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magination is more important than knowledge. For knowledge is limited, whereas
imagination embraces the entire world, stimulating progress, giving birth to evolution”
Albert Einstein
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RESUMO

Fatores de restricdo sdo as primeiras proteinas celulares envolvidas no combate a
infecgdes virais, sdo considerados uma defesa intrinseca das células, constituindo-se em
uma rapida resposta frente a invasdo de patdogenos. Essas moléculas sdo bastante diversas e
sdo capazes de interferir em algum ponto do ciclo viral, atenuando ou bloqueando a
evolucdo da infeccdo. Apds a descoberta da existéncia desses fatores, alguns estudos tém
direcionado o foco para as possiveis alteracdes genéticas que podem influenciar a estrutura
dessas proteinas e, deste modo, interferir sobre suscetibilidade e progressdo de doengas
infecciosas, como a infeccdo pelo HIV/aids. O objetivo do presente estudo foi avaliar trés
SNPs de trés diferentes fatores de restrigao (o TRIMSa — rs10838525, a APOBEC3F —
rs2076101 e o CULS5 — rs7117111) e observar suas frequéncias em diferentes grupos
étnicos, bem como a associacdo desses fatores com a suscetibilidade ao HIV e a progressdao
a aids, em um grupo de soronegativos e soropositivos. Foram selecionados 345 individuos
HIV+ atendidos no setor de Infectologia do Hospital Nossa Senhora da Conceigdo e 324
individuos HIV— doadores de sangue do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os SNPs
foram identificados através da técnica de PCR TagMan™. O teste qui-quadrado foi
utilizado para a andlise das frequéncias e por regressao logistica univariada foi avaliado o
OR com 95% de IC entre os modelos dominantes e recessivos. Entre os SNPs estudados
apenas o rs7117111 apresentou resultado estatisticamente significativo para o gendtipo GG
em relagdo a prote¢do ao HIV-1 (OR 0,661, IC 95% 0,449-0,974, P=0,036) e esse mesmo
genoétipo, também, parece estar relacionado aos progressores rapidos, pois apresentou uma
tendéncia nessa relagdo quando ajustado pela etnia (OR ajustado 2,115, IC 95% 0,990-
4,520, P=0,053). Tais achados demonstram que alteracdes genéticas, especificamente no
gene CULS, podem influenciar a suscetibilidade ao HIV-1 e podem, também, interferir na
progressdo a aids. Esses resultados geram questionamentos de grande valia para um maior
entendimento da influéncia genética do sistema de defesa intrinseco celular no curso da

infec¢ao.

Palavras-chave: Fatores de restricdo, polimorfismos genéticos, suscetibilidade ao HIV,

progressao a aids.



ABSTRACT

Host restriction factors are the first cellular proteins engaged in antiviral response,
they are considerate an intrinsic cell defense with the aim to be a rapid answer against the
invasion of pathogens. This molecules have a vary diversity in structure and each one act
in a distinct stages of viral life cycle, however always with the same objective to attenuate
or block the infection. After the discovery of this restriction factors, some researches focus
in looking for genetic variation that can be influence in structure protein and with this way
interfere in HIV susceptibility or progress to AIDS. The aim of present work was evaluate
tree SNPs of tree different restrictions factors (TRIMSa — rs10838525, APOBEC3F —
rs2076101 and CULS —rs7117111) and detect yours frequencies in different ethics group,
as well as, evaluate the SNPs’s capacity in influence the susceptibility to HIV and progress
to AIDS in a seronegative and seropositive groups. For this research was selected 345
samples of HIV+ individuals from the Infectology sector of Nossa Senhora da Conceigdo
hospital and 324 HIV- samples from blood donors of Clinics Hospital of Porto Alegre.
Through PCR TaqMan"" assay the SNPs was genotyping. The qui-square test was used to
analyze the frequencies and by unvaried logistic regression was estimate the OR with 95%
CI to dominant and recessive models. Between the tree SNPs chosen only rs7117111 was
statistically significant the GG genotype with the HIV-1 protection (GG, OR: 0,661, 95%
CI 0,449-0,974, P=0.036) and this same genotype seems to be to related with rapid
progress to AIDS, because the result shows a tendency when adjusted for ethnicity in the
recessive model (adjusted OR 2,115, IC 95% 0,990-4,520, P=0,053). This finds shows the
genetics alterations, specify in the CULS gene, can alter the susceptibility to HIV-1 and
can interfere in the progress to AIDS. Theses results are also important for the
understanding of the genetic alterations in the host antiviral intrinsic mechanisms anti-HIV

and can bring new insights for strategies against HIV pandemic.

Keywords: Restriction factors, genetic polymorphisms, susceptibility to HIV, AIDS

progression.



1. INTRODUCAO
1.1. HIV/AIDS

1.1.1. Epidemiologia

O controle da propagacdo e a erradicacdo do virus da imunodeficiéncia humana
ainda sdo um desafio para a ciéncia. Grandes avangos ja foram alcangados, através do
desenvolvimento de antirretrovirais ¢ com a realizacdo de campanhas direcionadas a
héabitos sociais, que levaram a uma diminuicdo na mortalidade e incidéncia do HIV
(UNAIDS/WHO, 2016). Contudo, ainda hd a necessidade de mais pesquisas cientificas
visando novas terapias e abordagens com o objetivo de conter a epidemia.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde a epidemia atingiu,
aproximadamente 36,7 milhdes de individuos infectados com o HIV, até o final do ano de
2015. Neste mesmo periodo, a incidéncia de novos casos de infeccdo alcangou
aproximadamente 2,1 milhdes de pessoas ao redor do mundo e, embora o niimero de
mortes relacionado ao HIV em 2015 tenha diminuido em relagdo a 2005
(aproximadamente 2 milhdes de mortes) ele atingiu 1,1 milhdes de pessoas.

No Brasil, segundo estimativas do Ministério da Saude, ja foram registrados
842.710 casos de aids de 1980 a junho de 2016 e, até novembro de 2015, foram notificados
aproximadamente 303 mil O6bitos relacionados ao HIV (Boletim Epidemioldgico
HIV/AIDS, 2016). O numero de novos casos de infeccdo viral vem aumentando
anualmente, no Brasil, chegando em 2015 a uma incidéncia de 32.321 novos casos. Ja em
relacdo a deteccdo de aids no Brasil, parece haver uma certa estabilizagcdo nos ultimos dez
anos, com uma média de 20,7 casos/100 mil habitantes. As maiores concentragdes de casos
de aids se encontram na regido sudeste e sul com 53% e 20,1% do total, respectivamente.
Ja as regides Nordeste, Centro-oeste e Norte apresentaram 15,1%, 6% e 5,9%,
respectivamente. Em relag@o a etnia autodeclarada pelos individuos notificados entre 2007
e 2015, 44% sao brancos e 54,8% ndo brancos (pretos e pardos) (Boletim Epidemioldgico
HIV/AIDS, 2016).

Um item que necessita de apreciacdo pelas autoridades e digno de estudos mais
aprofundados com o objetivo de controlar a epidemia ¢ em relagdo a gestantes infectadas.

Segundo dados atualizados a taxa de deteccdo em gestantes vem apresentando uma



tendéncia de aumento nos ultimos nove anos, de 2006 a 2015 ocorreu um incremento de
28,6% dos casos (Boletim Epidemiologico HIV/AIDS, 2016). Esses dados indicam uma
importancia do comportamento heterossexual e, em consequéncia da infec¢do da gestante,
a taxa de transmissdo vertical aumenta (Boletim Epidemioldgico HIV/AIDS, 2016).

Uma parcela da populagdo, todavia, apresenta maior vulnerabilidade a infeccdo ao
HIV. Essa vulnerabilidade esta relacionada a fatores individuais e/ou coletivos que expdem
mais ou menos a situagdes de risco (Ayres et al., 2003). Nesses grupos se encontram
individuos usuarios de drogas, homens que fazem sexo com homens (HSH) e mulheres
profissionais do sexo. Em 2015, 45,4% dos casos de aids em homens pertenciam ao grupo
de HSH (Boletim Epidemiologico HIV/AIDS, 2016).

Dentre as regides brasileiras, a regido Sul, constituida pelos estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul ¢ a que apresenta as maiores taxas de detec¢cao de HIV
em: gestantes, aids em adultos, de aids em menores de 5 anos e de mortalidade provocado
pela aids (Boletim Epidemiologico HIV/AIDS, 2016). No ano de 2015 foram notificados
7.265 casos de infeccdo por HIV nesta regido e destes 3.628 (49,9%) foram apenas no Rio
Grande do Sul, o Parana notificou 2.242 (30,9%) e Santa Catarina 1.395 (19,2%) casos
(Boletim Epidemiologico HIV/AIDS, 2016). Entre os estados brasileiros o Rio Grande do
Sul, também, apresenta a maior taxa em detec¢ao de aids por 100 mil habitantes com 34,7
casos, seguido de 31,9 casos em Santa Catarina (figura 1). Esses dados geram um alerta
para essa regido brasileira e mais especificamente para o estado do Rio Grande do Sul.

A capital gaucha, Porto Alegre, apresentou 74 casos/100 mil habitantes em 2015,
valor correspondente ao dobro do Rio Grande do Sul e quase quatro vezes maior a taxa
nacional como demonstra o grafico da figura 1. Com esses elevadissimos numeros ¢ a

cidade com a maior concentracao de individuos com aids nas Américas.
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Figura 1. Taxa de deteccdo de aids (/100 mil habitantes) segundo UF e capital de residéncia.
(Fonte: Boletim Epidemiolégico HIV/AIDS 2016)

Outra peculiaridade do estado do RS frente ao resto do Brasil ¢ a prevaléncia dos
subtipos virais do HIV. Na maioria dos outros estados, o subtipo viral B ¢ o que apresenta
em maiores frequéncias, com uma pequena circulacdo dos subtipos F1, forma
recombinante BF1 e C. Ja no RS ha a presenca concomitante de trés subtipos virais: B, C e
CRF31 BC (Gréf et al., 2016). Essa caracteristica ¢ dificilmente observada em outras
regides do mundo em que, geralmente, apenas um subtipo viral prevalece muito mais que o

outro (Simon, 2010; Almeida et al, 2012; Graf and Pinto, 2013 e Gréf et al., 2016).

1.2. O HIV

O virus da imunodeficiéncia humana ¢ um membro do género lentivirus e pertence
a familia dos retroviridae (Chang et al., 1993). O seu material genético ¢ composto de duas
moléculas de RNA simples ndo-complementares e nele hd nove genes que codificam 15
proteinas virais (Schwartz e Nair, 1999). Cada molécula do virus tem um importante papel
no sucesso da infec¢do/replicagdo, desde a sua entrada/ligagdo a célula alvo até sua
saida/brotamento da mesma.

O genoma viral do HIV ¢ formado por, aproximadamente 10.000 nucleotideos
(Muesing et al., 1985) e possui trés genes principais o gag, o pol e o env que codificam
proteinas estruturais, enzimas virais e proteinas do envelope, respectivamente. Os genes
restantes codificam proteinas regulatorias e acessorias fundamentais também para a

replicagdo viral (Frankel e Young, 1998).
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O gene gag contem as informagdes para a producdo das proteinas estruturais, tais
proteinas sdo: Matrix — promove a infraestrutura basica das particulas do HIV, formando a
superficie interna do virus, logo abaixo da bicamada lipidica; Capsideo — a estrutura
hexamera (maioria) e pentdmera promove a forma conica do capsideo que envolve o RNA
viral (Zhao et al, 2013); Nucleocapisideo — forma um complexo estavel com o RNA viral
auxiliando na sua prote¢do contra nucleases, em alguns processos durante a infec¢do na
célula hospedeira (Didierleurent et al, 2011); p6 — recruta proteinas do hospedeiro para
provocar o brotamento para fora da célula das novas particulas virais (Morita et al., 2004).

O gene pol produz as enzimas virais tais como: Protease — enzima essencial para a
maturacdo das particulas virais, responsavel por clivar poliproteinas codificados pelos
genes gag ¢ pol produzindo proteinas estruturais e enzimas funcionais; Transcriptase
reversa - importante enzima que sintetiza uma molécula de DNA a partir da fita simples
de RNA viral; Integrase — terceira enzima codificada pelo gene pol que catalisa a reagdo da
inser¢do da fita dupla de cDNA viral no cromossomo humano, desta maneira o HIV pode
ficar dormente nas células até décadas (Frankel e Young, 1998).

O gene env produz duas proteinas: GP120 — glicoproteina da superficie viral que
consiste em trés moléculas GP120 e uma de GP41, ligadas por ligagdes ndo covalentes
(Xue et al., 2012). A GP120 interage com receptores celulares (CD4) (Caffrey, 2011) e a
GP41 ¢ uma glicoproteina transmembrana que contem uma regido rica em glicina essencial
para a fusdo com a membrana celular e apresenta uma cauda citoplasmatica com diversas
outras funcdes importantes para o ciclo viral (Postler et al., 2013). Essas duas tultimas
proteinas por terem uma concentragdo elevada de carboidratos dificultam o
reconhecimento por anticorpos do organismo.

Além dos trés genes citados acima o HIV apresenta mais cinco genes que
codificam suas proteinas acessorias que sdo as seguintes: Vif (fator de infectividade viral)
¢ uma proteina viral codificada por todos lentivirus exceto o virus da anemia infecciosa
equina. Essa proteina apresenta uma atividade contra moléculas antivirais da célula
hospedeira como a APOBEC3 (Harris e Liddament, 2004; Jiger et al., 2011); Vpr
(proteina viral R) ¢ uma proteina acessoria com multiplas fun¢des que aumentam a
replicagdo viral em células que ndo estdo se dividindo por exemplo, em macrofagos; Vpu
(proteina U viral) ¢ uma proteina acessoria que tém duas principais fun¢des, uma de

provocar uma queda na quantidade de moléculas CD4 facilitando o brotamento de
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particulas virais e a outra ¢ de ser um antagonista da Teterina (proteina transmembrana do
tipo II), que ¢ um fator de restricdo que impede a fase do ciclo viral brotamento (Dub¢ et
al., 2010); Vpx ¢ uma proteina codificada pelo HIV-2 apenas, uma de suas funcdes ¢
induzir degradagdo do SAMHDI, que ¢ outro fator de restri¢ao, via ubiquitinagdo (Fujita et
al., 2010; Zhu et al., 2013); Rev controla a exportagdo de RNAs do nucleo e auxilia na
traducdo e empacotamento dos RNAs virais durante a formacdo de novas particulas
(Fernandes et al., 2012); Nef (fator regulatério negativo) ¢ outra proteina acessoria que
aumenta a patogénese viral diminuindo a quantidade de células CD4 e promovendo o
brotamento das particulas virais novas (Laguette et al., 2010).

Outra proteina que constitui a estrutura viral ¢ a Tat (Transativador da transcri¢ao),
uma proteina regulatdria importante para a replicacdo viral e encontrada em todos os
lentivirus. A Tat interage com muitas proteinas humanas para executar multiplas fungdes
(Strebel et al., 2003; Brady et al., 2005) como: ativar a inicializacdo da transcrigdo e
enlongamento do promotor LTR - long terminal repeats - do HIV-1, prevenindo o término
prematuro da transcri¢do e a poliadenilagdo; induz a apoptose das células T; e inibe a
atividade da transcriptase reversa para prevenir a sintese prematura de DNA viral. O tat
extracelular estimula a expressao da CXCR4 nas células T CD4+, promove a expressao de
citocinas e interage com receptores de superficie celular para estimular o processo de
traducdo na célula (Xue et al., 2012).

Todas essas moléculas virais, citadas acima, se organizam de maneira sincronizada
com o objetivo de infectar a célula alvo e utilizando, juntamente, as proteinas da célula
hospedeira induz a produgdo de novas particulas virais.

O HIV pode-se dizer que ¢ estruturado por camadas (Figura 2). A primeira (numa
perspectiva de fora para dentro) ¢ formada pelo envelope, onde se encontram as proteinas
GP120 e GP41 e ¢ formado por uma bicamada fosfolipidica da ultima célula infectada. A
camada subsequente ¢ a matrix protéica e apds localiza-se o capsideo. Entre essas
estruturas se encontram as enzimas protease, integrase e transcriptase reversa. Dentro do
capsideo estdo as proteinas acessorias e também, novamente, a transcriptase reversa € a

integrase, mais o nucleocapsideo que envolve a molécula de RNA (Figura 2).
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: Rev Tat

Figura 2. Estrutura viral do HIV-1 com suas respectivas proteinas. Abreviagdes: IN =
integrase, PR = protease, MA = matrix, CA = capsideo, SU/TM = GP120/GP41, NC =
nucelocapsideo, Tat = transativador da transcri¢do, Rev = regulador da expressdo dos virions,
Nef = fator regulatdrio negativo, Vpr = proteina viral R, Vif = fator de infectividade viral, Vpu
= proteina viral U, RT = transcriptase reversa. (Fonte: Protein Data Bank)

O ciclo de infec¢dao e replicagdo do HIV pode ser dividido didaticamente nas
seguintes fases: (i) entrada, (ii) transcricdo reversa, (iii) integragdo, (iv)
transcri¢ao/traducdo, (v) montagem e brotamento e (vi) maturacdo. A infeccdo ¢ um
processo extremamente complexo, porém em 24 horas pode ocorrer a producdo de 10
bilhdes de virions novos que infectam mais de 100 milhdes de células alvo (Coffin, 1995).

O HIV comega seu ciclo de replicacdo identificando, através dos seus trimeros de
proteinas GP41 e GP120, receptores de membrana celulares do hospedeiro como o CD4 e
outros co-receptores CCR5 e CXCR4 (Uchil e Mothes, 2009). Apods a ligagdo dessas
moléculas de superficie, tanto as virais como as celulares, ocorrem complexas mudangas

conformacionais que levam o envelope viral a se fusionar com a membrana plasmatica
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celular, possibilitando a entrada da matrix e do capsideo viral (Uchil e Mothes, 2009).
Células que contém os receptores identificados pelo HIV e, que deste modo, sdo passiveis
de serem infectadas sdo as células dendriticas foliculares, os macréfagos e principalmente
os linfocitos T helper.

Ap6s o envelope viral se fundir com a membrana citoplasmatica da célula alvo o
capsideo viral entra no citoplasma celular. Apos a entrada do capsideo viral no ambiente
celular ¢ ativada uma série de processos que formam o complexo da transcriptase reversa
ainda dentro do capsideo (Warrilow et al., 2009).

Dentro do capsideo se inicia o processo de transcri¢do reversa, que ird sintetizar o
material genético do virus a partir do RNA em DNA. Inicialmente ¢ formada uma fita
negativa de DNA a partir do molde de RNA pela enzima transcriptase reversa. O hibrido
DNA/RNA ativa a degradacdo da fita de RNA, porém duas regides de RNA viral resistem
a degradacdo realizada pela RNAse H servindo como “primers” para a fita complementar
de DNA. Apos essa conversao se forma uma molécula de DNA dupla fita e o complexo de
pré-integracdo direciona esse DNA viral para o nucleo celular (Fanales-Belasio et al.,
2010).

No nucleo a enzima integrase realiza a integragdo do DNA viral ao genoma celular
em uma regido ativamente transcrita. Esta proteina cliva dois nucleotideos das extremidade
3’ do DNA viral, criando duas extremidades reativas que se unem ao DNA do hospedeiro
(Schwartz e Nair, 1999). Proteinas virais regulatorias como Tat, Rev e Nef interagem com
proteinas da maquinaria da transcricdo celular e iniciam a transcricdo do DNA viral. O
mRNA transcrito a partir do DNA viral ¢ exportado para o citoplasma, onde as proteinas
dos novos virions serdo sintetizadas. As proteinas virais vao se organizando préximo a
membrana celular e algumas, como as GP120 e GP40, ja se fundem na membrana
plasmatica para gerar novos virus. Dois RNAs do virus se associam as enzimas virais,
enquanto proteinas do capsideo se associam a estes formando o nucleocapsideo. A partir
dai, iniciara o brotamento, processo de saida da particula viral da célula (Levy, 1993;
Schwartz e Nair, 1999; Fanales-Belasio et al., 2010).

O brotamento do HIV ocorre em um momento em que todas proteinas virais ja
foram traduzidas e se encontram proximas a membrana celular. Nesse ambiente ocorrem
uma série de interagdes protéicas virais que provocam alteracdes na membrana hospedeira

e que levam ao brotamento do virion (Fanales-Belasio et al., 2010). Apo6s o brotamento, o
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virion recém formado necessita ficar maduro e esse processo ¢ realizado pela enzima
protease que quebra em locais especificos as proteinas precursoras do Gag tornando-as
ativas e induzindo um rearranjo estrutural no virion que, apresenta assim potencial de

infectar outras células (Fanales-Belasio et al., 2010).

1.2.1. Suscetibilidade ao HIV

O virus, contudo, nem sempre consegue completar seu ciclo de vida.
Incompeténcia do agente infeccioso ou efetivos mecanismos de defesa celular, em
diferentes momentos do ciclo de replicagdo viral, acabam frustrando a infec¢do. O sucesso
da disseminacdo de uma patologia infecciosa depende de uma complexa interagdo do
agente infeccioso, do seu hospedeiro e do ambiente (Anokhin et al., 2016).

Em relagdo ao agente infeccioso, diferentes grupos do HIV apresentam diferencgas
na propagacao da epidemia. Por exemplo, o HIV-2, diferente do HIV-1, é menos virulento
e dificilmente sua infec¢do avancga para a aids o que demonstra diferentes caracteristicas no
processo de infec¢do (Saleh et al., 2017). Ja entre os grupos, dentro do HIV-1 ha diferencas
na propagac¢do por pequenas diferencas nas proteinas produzidas por eles. Uma delas ¢ a
variagdo na proteina viral Vpu, enquanto que nos virus do grupo M esta proteina, ao longo
do processo evolutivo, se tornou um antagonista totalmente funcional dos fatores de
restricdo intracelulares humanos, especialmente de teterinas, nos demais grupos, esta
proteina seria incapaz de inibir eficazmente estes fatores e criaria uma barreira para a
propagagdo efetiva dos virus na populagdo humana (Sauter et al. 2009). A disseminagdo
ndo uniforme dos grupos de HIV-1, ao redor do mundo, pode ter sido causada, também,
por questdes aleatorias que impediram a expansdo da populacdo viral por comportamentos
da propria populagdo infectada.

O grupo M provavelmente se expandiu em Kinshasa, capital da Republica
Democratica do Congo, por volta de 1920 e além de sua competéncia infecciosa “pegou
carona” com mudangas sociais (Faria et al. 2014). A mudanga comportamental das
profissionais do sexo na regido, o crescimento urbano e a mobilidade humana através das
ligagdes ferrovidrias tiveram um papel fundamental na propagacdo inicial do virus. O
crescimento exponencial da populag¢do viral em conjunto com as altas taxas de mutagdo e

as elevadas taxas de replicacdo do HIV no hospedeiro humano permitiram a geragdo de
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extrema variabilidade genética no virus (Vidal et al., 2000; Worobey et al., 2008).
Atualmente, a epidemia do grupo M é composta por nove subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J,
e K) e mais de 65 formas circulantes recombinantes (http: //www.hiv.lanl .gov/content /

sequence/HIV/CRFs/CRFs.html).

1.2.2. AIDS — Progressado da infec¢ao ao HIV

Individuos infectados com o HIV podem vir a desenvolver aids. Como o virus
infecta e provoca a morte principalmente dos linfécitos T CD4+, o organismo fica com o
sistema imunologico debilitado e, consequentemente, vulnerdvel a diversas doencas
oportunistas que podem evoluir ao 6bito do paciente. O momento em que o sistema
imunoldgico fica ineficiente ou seja, a contagem de células T CD4+ fica abaixo de 200
células/mm’ é o momento em que o paciente entra na fase de aids (Figura 3) e se ndo
houver interven¢do com o uso de antirretrovirais o individuo vai a 6bito.

A infeccdo do HIV pode ser dividida em trés fases: aguda; cronica; e aids como
representado na figura 3. Cada individuo infectado pelo HIV, contudo, responde de
diferentes maneiras a essa invasdo e o periodo, principalmente da fase cronica, varia muito
de individuo para individuo. O inicio da infeccdo ¢ uma das fases mais similares entre
diferentes organismos. Apds a infeccdo, nas primeiras semanas, ha uma elevada taxa de
replicacdo viral e uma diminui¢do significativa da quantidade de linfocitos T CD4+. Apds
essa fase o virus pode entrar em um periodo de “laténcia”, momento em que o sistema
imunoldgico e as caracteristicas do hospedeiro conseguem manter a carga viral
“controlada” e as contagens de células CD4+ elevadas sem a utilizacdo de antivirais. Em
alguns individuos, porém, denominados progressores rapidos esse periodo de laténcia
praticamente ndo ocorre. Em menos de trés anos as células CD4+ atingem niveis abaixo de
350/mm°, deste modo, se faz necesséario o uso de antirretrovirais na tentativa de conter as
taxas de carga viral elevadas (Casado et al., 2010; Olson et al., 2014)

Outro grupo chamado de progressores cronicos representa 75% a 90% da
populacdo soropositiva e apresenta sintomas dentro de trés a dez anos apds a
soroconversao. A concentracdo viral, em pelo menos trés testes, sem uso de ARV
encontra-se acima de 2000 copias/mL de RNA viral nos individuos deste grupo. Outros

pacientes podem ser considerados progressores lentos - ndo controladores de viremia, pois
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sd0 assintomaticos por mais de 10 anos, contudo apresentam taxas supeiores a 2000 copias
de RNA viral/mL em 50% das amostras testadas. Ja os progressores lentos — controladores
de viremia, além de serem assintomatico por mais de 10 anos, apresentam taxa igual ou
abaixo de 2000 coépias de RNA viral/mL na grande maioria das amostras testadas. Um
grupo que representa a minoria dos soropositivos € classificado como “controladores de
elite”, pois sdo assintomdtico por mais de 10 anos e apresentam taxas de viremia

indetectaveis pelos testes atuais sem o uso de ARV (Casado et al., 2010).

Fase Aguda Fase Cronica AIDS
i . ]l ]l ]
I " L 1
A
Sindrome Retroviral Aguda |

Infeccdo Disseminacdo do virus ' Morte
= 1200 primaria pelos tecidos linfaticos : 10v g

- \
£ 1000 \ : :v:
< — [ Infeccoes Q
-~ 1000 ' Op @
Q portunistas 10° ©
-’ Latencia clinica | -
:, 900 " \ E
o 800 o
W) INICIO dos 5 Q
- 700 Sintomas 10 ®
3 £
S 600 ' | <
= ! -
e 500 : 104 f
v - L.
- 400 | Set point : g‘
€ 300 Fy il 3 : v
a0 B R e T e e . EEe RS & SRR S I & & 10°©
E‘,‘ 200 9
Y
S 100 £
0 1t 102 2

0 3 6 9 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
Semanas Anos

Figura 3. Fases clinicas da infec¢do pelo HIV (Adaptado de An e Winkler, 2010).

Alguns fatores que podem influenciar na progressdo da infec¢do ao HIV sdo: o
subtipo viral; estado nutricional; co-infec¢des com outros virus; e o perfil genético do
individuo. Esse ultimo fator ¢ o que serd abordado neste estudo, mais especificamente em
relacdo aos polimorfismos de alguns fatores de restricdo que apresentam atividade anti-
HIV.

Apesar de eficientes, as proteinas codificadas pelos genes dos fatores de restrigdo

virais sdo extremamente polimorficas na populagdo, o que contribui para a variabilidade do
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hospedeiro em relacdo a susceptibilidade (citado anteriormente) e na progressdo da
infec¢do (An et al., 2007; An et al., 2010; Anokhin et al., 2016; Silva et al., 2016; Li et al.,
2017; Silva et al., 2017). Como € o caso de todas as doengas infecciosas, a susceptibilidade
dos individuos expostos e a progressdo da infec¢do dependem da variabilidade genética do

patdgeno, do ambiente e do hospedeiro.

1.2.3. Fatores genéticos do hospedeiro

A diversidade genética do hospedeiro pode impedir ou dificultar a infec¢do ao HIV.
Ao entrar em uma célula o virus sofre diversos contra-ataques intrinsecos em varios
momentos durante seu ciclo de vida e em algumas situagdes acaba ndo tendo sucesso na
infec¢do (Samson et al., 1996; Silva et al., 2016; Silva et al., 2017).

Uma mutagdo que exemplifica a importancia do fator genético na suscetibilidade ao
HIV-1 ¢ a dele¢ao de 32 pares de bases, na regido codificante, do gene do principal co-
receptor do HIV-1, o receptor de quimiocina CCR-5. Esse co-receptor, além do CD4, ¢
fundamental para a entrada do virus nas células alvo, principalmente nos estagios iniciais
da infeccdo. Tal mutagdo provoca um “frame shift” e assim gera uma proteina ndo
funcional. Individuos homozigotos sdo resistentes a infec¢do ao HIV-1, pois a auséncia da
molécula CCR-5 na superficie da célula impossibilita a entrada do virus e heterozigotos
seriam parcialmente resistentes, por apresentarem menor quantidade dessas moléculas na
superficie celular (Samson et al.,, 1996). Esse achado impulsionou a busca por outras
mutacdes genéticas que pudessem influenciar na suscetibilidade ao HIV ou progressdo a

aids (Valverde-Villegas et al., 2015; Anokhin et al., 2016).

1.3. FATORES DE RESTRICAO

Ao infectar uma célula, os retrovirus, com seu genoma limitado, utilizam a
maquinaria do hospedeiro para completar o seu ciclo de vida fazendo uso de diversas
proteinas celulares para o seu proprio beneficio. Todavia, ha proteinas celulares que
intervém contra o virus tentando inibi-lo, em algum ponto, do seu complexo ciclo de vida.

Essas proteinas sao denominadas de fatores de restri¢ao.
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Dentre as buscas por polimorfismos com potencial anti-HIV os fatores de restri¢ao
se tornaram um grande alvo (An et al., 2007; Anokhin et al., 2016; Silva et al., 2016; An et
al., 2016; Li et al., 2017; Silva et al., 2017). Os fatores de restrigdo sdo proteinas que
podem combater as infec¢des virais formando uma defesa intrinseca celular e, desta
maneira, geram um sistema de resposta rapida frente a infecgdo. Esses fatores atacam, em
algum momento, o ciclo viral com o objetivo de interrompe-lo. Alguns exemplos dessas
moléculas sdo: TRIM5a, APOBEC3, Cul5, Teterinas, SAMHD1 e MicroRNAs.

Como quase todos genes os de fatores de restricdo, também, estdo sujeitos a trocas
de uma tUnica base nitrogenada e dentre os polimorfismos formados alguns promovem
uma susceptibilidade ou ndo a infec¢do ao HIV (An et al., 2007; Anokhin et al., 2016;
Silva et al., 2016; An et al., 2016; Li et al., 2017; Silva et al., 2017). Estudar esses
polimorfismos em diferentes populacdes ajuda a entender os mecanismos de defesa celular
e também possibilita o surgimento de novas abordagens para a criacdo de novas terapias

antivirais.

1.3.1. TRIMS5a

Uma das primeira linhas de defesa contra os retrovirus ¢ o fator de restricdo
TRIMS5a. Essa proteina atua na fase pos entrada e/ou pré-integragao do ciclo de vida viral.
Inicialmente descoberto em células de macacos rhesus, TRIMS5a apresenta uma importante
atividade anti-HIV-1 e com uma importante vantagem de ndo ter uma proteina viral para
contra atacé-lo (Jia et al., 2015).

A proteina “tripartite motif 5 ¢ codificada pelo gene TRIMS5 localizado no brago
curto do cromossomo 11 (11p15.4) (Reymond et al., 2001). Este gene ¢ formado por oito
introns e nove éxons e ¢ capaz de produzir diferentes isoformas através do splicing
alternativo (Stremlau et al., 2004). As proteinas TRIMS possuem trés estruturas principais:
um dominio RING N-terminal (codificado pelo éxon 2) que possui uma atividade E3
ubiquitina ligase requerida para a atividade antiviral; seguido de um ou dois dominios B-
box (codificado pelo éxon 2) que influenciam a formagdo de dimeros de TRIMS5a; e por
uma regido “coiled-coil” (codificada pelos éxons 2 a 4) que promove a formagdo de
homodimeros e participa no reconhecimento do capsideo (Battivelli et al., 2011). Essas trés

regides RING/B-box/coiled-coil estdo presentes em todas proteinas TRIMS. Ja a regido C-
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terminal varia entre as isoformas e apenas a TRIMS5a contem a regido SPRY (codificada
pelos éxons 7 e 8) que lhe confere a atividade antiviral por interagir diretamente com o

capsideo (Figura 4).

RING B-box Coiled-coil SPRY domain for
domain domain domain capsid recognition
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Figura 4. Representa¢do esquematica dos dominios do TRIMS5a (parte de cima da figura).
Modelo de como o TRIMS5a se organiza em hexameros formando uma rede ao redor do
capsideo viral. O dominio RING (em verde), dominios coiled-coil ¢ B-Box (linhas pretas) e a
regido SPRY (em rosa) estdo indicados no desenho. (Fonte: Blanco-Melo et al., 2012)

A isoforma TRIMS5a apresenta uma pequena efetividade anti-HIV, porém algumas
mutacdes podem lhe conferir um ganho ou ndo de fun¢do antiviral (Anokhin et al., 2016;
Silva et al., 2016). A molécula TRIMS5a geralmente inibe retrovirus de outras espécies e
ndo a da propria. Por exemplo, o TRIM5a humano tem uma atividade fraca ao HIV-1,
porém inibe fortemente a propagacdo do virus da leucemia murina N-tropica (N-MLV)
(Nakayama e Shioda, 2015). J& o TRIMS5a de macacos rhesus ndo inibe linhagens do
SIVmac, mas inibe fortemente o HIV-1 e o SIV de outras linhagens (Stremlau et al, 2004).

O TRIMS5a atua interagindo com o capsideo viral e provocando seu
desempacotamento precoce no citoplasma celular, deste modo permite que proteases

inibam o complexo da transcripatase reversa que ocorria dentro do capsideo (Stremla et al.,
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2006). O TRIMS5a pode atuar, também, como uma molécula de sinalizagdo que ativa a via
da NF-kB que indiretamente estimula o sistema imune contra patogenos (Tareen et al.,
2011).

O capsidio do HIV tem uma estrutura em forma de cone, sendo composto por
proteinas que formam uma rede pentdgona e hexigona (a maioria), onde o dominio N-
terminal do capsideo forma, tanto anéis pentameros como hexdmeros ¢ o dominio C-
terminal forma homodimeros simétricos que conectam os anéis dentro dessa rede
(Pornillos et al., 2011) (Figura 4). O TRIM5a apresenta uma forma de rede hexagonal que
se encaixa simetricamente com a rede do capsideo (Figura 4), deste modo a isoforma
TRIMSa consegue se encaixar e enfraquecer as ligagcdes C-terminais entre os hexameros
do capsidio, desestruturando-o (Arhel, 2010).

Dos oito polimorfismos nao sindnimos identificados at¢ o momento no TRIMS5a,
apenas dois demonstraram impacto na atividade antiviral que sdo: o H43Y (rs3740996
localizado no dominio RING); e o R136Q (rs10838525, localizado no dominio B-box)
(Figura 5). De acordo com Silva e colaboradores (2016) o polimorfismo rs10838525 que ¢
uma troca de um aminodacido arginina para uma glutamina na posi¢ao 136 ¢ mais frequente
em populagdes sadias do que em pacientes soropositivos para o HIV-1 (OR 0.66; CI 95%
0.49-0.90; p=0.008). Em outro estudo, Price e colaboradores (2010) pesquisaram um
grupo de mulheres trabalhadoras do sexo, do Quénia, e observaram resultados similares de
protecdo ao HIV-1 com o SNP rs10838525. Contudo em outra pesquisa (Speelmon et al.,
2006), com o mesmo polimorfismo, ndo foram observados tais resultados a respeito da
suscetibilidade ao HIV-1. Essas discrepancias de resultados sugerem mais estudos em
diferentes populacdes, bem como, abrangendo diferentes subtipos virais (Leite et al.,

2017).
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Figura 5. Polimorfismos de tnica base nitrogenada do TRIM5a. Os dominios RING, B-box e
coiled-coil estdo indicados com as respectivas letras R, B ¢ CC. (Fonte: Nakayama e Shioda,
2015)

1.3.2. APOBEC3F

A APOBEC3 (A3) ¢ um fator de restricdo pertencente a familia das deaminases
deoxicitidina que sdo capazes de suprimir a replicacdo de virus ao induzirem
hipermutagdes no seu material genético. As A3 foram os primeiros fatores de restri¢do a
serem descobertos com atividade anti-HIV (Sheehy et al., 2002) dando inicio a mais
estudos nesta area, dos fatores de restricdo. O gene APOBEC3 est4 localizado no brago
longo do cromossomo 22 na regido 13.1 (22q13.1) e contem nove exons. Em humanos hé
sete tipos da enzima (A3A, A3B, A3C, A3DE, A3F, A3G e A3H) (Figura 6) codificadas
por sete genes arranjados em tandem. Apenas as enzimas A3DE, A3F, A3G e A3H
parecem ser relevantes para a restrigdo ao HIV-1 nos linfocitos T CD4+ (Chaipan at al.,

2013).
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Figura 6. Ilustracdo esquematica das sete proteinas APOBEC3 humanas. O dominio Z com
atividade enzimatica estd indicado em azul e o dominio Z inativo em cinza. A regido de interagdo
com o Vif esta identificado em vermelho, a de empacotamento em verde e a regido com residuos
criticos que afetam a atividade enzimatica em azul. (Fonte: Zheng et al., 2012)

As enzimas A3, além de apresentarem uma atividade anti-HIV-1, tem como fungdo
celular inibir a replicacdo de retroelementos através da habilidade de ligagdo ao RNA ou
pela atividade de deaminisar a citosina do DNA de fita simples (ssDNA). Se observou
também, sua capacidade de restringir a replicacdo de outros retrovirus além do HIV-1
como, por exemplo, o virus da Hepatite B (Turelli et al, 2004), HTLV-1 (Sasada et al.,
2005), virus da anemia equina infecciosa (Mageat et al., 2003) e virus da anemia murina
(Nitta et al., 2012).

As A3 para, de fato, exercerem sua atividade de restricdo ao HIV-1 necessitam se
ligar ao RNA viral no momento em que estd ocorrendo a formagdo de novas particulas
virais (primeira célula infectada) e assim ser empacotadas no capsideo (Sheehy et al.,
2002). Apos o virus entrar em uma nova célula a A3 que foi empacotada na primeira
infec¢do, agora inicia sua atividade durante o processo de transcri¢do reversa atingindo as
moléculas de cDNA viral recém formadas.

As APOBEC3 apresentam a fun¢do de citidina desaminase, que consiste em
remover o grupamento amina das citidinas convertendo-as em uridinas no DNA viral,
desta maneira resultando na instabilidade do novo transcrito viral. Todas proteinas A3 tem

uma ou duas copias do dominio de deaminase coordenadas pelo zinco (dominio Z). Tal

24



dominio € o responsdvel por promover a conversao da citosina (C) em uracila (U) na
recente molécula de DNA que estd sendo formada a partir do RNA pelo complexo da
transcriptase reversa (Figura 7). Essa uracila ndo sendo reparada por mecanismos de reparo
terd como base complementar uma Adenina (A) na molécula do DNA e essas permutacdes
G-para-A comprometem a integridade do genoma viral. Contudo ndo ¢ toda C que serad
alterada e cada A3 apresenta afinidades diferentes para certos tipos de sequéncia
dinucleotidica. A A3G preferencialmente causa mutagdes em 5’-CC-para-CU o que induz
na fita complementar 5’-GG-para-AG (Liddament MT et al., 2004). J& as A3B, A3DE,
A3F e A3H causam mutacdes, preferencialmente, em regides 5°-TC-para-TU e
consequentemente fita complementar 5’-GA-para-AA (Liddament et al., 2004; Doehle et
al., 2005; Dang et al., 2006; OhAinle et al., 2006) (Figura 7).
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Figura 7. Ilustragdo resumida de como a APOBEC3 (estrela amarela) introduz mutagdes no
cDNA viral. A3 ¢é incorporada previamente no virus durante o brotamento e incorporada no
core. A A3 deaminisa a citosina em uracila na fita simples negativa do ¢cDNA incorporando
demasiadamente deoxiadenosina ao invés de deoxiguanosina durante a sintese da fita positiva.
Processo denominado de hipermiuta¢do. Quadrado rosa: Transcriptase reversa; Triangulo verde:
integrase. (Fonte: Rehwinkel., 2014)

Outra diferenga entre as A3 ¢ a organizacdo da estrutura protéica. No dominio C-
terminal da A3G se encontra a atividade deaminase e no dominio N-terminal ¢ onde se liga
o DNA/RNA e o nucleocapsideo do HIV-1 para a A3G ser empacotada nos virions. Nesta
mesma regido N-terminal, também, ¢ onde se localiza o sitio alvo da Vif (proteina viral
que inibe as A3s). J4 na A3F essa ligacdo da Vif se encontra no dominio C-terminal bem

como a regido de atividade deaminase (Jia et al., 2015).
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Em relagdo a atividade antiviral alguns estudos mostram que a A3F seja mais forte
em relacdo a A3G (Bishop et al., 2004; Liddament et al., 2004; Wiegand et al., 2004),
enquanto outros indicam que ela ¢ mais fraca (Gillick et al., 2013; Chaipan et al., 2013).
Uma vantagem da A3F frente a A3G ¢ que a A3F ¢ parcialmente resistem a degradagdo
provocada pela Vif (Liddament et al., 2004). Tais discrepancias de conclusdes instigam
mais estudos em relagdo as A3s.

Um polimorfismo estudado sobre a A3F ¢ o rs2076101 uma troca de aminoécido
isoleucina por uma valina na posi¢do 231 (ATC>GTC). O genétipo GG ou AG, no estudo
de An e colaboradores (2016) conferiu prote¢dao aos individuos com esses gendtipos em
relacdo a progressdo a aids, uma vez que ¢ mais prevalente nos progressores lentos
(OR=0,62, P=0,004). Todavia mais estudos e em diferentes populagdes se faz necessario

para se ampliar o conhecimento sobre esse SNP.

1.3.3. CULS

A Cullin 5 (Cul5) ¢ uma proteina codificada pelo gene CULS localizado no brago
longo do cromossomo 11 (11g22.3). Por ser uma proteina que contem uma atividade
ubiquitinina ligase tem como alvo diversos substratos em que induz a degradagdo
proteosomal ou compete em interagdes protéicas (Okumura et al., 2016).

Para entendermos a fung¢do da proteina Cul5 em limitar a proliferacdo da infecgdo
do HIV-1 ¢ necessario relembrar da proteina acesséria viral denominada fator de
infectividade viral (Vif). O HIV-1 Vif ¢ essencial para a degrada¢do dos fatores de
restricdo A3 (Sheehy et al., 2003; Stopak et al., 2003) porém, para exercer tal funcao,
necessita formar um complexo que envolve a presenca do Cul5.

A proteina Vif ¢ formada por 192 aminoacidos, ¢ altamente conservada e esta
presente em todos os lentivirus com excecdo do virus da anemia equina. A Vif interage
com a Cul5, Elonginas B e C (Elo B/C) e RING-box 1/RING-box 2 (Kim, 2015). Esse
complexo interage com as A3s e induz sua ubiquitinacdo e degradacdo ao recrutar um
complexo E3 ubiquitinina (Mehle et al., 2004; Kobayashi et al., 2005) (Figura 8). O
complexo ubiquitinina E3 ligase ¢ formado pela Vif, Cul5, Elo B/C e a proteina Box-

RING (Yu et al., 2003). A ligagdo da Elo B/C muda a conformagdo da Vif, facilitando sua
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interagdo com o CBF-B (“Core binding factor beta”) e Cul5 (Wang et al., 2014). O
Vif/CBF-B/EloB/C heterotetramero promove uma mudanga de conformacdo que promove
a ligacdo ao Cul5, sugerindo uma ordem na organizacdo desse complexo E3 ligase
(Fribourgh et al., 2014) para promover a ubiquitinagdo das A3s. Na auséncia da Vif ou se
sua atividade estd comprometida as A3 sdo empacotadas sem restrigdes nas particulas
virais promovendo hipermuta¢des no DNA viral como ja citado anteriormente (Lecossier
et al., 2003). Mutacdes na estrutura da Cul5, também, podem trazer tal consequéncia, por

ndo interagir corretamente com a Vif prejudicando seu efeito anti-A3 e consequentemente

dificultar a infec¢cao do HIV-1(An et al., 2007).

Hypermutations
APOBEC3 . —°
T

.
\

Ubiquitin

Elongin B . Rbx2

Elongin C

Figura 8. Degradagdo da APOBEC3 pela Vif. A proteina viral Vif forma um complexo com
Cul5, a Elonguin B/C, Rbx2, E2, ubiquitinina ¢ CBF-B. O objetivo do complexo formado ¢
poliubiquitinar a A3 e induzir a degradag@o proteossomal. (Fonte: Okumura, 2016)

A suscetibilidade ao HIV e a progressdo a aids podem ser afetados por variagdes
nos genes humanos (An et al., 2010; Anokhin et al., 2016). Alguns SNPs no gene da CULS
tem sido relacionados em comprometer as taxas de células CD4+ em pacientes infectados
com HIV-1 (An et al., 2007). An e colaboradores identificaram Cul5 haplotipos que podem
ser agrupados em dois clusters com efeitos opostos, o cluster-1 retarda a diminuig¢do das
taxas de células CD4+ e o cluster-2 acelera essa perda em infectados pelo HIV-1. Tal
estudo demonstra que diferentes alteracdes nessa molécula podem influenciar de maneiras

opostas a progressdo a aids. Um dos SNPs que provoca uma perda acelerada de células
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CD4+ ¢ o rs7117111, tal polimorfismo ocorre na terceira posi¢do do codon 75 (CAA >

CAG), mantendo a codificacdo do aminoacido glutamina (Q).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar as possiveis associagdes dos polimorfismos nos genes TRIMS,

APOBEC3 e CULS5 com a suscetibilidade ao HIV-1 e a progressao a aids.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos nos
genes TRIMS, APOBEC3 e CULS;

2.2.2. Avaliar se as frequéncias genotipicas mostram-se diferentes entre os
grupos étnicos — brancos e ndo brancos;

2.2.3. Verificar a associag@o entre os polimorfismos dos fatores de restrigdo e
a suscetibilidade ao HIV;

2.2.4. Verificar a associag@o entre os polimorfismos dos fatores de restri¢do e

a progressao a aids;
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3. METODOLOGIA
3.1. Amostras

3.1.1. Amostras para avaliacao da suscetibilidade

As amostras HIV negativas foram colhidas de doadores de sangue do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. As 324 amostras coletadas foram submetidas a testes de triagem
da rotina do banco de sangue. Os exames realizados foram: para Hepatite B — HbsAg,
antiHBc e teste para deteccdo de acido nucléico (NAT) para HBV; para Hepatite C — anti-
HCV e NAT do HCV; para AIDS — anti-HIV-1, 2 ¢ 0 ¢ NAT do HIV; para doenca de
Chagas — anticorpos anti-T cruzi; para sifilis — deteccao de aticorpos anti-treponémicos; e
para o HTLV I/II detec¢do de anti-HTLV I/II. Todos os individuos, além de terem suas
amostras submetidas aos testes ja citados, passaram por uma triagem clinica que visa
excluir possiveis candidatos que se expuseram a situagdes de risco de contaminagdo por
umas dessas patologias infecciosas, antes da doagdo de sangue. Tais medidas visam
diminuir as chances de incluir candidatos em “janela imunolégica”, periodo em que o
individuo esta infectado, porém os testes ainda ndo sdo suficientemente sensiveis para
detectar.

O grupo formado por soropositivos para o HIV foi constituido de pacientes que
foram atendidos no servigo de Infectologia do Hospital Nossa Senhora da Conceig¢do de
Porto Alegre. O total de amostras HIV+ utilizadas neste estudo foi de 347. Tais individuos
foram selecionados a partir da uma analise de mais de 3.500 prontudrios entre os anos de
2011 a 2013 e os pacientes com os perfis clinicos desejados foram selecionados. Os
critérios inicias de selecdo foram: a possibilidade de se estipular a soroconversdo pelos
testes negativos prévios ao teste positivo para HIV; e ter cinco ou mais anos de
acompanhamento clinico ap6s o diagndstico sem recomendagdo de utilizagdo de

antirretrovirais.
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3.1.2. Amostras para avaliacdo da progressao

Para avaliar a frequéncia e o impacto dos SNPs na progressdo a aids o grupo de
HIV+ (que tinham dados suficientes para realizar a classificagdo de progressores) foi
dividido entre progressores rapidos (PR) e progressores ndo rapidos (PNR). Essa
classificagdo foi realizada utilizando-se dados clinicos e laboratoriais, incluindo contagens
de células T CD4+, carga viral plasmatica, teste soronegativo para HIV, primeiro teste
soropositivo, primeira contagem de células T CD4+, estagio clinico do momento da coleta
e prescricdo ou ndo de drogas antivirais. Para progressores rapidos os critérios empregados
foram: tempo entre sorologia HIV- e sorologia HIV+ e diagndstico de aids inferior a 3
anos, além de, no minimo, duas contagens consecutivas de linfocitos T CD4+ inferior a
350 cél/mm’ anterior a coleta. Para os progressores nio rapidos foram utilizadas as
seguintes informacdes: nove anos ou mais de sorologia positiva para o HIV sem a presenga
de sintomas (sem diagndstico de aids) com, no minimo, duas contagens consecutivas de
linfocitos CD4+ maiores que 500 cél/mm’ anteriores a coleta e sem recomendagio de uso
de antirretrovirais. Outro dado importante para a classificagdo da progressdo a aids foi a
inclinagdo da reta (slope) gerada a partir da queda do nimero de células CD4+ dos
pacientes HIV+. Nos progressores rapidos se obteve um slope de -4,051, representando

uma queda mais acentuada que o slope observado nos progressores nao rapidos (-0,358).

3.1.3. Etnia

Os individuos foram classificados em brancos e ndo brancos conforme a cor da pele
utilizando a classificacdo de Fitzpatrick, 1988 em que se classifica numa escala de 1
(branco) a 6 (negro) e por autodeclaracdo de descendéncia (Questiondrio para coleta de
dados — Anexo A). Individuos classificados de 1 a 4, na classificacdo de Fitzpatrick, foram

considerados brancos e os classificados de 5 a 6 de ndo brancos.
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3.2. Consideracoes éticas

Os comités de ética do Hospital Nossa Senhora da Concei¢do (Anexo B), bem
como o da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Anexo C) (002964-20.69/10-5 e
30491714.0.0000.5347, registros no Comité de Etica em Pesquisa, respectivamente) e os
Comités do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e o da Fundagdo Estadual de Producao e
Pesquisa em Saude (FEPPS) (Anexo D) aprovaram a realizagdo do estudo. Todos

participantes da pesquisa assinaram termos de consentimento livre e esclarecido (Anexo

E).

3.3. Extra¢ao de DNA

A extracdo de DNA das amostras de sangue periférico coletadas em tubos de
EDTA foi realizada manualmente pela técnica modificada de precipitagdio de DNA por
altas concentracdes de sal (técnica de “salting out”) (Lahiri e Nurenberger, 1991). As
amostras foram previamente centrifugadas em 1500 rpm por 10 minutos com o objetivo de
separar a camada de leucocitos e plaquetas (“buffycoat™). Essa camada rica em células
mononucleadas do sangue periférico foi utilizada na técnica de extracdo. O ensaio foi
realizado de acordo com o protocolo de extracdo do laboratorio. Apds as extragdes o DNA
foi quantificado e diluido com é4gua ultra pura para se obter uma concentragdo final entre
08 a 20 ng/uL de DNA. Estas amostras, de material genético, diluidas em agua ultra pura
foram armazenadas em freezer (-20° C) até a genotipagem. Todas estas etapas foram

realizadas no Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico na FEPPS.

3.4. Genotipagem

Trés polimorfismos localizados em genes de fatores de restricdio foram

selecionados devido a suas atividades no ciclo do HIV-1. Os polimorfismos genotipados
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foram para o TRIMS5o (rs10838525); para APOBEC3F (rs2076101) e para o Cul$
(rs7117111).

Todos os genes foram genotipados utilizando sondas fluorogénicas alelo
especificas (TagMan®). As sondas utilizadas (Thermo Fisher Scientific®) para identificar
os SNPs foram: para o TRIM5a a sonda C 1452187 20 (ATCCCAGTCTCTTACT
TGGTACTCC|C/T]|GGGCAACCTCCTCTGTGAGGAACGT); para a APOBEC3F a
C 2189617 10 (GGAAGTTGTAAAGCACCACTCACCTI[A/G]TCTCCTGGAAGAGG
GGCGTCTTCQG); e para o Cul5 a C 1345426 10 (AAGATATTCTTGAGTTTATTAA
GCAJA/G]GCACAGGCAGTAAGTTCTACATGCT). A genotipagem foi realizada em
uma plataforma de PCR de tempo real com o equipamento StepOnePlus™™.

O programa de amplificacdo utilizado na PCR foi o seguinte: ativagdo da enzima
Taq DNA HotStart polimerase por 10 minutos a 95°C; desnaturagdo a 95°C por 15
segundos; e Anelamento/extensdo a 60°C por um minuto. Repetidos 40 ciclos com exce¢do
da fase de ativagdo enzimatica. Apds a genotipagem pelo PCR em tempo-real o sofiware
traduz as emissoes de fluorescéncia para cada alelo identificado e gera graficos para

interpretacdo dos resultados.

3.5. Analise estatistica

A andlise dos dados demograficos dos grupos investigados foi realizada utilizando-
se o teste “t de Student”. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado entre os individuos
HIV positivo ¢ HIV negativo usando o teste qui-quadrado (). Uma tabela de
contingéncia 2x2 foi utilizada para o teste exato de Fisher para investigar as diferentes
frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos. Modelos codominante, dominante e
recessivo foram avaliados e associagdes genotipicas e “odds ratios” (OR) com 95% de
intervalo de confianga (IC) foram estimados por regressdo logistica univariada. Para
analise da suscetibilidade foi realizada regressdo logistica comparando os individuos HIV
positivo e HIV negativo separados pela varidvel etnia e para a progressdo a aids foram
comparados progressores rapidos e ndo rapidos ajustados com a variavel etnia. Os

resultados foram considerados significativos com um valor de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados demograficos

A tabela 1 apresenta algumas caracteristicas demograficas das populagdes
estudadas. Os individuos HIV negativos t€ém uma média de idade de 36,9 £ 12,1 anos,
48,5% sdao do sexo feminino e 80,9% sdo considerados brancos. Esses dados sdo
estatisticamente diferentes do grupo formado por soropositivos que tem uma média de 40,7
+ 10,2 anos de idade, 59,6% do sexo feminino e 57,6% brancos. Dos 347 individuos HIV
positivos, foi possivel a classificacdo entre progressores rapidos e ndo rapidos de 177
pacientes, em que 39 foram considerados progressores rapidos (PR) e 138 progressores nao
rapidos (PNR). Entre esses grupos nota-se uma maior semelhanga quanto aos dados
demograficos. A idade média, género e etnia dos PR e PNR foi de 40,5 + 11,6 anos, 69,2%
feminino e 63,9% brancos € 40 + 9,7 anos, 71,8% femininos e 61,6% brancos
respectivamente. Entre esses grupos as varidveis comparadas ndo apresentaram diferengas

significativas.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos individuos HIV positivo e HIV negativo.

HIV-vs PR Vs
Caracteristicas HIV- HIV+ HIV+ HIV+ PNR
(n=324) (n=347) _ENR_

Valor dep PR (n=39) PNR (n=138)

Idade média + DP 369+ 12,1 40,7+10,2 <0,001 40,5+11,6 40,9+9,7 NS

Sexo n (%)
Feminino 157 (48,5) 207 (59,6) 0.036 27 (69,2) 102 (71,8) NS
Masculino 147 (45,3) 139 (40) ’ 12 (30,8) 36 (28,2)
Etnia n (%)
Brancos 262 (80,9) 200 (57,6) <0.001 23 (63,9) 85 (61,6) NS
Nao brancos 62 (19,1) 94 (27,1) 12 (36,1) 51 (36,9)

NS = ndo significativo

4.2. Frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs

Na tabela 2 observam-se as frequéncias genotipicas e alélicas dos trés SNPs

estudados nos grupos HIV-, HIV+ e progressores rapidos e ndo rapidos. Ao se comparar
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esses dados de frequéncia com os do projeto HapMap nota-se uma grande similaridade
entre o grupo de brancos do estudo e o de europeus do projeto. Todas frequéncias
genotipicas do presente estudo encontram-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Nao
foram observadas diferencas significativas entre os grupos (HIV+ e HIV-) e nem entre os
progressores. Separando-se os individuos em brancos e ndo brancos encontramos
diferencas de frequéncias genotipicas e alélicas significativas para os SNPs avaliados

(Tabela 3).

Tabela 2. Frequéncias genotipicas e alélicas dos trés SNPs nos grupos estudados e analise do qui-
quadrado.

HIV+ HIV- PR PNR

GENE SNP n (%) n (%) P n (%) n (%) p
1510838525 n= 345 =324 =38 =137
CC 171(49,6) 151 (46,6) 23(60,5) 70 (51,1)

TRIMS CT 144(41,7) 137(423) 0521 15(39,5) 54(39.4) 0,128
TT 3087  36(111) 0 13 (9,5)

C 486(704)  49(6TT) oo 61(803) 194(08)

T 204(29.6)  209(323) 15(197)  80(292)
152076101 n=342 =324 =38 = 138
AA 98(28,7)  100(30.9) 11289) 34 (24,6)

APOBECSF AG 176(51,5)  153(472) 0547 21(552) 78(565) 0,828
GG 68(199)  71(21,9) 6(158) 26 (18,8)

A IS4 3BAS) o 4666 16(29) (<o
G 312(456) 295 (45.5) 33(43,4) 130 (47,1)
7117111 n=343 =323 =39 =137
AA 61 (17.8)  45(13.9) 3(7.8)  16(11,7)

CULS AG 172(50,1) 156 (483) 0200 18(46,1) 82(59.8) 0,112
GG 110(32,1) 122 (37.8) 18 (46,1) 39 (28,5)

A294@8)  2U6CRD (o 20608 HAELE) (oo

G 392(57,2) 400 (61,9) 54(69,2) 160 (58.4)




Tabela 3. Frequéncias genotipicas e alélicas de todos os trés SNPs nos grupos separados por etnia e analise
do qui-quadrado.

HIV+ HIV+ Nio HIV- Bran HIV- Nio
GENE SNP Brancos brancos p n (%) %S brancos p
n (%) n (%) ° n (%)
rs10838525 n= 198 n= 94 n=262 n=62
CC 92(46,5) 59 (62,8) 115 (43,9) 36 (58,1)
TRIMS CT 86(43,4) 31(33,0) 0,022 118 (45,0) 19 (30,6) 0,099
TT 20 (10,1) 4(4,3) 29 (1L,1) 7(11,3)
C 270 (68,2) 149 (79,2) 0,005 348 (66,4) 91 (73,4) 0.135
T 126 (31,8) 39 (20,8) 176 (33,6) 33 (26,6)
152076101 n= 198 n=92 n=262 n=62
AA  58(29,3) 18 (19,6) 85(32,4) 15 (24,2)
APOBEC3F AG 104 (52,5) 54 (58,7) 0,210 124 (47,3) 29 (46,8) 0,237
GG 36(18,2) 20 (21,7) 53(20,2) 18 (29,0)
A 220(55,5) 90 (48,9) 0.136 294 (56,1) 59 (47.,6) 0,086
G 176 (44,5) 94 (51,1) 230 (43,9) 65 (52,4)
rs7117111 n= 198 n=93 n= 261 n= 62
AA  35(17,7) 14 (15,1) 35(13,4) 10 (16,1)
CULS AG 100 (50,5) 56 (60,2) 0,294 118 (45,2) 38(61,3) 0,022
GG 63(3L98) 23 (24,7) 108 (41,4) 14 (22,6)
A 170 (42
70 (42,9) 84 (45,2) 0.613 188 (36,0) 58 (46,8) 0,027
G 226 (57,1) 102 (54,8) 334 (64,0) 66 (53,2)

4.3. Associacao dos SNPs a suscetibilidade a infec¢ao ao HIV

A analise %* dos modelos codominante, dominante e recessivo entre o grupo geral
de HIV positivo e HIV negativo ndo apresentou resultados significativos para os trés SNPs
em questdo (Tabela 2). Contudo quando individuos HIV positivos e HIV negativos sdo
analisados separadamente de acordo com a etnia, o modelo recessivo do SNP rs7117111,
em brancos, apresentou uma diferenga significativa (p=0,041). A partir da andlise de
regressao logistica univariada neste mesmo grupo se manteve um resultado significativo no
modelo recessivo (modelo recessivo, genotipo GG, OR ajustado: 0,661, 95% IC 0,449-
0,974, P=0,036) (Tabela 4). Nos demais SNPs ndo se encontrou diferencas significativas

entre as frequéncias, mesmo apds o ajuste com a variavel etnia.
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Tabela 4. Qui-quadrado e regressdo logistica univariada entre individuos brancos HIV+ e HIV-.

HIV+ HIV- % Regressio logistica
L. (n=198) (n=261) univariada
| t
Gene SNP Modelo Genétipos o %) . Valor de OR (95% Valor de
(1] (1]
p Cn p
AA 35(17,7) 35(13,4)

Codominante AG 100 (50,5) 118 (45,2) 0,092 -
GG 63(0,318) 108 (41,4)

. AA RN E T
ominante s -
CULS w7171 AGHGG 163 (82,3) 226 (86,6)
AATAG 135 (68.2) 153 (58.6) 1
Recessivo 108 0,041 0,661
GG BOLY (0.449- 0,036
; 0,074)

4.4. Associagdo dos SNPs com a progressao a aids

Quando realizadas as analises estatisticas (% e regressdo logistica univariada com
modelos codominantes, dominantes e recessivos mesmo ajustados por etnia) para se
determinar a influencia dos SNPs na progressio a aids nenhum resultado foi
estatisticamente significativo, com excecdo da analise de qui-quadrado no modelo
recessivo do SNP7117111 (p=0,037). Contudo ao se aplicar um teste estatistico mais
robusto, a regressdo logistica univariada, a diferenca entre as frequéncias perdeu a
significancia estatistica. Todavia o valor encontrado ficou préoximo a significancia (modelo

recessivo, genotipo GG, OR ajustado: 2,115, 95% IC 0,990-4,521, P=0,053) (Tabela 5).

Tabela 5. Falta de associagdo do gene CULS com a progressdo a aids

s (DR R
Gene SNP Modelo  Genétipos Val
n (%) n (%) p  OR(95% CI) di (r)»r
AA 3(7,8) 16 (11,7) 0.479 1
Dominante ’ 1,467 (0,40-
AG+GG 36(93,2) 121 (88,3) ’ 5 377’) 0,563
CULS5 r1s7117111 2
AA+AG  21(53,9) 98(71,5) 1
Recessivo 0,037 -
GG 18 (46,1) 39 (28,5) 21 1455(20590 0,053

*Ajustado por etnia

36



5. DISCUSSAO

Desde a descoberta de individuos resistentes ao HIV-1, homozigotos da dele¢do de
32 pares de base do gene CCR-5 (Samson et al., 1996), tem crescido a busca por fatores
genéticos que pudessem trazer informagdes para reduzir a epidemia provocada por esse
virus. Em 2002, Sheehy e colaboradores identificaram uma proteina com capacidade de
restringir a infecgdo do HIV-1. Essa proteina foi o primeiro fator de restricdo relatado, a
APOBEC3QG, e assim abriu novos questionamentos quanto ao sistema de defesa intrinseco
celular. O presente estudo foi desenhado com o propdsito de avaliar a frequéncia de trés
SNPs em diferentes genes de fatores de restricdo, que poderiam estar influenciando a
suscetibilidade a infeccdo ao HIV-1 e a progressao a aids.

O grupo de individuos HIV+ foi subclassificado em progressores rapidos e nao
rapidos de acordo com critérios ja bem definidos na literatura (An e Winkler, 2010; Casado
et al., 2010). O grupo controle foi formado com o objetivo de parear com as caracteristicas
demograficas do grupo HIV+ e deste modo, diminuir os efeitos de possiveis diferengas.
Contudo, como o grupo de individuos HIV negativos foi constituido a partir de doadores
de sangue, a idade média dessas pessoas ¢ mais baixa que a observada nos pacientes HIV.
Em relagdo ao sexo, o numero de mulheres doadoras ¢ pequeno e, em contrapartida, o
nimero de mulheres HIV+ ¢ mais alto em fun¢do da maior procura delas pelos servigos de
satde e os programas de monitoramento das gestantes. Outra questdo que chama a atengdo
¢ fato de termos um numero mais elevado de individuos ndo brancos no grupo de pessoas
HIV positivo. A populacdo do estado do Rio Grande do Sul caracteriza-se por uma origem
principalmente européia, mas o recorte da populacdo HIV reflete claramente a baixa
condi¢do socio-econdmica desse grupo, onde se concentram individuos afrodescendentes.

Embora o grupo controle tenha sido formado por individuos, teoricamente, menos
propensos a se exporem a situacdes de risco de infec¢do pelo HIV, tal fato ndo diminui as
descobertas do estudo. Comparando-se o grupo controle utilizado com um grupo controle
altamente exposto a possivel infeccao ao HIV, este segundo apresenta caracteristicas mais
homogenias. Deste modo, encontrar alguma diferenca alélica em um grupo mais
heterogéneo seria mais dificultoso, enriquecendo os achados.

Os genes dos fatores de restri¢ao sdo bem polimorficos e, as vezes, essa diversidade

¢ observada na variabilidade da resposta a infec¢ao pelo HIV. O SNP rs10838525 presente
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no gene 7TRIMS5a, que promove uma alteragdo de aminoacidos, na posi¢do 136, de uma
arginina (R) para uma glutamina (Q) tem sido considerado potencial candidato. Um estudo
de Speelmon e colaboradores de 2006 identificou 48 SNPs no TRIM5a e observou que
ocorria um alto grau de desequilibrio de ligacdo. Este fato levou a fazerem inferéncias com
haplotipos. Quando analisados separadamente, no trabalho acima citado, os SNPs
(incluindo o rs10838525) ndo revelaram associagdes significativas com a suscetibilidade,
variacdo da carga viral e com a contagem de células CD4+ num grupo predominantemente
de euro-americanos. Porém quando analisaram um haplétipo, contendo a mutagao 136Q,
encontram mais frequente no grupo HIV+ (OR: 5,49, 95% IC 1,83-16,45, P=0,002). Tal
achado sugeriu que a sequéncia genética, realmente responsavel por esse resultado, estaria
em desequilibrio de ligacdo com este haplotipo, podendo estar no proprio gene TRIMS5 ou
em genes adjacentes.

Uma pesquisa de 2010 realizada por Price e colaboradores, verificou a frequéncia
dos haplotipos e SNPs localizados no éxon dois do TRIM5a em um grupo de mulheres
trabalhadoras do sexo do Quénia (soropositivas e soronegativas). A mutagdo 136Q foi
fortemente relacionada com a resisténcia a infeccdo ao HIV-1 no grupo analisado (OR:
2,991, 95% IC 1,806-4,953, P<0,0001). Esse resultado ¢ contrario ao do primeiro estudo,
contudo o grupo estudado era formado por individuos negros e os HIV negativos eram
“altamente expostos” (trabalhadoras do sexo). Em relagdo a progressdo a aids, neste
mesmo estudo, nenhuma correlacdo foi encontrada entre os SNPs individualmente ou
haplétipos e a progressao da doenga.

Corroborando com este achado de protecdo a infeccdo pelo HIV-1 do SNP
rs10838525, um estudo foi realizado com um grupo de individuos do nordeste brasileiro
por Silva e colaboradores (2016). Essa pesquisa investigou a influéncia de trés SNPs
(rs3740996, rs10838525 e rs16934386) e o rs10838525 isoladamente apresentou uma
frequéncia maior do alelo T (glutamina) e do gendtipo TT na populagdo saudavel (Alelo T:
OR: 0,66, 95% CI 0,49-0,90, P=0,008 / Genotipo TT: OR: 0,33, 95% CI 0,13-0,79,
P=0,008).

Alguns resultados discrepantes podem estar ocorrendo devido a outras isoformas
do TRIMS, entre elas a TRIMi, TRIMy, TRIMd e TRIMxk. De acordo com Battivelli e
colaboradores (2011), a isoforma TRIMS5a representa de 37 a 52% de todos mRNA da

TRIMS. As outras isoformas menos abundantes, por ndo apresentarem o dominio SPRY
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ndo apresentam atividade anti-HIV, contudo podem se ligar ao TRIMSa e inibi-lo. Deste
modo, cogita-se que diferentes concentragdes de diferentes isoformas do TRIMS podem
modular a atividade do TRIMS5a e influenciar a suscetibilidade a infecgdo ao HIV-1. O
cddon 136 ¢ localizado dentro do dominio B-box do TRIMS5a, que ¢ requerido para a
dimerizagdo do TRIMS, fundamental para se criar a estrutura em forma de rede e
reconhecer e se ligar ao capsideo do HIV-1. Assim a alteragdo de uma arginina para uma
glutamina, nesse ponto, pode estar tornando a proteina mais ativa contra o HIV-1 em
certos individuos.

No presente estudo ao se avaliar a influéncia desse SNP na suscetibilidade ao HIV-
1 e progressao a aids ndo foram observados resultados que determinassem sua relevancia
na amostra estudada. Embora tenha sido identificada uma diferenga significativa das
frequencias desses polimorfismos entre brancos e nao brancos, quando a andlise foi feita
nesses grupos em separado ou ajustando pela etnia, os resultados ndo foram significativos.

O SNP rs2076101 da isoforma APOBEC3F leva a uma alteracdo do aminoacido
isoleucina (I) por uma valina (V) na cédon 231. No presente grupo estudado nio foi
evidenciado a associacdo desse polimorfismo com a suscetibilidade ao HIV-1 ou com
progressdao a aids. J& num grupo de 707 individuos euros-americanos e 281 Afro-
americanos um estudo realizado por An e colaboradores (2016), demonstrou que a variante
231V da A3F esté relacionada com uma progressao mais lenta a aids (modelo dominante,
RH = 0,68, CI 95%, 0,54-0,87, P=0,002). Tal alteracdo também mostrou ser protetiva no
grupo de euro-americanos quanto ao desenvolvimento de pneumonia pneumocistica,
complicagdo comum em imunodeprimidos. Uma meta andlise de 13 coortes totalizando
10.395 soropositivos demostrou uma associagdo consistente do rs2076101 com uma baixa
carga viral em euro-americanos (P=0,01). J& em relagdo a suscetibilidade ndo foram
encontradas diferengas entre soronegativos € soropositivos.

Ha varios estudos propondo uma importante atividade anti-HIV da APOBEC3F
(Linddament et al., 2004; Desimme et al., 2014; Krisko et al., 2016) ¢ uma moderada
influencia na infec¢do ao HIV-1 (Mulder et al., 2010), contudo ha uma caréncia de
pesquisas relacionando polimorfismos dessa proteina com a suscetibilidade ao HIV-1 e a
progressdo a aids. Um dos objetivos, inclusive do trabalho de An e colaboradores (2016)

era trazer informagdes a respeito da variabilidade genética da A3F neste contexto. Por ser
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parcialmente mais resistente ao Vif do que a A3G, ¢ interessante compreender melhor a
A3F e sua influéncia na infeccao in vivo do HIV-1.

O nosso trabalho obteve o mesmo resultado, em relacao a suscetibilidade, do de An
e colaboradores (2006), contudo ndo encontramos associagdo com a progressao a aids. Sdo
necessarios mais estudos em diferentes populagdes para compreendermos melhor a
influencia desse SNP na progressdo da doenga. As outras isoformas das A3s, podem trazer
respostas a tais resultados discrepantes, por exemplo, na infeccdo pelo HBV observa-se
que a A3DE antagoniza as atividades antivirais da A3F e da A3G (com menor intensidade)
e deste modo facilita a replicagdo do virus (Bouzidi et al., 2016). Tais achados geram ainda
mais questionamentos ficando claro que hd muito a se desvendar sobre esse sistema de
defesa intrinseco celular.

Nossos resultados em relagdo ao polimorfismo rs7117111 do gene CULS
demonstrou uma associacdo do genotipo GG com protecdo a infeccdo pelo HIV-1, em
individuos eurodescendentes. Nesse gendtipo também se observou uma tendéncia em
relacdo a progressao a aids, estando associado aos progressores rapidos.

Esse SNP ¢ uma mutacdo sindnima numa regido codificante do gene, na terceira
posicdo do coédon 75 (CAA > CAG), mantendo o aminodcido glutamina (Q). Essa
alteracdo sinonima, mesmo nao alterando a sequéncia de aminodcidos, traz significantes
consequéncias na traducdo da proteina, pelo fato de cada diferente codon necessitar de um
tRNA diferente (Brule e Grayhack, 2017). Todas as implicacdes da troca de um cddon
sindnimo ainda ndo sdo totalmente esclarecidas. Algumas das conseqiiéncias que essa
alteracdo pode gerar sdo: a velocidade de producgdo da proteina, por diminuir a velocidade
de alongamento do ribossomo; tRNA (especifico para o cdédon) se encontrar em
concentragdes baixas; a estabilidade do mRNA, tornando-o menos estavel e assim gerando
menos proteinas; e a estrutura da propria proteina durante a formagdo da sua estrutura
secundaria e terciaria (Brule e Grayhack, 2017).

An e colaboradores (2007) realizaram uma pesquisa com amostras de cinco coortes
dos Estados Unidos e avaliaram 12 SNPs e haplotipos do CUL5 em relagdo a
suscetibilidade ao HIV-1 e progressdo a aids. Neste estudo, ndo encontraram associagao
clara com nenhum SNP ou haplétipo, tanto em afro-americanos como em euro-americanos,
e a suscetibilidade ao HIV-1. Ja em relagdo a progressdo foi encontrada uma associacdo

dos haplétipos do cluster II (separado pelo estudo) que contém o alelo G (rs7117111) com

40



uma rapida queda de células CD4+ (RH=1,47 e p=0,009). No nosso estudo encontramos
resultado limitrofes que apontavam uma relacdo do genétpo GG com progressores rapidos
(modelo recessivo, gendtipo GG, OR ajustado: 2,115, 95% IC 0,990-4,521, P=0,053).

Silva e colaboradores (2017) estudando uma populagdo do Nordeste brasileiro
identificaram que o haplétipo do CULS, rs7103534-rs7117111 CG, estava em maior
frequéncia em individuos soronegativos em relacdo aos soropositivos, sugerindo uma
protecdo ao risco de infeccdo ao HIV-1. Esse achado estd em consondncia com os
resultados encontrados no presente estudo. Um ponto importante, contudo, a se destacar é
que, em ambos os estudos o grupo controle foi formado por doadores de sangue, diferente
do trabalho de An e colaboradores (2007) em que o grupo estudado foi de ndo infectados,
porém altamente expostos e neste caso ndo foi encontrada relacdo com a suscetibilidade ao
HIV-1.

As duas pesquisas citadas acima trouxeram, separadamente, dados que
confirmaram nossos resultados em relagdo ao rs7117111, porém esses dados em uma
primeira andlise parecem ser contraditorios. O genétipo GG, ao mesmo tempo que parece
estar relacionado a prote¢do a infeccdo ao HIV-1, estd possivelmente envolvido na
progressao rapida a aids. Esses achados, contudo, ndo necessariamente sdo contraditorios,
mecanismos ainda ndo completamente elucidados podem estar envolvidos nesse processo.
O Cul5 ¢ uma proteina fundamental para a formagdo de um complexo, formado por outras
proteinas como as Elo B/C, a CBF- e RBx2 que com a proteina viral Vif inativa as
APOBEC3 (Figura 8). Qualquer alteragdo em uma dessas proteinas envolvidas no
complexo pode afetar o processo. Por exemplo, Vif ¢ fosforilado em vérios residuos dos
aminoacidos serinas e treoninas € entre essas, a serina 144 tem um importante papel na
regulacdo da replicacdo do HIV-1. A fosforilagio no aminoacido serina 144 regula
negativamente a ligacdo do Vif a Elo C (Mehle et al., 2004). Mutacdes na propria Vif
(H27A, M29A e Y30A), podem enfraquecer a interacdo entre a regido N-terminal e o
Cul5, também trazendo consequéncias negativas para a formac¢do do complexo (Evans et
al., 2014).

A regido na qual se encontra o codon 75 do CULS faz parte do dominio em que
ocorre a ligacdo com a Vif (Evans et al., 2014). Na tentativa de entender os resultados
encontrados no rs7117111 podemos sugerir que o gen6tipo GG ndo favorece a ligagdo com

Vif, deste modo as A3G e A3F, principalmente, conseguem atuar inibindo o ciclo de vida
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do HIV-1, num primeiro momento. Todavia as mutagdes induzidas pelas A3 podem
provocar alteragdes na Vif e, possivelmente, restabelecer a ligagdo com o Cul5 assim,
consequentemente inibindo as A3 e deste modo, ocorrer uma progressao rapida a aids.
Conclui-se que os SNPs estudados podem provocar alteragdes na infecgdo ao HIV-
1 ou afetar a progressdo a aids, porém na popula¢do estudada encontramos apenas uma
influéncia de prote¢do ao HIV-1 em relacdo ao gendtipo GG do Cul5 em individuos
eurodescendentes. A epidemia do HIV ndo ¢ homogénea em relagdo aos subtipos virais e
somado a propria variabilidade genética entre as diferentes populagdes humanas se agrava
a dificuldade de se identificar alteragcdes isoladas no genoma com forte impacto na
infeccdo pelo HIV. Além disso, esses achados devem ser interpretados com cautela para
um grande grupo populacional. Contudo cada descoberta ¢ importante para se
compreender as estratégias tanto dos virus de “atacar/contra-atacar” quanto das células de
“se defender/contra-atacar” e assim gerar conhecimento que possa auxiliar no combate da

epidemia no futuro.

5.1 Perspectivas

Com o objetivo de melhorar as andlises desses importantes achados e
consequentemente enriquecer a discussao sobre o assunto, pretende-se submeté-los a testes
estatisticos mais robustos, como, por exemplo, a andlise de reducdo dimensionada
multifatorial. Com essa abordagem pode-se combinar diferentes SNPs e assim sera
possivel analiséd-los em conjunto frente a suscetibilidade ao HIV e a progressdo a aids.
Deste modo poderdo ser feitas inferéncias sobre como diferentes alteragdes genéticas em
diferentes genes de fatores de restricdo estdo se relacionando e influenciando os desfechos
citados.

Da mesma forma, para analisar de maneira mais ampla os fatores de restri¢ao, outro
trabalho do nosso grupo de pesquisa analisou polimorfismos na APOBEC3G, importante
proteina anti-HIV, na mesma populagdo do presente trabalho. Assim, o curso natural serd a
unido desses resultados para ampliar as abordagens estatisticas como a ja citada. Além dos
fatores de restricdo outros trabalhos do grupo focando alteracdes gendmicas que podem

influenciar na susceptibilidade ao HIV e progressdo a aids ja foram realizados com
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interessantes resultados sobre a suscetibilidade. Juntando-se esses inimeros achados sobre
alteracdes no genoma pode-se ter uma visdo muito mais ampla sobre o papel da genética

do hospedeiro frente a infeccao ao HIV.
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ANEXO A — Questiondrio para Coleta de Dados

QUESTIONARIO

Projeto: “AVALIAGAO DE POLIMORFISMOS EM GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA

IMUNOLOGICA DE PACIENTES INFECTADOS COM HIV-1"

Cédigo de identificagdo do paciente no projeto:

Data de Nascimento: / /

Sexo: () Masculino ( ) Feminino
Municipio de Residéncia:
Estado Civil: () Solteiro { ) Casado ( ) Acompanhado
Etnia (auto-declaragéio): ( ) Branco ( )Nao-branco

Profissio: Em atividade: { )Sim ( ) Nio
Escolaridade:

Data dadltima sorologia negativa para HIV: / /
Data da primeira sorologia positiva para HIV: / !

Possivel forma de Transmissio:
() Heterossexual ( )HSH ( )UDI ( )Transfusdo sanguinea ou Transplante
() Transmiss#o vertical (Materno fetal) () Outro. Qual?
Gestante: { )Sim ( ) Nao

Fumo: ( ) Sim ( ) Ndo

Uso de Alcool: ( ) Sim ( ) Ndo

Usode drogas: ( )Sim ( )Ndo Se sim, qual?

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

Viajou para o exterior: ( ) Sim ( ) Nio

Continentes do Exterior:

{ )Africa ( )FEurcpa ( ) Asia ( ) Américado Sul ( ) América do Norte
Teve contato sexual/drogas injetaveis no exterior: ( ) Sim ( ) Ndo Onde?
Teve contato sexual/drogas injetaveis com estrangeiros no Brasil:

{( )Sim { )Nio Sesim, quala origem do contato?

Tem alguma doenga cronica ou histérico familiar deste tipe de doenga? Se

qual?

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

sim,
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ANEXO B — Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Nossa
Senhora da Conceicao de Porto Alegre/RS (GHC)
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/GHC

O Comité de Etica em Pesquisa do Grupe Hospitalar Conceigao (CEP/GHC), que é reconhedido pela
Comiss3o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS desde 31/10/1997, pelo Office For Human Research
Protections (OHRP)YUSDHHS, como Institutional Review Board (IRB0001105) e pelo FWA - Federalwide
Assurance (FWA 00000378), em 30 de novembro de 2010, reavaliou o seguinte projeto de pesquisa:

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

Pesquisadores:

2OSE ARTUR B0GO CHIES

LUIZ FERNANDO JOBIM

MARIA CRISTINA COTTA MATTE

RUBLA MARILIA MEDEIROS

DENNIS MALETICH JUNQUEIRA
LEONARDO AUGLISTO LUVISON ARALO
CYNARA CARVALHO NUNES
MARINETDE GONGALVES DE MELO
BRENO RIEGEL SANTOS

MMARIA LIBCIA ROSA ROSSETTL
SABRINA ESTEVES DE MATOS ALMEIDA

Titulo: Avaliagio de polimorfismos em genes envolvidos na resposta imunoidgica de pacientes
infectados com HIV-1,

Documentacao: Aprovados
Aspectos Metodoldgicos: Aprovados
Aspectos Eticos: Aprovados

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

Consideragdes Finais: Toda e quakjuer alteragdo do projeto, devera ser comunicada imediatamente ao
CEP/GHC. Lembramos do compromisso de encaminhar dentro dos prazos estipulados, ofs) relatoriofs)
parciai(ais) ejou final 20 Comitd de Etca em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceic3o e 2o Centro de
Resultzado onde a pesquisa for desenvolvida.

Porto Alecre, 30 de novembre de 2010.

rio Fa da Silva
Coordenador-geral do CEP/GHC



ANEXO C — Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

< UNIVERSIDADE FEDERAL DO |
- © RIO GRANDE DO SUL / PRO- m"“‘!

ICEP REITORIA DE PESQUISA -

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Abordagem imunogenética de receptores de quimiocinas e sua correlagio com a
diversidade do gene Env do HIV-1: Fatores que influenciam a progressao para AIDS

Pesquisador: José Artur Bogo Chies

Aroa Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 30491714.0.0000.5347

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Patrocinador Principal: Financiamento Prépric

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 727.085

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa de doutorado & ser realizado no Laboratério de Imunogenética da UFRGS,
tendo como centros coparticipantes o Hospital Nossa Senhora da Conceigd@o/Grupc Hospitalar Conceigao
(HNSC/GHC) e a Fundagéo Estadual de Pesquisa em Salde/Centro de Desenvolvimente Cientifico e
Tecnoldgico (FEPPS-CDCT). O projeto de pesquisa foi avaliado pelo CONEP &, em anexo, se encaontra
carta resposta.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral da pesquisa ¢ “Descrever a frequéncia e caracterizar o perfil de expressdo imunolégico e
genélico de quatro subpopulagdes de células T CD4+: CCR4+CCRE+CXCR3-, CCR4+CCRE-CXCR3-,
CXCR3+CCR6-CCR4- & CXCR3+CCR6+CCR4- nos progressores rdpidos e jentos. Assim também analisar
polimorfismos genéticos de CCR3, CCR8 e CXCRS junto com a diversidade genélica do gene viral Env na
progressdio a AIDS". Os objetivos especificos sdo: - Caracterizar @ comparar a frequéncia das
subpopulagbes CCR4+CCRB+CXCR3-, CCR4+CCRE-CXCR3-, CXCR3+CCR6-CCR4- ¢
CXCR3+CCRG6+CCR4- em pacientes com progressdo rdpida, lanta e controles saudaveis. - Analisar o
padrdo qualitativo ¢ quantitativo de citocinas TH1, TH2, TH17 & TH1TH17 no plasma e correlacionar com a
frequéncia das subpopulagdes de T CD4+ dos individuos progressores e comparar com controles
saudévels. - Estudar a frequéncia de variantes
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polimérficas dos genes que codificam os receptores CCR8, CCR4, CXCR3, CCR3, CXCR6 e CCRS8, nos
grupos de pacientes comparados com controles, - Identificar polimorfismos no gene Env e analisar essa
diversidade junto com a combinagio das variantes nos receptores de quimiocinas,

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O texto dos riscos e dos beneficios da pesquisa esta adequado.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesqulisa:

Em atendimento a solicitagdo, os pesquisadores informaram mais detalhadamente os critérios de inclusdo e
exclusdo de pacientes, assim como o plano de recrutamento. Em atendimento & solicitag&o, os
pesquisadores anexaram TCLE das pesquisas anteriormente aprovadas, uma vez que a pesquisa atual
utilizara amostras das pesquisas em andamento. Ainda, os pesquisadores informaram que “Nesta
oportunidade esclarecemos que esta abordagem de variantes de genes {receptores de quimiocinas) do
sistema imune esta sendo realizada no contexto do projeio anteriormente aprovado que nao foi inteiramente
concluido, sendo incluido no atual frabalho. O TCLE (anexc 1) e os pareceres (anexo |1) de aprovagio do
projeto anterior do nosso grupo informam que a utiizago das amostras desses pacientes serd para anélises
de variagdes genéticas referentes ac sistema Imune. O atual projeto, que constituird uma tese de
doutoramento junto ao PPG Genética e Biologia Molecular da UFRGS, esta sendo submetide com o intuito
de permitir a realizagdo de uma segunda coleta de pacientes com um perfil clinico j& conhecido e que Ja
foram cadastrados e coletados no projeto anterior para fins de andlises genéticas. Assim, o intuito é dar
continuidade as nossas pesquisas, dentro da mesma coorte de pacientes, incluindo, portanto dados clinicos
e de seguimento, além de dados de citometria e perfil de cilocinas em pacientas cujo DNA encontra-se em
genotipagem®, Em atendimento a solicitagio “esclarecimentos quanto a se o pesquisador iré comparar os
dados obtidos no estudo anterior com os dados desses novos parlicipantes ou se 0s mesmos participantes
serdo contatados para fazer nova coleta de sangue. Além disso, ¢ grupo controle da pesquisa anterior é
referente a um estudo de Lupus. Sendo assim, solicitam-se esclarecimentos quanto a se o pesquisador
pretende comparar o grupo controle com os dados de pacienies portadores desta referida doenga”, os
pesquisadores responderam: “um subgrupo dos pacientes que participaram de um estudo anterior
envolvendo fatores genélicos serd convidado a participar desta nova etapa da pesquisa e, caso concorde,
serd feita coleta de sangue para avallagio de dados laboratoriais (citometria e perfil de subpopulagdes
celulares do sistema Imune). Quanto ao grupo controle, os resultados presentes em nosso banco de dados
representam Individuos sauddveis e estes dados podem ser comparados (por ja estarem devidamente
publicados) com diferentes patologias. A idéia é simplesmente comparar dados disponiveis de
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individuos saudéveis com pacientes, os Individuos sauddveis representando a populagdo geral, pareados
com os casos de acordo a idade, sexc @ etnia em este novo estudo”.Em atendimento & solicitagéio, os
pesquisadores substitufram nos TCLEs paciente e controle a palavra “copia™ por “via“, e incluiram a
InformagSo de garantia de indenizagfio diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa. Ainda, no TCLE
paciente foi incluida a seguinte informagéio: “A sua participagdo no presante projeto envolve uma coleta de
sangue, onde serdo avaliados fatores imunoldgicos, para que possamos ter uma maior compreenséc do
perfil imunolégico das pessoas HIV+. Independente de sua participagdo no estudo, o tratamento que vocé
recabe ndo seré alterado e, vocd podera retirar sua aulorizagdo a qualquer momento, apenas comunicando
$ua nova decisdo a um participante do grupo de pesquisa®. No TCLE controle houve inclusio da informagio
A sua participag8o no presente projeto envolve uma coleta de sangue, onde serdo avaliados fatores
imunaolégicos, para que possamaos ter uma maior compreensdo do perfil imunolégico de pesscas saudaveis
HIV negativos. Vocé podera retirar sua autorizagio a qualquer momento, apenas comunicando sua nova
decisdo a um participante do grupo de pesquisa”. No projeto de pesquisa foi substituida “Resolugéo
186/1996" por "Resoluglo 466/2012°. Em atendimento & solicitagdo "solicitam-se esclarecimentos sobra
qua's dados individuais obtidos foram ou serdo utilizados, bem como solicita-se o envio do TCLE prévio que
contenha esta autorizagfio ou um novo TCLE a ser submetido”, os pesquisadores responderam:
“Novamente esclarecemos que esta abordagem de variantes de genes (receptores de quimiccinas) do
sistema imune est4 sendo realizada no contexto de projeto anteriormente aprovado e ainda ndo concluido.
O TCLE (anexo I) e os pareceres (anexo [l) de aprovagdo do projeto anterior do nosso grupo informam que
2 utllizagdo das amostras desses pacientes serd para andlises de variagdes genéticas referentes ao sistema
imune”.’Em atendimento & solicitagéc “solicita-se que a garantia de ressarcimento dos gastos decorrentes
da participagdo no estudo seja apresentada de modo claro e afirmativo, assim como garantia de
ressarcimento ao acompanhante, caso necessario”, os pesquisadores responderam: “As entravistas e
coletas ocorrerfio durante consultas agendadas pelos médicos para o acompanhamento dos pacientes, n3o
sendo realizadas consultas extras ou vinculadas unicamente as pesquisas. Nao estara ocorrendo
chamamento especifico para a pesquisa, os pacientes serfio convidados a participar do estudo durante suas
consultas de rotina. Assim, ndc ¢ previsto pagamento de transporte para aqueles que concordarem,
voluntariamente em participar do estudo até mesmo pelo fato que isto poderia ser interpratado como uma
forma de “press@o” para a participagéio”. Em atendimento & solicitagfio “solicita-se que a garantia de
ressarcimento dos gastos decorrentes da participagdo no estudo seja apresentada de modo claro e
afirmativo, assim como garantia de

| Enderego:  Av. Paulo Gama, 110 - Seia 317 do Prédio Anexo 1 da Reiloria - Campus Centro {
Bairro: Faroupiine CEP: 90.040-050 [
| UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE |
Telofone:  (51)3308-3738 Fax: (51)3308-4085 E«mail: elico@propesq.uirgs.br |
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ressarcimento ao acompanhante, caso necessdrio”, os pesquisadores responderam: *Sera feito
chamamento de individuos HIV- no Campus da Universidade Federal do Rio Grande do Sul através de
cartazes divuilgando o projeto. Assim, apenas voluntarios j& presentes no Campus serdo inclufdos, o que
dispensa o ressarcimento de despesas decorrentes de transporte (os voluntirios ndo terdo gastos adicionais
com deslocamento)”.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Todos os termos obrigatdrios estavam anexados & documentagdo do projeto de pesquisa. Os TCLEs, como
informado no item anterior, tiveram algumas adequagdes, como substituicdo de palavras e incluséo de
informag&o mais detalhada (ver item anterior desse parecer para melhor detalhamento).

Recomendagdes:

Recomenda-se aprovagio co projeto de pesquisa quanto aos aspectos élicos.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto de pesquisa estd adequado quantd aos aspectos éticos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado.

¥

Informagdes Basicas 06/07/2015

doProeto  |ROJETO 262064.0df ____ 21:07:47
Outros Resposta ao parecer_CONEP Julho 06/07/2015 Acelto
2015.doc ___ e 20:32:40
Projeto Detalthado /| | PROJETO PLATAFORMA BRASIL 06/07/2015 Acelto
Brechura versdo em Julho 2015, pdf 20:23:46
L nvestigador —
TCLE / Termos de | Anexo vii_1CLE_controles.doc 06/07/2015 Aceiio
Assentimento / 20:22:58
Justificativa de
AusBneia — s
TCLE/Termos de |Anexo v _TCLE_pacientes.doc 06/07/2015 Aceito
Assentimento / 20:22:39
Justificativa de
L Aus8ncia — .
Informagdes PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 05/03/2015 Aceito
[Endereso: Av. Pako Gama, 110 - Sals 317 do Prédio Aneso 1 da Refloia - Campus Cenlro -]
| Balrro:  Famoupilha CEP: §0.040-060
| UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
| Tolefone: (51)3308-3738 Fax: (51)3208-4085 E-mail: duww br B
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Conruncho do Parecer. 727 086
Basicas do Projeto 0_262964.paf 19:10:09 Acsito
Qutros carta emenda assinada para CONEP 05/03/2015 Acsito
18:36:17
Informagbes Basicas| PB_IN _BASICAS_DO_P | 14/07/2014 Acefo
m_wmv_— 19:41:26
Qutros Projeto CEP 2014 14/07/2014 Acelto
19:27:
Outros Anexo vii_Cartaz_Coleta de 14/07/2014 Acsito
M—. i =
Informag8es Basicas | PB_INF! _BASICAS_DO_P | 25/05/2014 Acaito
| do Projeto R X 07
Parecer Antenor receres_controles 2012.pdf 25/05/2014 Aceito
- 18:56:07 _
Parecer Anterior Paraceres_HIV 2010.pdf 25/05/2014 Aceito
18:565:
Outros Caria Drs, Sabrina COCT-FEPPS 2014 | —E/?‘ﬂsmu Acaito
18:54.34
Informagbes Basicas| PB_INFO | _DO_P | 17/04/2014 Aceito
ldoProjeto  |ROJETO 262964. 14:50.45
Qutros arecer Ci .doex 17/04/2014 Aceito
14:19:24
Folha de Rosto Folha de rosto assinada.pdf 17/04/2014 Aceito
— 13:39:15
Outros Carta Dr, Breno GHC 2013 assinada.pdf| 22/12/2013 Aceito
19:55-51
Sltuagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao
MARIA DA GRACA CORSO DA MOTTA
(Coordenador)
- . = .
Enderego:  Av. Paulo Gama, 110 - Sals 317 do i -
; ; Prédic c;m O;.a Reiloris - Campus Centro |
| UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE !
| Telefone: (51)3308-3738 Fax: (51)3308-4085 E-mail: e3ca@propesq utrgs.br l
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ANEXO D — Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Estadual de
Producdo e Pesquisa em Satude

(2)repps

" COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FEPPS

Av Ipiranga 5400, Précio Adminisirativo
CEP 90.610-000 - PORTO ALEGRE/RS
e-mail: cep_flepps@fepps.rs.gov.br

~ AVALIAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
2° PARECER CONSUBSTANCIADO DO PROJETO
13/2010 - CEP-FEPPSIRS - 12/2010 PADCT

IDENTIFICAGAO: AVALIAGAO DE POLIMORFISMOS EM GENES ENVOLVIDOS NA
RESPOSTA IMUNOLOGICA DE PACIENTES INFECTADOS COM HIV-1.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sabrina Esteves de Matos Almeida

CURRICULO LATTES DO PESQUISADOR : Adequado

GERENTE OU ORIENTADOR: Dra. Mara Lucia Rosa Rossetli

INSTITUICAO DE ORIGEM: COCT/FEPPS.

LOCAL DE EXECUGAO: Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico -
Fundagao Estadual de Produgdo e Pesquisa em Salde.

AREA TEMATICA: Diagnastico e Epidemiologia de Doengas Infecciosas e Parasitérias

PATROCINADOR: PADCT/FEPPS

DATA /ENTRADA CEP: 25/08/2010
DATA /APROVAGCAO CEP:27/10/ 2010

1) AVALIACAO DOS DOCUMENTOS E DA FOLHA DE ROSTO:

Termo de Compromisso esta de acordo.

Folha de Rosto contém a assinatura do Projeto como Pesquisador Responsavel, de
acordo

1ll) CARACTERIZACAO DO TEMA E JUSTIFICATIVA: Este projelo de pesquisa
pretende avaliar, utilizando técnicas de biologia molecular, os polimorfismos humanos
em genes do sistema imunoldgico (IL-2, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-y e CCR5) em
pacientes com diferentes progressoes para AIDS.

Os resultados obtidos nesse projeto poderdo proporcicnar um maior entendimento
sobre 0s mecanismos imunolégicos envolvidos nessa infecgao, auxiliando na
identificagao, acompanhamento e tratamento adequado para 0s pacientes soropositivo
0s quais apresentam progressdes diferenciadas a2 AIDS. Alem disso, pode propiciar
novos esludos que tenham como objetivo o desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos e de vacinas.

IV) OBJETIVOS PRINCIPAL E ESPECIFICOS: Esle projeto tem como objetivo avaliar
0s polimorfismos de genes do sistema imunoldgico (IL-2, IL-10, IL-12, CCRS, TNF-a e
IFN-y) que estao envolvidos na resposta imune contra o HIV e sua possivel associagao
com a progressao da doenga em pacientes soropasitivos de Porto Alegre, RS.

Objetivos especificos:
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* Verificar a freqiéncia de cada um dos polimorfismos em diferentes grupos (progressao
lenta, progressdo normal e progressdo rapida) de individuos infectados pelo HIV da
cidade de Porto Alegre, RS;
* Verilicar a possivel associagdo entre 0s genodlipos dos diferentes polimorfismos
esludados com os tipos de progressao da doenga,

V) METODOLOGIA:
a) AMOSTRA: Foram adequados
b) CRITERIOS DE INCLUSAOQ E EXCLUSAO:

Todos deverao ser maiores de 18 anos de idade, portadores de HIV, aceitar participar
da pesquisa, assinar ¢ termo de consentimento livre e esclarecido (Anexc 1) e
concordar em doar amostra sanguinea para extragdo de DNA.De acordo.

¢) METODOS ESTATISTICOS:

Ha mengdo quanto , através da contagem dos gendtipos, € a concordancia das
freqléncias genotipicas avaliadas através do equilibno de Hardy-Weinberg, utilizando o
teste qui-quadrado (x°).

Todas as andlises estatisticas serao realizadas no programa SPSS v.16.0.
De acordo

d) ADEQUAGCAQ AOS OBJETIVOS:

A Metodologia esta de acordo com 0s objetivos propostes, os parametros da PCR
Convencional, da PCR em Tempo Real, & como sera feita a analise dos resultados do
equipamento, foram adequados.

e) FORMA DE DESCARTE E/OU ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA:

Todo material bioldgico utilizado neste projeto (sangue periférico), assim como todos os
demais materiais que entrarem em contato com o sangue (ponteiras € microtubos, por
exemplo) serdo descartados em locais apropriados, autoclavados e postenormente
recolhidos pela empresa Ambientus®, a qual dard um destino adequado para esses
residuos, De acordo.

VI) EXEQUIBILIDADE DO PROJETO:

a) ORCAMENTO:.

O orgamento proposto estd centrado na aquisicao do material & aplicagdo da
metodologia proposta e os objetivos do Projeto.

b) CRONOGRAMA:

O cronograma enfatiza a execugao dos objetivos de forma exeqlivel e objetiva.

VII) RELEVANCIA DO PROJETO: Conforme arrolado em sua Introducdo & seus Objetivos
o Projeto pretende avaliar, utilizando técnicas de biologia molecular, os polimorfismos
humanos em genes do sistema em pacientes com diferentes progressoes para AIDS.
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Av Ipiranga 5400, Prédio Administrativo
CEP 90.610-000 - PORTO ALEGRE/RS
e-mail: cep_fepps@fepps.rs.gov.br '
VIil) TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO: Deixa clara a necessidade

do respectivo “Termo de Livre Consentimento € Esclarecimento”, o qual foi adequado.
1X) COMENTARIOS DOS RELATORES:

Somos favoraveis a aprovagao deste Projeto, Trata-se de tema com grande impactagao
para saude publica no RS e no nosso municipio.

Pode-se inferir que contribui com metodologias aplicaveiis em outras regides do Brasil
para acometidas de SIDA.

X) PARECER DO CEP/FEPPS: Aprovado

| O Comite de Etica em Pesquisa da FEPPS/RS em reuniao do dia 27/09/2010, Ata n® 13/2010. |
que o presente projeto esta adequado ética e metodologicamente de acordo com as Diretrizes |
| € Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Res.196/96/CNS e

| suas complementares) e portanto, aprovado por este Comité.

- Reiteramos que relatérios semestrais do projeto em andamento, relatério final e copia do |

trabalho de conclusdo e/ou publicagao deverdo ser entregues ao Comité de Etica em Pesquisa
| da FEPPS.

Porto Alegre, 27 de setembro de 2010.

o

VoL ) A AN e )
Maria da Graga Boucinha Marques
Coordenadora CEP-FEPPS/RS
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ANEXO E — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “AV ALIACAO DE POLIMORFISMOS EM GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA
IMUNOLOGICA DE PACIENTES INFECTADOS COM HIV-1".

PESQUISADORES: Rabia Marilia de Medeirosl -2, Maria Cristina Conta Mattel-2, Breno Riege! Santosé, Sabrine Esteves de
Matos Almeidal | José Artur Bogo Chies24.

|. Centro de Desenvolvimento Cientifico ¢ Tecnolégico - FEPPS Tel (51)3352-0336
2 Programa de Pos-Gradusgio em Genética e Biologia Molecular UFRGS Ted: {51)3308-6722
3. Aluno de Graduaciio Biologre - UFRGS Tel: (51)3308-6000
4. Laboratério de Imunogenética — UFRGS Tel: (51)3308-6737
6. Servigo de Infectologia - Hospital Nossa Senhera da Conceiglio Tel: (51)3357-2126

O Estudo: Este é um projeto de pesquisa que pretende avaliar os diversos fatores imunolégicos que estSo envolvidas
na progressdo da AIDS. Dentre as doengas causadas por agentes virais, sem dvida, a AIDS tém sido o alvo de
grande preocupagfio das Gltimas décadas. A avaliaghio desses fatores imunolégicos pode propiciar um maior
entendimento sobrz os mecanismos imunolégicos envolvidos na infecgfio pelo HIV e auxilior em um
acompanhamento ¢ trammento adequado para todos os pacientes soropositivo. Além disso, pode propiciar novos
estudos que tenham como objetivo o desenvolvimento de novos alvos para medicamentos ou desenvolvimento de
vacinas. Serfio selecionzdos para este estudo, pacientes HIV positivo maiores de 18 que concordarem em participar
deste projeto.

Como séo feitas as analises? As andlises do DNA dos genes do sistema imune serdio realizadas a partir de coleta de
sangue, como uma coleta normal para hemograma. Com o uso de agulhas ¢ seringas descartéveis seri coletada de
voot uma amostra de sangue (quantidade aproximada de uma colher de sopu). Esta coleta serd feita por um individuo
treinado. Apfs, o sanguc serd examinado para determiner variagdes genéticas referentes so sistema imune. As
_ amostras serdo identificadas por nimeros. Todos os dados que vinculem sua identidade com os dados obtidos a partir
de sua amostra de sangue serilo mantidos em um banco de dados sigiloso, a0 qual so ter¥o acesso os pesquisadores
acima citados, Ao final desse trabalho as amostras de DNA ¢ serfio preservadas de forma que possam eventualmente
ser utilizadas em futuras pesquisas sobre 0 mesmo assunto.

Quais os riscos cm participar? N3o ha riscos em participar do projeto. No entanto, podera haver formago dc um
hematoma no brago em fungfio da coleta de sangue. Além deste, niio hi qualquer outro risco para a paciente.

O que o paciente ganha com este estudo? Embora este trabalho nio possa gerar nenhum beneficio imediato aos
participantes, este estudo poderd trazer vérios beneficios em longo prazo (conhecimento das caracteristicas genéticas
presentes na nossa populagdo) podendo assim, auxiliar em novas diretrizes do tratamento ¢ acompanhamento futuro
dos pacientes que vivem com 11TV/AIDS, Este estudo nio forncoerd nenhum asuxilio financeiro acs participantes.
Quais sfio os seus direitos? Os seus registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente. Os resultados deste
estudo 56 poderdo ser usados para fins cientificos, ¢ voct ndio serd identificado por nome. Sua participaciio no estudo
¢ voluntria, caso vocd decida niio participar, isto ndo afetard no tratamento normal que voc? tem direito,

Nome do Voluntério:

Assinatura do Voluntirio: Data Nasc.: £
Pesquisador: Assinatura do pesquisador:
Entrevistador: Assinatura do Entrevistador:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

Projeto de Pesquisa: “AVALIACAO DE POLIMORFISMOS EM GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA
IMUNOLOGICA DE PACIENTES INFECTADOS COM HIV-1"
Pelo presente Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, declaro que fui informado de forma clara ¢ detalhada.
livre de qualquer forma de constrangimento ¢ coergdo, a respeito dos objetives do presente estudo ¢ dos
procedimentos e beneficios esperados, todos listados acima. Entendo que para maiores esclarecimentos eu poderei
entrar em contato com a pesquisadora Sabrina Esteves de Matos Almeida pelo telefone (51) 3352-0336
1. Declaro ter sido esclarecido sobre a garantia de receber resposta 2 qualquer pergunta ou esclarecimento sobre
procedimentos, riscos. beneficios ligados & pesquisa.
Sim{ ) Nao( )
2. Declaro estar ciente de meu direito de retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isso traga prejuizo
a continuidade de meu tratamento.
Sim( ) Néo( )
3. Declaro ter sido esclarecido que ndo receberei nenhum tipo de remuneragio financeira.
Sim( ) Néo( )
4, Declaro ter sido esclarecido sobre a scguranga de que minha identidade serd preservada e que todas as informagdes
por mim fornecidas serio confidenciais.
Sim( ) Nio( }
5. Permito que minha amostra de sangue scja guardada para ser utilizada em ocutra pesquisa, mediante novo protocolo
de pesquisa autorizado pelo Comite de Etica ¢ Pesquisa da FEPPS, ficando livre para solicitar a destruigio da mesma
a qualquer momento se assim desejar.
( ) Sim, concordo com & armazenagem do que restar do meu material bioldgico
() Nao permito que minha amostra seja utilizada em novos estudos

’ ( ) Desejo que minha amostra seja destrufdz apés o final do presente estudo

6. Eu li e recebi uma cdpia deste formulério de consentimento e concordo em participar da pesquisa. Eu entendo a
informagao fornecida por este documento € tive a oportunidade de fazer perguntas e esclarecer minhas duvidas sobre
4 pesquisa.

Sim( ) Nio( }

Nome do Voluntario:

Assinatura do Voluntério: Data Nasc.:_ / /
Pesquisador: Assinatura do pesquisador:
Entrevistador: Assinatura do Entrevistador:

Municlpio: Data: [/ /
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