. 2006) (Sanders, Cruse et al. 2008). Tornou-se evidente que
os niveis de citocinas diferem segundo os estagios da infeccéo (Clerici, 2010, de
Medeiros, Valverde-Villegas et al. 2016) e o aumento nos niveis de algumas
citocinas, podem ser preditivos para a progressao da doenca (Roberts, Passmore et
al. 2010) (Liovat, Rey-Cuille et al. 2012). O contato entre as proteinas virais com
PRRs (Receptor de Reconhecimento Padrdo) pode ser o ponto inicial e decisivo na
intensidade e qualidade da resposta imune antiviral. Essas ligacdes levam a sintese
e a liberacdo de uma gama de mediadores imunes, incluindo quimiocinas e citocinas
e também a modulacdo de uma grande diversidade de proteinas da superficie
celular. De fato apods algumas horas pos infeccdo, uma “enxurrada” de citocinas
pode ser observada no plasma de individuos infectados. Vias especificas séo
bloqueadas ou ativadas e a perda de equilibrio nas cascatas de sinalizacdo, o que
certamente pode ter um impacto no progndstico da progresséo da infeccao.

A IL-6, TNF-a e IFN-y sdo secretados para ativar a resposta imune
contra o virus e eliminar a infeccdo primaria. Entretanto, estas citocinas pro-
inflamatorias também estdo envolvidas no estabelecimento da ativacdo imune
cronica (Kuller, Tracy et al. 2008, McManus, O'Connor et al. 2012, Roff, Noon-Song

et al. 2014). A IL-6 é uma citocina pro-inflamatoria e pleiotrépica, responsavel por
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produzir efeitos multiplos em mais um tipo celular e de grande importancia na
ativacdo do sistema imune. No caso da infec¢cdo pelo HIV, sdo observados altos
niveis de IL-6, o que pode estar ligado a um risco elevado de morte devido a varias
complicacdes cardiovasculares e hepaticas, desenvolvimento do sarcoma de
Kaposi, um tumor maligno do endotélio vascular, e lesdes em diferentes 6rgéos pela
inducdo de um ambiente inflamatoério (Foster, Lehrnbecher et al. 2000, Boulware,
Hullsiek et al. 2011, Rose-John 2012).

Por outro, lado a citocina inflamatéria TNF-a participa no controle das
infeccdes virais, induzindo a apoptose de células infectadas por meio da ativacéo de
diversas vias como ativacdo da proteina adaptadora (FADD e TRADD) e também
uma caspase iniciadora (pro-caspase 8) (Bazzoni and Beutler 1996). Altos niveis de
TNF-a induzem apoptose pelas vias FAS e TRAIL (Ahr, Robert-Hebmann et al.
2004, Huang, Erdmann et al. 2006), e inflamacédo exacerbada gerando fibrose do
tecido linfoide, e consequentemente uma alteracdo no equilibrio da homeostase dos
linfocitos T na infeccdo pelo HIV (Schacker, Nguyen et al. 2002, Schacker, Reilly et
al. 2005). De fato, altos niveis de TNF-a sao encontrados nos tecidos e plasma de
individuos HIV+ e podem estar relacionados com a piora dos sintomas em individuos
com AIDS possivelmente por aumento e apoptose e ativacado de citocinas pro-
inflamatorias (Lahdevirta, Maury et al. 1988, Lane, Markovitz et al. 1999). Niveis
elevados desta citocina também foram relacionados com uma maior reducao de
linfocitos LT-CD4+, devido em parte a morte gerada pela infec¢éo viral e também por
um aumento da producédo de citocinas inflamatorias responsaveis por gerar a morte
de células LT-CD4+ndo infectadas (Huang, Erdmann et al. 2006). Altos niveis de
TNF-a e IL-6, foram correlacionados com um risco maior de mortalidade (Kalayjian,
Machekano et al. 2010, Nixon and Landay 2010, Boulware, Hullsiek et al. 2011).

O IFN- y é uma citocina essencial no controle da resposta imune contra
patdgenos intracelulares, mediante a ativacdo dos linfécitos T. Por outro lado, é
capaz de provocar apoptose nas células infectadas, usando vias de sinalizacao
mediadas por Fas e gerando um aumento da sensibilidade ao TNF- a (Xu, Fu et al.
1998). Entretanto, o IFN- y ndo tem atuacao antiviral direta ‘in vitro” e tem um uso
terapéutico limitado em individuos infectados (Dalod, Dupuis et al. 1999, Cao,
McNevin et al. 2003). Mas o IFN-y parece ser fundamental na ativacdo da resposta

citotoxica e das células NK. Individuos LTNPs, os linfocitos T-CD8+ apresentam um
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aumento da secrecédo de IFN-y apds a estimulagdo por peptideos virais (Rinaldo,
Huang et al. 1995, Harrer, Harrer et al. 1996).

Os niveis circulantes da citocina IL-8, uma outra citocina pro-inflamatoria,
também estdo aumentados em individuos infectados pelo HIV (Ronsholt, Ullum et al.
2013). Esta citocina aumenta a expressdo endotelial de moléculas de adesédo e a
transmigracdo de leucdcitos, 0os que tém sido propostos como fatores de risco de
comorbidades na infeccéo pelo HIV (de Gaetano Donati, Rabagliati et al. 2004). A IL-
8 tem demonstrado ativar neutrofilos, causando desgranulacdo, mobilizacdo e
aumento da expressdo de CD11 / CD18 (Mukaida, Shiroo et al. 1989). A IL-8
também é quimiotéatica para linfécitos T, e alguns relatos sugerem que a IL-8 pode
desempenhar um papel no recrutamento de linfécitos LT-CD4+ para linfonodos,
locais onde o virus se replica, fornecendo novas células alvo para infeccéo por virus
(Cheynier, Henrichwark et al. 1994). Curiosamente, os linfocitos T sdo 10 vezes mais
sensiveis a IL-8 do que os neutrofilos na quimiotaxia (Larsen, Anderson et al. 1989).

Em resumo, estas citocinas pro-inflamatorias participam na ativacdo da
resposta imune antiviral na fase inicial. Entretanto, estas citocinas também estéao
envolvidas na instauracdo e manutencdo de uma resposta imune cronica (ROoff,
Noon-Song et al. 2014), favorecendo a replicacdo viral. Por outro lado, algumas
destas citocinas pro-inflamatdrias também estimulam a replicacdo viral mediante a
ativacdo do NF-kB (Shah, Verma et al. 2011, Ben Haij, Leghmari et al. 2013,
Gangwani and Kumar 2015). Como consequéncia da estimulacdo sistémica do
sistema imunoldgico e ativacdo prolongada, por causa da ineficiéncia na eliminacéo
do antigeno, os linfécitos T perdem gradativamente suas diversas fungcdes e também
a capacidade de proliferar, o que é definido como a exaustao de linfocitos T. Embora
todos os fatores envolvidos na ativagcdo do sistema imune ainda ndo estejam
completamente definidos, € claro que alguns processos contribuem para tal
ativacao: a translocacao de particulas microbianas para a corrente sanguinea apos o
dano causado no tecido intestinal e a constante producdo de citocinas proé-

inflamatorias por células da primeira linha de defesa do sistema imune.
5.2 PAPEL DOS MECANISMOS DE APOPTOSE E PIROPTOSE

Outro mecanismo relacionado a deplecdo de LT-CD4+durante a infeccéo

pelo HIV-1, é a apoptose ou morte programada (Ameisen and Capron 1991,



28

Westendorp, Frank et al. 1995). Véarios estudos indicaram um papel para a interacédo
FAS / FASL na apoptose de LT-CD4 + durante a infec¢éo pelo HIV-1 (Ji, Chen et al.
2007, lkomey, Okomo-Assoumou et al. 2012). A proteina viral Nef induz a expressao
de FasL na célula infectada (Xu, Screaton et al. 2001). Além disso, Monroe et al.
descreveram que o DNA receptor IFI16 reconhece o genoma do HIV em LT-CD4+,
induzindo piroptose e contribuindo para a deplecédo de linfocitos (Monroe, Yang et al.
2014) apontando para o papel de inflamassoma na defesa de primeira linha contra o
HIV-1. No entanto, atualmente existem poucos dados sobre o papel do complexo na
infeccdo cronica e consequente esgotamento do sistema imunoldgico de pacientes
HIV+. Na primeira interacdo hospedeiro / virus, a ativacao do inflamassoma parece
ser importante para combater infecgédo, entretanto, uma vez estabelecida a infeccao,
a ativacao do inflamassoma, e a producéo das citocinas pro-inflamatoérios IL-113 e IL-
18, eventualmente, contribuiria para a ativacéo das células imunes e a deplecéo por

piroptose, 0 que pode ser desvantajosa e nao benéfica.

6 POLIMORFISMOS GENETICOS / INFECCAO PELO HIV / PROGRESSAO A
AIDS

O polimorfismo genético pode ser definido como a presenca de pelo menos
dois alelos em um determinado gene, em que o alelo menos raro tenha uma
frequéncia maior do que 1%. Durante a década 1950, com a descricdo da
eletroforese em gel de amido, para separacdo de proteinas pela sua carga e
tamanho molecular, possibilitou detectar diferentes formas de uma mesma proteina
(Smithies 1955). A partir da década de 1980, com o desenvolvimento de técnicas
moleculares mais sofisticadas, capazes de estudar diretamente a molécula do DNA,
a diversidade genética humana comecou a ser mais amplamente conhecida, através
do estudo de polimorfismos genéticos (Cavalli-Sforza, 1997). Dentre os principais
polimorfismos de DNA destacam-se os VNTRs/STRs (Variable Number of Tandem
Repeats) e os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Os VNTRs séo gerados por
um arranjo em tandem de mdltiplas copias de sequéncias de DNA. Os VNTRs cujas
sequencias repetitivas apresentam de 11-60 pb também sdo conhecidos como
minissatélites (Nakamura, Leppert et al. 1987) e aqueles em gque este numero varia

de 2-6 pb, STRs (Short Tandem Repeats) ou microssatélites (Edwards, Civitello et
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al. 1991).

J4 os SNPs sdo alteracbes de apenas um par de bases, chamado de
mutacdo pontual. Com o projeto genoma humano mais de quatro milhdes de SNPs
foram identificados. Estas alteracdes podem levar a troca de aminoacido na proteina
codificada pelo gene ou na maior ou menor taxa de expressao da proteina normal, o
gue pode causar alteracdes nos mais diversos mecanismos celulares. Os SNPs
podem formar polimorfismos denominados RSPs (Restriction Site Polymorphisms),
caracterizados entdo, pelos alelos que possuem ou ndo um determinado sitio de
restricdo, e, portanto, apresentardo um polimorfismo de sitio de restricdo (Strachan,
2002).

Dos 1.5 milhdes de SNPs presentes ao longo do genoma, aproximadamente
80% demonstram a frequéncia do alelo recessivo maior que 0,05 em pelo menos
uma populacdo étnica. Desses SNPs, apenas 10% ocorrem exclusivamente em
apenas um grupamento étnico (Asia, Africa e Europa). Apesar da maioria da
variabilidade ser compartilhada nas diferentes populacdes, as frequéncias alélicas
podem ser extremamente diferentes entre uma populacédo e outra. Essa diferenca é
muito importante para os estudos de associacOes genéticas (Genomes Project,
Abecasis et al. 2010).

Devido a essa ampla distribuicio ao longo do genoma e a grande
variabilidade em diferentes populacdes, esses marcadores sao extremamente
utilizados nos estudos de associacdo genética (Okazaki and Wang 2005). A
verificacdo das frequéncias de determinados polimorfismos genéticos em individuos
sadios € essencial para a comparacao com aquelas encontradas em individuos com

varias patologias complexas, como a AIDS.

6.1 POLIMORFISMOS DAS CITOCINAS E O DESENVOLVIMENTO DA AIDS

A primeira comprovacao da importancia da variacao genética do hospedeiro
na patogénese da infec¢éo pelo HIV, foi obtida quando uma delecédo no co-receptor
CCR5, a CCR5A32, mostrou estar relacionada com a resisténcia a infeccdo. A
delecdo de 32 pares de bases na regido do gene CCR5 é responsavel pela sintese
de uma proteina mais curta que nao sera expressa na superficie celular (Benkirane,
Jin et al. 1997). A descoberta deste mecanismo impulsionou a pesquisa na

caracterizacdo de variagcdes genéticas que possam contribuir para a suscetibilidade
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ou resisténcia a infeccdo e a progressao para a AIDS (Lama and Planelles 2007, An
and Winkler 2010). Uma das primeiras moléculas estudadas neste sentido foi do
complexo principal de histocompatibilidade de classe | (HLA-I) Em decorréncia da
grande relevancia desta molécula no reconhecimento de antigenos e
consequentemente no tipo de resposta imune e controle da infecgao (Carrington,
Nelson et al. 1999, Tang, Costello et al. 1999). Dessa forma foi possivel observar
gue alguns subtipos, como HLAB*5801, HLAB*57 ou HLAB*27, estariam
relacionados com a progresséo lenta a AIDS, em contrapartida o alelo HLAB+35
com a progressédo rapida (Kaslow, Duquesnoy et al. 1990, Goulder, Bunce et al.
1996, Carrington and O'Brien 2003). Por outro lado, variantes em genes e ou
promotores de citocinas também foram apresentados como marcadores de
vulnerabilidade da infeccéo e a sua progressao para AIDS (van Manen, Delaneau et
al. 2011, Tsiara, Nikolopoulos et al. 2018).

Tabela 1. Presenca de polimorfismos em genes e suas possiveis influéncias na progressao
para AIDS.

CITOCINA LOCALIZACAO/EFEITO ASSOCIACAO REFS
IFN-y +874T/A (primeiro intron)  Severidade dos (Harrer, Harrer et al.
/ 1IFN-y sintomas 1996)
IL-8 -251 A/T (promotor)/ 1IL8 Severidade dos (Cheynier, Henrichwark et
sintomas al. 1994)
FAS -670 A/G(promotor) / Progressao lenta (Hermes, Santana et al.
|FAZ 2015)
FASL -124 AIG (promoter) / | Progressao lenta (Hermes, Santana et al.
FASL 2015)
IL-6 -174 G/C (promotor) / Severidade de (Foster, Lehrnbecher et al.
LIL6 sintomas 2000)
IL-4 -589T (promotor) /|IL4 Progressao lenta (Mahajan, Agosto-Mojica
et al. 2010)
TNFa -308A (promotor) / 1TNFa Progressédo (Singh, Sharma et al.
acelerada 2014)
NRLP3 3'UTR/ 1NRLP3 Progressao lenta (Pontillo, Silva et al. 2012)

Os SNPs em genes de citocinas pré-inflamatérias e antiinflamatérias e em
suas sequéncias regulatérias foram propostos como marcadores de susceptibilidade

e progressao da infeccdo. Dessa forma SNPs relacionados as citocinas IL-2, IL-10,
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TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-8 tém mostrado impacto na regulagcéo da resposta imune em
doencas infecciosas e inflamatérias, como o HIV (Freitas, Lima et al. , van der Kuyl,
Polstra et al. 2004, Sobti, Berhane et al. 2010). Quanto a TNF-a, observou-se
associacao do polimorfismo — 308G/A com diferentes impactos na infecgao pelo
virus (Singh, Sharma et al. 2014). O polimorfismo — 308A, foi reportado como
associado a um aumento da producdo de TNF-a e elevados niveis de morte de
linfécitos T infectados pelo HIV e uma acelerada progressdo da doenca (Singh,
Sharma et al. 2014). Entretanto, observou-se que o polimorfismo -208A esta
associado & uma elevada expressao de TNF-a, mas a um controle da carga viral em
um grupo pacientes controladores de elite, residentes na Espanha (Veloso, Olona et
al. 2010).

O polimorfismo IL-6-174 G / C no promotor desta citocina parece ser
biologicamente e clinicamente importante. Em comparacdo com o alelo G, o alelo C
tem sido associado tanto a diminuicdo da transcricdo quanto a menores niveis
plasmaticos de IL-6 (Sobti, Berhane et al. 2010). Clinicamente, observou-se que a
frequéncia de homozigotos para o alelo C do polimorfismo IL-6 -174 foi associada a
um menor risco de desenvolver o sarcoma de Kaposi em homens HIV+ (Foster,
Lehrnbecher et al. 2000).

Estudos in vitro mostraram que o alelo IL-8 (-251) estaria associado com um
aumento na producado de IL-8 e a danos teciduais em sangue total estimulado por
lipopolissacarideos o que faz com que pacientes com este polimorfismo progridam
para a AIDS (Hull, Thomson et al. 2000).

Dentre os polimorfismos do IFN-y encontram-se + 874T / A e 0 179G/T na
regido promotora. Entre estes, IFN-y +874, um polimorfismo bi-alélico, que resulta na
alteracao de T para A no primeiro intron do gene IFN-y (causando alta producéo de
IFN-y), tem sido implicado em varios processos inflamatérios auto-imunes e na
progressdo para a AIDS (Pravica, Perrey et al. 2000, Yu, Zhu et al. 2006, Huang,
Yang et al. 2007).

Por outro lado SNPs relacionados a interacdo FAS / FASL, tém mostrado
modular a apoptose de linfécitos T CD4 + durante o HIV-1 e outras infeccdes
retrovirais (lkomey, Okomo-Assoumou et al. 2012). Apesar do papel fundamental do
mecanismo de apoptose na patogénese do HIV / AIDS, existem poucos e
controversos estudos sobre o real impacto desses polimorfismos e a progressao da

doenca (Cascino, Ballerini et al. 1998, Vasilescu, Heath et al. 2004, Nasi, Pinti et al.
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2005, Hermes, Santana et al. 2015). Enquanto Vasilescu (Vasilescu, Heath et al.
2004) e Nasi (Nasi, Pinti et al. 2005) ndo encontraram associacdo entre 0s
polimorfismos FAS -670 e FASL -124 e deplecao de linfécitos T CD4 +, Hermes
(Hermes, Santana et al. 2015) demonstraram niveis mais elevados de linfocitos T
CD4 + entre pacientes homozigotos ou heterozigotos para o alelo G do polimorfismo
FAS-670 em relacao aos portadores do gendtipo AA, embora a diferenca observada
ndo alcancou significancia estatistica.

Finalmente, também foram descritos polimorfismos relacionados ao sistema
do inflamossomo. O SNP NLRP3 rs10754558 3'UTR mostrou ter um efeito protetor

do ganho de fung¢ao na suscetibilidade ao HIV-1 (Pontillo, Silva et al. 2012).

7 JUSTIFICATIVA / RELEVANCIA DA PESQUISA

Apesar da Terapia Antirretroviral Altamente Ativa (HAART) ter conseguido
reduzir significativamente a carga viral, aumentado a sobrevida dos pacientes,
diminuido o numero de casos de AIDS (Mayer and Venkatesh 2010), o
estabelecimento de reservatérios virais latentes, o surgimento de variantes
resistentes ao coquetel antirretroviral e os efeitos téxicos causados pelo tratamento,
o alto custo das drogas disponiveis no mercado tornaram a cura desta doenca uns
dos maiores desafios da saude publica (Chun, Engel et al. 1998, Pierson, McArthur
et al. 2000, Cohen 2001).

Dentro desse contexto, a identificacdo de marcadores moleculares
relacionados a suscetibilidade a infeccao, assim como a progressao a AIDS é de
extrema importancia, tanto para o entendimento do papel dessas moléculas na
infeccdo, como para a utilizagdo no progndstico de suscetibilidade a infeccao e
progressdo a AIDS. Entretanto, dentre as principais limitacdes deste tipo de estudos
encontram-se as diferencas na composicdo genética de cada populacdo estudada
(Fellay 2009) e no desenho amostral, transversal vs longitudinal. Por outro lado é
importante levar em consideracdo que alguns marcadores podem agir
sinergisticamente entre si no estabelecimento de um dado fenétipo frente a infeccéo.
Desta maneira, a atuacdo simultanea de varios fatores como a variabilidade
fenotipica, heterogeneidade de locus e de alelos e as préprias interacdes gene-gene

e gene-ambiente (Thornton-Wells, Moore et al. 2004) podem levar a um determinado
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desfecho. Dessa forma é essencial que os estudos genéticos sejam ampliados para
assim detectar estes efeitos.

Dentro este contexto e levando em consideracdo a participacdo dos
mecanismos inflamatdrios e de apoptose/ piroptose na patogénese da infeccao pelo
HIV, nos questionamos se variacdes genéticas em citocinas pro-inflamatorias, assim
como em moléculas envolvidas no processo de apoptose e no sistema do
inflamassomo poderiam afetar o curso clinico da infeccdo pelo HIV-1. Para isto
analisamos a frequéncia de diferentes SNPs em coortes de individuos HIV positivos

com diferente “background” genético e em diversos estagios clinicos da infeccao.

8 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo principal contribuir para busca de
associacOes e da relevancia fisiologica de algumas variacdes genéticas (SNPSs)
presentes em fatores relacionados a ativacdo do sistema do inflamassoma,
apoptose e expressao de citocinas inflamatorias na progressao da infeccédo pelo
HIV-1.

8.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Explorar a possivel associacdo dos SNPs IL-8 rs4070, IL6 rs1800795, INFy
rs2430561, TNFa rs1800629, FasL rs5030772, Fas rs1800682 e NLRP3 NLRP3
rs10754558 com diferentes status clinicos, niveis de progressdo e marcadores

imunoldgicos e viroldégicos em pacientes HIV positivos ndo submetidos a HAART;

o Comparar as frequéncias genotipicas (com e sem dominancia) do SNP FAS —
670 A/G rs1800682 em pacientes infectados pelo HIV-1 e submetidos a tratamento

antirretroviral.

9 MATERIAIS E METODOS

9.1 DEFINICAO E OBTENCAO DO GRUPO AMOSTRAL

Coorte 1: Na andlise da frequéncia das variagcbes genéticas e alélicas
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relacionadas aos SNPs IL-8 rs4070, IL-6 rs1800795, INF-y rs2430561, TNFa
rs1800629, FasL rs5030772 e Fas rs1800682, foi utilizada uma amostra de 84
pacientes HIV positivos com diferentes desfechos clinicos - niveis de progressao,
provenientes de uma coorte multicéntrica de trés paises, Brasil, Canada e Estados
Unidos. Vinte e nove (29) individuos (6 controladores de elite, 10 progressores
lentos e 13 progressores) de uma coorte canadense, gentilmente cedidos pelos
médicos Nicole Bernard e Cecile Tremplay, do Instituto de Pesquisa do Centro de
Saude da Universidade McGill e do Centre de Recherche. Du Centre Hospitalier de
I'Universite” de Montre“al. Sete (7) individuos (1 progressor lento e 6 Progressores)
da coorte Osher Center blood bank for Integrative Medicine/University of California
de San Francisco (UCSF) - UCSF Positive Health Program, San Francisco,
California, EUA, cedida pelo Dr. Frederick Hecht of University of California, San
Francisco - UCSF, USA. Ja os pacientes HIV+ do Brasil incluiram quatro coortes
diferentes, Onze (11) pacientes (7 progressores lentos e 4 progressores) de uma da
rede publica de saude do Distrito Federal, Brasilia; 29 (6 controladores de elite, 11
Progressores lentos e 12 Progressores) de Amb. ADEE3002 do HC-FMUSP -
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e 8 pacientes progressores
da Unidade de Referéncia Especializada em Doencas infecciosas e Parasitarias
Especiais — UREDIPE/PA, Belém, Para.

Na analise das variacdes genéticas e alélicas relacionadas ao SNP NLRP3
(NLRP3 rs10754558), foi utilizada uma amostra de 73 pacientes HIV+ provenientes

da coorte multicéntrica anteriormente descrita.
9.1.1 Critérios de classificacéao

A classificacdo dos individuos segundo o estatuas clinico, foi realizada em
controladores de elite (CE) progressores lentos (PL) e progressores rapidos (PR) de
acordo aos seguintes critérios:

o Controladores de elite: individuos com registro de sorologia positiva (HIV-R)
ha mais de 6 anos, LTCD4+ acima de 400 cel/mm? e carga viral < 50 cépias/ ml ndo
submetidos a TAR (virgem de tratamento);

o Progressores lentos: individuos com registro de sorologia positiva (HIV-R) ha
mais de 6 anos, LTCD4+ acima de 400 cel/mm? e carga viral > 50 < 1000 cépias/ml

e nao submetidos a TAR (virgem de tratamento);
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o Progressores rapidos: individuos com registro de sorologia positiva (HIV-R) ha

no minimo 1 ano, LTCD4+ abaixo de 400 cel/mm? e carga viral > 1000 cépias/ml.

9.1.2 Critérios de excluséao

o Individuos que ndo possuiam tempo de acompanhamento suficiente e valores

de LT-CD4+ durante todo o periodo de acompanhamento;

o Pacientes Progressores lentos que possuiam apenas a média dos valores de

LT-CD4+ durante o periodo de acompanhamento;

Tabela 2. Principais caracteristicas clinicas de pacientes HIV+ utilizados na andlise das
variagbes genéticas e alélicas de SNPs presentes em genes relacionados as citocinas

inflamatdrias e apoptose.

Grupos de pacientes

Caracteristicas CE PL P
(n=12) (n=29) (n=43)

Sexo (M/F) 715 21/8 31/12
Idade (anos) média 36,16 (26-54) 43,12 (26-58) 37,03 (23-57)
Etnia (brancos/negros) 9/3 3417 39/4
meédia
Tempo de diagndéstico 11,46 (6,01-26,00) 9,71(6,00-17,38) 9,66 (4-16)
(anos) média
Carga viral (Log RNA 1,94 3,60 4,42
copias/pL) média
LT-CD4+(celulas/pL) 507,66 536,60 394,72

média

CE - Controlador de Elite, PL — Progressor Lento, P - Progressor Rapido.

Tabela 2.1. Principais caracteristicas clinicas dos pacientes HIV+ utilizados na analise
da frequéncia das variagfes genéticas e alélicas de SNP presentes no gene NLRP3.

Grupos de pacientes

Caracteristicas CE PL P
(n=12) (n=27) (n=34)

Sexo (M/F) 715 17/10 26/8
Idade (anos) média 36,16 (26-54) 45,97 (26-77) 42,20 (23-65)
Etnia 9/3 39/0 21/13
(brancos/negros)
meédia
Tempo de 11,46 (6,01-26,00) 9,71 (6,0-21,0) 6,99 (1,0-29,0)
diagndstico (anos)
meédia

Carga viral (Log RNA
copias/pL) média

1,94

3,84

4,58
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LT-CD4+(células/uL) | 507,66 513,46 390,44
média

CE - Controlador de Elite, PL — Progressor Lento, P - Progressor Rapido

Coorte 2: Na analise das frequéncias genotipicas e de dominancia do SNP
FAS — 670 A/G rs1800682196 foi utilizada uma coorte composta por 196 pacientes
HIV+ em regime de terapia antirretroviral (esquema de 3 antirretrovirais, HAART -
terapia antirretroviral altamente ativa), provenientes da regido metropolitana de Sao
Paulo e recrutados no servigco para pacientes com HIV + (SEAPH) do “Hospital das
Clinicas” e Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (BRASIL, SP;
HCFMUSP) (Tabela 3).

Tabela 3. Principais caracteristicas de pacientes HIV+ utilizados na analise da
frequéncia das variacdes genéticas e alélicas relacionadas ao SNP do gene FAS - 670.

Caracteristicas Pacientes HIV+

(n=196)

Sexo (M/F) 119/77

Idade (anos) média 53,55 (19-81)

Etnia (brancos/negros/N&ao determinado) @ 103/84/9

media

Tempo de infecgdo (anos) média 19,41 (2-30)

Carga viral (Log RNA cépias/pL) media 3,14

LT-CD4+(células/uL) Pré-tratamento 314,14

meédia

LT-CD4+(células/uL) Pés-tratamento 672,49

meédia

9.2 Aspectos Eticos

A coleta das amostras dos pacientes foi realizada apds aprovacao pelos
respectivos comités de ética das diferentes instituicdes de origem. Comités de Etica
em Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical (protocolo n® 275.456 / 2013) e do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (protocolo n°® 2061/2005), comité de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP (Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo) e Comité de

Etica do Departamento de Satde do Distrito Federal (protocolo n® 066/07).
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9.3 Determinacgéo das frequéncias genotipicas dos SNPs

A genotipagem dos diferentes SNPs (Tabela 4) foi efetuada por ensaios do
tipo TagMan® com sondas alelo-especificas para cada SNP, como descrito na
tabela 2, usando a plataforma de StepOne v2.33 (Applied Biosystems) e o préprio
software foi utilizado para a discriminacéo alélica. Os ensaios utilizados para cada
polimorfismo incluiram um par de iniciadores e um par de sondas; A marcacao VIC®
e FAM® foi aplicada a cada alelo dos polimorfismos correspondentes. Um total de
5,0 pL de Mistura Principal Universal de PCR TagMan® [2X], 0,5 pL de Ensaio
TagMan® [20X], 3,5 pL de H20 e 1 pL (15 ng/uL) de DNA foram utilizados em cada
reacdo, com um volume de reacao final de 10 pL. Os seguintes parametros foram
utilizados para a amplificacdo e deteccdo dos diferentes alelos: 60°C por 30 s,
seguido por 95°C por 10 min, 40 ciclos a 95°C por 15 se 60°C por 90s.

Tabela 4. Genes, SNPs e localizagdo gendmica.

Polimorfismos / Gene Localizacdo genbmica
IL-8 rs4070 -251 AIT
(promotor)
IL6 rs1800795 -174 G/IC
(promotor)
INFy rs2430561 +874 T/IA
(intron)
TNFa rs1800629 308G/A
(promotor)
FAS rs1800682 -670 A/IG
(promoter)
FasL rs5030772 -124 AIG
(intron)
NLRP3 rs10754558 UTR3 C/G
(intron)

9.4 Andlise Estatistica

As frequéncias genotipicas dos SNPs relacionados as citocinas IL-8 rs4070,
IL6 rs1800795, INFy rs2430561, TNFa rs1800629, FasL rs5030772, Fas rs1800682
e NLRP3 rs10754558 foram calculadas utilizando-se o método de contagem direta
de genes. As analises comparativas das frequéncias dos polimorfismos entre os
grupos estudados foram feitas através do teste Qui-quadrado (x2) nos casos em que
todas as frequéncias absolutas de cada genétipo nos diferentes grupos foram

maiores que 5 e Teste Exato de Fisher nos casos em que alguma frequéncia tenha
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sido menor que 5. Foram realizados testes de Kruskal Wallis (quando houve desvio
significativo da suposicdo da normalidade) e Analise de Variancia ou ANOVA
(quando as distribuicbes ndo se desviaram muito da distribuicdo normal) seguido do
teste de Tuckey para avaliar a relacdo dos genétipos com carga viral e CD4+.
Finalmente, na andlise das frequéncias genotipicas com e sem dominancia do
SNP FAS — 670 A/G rs1800682 foi realizada uma analise de co-varidncia (ANCOVA)
gue é uma extensdo da Analise de Variancia (ANOVA), incluindo uma ou mais
variaveis quantitativas como covariaveis no modelo. Estas varidveis continuas foram
incluidas na analise devido a influéncia que elas possuem sobre o desfecho. A
associacao entre os frequéncias genotipicas foi avaliada com a resposta do paciente
apos o tratamento com antirretroviral levando-se em consideragéo sua condicao pré-

tratamento.

10 RESULTADOS

10.1 Anaélise genotipica e alélica de genes envolvidos em mecanismos
apoptoticos, inflamatorios e resposta imune inata em pacientes com diferentes
niveis de progresséao para AIDS

No estudo dos polimorfismos em genes codificantes para citocinas
inflamatorias, moléculas relacionadas a apoptoses e a ativacdo do sistema do
inflamassoma, foi utilizada uma coorte composta de pacientes HIV+ com diferentes
desfechos clinicos, pertencentes a trés coortes multicéntricas de trés paises
diferentes foram utilizados. Os resultados foram obtidos a partir de uma
padronizacdo dos dados. Na andlise dos polimorfismos dos genes citocinas e
apoptoses, foram analisadas amostras de 12 controladores de elite (CE), 29
progressores lentos (PL) e 43 progressores (P). Ja na analise do polimorfismo do
gene do inflamassoma NLPR3 foram analisados 12 CE, 27 PL e 34 P. Esses grupos
nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas quanto a sexo (p =
0,633/0,447; teste exato de Fisher); etnia (p = 0,345/0,532; Teste exato de Fisher),
idade (p = 0,771/0,888; teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis) ou tempo de
seguimento (p = 0,063/0,072; teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis). Entretanto
foi possivel observar diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
guanto aos niveis de carga viral e CD4+ (p=0,001/0,003 e p= 0,0014/0,001,

respectivamente) Tabelas 5 e 5.1.
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Tabela 5. Principais caracteristicas de pacientes HIV+ utilizados na andlise das variacdes

genéticas e alélicas de SNPs presentes em genes relacionados as citocinas inflamatorias e

apoptose.

Grupos de pacientes

Caracteristicas CE PL P Valor de
(n=12) (n=29) (n=43) p*
Sexo (M/F/) média 7/5 21/8 31/12 0,633
Idade (anos) média 36,16 (26-54) 43,12 (26-58) 37,03 (23-57) 0,771
Etnia (brancos/negros) 9/3 347 39/4 0,345
média
Tempo de diagn6stico | 11,46 (6,01-26,00) 9,71(6,00-17,38) 9,66 (4-16) 0,063
(anos) média
Carga viral (Log RNA 1,94 3,60 4,42 0,001
copias/pL) média
LT-CD4+(células/uL) 507,66 536,60 394,72 0,0014

média

CE - Controlador de Elite, PL — Progressor Lento, P - Progressor Réapido.

*CE+PL vs P

Tabela 5.1. Principais caracteristicas dos pacientes HIV+ utilizados na andlise da
frequéncia das variacdes genéticas e alélicas de SNP presente no gene NLRP3.

Grupos de pacientes

Caracteristicas

Sexo (M/F) média
Idade (anos) média
Etnia
(brancos/negros)
meédia
Tempo de
diagndstico (anos)
meédia
Carga viral (Log RNA
copias/pL) média
LT-CD4+(células/uL)
meédia

CE
(n=12)
7/5
36,16 (26-54)
9/3

PL
(n=27)
17/10
45,97 (26-77)
39/0

11,46 (6,01-26,00) 9,71 (6,0-21,0)

1,94

507,66

3,84

513,46

P
(n=34)
26/8
42,20 (23-65)
21/13

6,99 (1,0-29,0)

4,58

390,44

Valor de
p*
0,447
0,888
0,532

0,072

0,003

0,001

" CE - Controlador de Elite, PL — Progressor Lento, P - Progressor Rapido.

*CE+PLvs P

Devido ao pequeno numero amostral dos pacientes controladores de elite

(CE) e de caracteristicas semelhantes aos progressores lentos (PL), as andlises

foram realizadas agrupando estes grupos.
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A comparacdo das frequéncias genotipicas e alélicas referentes aos genes IL-
6, IL8, TNFa, INF-y, FAS, FASL e NLRP3 entre os diferentes grupos foram
realizadas pelo teste Qui-quadrado para valores iguais ou superiores a 5 e teste
Exato de Fisher para valores inferiores a 5, analisando-se 0s trés grupos
independentemente e agrupando-se os pacientes CE e PL vs P. Os resultados das
frequéncias genotipicas e alélicas para cada SNP entre os diferentes grupos (CE+PL
vs P) encontram-se resumidos nas Tabelas 6 e 6.1. Ndo foi possivel observar
diferencas estatisticamente significativas entre os genétipos analisados e 0s grupos
com diferentes status clinicos. Entretanto, no caso do SNP IL-8 rs4070 foi possivel
observar uma marcada tendéncia a significAncia em relacdo a associacdo do
genotipo AT com o grupo de pacientes progressores lentos (p= 0.054). Foram
realizados testes supondo-se dominancia dos alelos A e T, mas tais testes néo
mostraram relagdo estatisticamente significativa com os diferentes niveis de

progressao, (p= 0,446) e (p= 0,108), respectivamente.

Tabela 6. Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes
IL-6, IL-8, TNFa, IFNy, FAS e FASL em individuos infectados pelo HIV com diferentes status

clinicos.

Gene Genatipo/Alelo PL + CE P (n=43)
polimorfismo (n=41) n (%) p
n (%)
IL-6 -174 G/C GG 2(4,88) 4 (9,30)
CG 15 (36,59) 18 (41,86)
GE 24 (58,53) 21 (48,84) 0,59
G* 19 (23,17) 26 (30,23)
c* 63(76,83) 60 (69,77) 0,38
IL-8 -251 A/T AA 8 (19,52) 12 (27,90)
AT 23 (56,09) 13 (30,24) 0,054
TT 10 (24,39) 18 (41,86)
e 39 (47,56) 37 (43,02)
T* 43 (52,44) 49 (56,98) 0,66
TNFa -308 GG 1 (2,44) 1(2,33)
G/A
AG 7 (17,07) 4 (9,30) 0,61
AA 33(80,49)  38(88,37)
G* 9 (10,97) 6 (6,97)
A* 73 (89,03) 80 (93,03) 0,52
INF-y +874 AA 15 (36,59) 18 (41,86)
AIT 0,88
AT 19 (46,34) 18 (41,86)




TT 7 (17,07) 7 (16,28)
A* 49 (59,76) 54 (62,79) 0,80
T* 33(40,24) 32 (37,21)
FAS -670 A/G AA 10 (24,39) 5 (11,63)
AG 16 (39,04) 25 (58,14) 0,15
GG 15 (36,57) 13 (30,23)
G* 36 (43,90) 35 (40,70)
A* 46 (56,10) 51 (59,30) 0,79
FASL -124 AA 33(80,48)  38(88,37)
AIG 0,09
AG 8 (19,52) 3(6,97)
GG 0 2 (4,66)
A* 74 (90,24) 79 (91,86) 0,92
G* 8 (9,76) 7 (8,14)

CE — Controlador de Elite, PL — Progressor Lento, P - Progressor Répido.
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Tabela 6.1. Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do gene

NLRP3 rs10754558.

Gene Genoétipo/Alelo  PL + CE P (n= 34)
polimorfismo (n=39) n (%) p
n (%)

NLRP3 C/G CcC 21 (53,85) 13 (38,24)
CG 14 (35,90) 17 (50,00) 0,41

GG 4 (10,25) 4 (11,76)
Cc* 56 (71,80) 43 (63,24) 1,00

G* 22 (28,20) 25 (36,76)

CE - Controlador de Elite, PL — Progressor Lento, P - Progressor Rapido.

Entretanto, ao analisar os valores de carga viral em relacdo aos diferentes
SNPs foi possivel observar uma correlacdo estatisticamente significativa entre o
gendtipo AG do SNP FAS-670 rs1800682 com uma maior carga viral pelo teste
ANOVA (p=0,006) e também entre os gendtipos AG/AA versus GG e AG/GG versus
AA do SNP FAS-670 com uma maior carga viral pelo teste de Tuckey (p=0,047) e
(p=0,012), respectivamente (Figura 5).

Embora ndo se conte com o numero suficiente de pacientes CE, as analises
das frequéncias genotipicas e alélicas dos diferentes SNPs considerando os trés

grupos por separado, ndo apresentaram diferencas esteticamente significativas.
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Figura 5. Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos genes IFNy (A), TNFa (B), IL-6(C),
FASL (D), FAS (E) e IL-8 (F) em relacéo a carga viral.

10.2 Analise genotipica e alélica do polimorfismo de FAS - 670 em individuos
HIV + antes e depois do tratamento antirretroviral no desenvolvimento da

AIDS.

Na analise genotipica do polimorfismo de FAS - 670 em uma coorte de
pacientes submetidos a TAR, foi realizado um analise de covariancia (ANCOVA)
considerando-se como variavel dependente a mediana pos-tratamento em relacéo
ao genotipo, ajustando-se pela variavel de pré-tratamento. Foi também realizado um
ajuste a varidvel de péds-tratamento levando-se em conta os valores de pré-
tratamento dos individuos HIV+, para os quais é possivel confirmar que os pacientes
obtiveram uma melhora significativa apdés o uso dos antirretrovirais, 0 que ja era
esperado. Entretanto, ndo foi observada nenhuma relacédo entre os genaétipos e os
parametros como os niveis de LT-CD4+ e o tempo de tratamento para progressao
para a AIDS. Em adicao, foi realizado uma ANCOVA na avaliacdo da variavel
dependente mediana de LT-CD4+ ajustando-se o valor de LT-CD4+ medido antes

do tratamento em relagcdo aos genotipos com e sem dominéncia (Tabela 7).
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Tabela 7. Distribuicdo das frequéncias dos genotipos/alelos do polimorfismo do gene FAS -

670 rs1800682.

Gene Genatipo HIV +
polimorfismo (n=196) p
FAS-670A/G AA 44

AG 94 0.22
GG 58
GG+AG/AA 152 +44  0.13
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DISCUSSAO/CONCLUSAO

A progressdo para a AIDS depende de interagcbes complexas entre o0s
genomas do hospedeiro e do virus (Al-Jabri 2007, Lama and Planelles 2007). Dentro
deste contexto variantes alélicas do genoma humano mostraram contribuir para a
suscetibilidade ou resisténcia a infeccdo pelo HIV-1 e ou progressdao da doenca,
sendo em alguns casos utilizadas para monitorar a replicacdo viral e os niveis de
células T CD4 +, o que salienta a importancia deste tipo de analise na identificacao
de alelos que possam estar relacionados com a infeccdo pelo HIV-1 (Lama and
Planelles 2007, An and Winkler 2010).

Embora os mecanismos envolvidos na homeostase dos LT-CD4+ durante a
infeccdo pelo HIV ndo serem completamente compreendidos, alteracbes de
diferentes mecanismos imunoregulatorios, como ativacdo de células T, apoptose,
proliferacdo e senescéncia tém sido implicadas na patogénese do HIV (Badley, Pilon
et al. 2000, Hazenberg, Otto et al. 2003, Douek, Roederer et al. 2009, Paiardini and
Muller-Trutwin 2013). Por outro lado, citocinas, assim como moléculas envolvidas em
mecanismos apoptoticos, tem mostrado desempenhar um importante papel na
regulacdo da homeostase do sistema imunoldgico e na resposta imune contra a
infeccdo pelo HIV-1 e progressdao a AIDS (Muthumani, Choo et al. 2005, Zhu and
Paul 2010, Lacy and Stow 2011, Hermes, Santana et al. 2015). Da mesma forma,
mecanismos relacionados a reposta imune inata, como a ativacdo do sistema do
inflamossomo também mostraram desempenhar um papel importante no desfecho
da infeccao viral (Lupfer, Malik et al. 2015, He, Hara et al. 2016).

Dentro deste contexto e levando em consideracdo a participacdo dos
mecanismos antes mencionados na patogénese da infeccéo pelo HIV, neste estudo,
foi abordado o possivel papel de SNPs presentes em genes de citocinas pro-
inflamatérias, IL-6 (-174 G/ C), IL-8 (-251 A/ T), TNF-a (-308 G / A), IFN-y (+874 A/
T), do sistema do inflamassoma, NLRP3 (C/G)], assim como genes relacionados
com apoptose (FAS -670 A / G, FASL -124 A/ G), na progressdao a AIDS. A
disponibilidade de amostras de coortes de pacientes infectados com diferentes
desfechos clinicos, principalmente de pacientes controladores de elite e
progressores lentos e de origens étnicas, nos proporcionou uma oportunidade de
avaliar o papel dos diferentes polimorfismos na patogénese da infeccao pelo HIV-1

em um contexto genético mais abrangente. Nas analises realizadas foram
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comparados 0s grupos separadamente e posteriormente os individuos controladores
de elite foram unidos com os progressores lentos em um grupo, ja que para fins
estatisticos o tamanho amostral interfere na significancia e precisdo dos resultados
da analise.

Em contraste com trabalhos anteriores, neste trabalho n&o foi possivel
observar associacdes estatisticamente significantes entre os SNPs das citocinas
inflamatérias IL6, IL8, TNF-a e IFN-y com os diferentes grupos de pacientes CE, PL
ou PR com os niveis de linfécitos T CD4+. Como mencionado anteriormente,
estudos prévios revelaram associacdo entre o alelo "G" e um aumento nos niveis
séricos de IL-6, relacionando este aumento a um desfecho desfavoravel em uma
variedade de doencas inflamatérias (Hulkkonen, Pertovaara et al. 2001, Humphries,
Luong et al. 2001) (Fishman, Faulds et al. 1998). Entretanto, em pacientes HIV+ ja o
alelo “C” foi relacionado a uma diminuicdo da expressao desta citocina inflamatoéria e
considerado como um fator de risco para o desenvolvimento da AIDS (Foster,
Lehrnbecher et al. 2000). Em nosso estudo nédo foi possivel observar nenhuma
associacao significativa deste SNP com a progresséo para a AIDS.

Quanto ao SNP TNFa-308, o alelo "A", quando presente, demonstrou
aumentar significativamente a transcricdo e, consequentemente a concentracao de
TNF-a (Kroeger, Carville et al. 1997). Um estudo realizado em pacientes com
neuropatia periférica diabética ndo mostrou qualquer associacdo com o SNP TNF-a
308 G / A (Kolla, Madhavi et al. 2009). Nosso estudo, ao igual que o realizado por
Kolla e colaboradores (Kolla, Madhavi et al. 2009) indicam que a presenca do SNP
TNFa- 308 G / A isoladamente, ndo teria um impacto na patogénese da infeccéo
pelo HIV, o que sinaliza a necessidade de realizar outros estudos para avaliar a
relevancia fisiolégica deste SNP na progressao a doenca.

A presenca dos alelos +874 'T' e +874 'A' do gene IFN-y foram associados a
alta e baixa producdo de IFN-y, respectivamente (Heinemeyer, Wingender et al.
1998). Em estudo realizado por Vallinoto e colaboradores (Freitas, Lima et al. 2015)
foi sugerido que o gendtipo TT, estaria associado a alta producéo de IFN-y e a niveis
consideravelmente mais altos de linfécitos T CD4 + em comparacdo com 0S outros
dois gendtipos (AA e AT) em pacientes infectados pelo HIV-1. Entretanto, em nosso
estudo nao foi possivel observar uma relacdo do genétipo TT com uma menor

progressao a doenca.
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Ao se avaliar a prevaléncia do gendtipo -251 A/T relacionado ao gene de IL-8
entre os diferentes grupos de pacientes foi observado um p proximo da significancia
do gendtipo AT do SNP IL-8 rs4070 com o grupo de pacientes progressores lentos
(p = 0,054). Entretanto, testes de dominancia genotipica associando os genoétipos
(AT/TT) e (AT/AA), ndo mostraram relagcdo estatisticamente significante com os
diferentes niveis de progressao, (p= 0,446) e (p= 0,108), respectivamente. Em um
estudo prévio foi relatada a associacdo do genétipo TT com uma maior expressao
de IL-8 e consequente progressao para a AIDS (Cheynier, Henrichwark et al. 1994).
Durante a infeccao pelo HIV-1, a IL-8 mostrou desempenhar um papel importante no
recrutamento de LT CD4+ para os ganglios linfaticos, gerando assim mais alvos para
a replicagdo viral (Ott, Lovett et al. 1998). Foram detectados niveis elevados de IL-8
no soro de individuos infectados pelo HIV-1 e no tecido linféide de pacientes com
AIDS (Matsumoto, Miike et al. 1993). Por outro lado, estudos “in vitro” mostraram
gue a IL-8 estimula a replicacdo do HIV-1 em macréfagos derivados de mondcitos
(MDM) e linfécitos T (Lane, Lore et al. 2001). Dessa forma seria esperado que a alta
viremia apresentada por pacientes progressores contribua para um aumento nos
niveis plasmaticos de IL-8, aumento que poderia ser ainda maior em pacientes
portadores do alelo “T”. (Paiardini and Muller-Trutwin 2013).

Ao se avaliar os valores de carga viral apresentados pelos pacientes em
relacéo aos diferentes SNPs, foi possivel observar uma correlacéo estatisticamente
significante entre o gendtipo AG do SNP FAS -670 com uma maior carga viral
(p=0,006). Ao analisar a associacdo dos genotipos AG/AA e AG/GG foi possivel
observar uma maior associacdo dos genotipos AG/GG com uma maior carga viral
(p= 0,012) que a apresentada pelos gendtipos AG/AA (p=0,047). A maior
significancia da associacdo dos genotipos AG/GG com a carga viral poderia ser um
indicativo da associacao do alelo G com uma maior replicagéo viral.

Entretanto, quando foram examinadas as frequéncias genotipicas e alélicas
do polimorfismo FAS -670, em relacdo os niveis de LT-CD4+, em uma coorte de
individuos HIV+ pré/pés tratamento com antirretrovirais, ndo foi possivel encontrar
correlacdo entre as frequéncias genotipicas e ou alélicas do FAS -670 com a
resposta ao tratamento anti-retroviral e ou parametros de progressao.

Esta bem documentado que a infeccdo pelo HIV-1 resulta em aumento da
expressado do receptor FAS nos linfécitos T CD4 +, com o consequente aumento de

apoptose na célula hospedeira e de deplecéo de linfécitos T CD4 + (Sloand, Young
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et al. 1997, Badley, Pilon et al. 2000, Dianzani, Bensi et al. 2003, Ikomey, Okomo-
Assoumou et al. 2012), portanto, espera-se que polimorfismos nos genes que
codificam o receptor e o ligante dessa via apoptotica, estejam associados a
variacbes nos marcadores de prognostico laboratorial como o nivel de LT-CD4+ e
carga viral.

A substituicdo do nucleotideo A por G na posicao 670 da regido promotora do
gene FAS altera o local de ligagéo do fator de transcricao nuclear STAT-1, sugerindo
gue esse polimorfismo influenciaria a fungdo do gene FAS, levando a uma reducgéo
do potencial apoptotico do receptor FAS (Huang, Morris et al. 1997). Em um estudo
realizado por Vallinoto (Hermes, Santana et al. 2015) foi observado que a
substituicdo do alelo A pelo alelo G estaria relacionado a maiores niveis de linfocitos
T CDA4+, confirmando esta hipotese, embora a diferenca observada nao tenha sido
significativa. Na literatura, existem apenas dois estudos que examinaram esse tipo
de associacdo, realizados em 2004 e 2005, e com resultados controversos.
Vasilescu (Vasilescu, Heath et al. 2004) analisaram os polimorfismos nos genes FAS
e FASL, incluindo o FAS 670 e o FASL 124, e ndo encontraram associagcao. Por
outro lado, Nasi e colaboradores estudaram polimorfismos nesses genes, e néo
observaram associacdo quando os polimorfismos foram analisados separadamente.
No entanto, quando os polimorfismos foram associados, 0os genoétipos AG /AG dos
polimorfismos -670 e -1377 foram associados a uma melhor resposta terapéutica
(Nasi, Pinti et al. 2005). Adicionalmente, em outro trabalho do mesmo autor
(Vallinoto, Santana et al. 2012) foi observado que o gendtipo FAS -670 GG
apresentou maior prevaléncia entre as pessoas infectadas pelo virus linfotropico T
humano-1 (HTLV-I) do que nos controles. Entretanto, o gendtipo FAS -670 AA foi
mais frequente entre os pacientes com paraparesia espastica tropical / mielopatia
associada ao HTLV-1 (TSP / HAM) quando comparado aos individuos
assintomaticos, sugerindo que o polimorfismo FAS -670 A / G pode estar associado
nao apenas a suscetibilidade a infeccdo pelo HTLV, mas também a progresséao para
TSP / HAM. Nossos achados também sugerem a possibilidade que a presenca do
alelo G diminuiria o potencial apoptético mediado pelo receptor FAS o que se
traduziria numa vida média maior do linfocito infectado, e dessa forma propiciaria
uma maior producao de particulas virais aumentando a carga viral.

A analise do polimorfismo intrénico do gene FASL -124, nado forneceu

diferencas significativas em relacdo aos grupos estudados. Poucos estudos



48

examinaram esses polimorfismos no gene do FASL, especialmente em individuos
com infeccdo pelo HIV-1 (Pinti, Troiano et al. 2002, Vasilescu, Heath et al. 2004,
Nasi, Pinti et al. 2005) sendo assim, os resultados observados néo sdo suficientes
para se chegar a uma conclusao sobre o papel dos polimorfismos do gene FASL na
infeccao pelo HIV-1.

Finalmente, em nosso estudo ndo foi possivel encontrar associacdo entre
polimorfismo do gene NLRP3 rs10754558 e os diferentes niveis de progressao da
infeccdo pelo HIV-1. Estes resultados ndo encontram sustentagcdo com dados da
literatura que suportam que uma ativacdo constitutiva aumentada do gene NLRP3,
do sistema do inflamossoma, estaria associada a um melhor controle da infec¢éo
pelo HIV-1, tanto nos estadios iniciais assim como na fase crbénica (Lupfer, Malik et
al. 2015). Este efeito protetor poderia estar relacionado a uma resposta aumentada
de células imunes contra novos ciclos de infec¢ao (papel anti-viral do NLRP3; (Chen
and Ichinohe 2015), e / ou ao papel homeostatico do NLRP3 nas superficies
mucosas atraves da inducgéo de IL-18 (Rathinam and Chan 2018).

Dentro das limitacbes de nosso estudo encontra-se o0 reduzido tamanho
amostral, considerando a alta diversidade étnica dos pacientes estudados, o que
poderia influenciar a distribuicdo e caracterizacdo de marcadores genéticos em
relacdo a infeccdo pelo HIV. Talvez o exemplo mais claro seja o alto grau de
miscigenacao observado na coorte da populacdo amazénica (Biesinger and Kimata
2008, Ferreira, Sampaio et al. 2014). No entanto, a alta diversidade genética dos
individuos estudados nos forneceu uma oportunidade Unica para avaliar o real
impacto das diferentes variacdes genéticas estudadas na patogénese da infeccéo
pelo HIV-1 incluindo o importante viés da etnia e dessa forma compreender mais
claramente 0os mecanismos que caracterizam infecces ndo progressivas. Outras
limitacbes também podem ser observadas como o estabelecimento do tempo da
infecdo no individuo e sua consequente progressao.

Em concluséo, encontramos resultados relevantes quanto a relacdo entre o
marcador genético FAS -670 A/G e a carga viral e do marcador IL-8 -251 A/T em
relacdo aos niveis de progressao de individuos infectados pelo HIV-1 em auséncia
de tratamento e pertencentes a uma coorte multicéntrica altamente miscigenada.
Entretanto, ndo foi possivel confirmar estas observacbes nos gendtipos

homozigotos.
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Certamente o significado dessas diferencas ainda ndo estd completamente
claro e sugerem que a progressao da doenca, bem como os valores de seus
principais marcadores, como o nivel de linfocitos T CD4 + e a carga viral, sdo
resultados de uma complexa associacdo de diversas variantes genéticas do
hospedeiro que coletivamente contribuem para um determinado fenétipo. Nossos
dados ainda enfatizam a importancia do “background” genético do hospedeiro na
progresséo da infecgéo pelo HIV-1. Estamos bem conscientes da dificuldade em se
identificar gendétipos que permitam caracterizar inequivocamente a tendéncia de se
desenvolver a AIDS em pacientes HIV+. No entanto, esperamos que analises
posteriores conduzidas com um tamanho amostral maior nos proporcionem

informacé&o importante na elucidagéo dos mecanismos patogénicos da AIDS.
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