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RESUMO

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) é uma potente citocina pré-inflamatéria que
modula as respostas imunes contra infeccbes virais, estando bastante envolvido na
patogenia da aids. O gene que codifica o TNF esta localizado na regidao altamente
polimérfica do Complexo Principal de Histocompatibilidade, apresentando seis
microssatélites polimérficos (TNFa-f). Como os sitios polimorficos tém sido associados
com a magnitude da producéo de citocinas, no presente estudo avaliamos a freqtiéncia
de alguns sitios polimérficos na regido do gene que codifica o TNF em pacientes
apresentando aids, estratificados de acordo com a presenca ou ndo de retinite por
citomegalovirus (R-CMV).

Objetivos: tipificar os microssatélites TNF (a, b, ¢, d e e) e duas variagdes nucleotidicas
pontuais na regidao promotora do gene do TNF (-238G/A e -308G/A), possivelmente
envolvidos na susceptibidade ou protecdo a R-CMV.

Métodos: estudamos 52 pacientes com aids e R-CMV, 170 com aids sem R-CMV, e
ainda, 202 individuos com sorologia negativa para o HIV-1. DNA do sangue periférico
foi amplificado e hibridado com iniciadores especificos. A tipificacdo dos microssatélites
do TNF foi realizada de acordo com a mobilidade do DNA amplificado em géis de
poliacrilamida. A andlise estatistica foi realizada, utilizando o teste exato de Fisher
bicaudal, considerando significantes valores de p< 0,05. Para estimar a forca das
associagdes foram também calculados odds ratio (OR) e fracao etiologica (FE) quando

OR > 1,0 e, fracao preventiva (FP), quando OR< 1,0.

Resultados: Em comparagdo com os controles, os alelos TNFb4 (p = 0,0400; OR=
0,6020; 95% IC= 0,3751-0,9661, FP= 0,1556), TNFc1 (p= 0,0144; OR= 0,5739; 95%
IC= 0,3688-0,8930; FP= 0,2964) e TNF-238G (p= 0,0358; OR= 0,5105; 95% IC=
0,2785-0,9358 e FP= 0,4422) apresentaram freqiéncias diminuidas nos pacientes com

aids e R-CMV, conferindo protecao contra o desenvolvimento de R-CMV. Os alelos



TNFc2 (p= 0,0144; OR= 1,7425: 95% IC= 1,120-2,711; FE= 0,1844) e TNF-238A (p=
0,0358; OR= 1,9589; 95% IC= 1,069-3,591; FE= 0,0847) apresentaram frequiéncias
aumentadas nos pacientes com aids e R-CMV, conferindo susceptibilidade a R-CMV.
Em relacdo aos controles, os alelos TNFa5 (p= 0,0146; OR= 2,0638; 95% IC= 1,161-
3,669; FE= 0,0500), TNFb7 (p= 0,0358; OR= 2,3320 95% IC= 1,069-5,087; FE= 0,0319)
e o TNF-308A (p= 0,0063; OR= 1,9575; 95% IC= 1,222-3,136; FE= 0,0705)
apresentaram freqiéncias alélicas aumentadas no grupo de pacientes com aids sem R-
CMV, conferindo susceptibilidade para o desenvolvimento de aids, enquanto que os
alelos TNFb4 (p= 0,0210; OR= 0,6957; 95% IC= 0,5129-0,9436; FP= 0,1190) e TNF-
308G (p= 0,0063; OR= 0,5109; 95% IC= 0,3189-0,8184; FP= 0,4504) apresentaram
freqUéncias diminuidas nos pacientes com aids sem R-CMV, sugerindo ser esses alelos

fatores de protecao contra o desenvolvimento de aids.

Conclusoes: este é o primeiro estudo avaliando os alelos dos microssatélites do TNF
na aids, apontando diversas associagdes entre alelos da regidao do gene que codifica o
TNF com aids, e também com R-CMV.



SUMMARY

Tumor Necrosis Factor (TNF) is a potent inflammatory cytokine that modulates
immune responses against viral infections, actively participating in the pathogenesis of
Aids. TNF gene is located within the highly polymorphic Major Histocompatibility
Complex, exhibiting six microsatellites (TNFa-f) and several single nucleotide
polymorphisms (SNP). Since polymorphic sites have been associated with the
magnitude of TNF production, in the present study we evaluated the frequency of some
polymorphic sites observed in TNF codifying region in patients presenting with Aids,
stratified according to the presence or not of retinitis caused by cytomegalovirus (R-
CMV).

Objectives: TNF (a, b, ¢, d and e) microsatellites and the TNF (-238A/G and -308G/A)
SNPs were typed as possible contributors to susceptibility to or protection against R-CMV
development.

Method: 52 patients with Aids and R-CMV, 170 with Aids without R-CMV, and 202
healthy individuals exhibiting negative serology for HIV-1 were studied. Peripheral blood
DNA was amplified and hybridized with specific oligonucleotide primers. TNF
microsatellite typing and SNP assessment are performed evaluating to amplified DNA
mobility in polyacrilamide gels. Statistical analysis was performed using the two-tailed
Fisher's exact test, considered to be significant at p< 0.05. The strength of the
associations was performed estimating by the odds ratio (OR) and the etiologic fraction
(EF) when OR > 1,0, and preventive fraction (PF) when OR< 1.0.

Results: Compared to controls, the TNFb4 (p = 0.0400; OR= 0.6020; 95% Cl= 0.3751-
0.9661, PF= 0.1556), TNFc1 (p= 0.0144; OR= 0.5739; 95% Cl= 0.3688-0.8930; PF=
0.2964) and TNF-238G (p= 0.0358; OR= 0.5105; 95% Cl= 0.2785-0.9358; PF= 0,4422)
alleles were underrepresented in Aids patients with R-CMV, conferring protection
against R-CMV development. The TNFc2 (p= 0.0144; OR= 1.7425: 95% Cl= 1.120-



2.711; EF= 0.1844) and TNF-238A (p= 0.0358; OR= 1.9589; 95% Cl= 1.069-3.591; EF=
0.0847) alleles were overrepresented in Aids patients with R-CMV, conferring
susceptibility to R-CMV. Compared to controls, TNFa5 (p= 0.0146; OR= 2.0638; 95%
Cl=1.161-3.669; EF= 0.0500), TNFb7 (p= 0.0358; OR= 2.3320 95% Cl= 1.069-5.087;
EF= 0.0319) and TNF-308A (p= 0.0063; OR= 1.9575; 95% Cl= 1.222-3.136; EF=
0,0705) alleles were overerepresented in Aids patients without R-CMV, conferring
susceptibility to Aids development, whereas the TNFb4 (p= 0.0210; OR= 0.6957; 95%
Cl= 0.5129-0.9436; PF= 0.1190) and TNF-308G (p= 0.0063; OR= 0.5109; 95% Cl=
0.3189-0.8184; PF= 0.4504) were underrepresented in Aids patients without R-CMV,
protecting against Aids development.

Conclusion: this is the first report on the association of Aids and TNF microsatellites,
highlighting many associations between the alleles of the TNF region with Aids and also
with R-CMV.
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INTRODUCAO

1.1. O CITOMEGALOVIRUS

1.1.1. Caracteristicas Gerais

A maioria das infeccdes humanas causadas pelo citomegalovirus (CMV) é
assintomatica e a grande parte dos adultos possui anticorpos séricos contra o virus. No
entanto, quando ocorre manifestacao clinica da infec¢do, sua apresentagdao pode ser
diversa, levando, por vezes, a um quadro grave, eventualmente fatal. O CMV é um DNA
virus que, ao lado dos virus Epstein-Baar, Varicela-Zoster e Herpes Virus Simples,
pertence a familia Herpesviridae. O virus tem envelope, tegumento e capsidio protéico
com simetria icosaédrica, constituido por 162 capsémeros; medem aproximadamente
200nm e seus genomas sao constituidos por DNA (acido desoxirribonucleico) linear de
fita dupla, com aproximadamente 240kb (MOCARSKY JR., 1996). Tem como
caracteristica principal a capacidade de formagcdo de corpusculos de inclusdo
intranucleares e citoplasmaticos no seu processo de multiplicagdo. E um agente
oportunista, pois pode permanecer durante longos periodos em estado latente no
hospedeiro. Os CMVs infectam diferentes espécies de animais, incluindo o homem; no
entanto, € altamente espécie-especifico. Esses virus produzem alteracées morfoldgicas
nas células infectadas, como aumento de tamanho e inclusdes virais intranucleares,
que conferem a elas um aspecto peculiar (“olho de coruja”). Por essa razdo, foi
denominada “doenca de inclusao citomegalica”, mesmo antes de o agente etiolégico ter
sido identificado (FIGUEIREDO et al., 1998; MARTINS et al., 1999).



1.1.2. Epidemiologia do CMV

A infeccao pelo CMV é universal. Sabe-se que 80 a 90% da populacao tiveram
contato com o virus na infancia, sendo o indice de infec¢do adquirida menor nos paises
desenvolvidos (STERN & ELEK, 1965; CABAU, 1980).

Constituem grupos de risco os imunodeprimidos, as gestantes, os individuos
submetidos a grande numero de transfusdes e prostitutas (ADLER SP, 1983; DOERR
et al., 1985). Estudo realizado nos Estados Unidos, avaliando grupos de criancas
cuidadas em creches comparadas com as cuidadas em casa, mostrou que a taxa de
excrecao de virus, bem como a soro positividade para CMV foi bem mais alta nas
criancas das creches, demonstrando que conglomerados humanos é fator importante
para aquisicdo da infeccao (HUTTO et al., 1985). Contrapondo-se a esse estudo, na
Franca, observou-se que criancas criadas em casa sao mais freqientemente infectadas
do que as criadas em creches, tendo a mae papel quase exclusivo como fonte de
contagio (CABAU, 1980).

O homem parece ser 0 Unico reservatério para o CMV humano, e a transmissao
pode ocorrer pelo contato pessoa a pessoa, direto ou indireto. A infeccao congénita
pode ocorrer em qualquer época da gestacdo sendo que as adquiridas nos primeiros
meses sao potencialmente mais graves. A aquisicdo do virus pelo feto, via
transplacentéria, pode ocorrer de duas formas: durante a viremia da infecgdo primaria
aguda e devido a reativacdo do virus que se encontrava em estado latente no
organismo materno, ndo obstante a presenca de anticorpos especificos na circulacdo
(STAGNO et al., 1982). A infeccado perinatal esta relacionada a exposicdo do recém-
nascido a secrecao cervical, contaminado durante sua passagem pelo canal de parto,
bem como exposto a contaminagdao com leite materno contendo CMV (GOLDMAN et
al., 1969; STAGNO et al., 1980). Na forma adquirida, o mecanismo de transmissao é
horizontal, ocorrendo através de secrecbes oro-faringeanas, urina, excregdes do trato
genital feminino, fluido espermético, aleitamento e sangue ou seus derivados. Assim, a
transmissao vertical também deve ser considerada, principalmente porque, na crianga,
a excrecao viral pode persistir durante anos, em conseqiéncia da infecgcéo intra-utero

ou perinatal. Da mesma forma que com outros herpesvirus, a infecgdo primaria pelo



CMV resulta em infecgdo persistente ou recorrente. Nesse caso, quase sempre é
devida a reativacdo de virus latentes (FIGUEIREDO et al., 1998). Alguns estudos
demonstram uma maior incidéncia dessa forma de transmissdao em populagdes de
baixo nivel sécio econémico submetidas a condigdes mais desfavoraveis de higiene,
habitacédo e saude (HO, 1978). As transfusdes e transplantes de 6rgaos, cada vez mais
frequentes, constituem um meio de transmissao iatrogénico de importancia crescente
nos dias de hoje. A propriedade do virus de permanecer latente no interior de leucdcitos
e de outras células, reativando-se posteriormente, favorece essa forma de transmissao
natural da infeccdo por CMV (BENSON et al., 1979; HENLE et al., 1970; KRUGMAN &
KATZ, 1981).

A recorréncia da infecgdo pode ser evidenciada pela eliminacao intermitente do
virus e pode se prolongar durante anos. Essa eliminagao intermitente pode ser devida a
flutuacdes na viremia; dessa forma, a excrecdo viral somente seria detectavel em
periodos de alta viremia (WELLER, 1971), em consequéncia de variagdes antigénicas
do virus ou de modificacbes nas condicdes da pessoa infectada, sendo mais
susceptiveis os individuos imunodeficientes. Em transplantados renais, foram descritos
niveis de recorréncia variando de 46 a 100%. Taxas semelhantes ocorrem em
receptores de transplante cardiaco e de medula éssea (HO, 1982). A associacao entre
infeccao pelo CMV e a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (aids) € conhecida
desde os primeiros relatos dessa doenca e sua freqiiéncia era tdo alta que o CMV
chegou a ser, inicialmente, considerado como possivel agente etiolégico da aids
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1981).

As altas taxas de prevaléncia da infecgao pelo CMV, em pacientes com aids sao
consequéncias da similaridade de algumas formas de transmissdo do HIV e do CMV,
notadamente de sua transmissdo através de relacdes sexuais e pelo compartilhamento

de agulhas e seringas em usuarios de drogas injetaveis.



1.1.3. Manifestacoes Clinicas

A infeccdo por CMV pode ser clinicamente classificada em cinco formas
diferentes:

a) assintomatica, a mais comum,

b) congénita, a segunda forma mais frequente,

c) em imunodeprimidos, especialmente em pacientes com aids e em
transplantados,

d) pés-transfusionais,

e) em individuos normais na forma mononucleose simile, com ou sem
envolvimento de multiplos 6rgaos.

Em algumas ocasides, a infeccdo por CMV esteve associada, sem relacéao
causal definida, com outras doencas como: Sindrome de Guillain-Barré, meningite
asséptica, colite ulcerativa, megacolo toxico, hepatite granulomatosa, miocardite,
doenca hemolitica auto-imune, purpura trombocitopénica, retinite e neoplasias (BETTS
RF, 1980; FRIEDMAN HM, 1981; HO M., 1978; PANNUTI CS, 1984).

1.1.3.1. Infeccao Congénita

Uma vez que a imaturidade do sistema imunoldgico € um dos fatores implicados
na patogénese da infeccao pelo CMV, a doenca é mais freqliente e mais grave, quando
ocorre infecgédo fetal ou em prematuros. No entanto, mesmo nessas circunstancias, a
infeccao subclinica é mais comum (REYNOLDS et al., 1974; ESTAGNO et al., 1982).
Uma vez infectada, a crianga elimina o virus pela urina durante cinco anos ou mais,
sendo encontrado na nasofaringe apdés dois a quatro anos. A quantidade de virus,
nesses locais, € muito grande e se assemelha a verificada em pessoas seriamente
imunocomprometidas.

Das criancas congenitamente infectadas, cerca de 5% tém a doenca
generalizada tipica e 5%, uma forma atipica. Os restantes 90% séo constituidos por
criancas com formas subclinicas e crbnicas da infeccdo. Embora possa haver

envolvimento organico multiplo, a doenca caracteristicamente acomete o sistema



nervoso central e o sistema fagocitario mononuclear, com ou sem envolvimento ocular
ou auditivo. No que diz respeito ao envolvimento ocular, tem sido descrita a presenca
de coriorretinite, atingindo cerca de 12% dos casos (PASS et al., 1980). Ocorrem,
ainda, em um porcentual significativo das criangas infectadas, retardo do crescimento
intra-uterino, prematuridade, hérnia inguinal e microcefalia. Alteracdes laboratoriais sao
encontradas em até 90% dos casos e incluem elevacdo de transaminases,
trombocitopenia, hiperbilirrubinemia, linfocitose com atipia celular e elevagao de IgM
contra o CMV no sangue do cordao.

1.1.3.2. Infeccao P6s-Natal em Hospedeiros Normais

Classicamente, a doenga se caracteriza por mal-estar geral, mialgia e febre
baixa. Esse quadro caracteriza uma sindrome semelhante & mononucleose infecciosa
(mononucleosis like) e ocorre, principalmente, ap6s a infeccao primaria pelo CMV,
sendo raramente observado durante os episédios de recorréncia. A linfoadenopatia é
pouco importante e acomete, sobretudo, os géanglios cervicais e axilares e se
acompanha de hepatoesplenomegalia. E freqliente a irritacdo na garganta, sem
faringite exsudativa, cefaléia e o aparecimento de exantema cutdneo maculopapular
(CARLSTROM et al., 1968). As complicagdes dessa forma clinicas sao raras e incluem
pneumonia, endocardite, purpura trombocitopénica, anemia hemolitica e retinite. A
ocorréncia de alteracbes de funcdo hepatica é tdo comum que a hepatite ja foi
considerada como parte do quadro clinico da doenca (HORSWITZ et al.,, 1979). A
viremia é transitoria, durando poucas semanas. A eliminagao viral por secrecoes
orofaringeas se prolonga durante meses, e a presenca do virus, na urina, pode ser
evidenciada anos apés o desaparecimento dos sintomas.

O método mais seguro para a confirmagéao do diagnéstico de infeccao pelo CMV
€ o isolamento viral, que pode ser feito a partir de diferentes materiais biolégicos, como
a urina, as secrecoes de orofaringe, as excrecdes genitais e o sangue. Entretanto,
apenas o isolamento viral ndo permite a distincdo entre a infeccdo primaria e as
reativacées ou reinfeccdes. Dessa forma, o diagndstico da infeccao primaria deve ser

complementado pela analise sorolégica. O diagnéstico soroldgico pode ser feito por



meio de diferentes métodos e, habitualmente, pode ser presumido pela deteccédo de
anticorpos de classe IgM, evidenciados por testes de imunofluorescéncia,
radioimunoensaio ou ELISA. Esses anticorpos sdo detectados precocemente e
persistem por doze a dezesseis semanas apds o inicio das manifestacoes clinicas.
Existem evidéncias de que anticorpos de classe IgG persistem durante anos apds a
infeccdo inicial. Habitualmente, os anticorpos de classe IgM ndo sao detectados
durante os episodios de recorréncia da infecgao.

Dessa maneira, o diagnostico da infeccao primaria pode ser feito pelo isolamento
viral, associado a demonstracdo de soroconversao ou pela detecgéo de IgM anti-CMV
(GRIFFITHS et al.,, 1987). Outros métodos de diagndstico viroldgico sdo também
disponiveis na atualidade, como, por exemplo, a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR). Publicacdes de protocolos de PCR para a pesquisa do CMV no liquido céfalo-
raquidiano (LCR) tém revelado resultados confiaveis para o diagnéstico in vivo de
lesbes do Sistema Nervoso Central (SNC) relacionadas ao CMV, com uma
sensibilidade e especificidade em torno de 80 e 100%, respectivamente. Nas
complicagdes do SNC, a deteccao do CMV ja esta sendo baseada na pesquisa do LCR
por PCR qualitativa. A PCR quantitativa é utilizada para estabelecer a extensédo das
les6es do SNC e acompanhar a eficacia do tratamento antiviral (MIURA et al., 2006).

1.1.3.3. Infeccao em Imunossuprimidos

A infeccao pelo HIV-1, quando nao tratada, € marcada pelo declinio progressivo
das células que compdem o sistema imune, especialmente no niumero de linféciros T
CD4+ circulantes, o que em um periodo variavel de anos leva a morte por faléncia
imune e infeccdes oportunistas (HAYNES et al, 1996). O citomegalovirus nunca
abandona o organismo da pessoa infectada, permanecendo em estado latente e,
quando baixa a imunidade do hospedeiro, a infecgdo pode ser reativada. A infeccéo
por CMV é uma das mais sérias complicacdes em pacientes infectados pelo HIV com
valores de linfécitos T CD4+ inferiores a 50 células/mm?®, ja que a reativagdo do quadro
infeccioso estd associada a deficiéncia do sistema imunolégico. Nesses pacientes,

lesdes ulceradas e dolorosas podem afetar todo o aparelho digestivo, havendo



comprometimento dos intestinos e do figado (FIGUEIREDO et al., 1998). A infeccdo do
SNC pelo CMV pode causar encefalite, mielite, polirradiculite e neuropatias multifocais.
O diagnostico é dificultado pela pouca sensibilidade e demora da cultura viral e pelo
comprometimento da producdo de anticorpos pelo sistema imune do paciente. A
apresentacao clinica de muitas encefalopatias causadas pelo CMV, os achados
radiograficos e os exames liquéricos de rotina podem ser inespecificos, sendo que o
diagnostico definitivo exige a identificagdo do DNA do virus no cérebro ou no LCR
(MIURA et al., 2006).

A morbidade e a mortalidade da infeccao pelo CMV aumentam em pacientes
imunossuprimidos, tanto na infec¢do primaria como nos episddios de recorréncia. As
pessoas sob maior risco sao aquelas submetidas a transplante de 6rgaos
(principalmente as que utilizam diversos tratamentos coadjuvantes, incluindo anticorpo
monoclonal), as com neoplasias malignas, tratadas por quimioterapia, especialmente
doencas malignas do sistema fagocitario mononuclear. A doenca se manifesta mais
freqUentemente por sinais e sintomas da sindrome mononucleosis-like, previamente
descrita, usualmente apdés um a quatro meses depois do transplante. A manifestacao
mais comum € a febre prolongada, associada a hepatoesplenomegalia, mialgia ou
dores articulares (RUBIN et al., 1977); a pneumonia € a complicacdo mais comum e
grave (MEYERS et al., 1975). No entanto, a ocorréncia de coriorretinite pelo CMV é
relativamente rara nessas circunstancias. Quando se apresenta, pode ser unilateral ou
bilateral e, mais freqiientemente, é subclinica; quando sintomatica, caracteriza-se por
perda da acuidade visual, borramento da visdao e escotomas. A evolugdo pode ser
progressiva e irreversivel (NG et al., 1988; THAY-KEARNY & JABS, 1996).

1.1.4. Retinite por Citomegalovirus (R-CMV)

As infeccoes a Citomegalovirus estdo difundidas. Na Alemanha, a
seroprevaléncia ronda os 50-70%, e acima dos 90% nos homens homossexuais. Em
varios individuos imunodeprimidos, (contagem de CD4 inferior a 50 células/mm?), a
reactivacéo da infeccao a CMV pode conduzir a retinite. No passado, a retinite a CMV

era uma doenga comum associada a aids, conduzindo a cegueira em 30% dos doentes.



Isso ocorre principalmente em doentes ndo tratados, que sao frequentemente
diagnosticados em primeira linha com HIV (JACOBSON et al, 2000). Uma retinite
inflamatéria a CMV, geralmente com vitreite grave, € também possivel no decurso de
uma sindrome imune. Se a R-CMV néo for diagnosticada e tratada a tempo, a visao do
doente esta sempre em risco. A alteragdo da visdo estda quase sempre associada a
lesdes, que nao sdo reversiveis mesmo com tratamento adequado. E por isto que a R-
CMV permanece sendo uma doenca perigosa mesmo na era da quimioterapia anti-
retroviral altamente potente (highly active antiretroviral therapy-HAART) se bem que
melhorou substancialmente com a HAART (GOLDBERG et al,2003, SALZBERGER et
al, 2005).

Apesar de ser rara em outras formas de imunossupressdo, a R-CMV é a
complicacdo ocular mais freqlente na aids, produzindo deteriorizagdo da retina com
marcada diminuicdo da acuidade visual quando acomete a parte central da retina
(CARRASCO-FONT et al., 1995; THAY-KEARNY & JABS, 1996; FIGUEIREDO et al.,
1998; MUCCIOLI & BELFORT-JUNIOR, 1999, CURI et al, 1999, DUALIBY et al, 1999),
pelo menos nos paises do Hemisfério Norte € na América do Sul. Mas, no que diz
respeito a problemas oftalmolégicos que levam as perdas visuais, € o mais frequente no
pais, como um todo, atingindo 25 a 50% dos pacientes, em diferentes populacdes
(BELFORT-JUNIOR & MUCCIOLI, 1995; RODRIGUES et al., 1996; FIGUEIREDO et
al., 1998; MUCCIOLI & BELFORT-JUNIOR, 1999).

Estudos realizados em necropsias de pacientes com aids demonstram que a R-
CMV ¢é responsavel por, aproximadamente, 95% do comprometimento ocular dos olhos
estudados (MARTINS et al., 1999). O desenvolvimento da R-CMV ocorre comumente
nos estagios mais tardios da aids, quando pacientes apresentam imunossupressao
mais acentuada (HOLLAND GN, 1992). Pacientes, portanto, com contagem baixa de T
CD4+ (<50 células/mm?®) tém risco aumentado de desenvolvé-la em algum momento do
curso da doenca (SCHRIER et al, 1995 e JABS et al,2004).

O lugar que a R-CMV ocupa na classificacdo das causas de problemas
oftalmolégicos associados a aids esta relacionado, também, com o nivel de
desenvolvimento da regido em que o paciente vive. Nos locais em que diversas

doencas infecto-contagiosas tém prevaléncia alta, a R-CMV também ocorre, mas é



superada por outras causas. Por exemplo, foi relatado que, na Africa, o Herpes zoster
oftalmico j& se constitui um problema importante em fases precoces da infec¢do pelo
HIV (VAN DE PIERRE et al., 1988). Além disso, em regides pouco desenvolvidas, o
paciente tem chance menor de atingir estagios avancados de imunossupressao, pois,
para isso, precisaria sobreviver as frequentes infec¢des oportunistas (RODRIGUES et
al., 1996 e HAYNES et al, 1996).

Algumas vezes, pacientes com R-CMV, mesmo que ja tenham conhecimento de
que apresentam sorologia positiva para o HIV-1, ou mesmo diagnéstico de aids, omitem
essa informacéo, o que dificulta a tarefa do oftalmologista (RODRIGUES et al., 1996).

Existem casos em que a R-CMV é a primeira manifestacao clinica de infecgcéao
oportunista (HENDERLY et al.,, 1987), cabendo ao oftalmologista suspeitar do
diagnéstico de aids, fazer as orientagcdes pertinentes, tais como solicitar exames
confirmatoérios, comunicar o resultado ao paciente e encaminha-lo ao infectologista. O
tratamento deve ser supervisionado por esses dois especialistas, preferencialmente em
colaboracao com equipe multidisciplinar (FIGUEIREDO et al., 1998).

Levando-se em conta que a R-CMV representa nos pacientes com aids, a
reativacdo de infeccdo adquirida em etapa anterior a imunossupressdo, e que 0sS
métodos de diagndstico virolégico ndo permitem a diferenciagdo entre a infeccao
cronica e a doenca em atividade, o diagnéstico da R-CMV é predominantemente
clinico, feito pela observacdo das lesdes pela oftalmoscopia binocular indireta e da
pesquisa de condicdes sistémicas do paciente. Devido a essas constatagdes, o
cuidadoso monitoramento de pacientes com aids se faz necessario, pois com o
aumento da sobrevida desses pacientes (KANTOR et al., 2004), a manutencao de uma
boa visdo, mantendo a qualidade de vida, € uma prioridade. Também é importante
conhecer dados sobre a epidemiologia do CMV na regido em que o paciente vive
(FIGUEIREDO et al.,, 1998; MUCCIOLI & BELFORT-JUNIOR, 1999). O exame
oftalmolégico completo e alguns exames complementares (incluindo os que possam
elucidar a presenca de outras manifestacbes do CMV) podem ser importantes para o
seguimento do paciente e para estabelecer até que ponto a perda visual decorre
somente da retinite. A retinografia é fundamental para o controle da evolugao do quadro

clinico. Levando-se em conta a gravidade da R-CMV, sua rapida evolucdo e a



consequente necessidade de instituicao precoce do tratamento, é importante, também,
realizar a busca ativa dos casos (FIGUEIREDO et al., 1998).

A R-CMV, mesmo quando diagnosticada precocemente, tem progndstico grave.
Por essa razéo, nos ultimos anos, tem sido preconizada a abordagem terapéutica para
a profilaxia da R-CMV (SCHRIER et al., 1995; ORAL GANCICLOVIR EUROPEAN AND
AUSTRALIAN COOPERATIVE STUDY GROUP, 1995; SPECTOR et al., 1996; JABS et
al, 2004), baseada em alguns fatores preditivos para o desenvolvimento dessa doenca.
E sabido que a R-CMV aparece em estagio avancado da aids, caracterizado por grande
comprometimento da imunidade celular. A maior parte dos casos de R-CMV ocorre
quando a contagem de linfécitos CD4* <50 células/mm?>. Esse é o principal fator de
risco para a patogenia, sendo que o risco desses pacientes € 32,2 vezes maior do que
o dos que tém valores de linfécitos CD4* entre 51-100/mm? (SPAIDE et al., 1995).

A forma de infeccéao pelo HIV deve ser considerada; a contaminacao através de
intercurso sexual (que €, também, uma das vias de transmissdo do CMV) é um dos
fatores de risco para o aparecimento da R-CMV, sendo o risco quatro vezes maior do
que na transmissao através do uso de drogas injetaveis (SPAIDE et al., 1995).

Nos ultimos anos, tem sido descrito que os pacientes em estagio avancado da
aids apresentam elevados niveis de patrticulas virais em circulacao (carga viral). Dessa
forma, pode-se prever que, também, essa viremia elevada pode estar relacionada com
maior risco de desenvolvimento da R-CMV (FIGUEIREDO et al., 1998).



1.1.4.1. Sianis e Sintomas

A maioria dos pacientes com R-CMV queixa de diminuicdo da acuidade visual,
escomotas e moscas volantes. No quadro clinico classico de R-CMV encontram-se
placas necréticas esbranquicadas e areas hemorragicas (Figura 1), geralmente,
proximas as arcadas vasculares ou a cabeca do nervo Optico. A cicatrizacdo das lesdes

acontece depois de ocorrer necrose, havendo atrofia das areas comprometidas.

Figura 1 Forma “classica” de R-CMV (*).

Aparecem, também, formas atipicas de R-CMV; em uma delas, a granular,
infiltrados focais e granulares (Figura 2) levam a destruicdo da retina, com atrofia do
epitélio pigmentar (podendo deixar partes da cordide visiveis a oftalmoscopia); e, em
outra, a frosted branch angiitis (aspecto de “vasos congelados”), ha embainhamento
vascular (assinalado na Figura 3). Em alguns casos, a R-CMV pode se apresentar com
duas, ou mesmo com trés formas no mesmo olho. A macula é atingida mais
tardiamente e, se o tratamento for precoce pode ser poupada (MUCCIOLI & BELFORT-
JUNIOR, 1999).

(*) - Retinografia de paciente ndo pertencente a este estudo, cedida pelo Prof. Dr. Nivaldo Vieira de

Souza.



Figura 2 — Forma “granular” de R-CMV (infiltrados) (*).

Figura 3 — Forma “frosted branch angiitis”de R-CMV (embainhamento vascular,
assinalado) e forma classica de R-CMV (*).

(*) - Retinografias de pacientes ndo pertencentes a este estudo, cedidas pelo Prof. Dr. Nivaldo

Vieira de Souza.



Antes do advento da HAART, ndo se encontravam processos inflamatorios no
vitreo de pacientes com R-CMV, uma vez que a presenca desta retinite estava
associada a uma imunodeficiéncia celular intensa. Depois da HAART, vitreites ndo sao
raras e ja foram relatados casos de edema macular cistoide e irite (CHENG et al., 1999;
KARAVELLAS et al., 1999; CASSOU et al., 1999).

A partir de meados da década de 1990, foram introduzidos esquemas
terapéuticos compostos por combinagdes de inibidores da transcriptase reversa,
nucleosideos e nao nucleosideos e/ou inibidores de protease, com o objetivo de
controlar a replicagdo do HIV-1 e, por conseguinte, aumentar a contagem de linfécitos T
CD4+, reconstituindo o sistema imunolégico (HO, 1996). Esses esquemas resultaram
em significativo aumento na sobrevida dos pacientes (PALELLA et al, 1998,
RODRIGUES et al, 2007), mas infelizmente, complicacdes oculares relacionados a aids
continuam a ocorrer, especialmente as infeccdes oportunistas, que muitas vezes
deixam como seqUliela a baixa visdo ou a cegueira. Apesar dos esforgos para conter-se
a evolugao fatal da aids, tem-se observado a ocorréncia de resisténcia viral aos
produtos disponiveis (KANTOR et al, 2004).

A HAART, disponivel em varios paises, inclusive no Brasil, mudou o perfil da aids
e, consequentemente o da R-CMV, em pacientes com essa forma de imunossupressao,
e sua abordagem terapéutica (JACOBSON et al., 1997; REED et al., 1997; DOAN et al.,
1998; HERBORT & CHAVE, 1998; MITCHELL et al.,, 1999, JABS et al.,, 2004;
RODRIGUES et al, 2007). Recomenda-se que se suspenda a medicacao anti-CMV,
que é feita predominantemente com Ganciclovir, Foscarnet ou Cidofovir (McDONALD,
1987; FIGUEIREDO et al, 1998; MUCCIOLI & BERLFORT-JUNIOR, 1999), em
pacientes que voltem a ter niveis de linfécitos CD4* superiores a 200 células/mm®, que
tenham suas lesbes cicatrizadas e nos qual a carga viral do HIV passe a niveis
indetectaveis. O controle oftalmoscépico deve ser freqiente e, se houver reativagao, o
tratamento deve ser reinstituido, iniciando-se pela dose de ataque (POSTELMANS et
al.,, 1997; REED et al., 1997; MITCHELL et al., 1999; WHITLEY & HOLLAND, 1999;
JACOBSON et al., 2000; JABS et al., 2005).



Quando a terapéutica anti-CMV é interrompida, podem aparecer inflamacdes
intraoculares, como vitreite, papilite, edema de macula e membranas epiretinianas
(VAN DER HORST & WOHL, 1999).

Pode haver associacdo de R-CMYV com outras manifestacdes oculares de infec¢des

oportunistas, incluindo alteragdes de cordide e retina (FIGUEIREDO et al., 1998).

1.2. O FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF)

O TNF é uma potente citocina pré-inflamatéria codificada por gene localizado no
braco curto do cromossomo 6 em humanos (regidao 6p 21.3), arranjado em sequéncia
com o gene da linfotoxina-o (LT) na chamada regido de classe Ill do complexo principal
de histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex-MHC), entre os genes que
codificam as moléculas do MHC de classe Il, DP, DQ e DR, e as moléculas de classe I,
A, B e C (Figura 4) (revisto por HAJEER & HUTCHINSON, 2000).

O TNF foi originalmente caracterizado como citocina com atividade antitumoral,
sendo considerado, atualmente, um dos principais mediadores inflamatérios. O TNF,
dentre as suas diversas atividades biolégicas, estimula a producédo de colagenase e
exerce potente efeito na sintese de varios componentes do tecido conectivo; atuando
ainda sobre as metaloproteinases, a angiogénese e a proliferacdo de fibroblastos,
tendo também, importante participacdo no remodelamento tecidual.

Os fagdcitos mononucleares (mondcitos/macréfagos) ativados sao os principais
produtores de TNF e os linfécitos, os principais produtores de lifotoxinas. Essas
citocinas compartiiham os mesmos receptores celulares e possuem as mesmas
atividades bioldgicas, promovendo a quimiotaxia e ativacao de neutrofilos e mondcitos
para os sitios de infec¢do, permitindo a erradicacao de microorganismos, e ainda, estao
envolvidos nas reagodes inflamatdérias locais. O TNF induz a sintese de outras citocinas
inflamatérias como IL-1 e IL-8 e participa como importante regulador da resposta imune



inata, estando envolvido em processos patolégicos como choque térmico, doencgas
auto-imunes, replicacao viral e outros (AGGARWAL, SAMANTA & FELDMANN, 2000).

O TNF € considerado a principal citocina responsavel pela doenca do enxerto versus
hopedeiro (GVHD-Graft versus Host disease), cujas manifestagdes clinicas se assemelham as da
esclerose sistémica (ARLETT, SMITH & JIMENEZ, 1999), podendo atuar no processo fibrético
pulmonar e sendo produzido basicamente por macréfagos (PANTELIDIS et al, 2001).

1.3. MICROSSATELITES DA REGIAO DO TNF

A regido do TNF tem cerca de 12 kb de comprimento e esta localizada dentro do
Complexo Principal de Histocompatibilidade. Essa regido possue muitas regioes
polimérficas, incluindo diversas repeticbes curtas de nucleotideos in tandem (short
tandem repeats-STRs), também denominadas de microssatélites, sendo relatados
como TNFa, TNFb, TNFc, TNFd, TNFe e TNFf (UDALOVA et al., 1993; TSUKAMOTO
et al., 1998; HAJEER & HUTCHINSON, 2001).

Os microssatélites TNFa e TNFb sao repeticdes (GT)n e (GA)n, respectivamente,
localizadas, aproximadamente, 3.5 kb teloméricas ao gene da LT-a. O TNFc é uma
repeticdo (GA)n, localizada dentro do primeiro intron do gene LT-a. Os outros dois
microssatélites TNFd e TNFe sao repeticdbes (GA)n situadas entre 8 e 10 kb
centroméricas ao gene TNF e abaixo do gene LT-o (JONGENEEL et al.,1991;
NEDOSPASOQV et al., 1991) e o TNFf é uma repeticao (CA)n localizada acima do gene
da LT-B. Cada microssatélite possui um ndmero minimo de alelos (UDALOVA et al.,
1993). A figura 4 ilustra a localizagdo dos microssatélites da regido do TNF e a Tabela 1

mostra a sequéncia de nucleotideos repetida, o nimero de alelos e seu tamanho.



Localizacao dos microssatélites do TNF no cromossomo 6p21

HLA classe |

Cc A

I HLA classe Il II Sistema Complemento

DP D& DR C4BCAABTCZ | Hgp | B

Cromossomo 6

Figura 4 - Localizacao dos microssatélites da regiao do TNF (HAJEER, HUTCHINSON,
2000; TSUKAMOTO et al., 1998). TNF: Fator de Necrose Tumoral; LT: Linfotoxina;
HSP: Proteina de Choque Térmico; HLA: Antigeno Leucocitario Humano.

Tabela 1 - Caracteristicas dos microssatélites do gene TNF

Microssatélite | TNFa TNFb* TNFc TNFd TNFe TNFf
Sequéncia (GT)n (GA)n (GA)n (GA)n (GA)n-tipo (CA)n
repetida
NUmero de 14 7 2 7 3 10
alelos
Tamanho (pb) | 99-125 | 125-131 159-161 124-136 98-102

*TNFb consiste de repeticdes seguidas de mononucleotideos. Embora seja dito que possui 7 alelos, os
alelos 2 e 6 normalmente nédo estdo presentes em populacdes européias (Hajeer & Hutchinson, 2001;
Tsukamoto et al (1998)).



1.3.1. Microssatélites da Regiao do TNF em Doencas

Os microssatélites do TNF tém sido associados a véarias doengas auto-imunes.
Em individuos caucasianos ingleses com lapus eritematoso sistémico (LES), por
exemplo, a freqiéncia do haplétipo TNFa2-TNFb1-TNFd3 mostrou-se aumentada, além
de se encontrar em forte desequilibrio de ligacdo com o haplétipo HLA-A1-B8-DR3
(HAJEER et al., 1997). Em pacientes gregos com LES houve aumento na freqiiéncia do
alelo TNFa11, em desequilibrio de ligagao com o HLA-DRB1*15 (TARASSI et al. 1998).
Ja em pacientes com artrite reumatoéide (AR), o haplétipo TNFa6-TNFb5-TNFc1-TNFd4
foi associado ao haplétipo HLA-DRB1*0401-HLA-B44 (HAJEER et al., 1996). O alelo
TNFa2 ja foi relacionado a forma erosiva da doenca, pois estudos in vitro demonstraram
o aumento da producdo de TNF em individuos com AR, apresentando esse alelo
(MARTINEZ et al., 2000). Na esclerose multipla (EM), a distribuicdo dos alelos TNFa11
e TNFb4 foi mais freqlente nos pacientes do que no grupo controle (KIRK et al., 1997).
Em pacientes japoneses com esclerose sistémica que apresentavam anticorpo anti-Scl-
70, a freqUiéncia do alelo TNFa13 estava aumentada (TACKEUCHIE et al., 2000).

Os microssatélites também tém sido estudados em certos tipos de tumores. No
adenocarcinoma gastrico proximal e no cancer coloretal (GALLAGHER et al., 1997),
tipos de cancer no qual a inflamacao crénica € um fator predisponente, o alelo TNFa2
também foi encontrado em maior freqiéncia (KASEM et al., 1998). Assim, a alta
producdo de TNF pode promover a principal condicdo para o desenvolvimento do
tumor, um fator indireto a suscetibilidade para essas doencas (HAJEER;
HUTCHINSON, 2000). A homozigoze parece também ser um fator importante, pois em
pacientes jovens com Carcinoma de Células Escamosas (SCC) de cabeca e pescoco, a
frequéncia do alelo TNF b3 é significantemente diferente em pacientes e controles,
sendo a homozigose b3/b3 mais freqlente em pacientes com carcinoma de laringe do
que nos controles, enfatizando a associacdo da homozigose desses alelos na
suscetibilidade a esses canceres (MATTHIAS et al., 1998).



1.3.2. Polimorfismos da Regiao Promotora do TNF (-238GA e
-308GA)

Além dos microssatélites do TNF, diversas variacées nucleotidicas pontuais, nos
quais ocorre substituicbes de um unico nucleotideo (single nucleotide polymorphisms-
SNP) tém sido identificadas na regidao do TNF, tendo importancia as SNPs localizadas
na regiao promotora do gene, nas posicoes -238 e -308, sendo relacionadas a
susceptibilidade a diversas doencas. Nessas posicdes € comum a presenca de uma
guanina (G). Em alguns alelos essas posicoes sao substituidas pela adenina (A). A
presenca de uma adenina na posigdo -308 tem sido associada com aumento de
transcricdo do TNF quando comparado com o alelo G (KROEGER et al., 1997). Em
estudos em pacientes com linfoma de Hodgkin, os niveis TNF foram maiores em
pacientes com o0 genétipo -308GA (JUSZCZNSKI et al.,, 2002). Em individuos
caucasoides com LES, o alelo TNF-308A conferiu susceptibilidade a doenca,
independentemente da presenca do alelo HLA-DR3 (ROOD et al., 2000). Em individuos
europeus, a freqiiéncia do gendtipo -308GA estava aumentada, conferindo assim,
susceptibilidade ao LES (LEE, HARLEY and SWAPAN, 2006).

Estudos também tém sido realizados com o intuito de verificar associacdes das
posicdes -238 e -308 da regiao promotora do TNF no desenvolvimento de céancer
gastrico. Jang et al., 2001 observaram que a freqiiéncia do alelo TNF-238A era muito

baixa no grupo com cancer gastrico.



1.3.3. Polimorfismos da Regiao do TNF na AIDS

O gendtipo TNF pode influenciar ainda na resposta inicial as infeccées virais, tal
como na neutralizacao do virus e na sua eliminagdo (HOHLER et al., 1998; HAJEER,
HUTCHINSON, 2000). Em pacientes portadores do HIV, a taxa de deterioracao
imunolégica e a progressdo para aids diferem entre os individuos infectados. Essa
progressdo pode ser influenciada pelo fenétipo do virus, pela resposta imune do
hospedeiro e por fatores genéticos. Uma associacdo entre os microssatélites do gene
TNF e a taxa de progressao para aids mostrou que o alelo TNFc2 conferia certa
protecdo aos pacientes, estando relacionado ao desenvolvimento mais lento da
doenca. Esse alelo foi mais comum em pacientes com progressao lenta para aids
(60%) em relacédo aos que desenvolveram a doenga mais rapidamente (15%) (KHOO et
al., 1997).

Assim, devido a importancia que o TNF desempenha nas respostas imunes,
inflamatérias, infecciosas, no cancer e nas doengas auto-imunes, e ainda, ao papel que
as regides génicas ao redor do gene do TNF tém na producdo dessa citocina, 0s
estudos dos polimorfismos dessa regido revestem-se de interesse em doencgas. Entéo,
neste estudo, avaliamos os microssatélites TNFa, TNFb, TNFc, TNFd e TNFe e os

SNPs da regiao promotora em pacientes com aids, apresentando ou nao R-CMV.



OBJETIVOS



2. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

2.1 determinar as freqliéncias dos microssatélites da regiao do TNF (TNFa, b, ¢, d,

e e) em pacientes com aids e retintite por citomegalovirus (R-CMV);

2.2 determinar as freqiéncias dos microssatélites da regidao do TNF em pacientes com
aids, sem R-CMV;

2.3. determinar as freqliéncias dos microssatélites da regido do TNF, que pela
forca de associagdo, possam ser considerados marcadores imunogenéticos

para a R-CMV ou para a aids;

2.4. determinar o polimorfismo da regido promotora do TNF (SNPs -238 e -308) em
pacientes apresentando ou nao R-CMV;

Para tal, as seguintes comparacoes de frequéncias foram efetuadas:

e Pacientes com aids e R-CMV, independentemente da etnia, com,
pacientes com aids, sem R-CMV, e com individuos-controle, com sorologia
negativa para o HIV;

e Todos os pacientes com aids, independentemente da etnia e da presenca
de R-CMV, com individuos-controle com sorologia negativa para o HIV-1;



CASUISTICA E METODO



3. CASUISTICA E METODO

3.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo observacional, tipo caso-controle, no qual,
independentemente do grupo a que pertencia, cada paciente com aids, diagnosticado
segundo critérios vigentes (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1993), foi submetido
a um exame oftalmoldgico (com énfase na oftalmoscopia binocular indireta) e a uma
coleta de sangue periférico, para tipificacdo dos SNPs da regidao promotora e de
microssatélites do TNF.

O diagnéstico de infeccao pelo HIV-1 foi feito pela deteccao de anticorpos no soro,
por método imunoenzimatico (Abbott® Recombinant HIV-1/HIV-2 — IEA, Chicago, USA).
Os resultados positivos por esse método foram confirmados pelo teste de aglutinacao
de particulas de gelatina (Serodia®, Fuijirebio Inc., Tokyo, Japan).

Os demais dados foram obtidos pela analise dos prontuarios médicos dos
pacientes, registrados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdao
Preto da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-USP), incluindo a contagem de células
CD4" e a quantificagdo da carga viral do HIV-1 ou viremia. As coletas da amostras de
sangue para a realizagdo desses exames foram feitas quando era necessaria uma
avaliacao das condicOes sistémicas do paciente, tendo sido utilizados, neste estudo, os
resultados obtidos na data mais préxima ao exame oftalmolégico.

A quantificacdo de células CD4" foi realizada, na rotina do Laboratério de
Hematologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Séao Paulo (HCFMRP-USP), pelo TriTEST®, com a utilizagdo de
TRUCOUNT absolute count tubes® (Becton-Dickinson, San Jose, California, USA) e
citdmetro de fluxo FACScan® da mesma procedéncia.

A quantificagdo da carga viral (HIV-1) foi feita na rotina do Laboratério de
Sorologia do HCFMRP-USP, utilizado o Kit da Bayer Health Care LLC (Subsidiary of
Bayer Cotporation Tarrytown, NY 10591-5097 USA).



3.2. ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-FMRP
(Processo: n°4018/2007, Anexo 1). Os participantes, quando possivel, assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo?2).

3.3. CASUISTICA

3.3.1. Grupol - Pacientes com Aids e Retinite por
Citomegalovirus (R-CMV)

Fizeram parte deste grupo, pacientes com aids e R-CMV, sendo a retinite
diagnosticada por critérios clinicos, independente da fase da doengca e de terem
iniciado, ou nao, tratamento com drogas virustaticas e que, espontaneamente ou por
encaminhamento, procuraram atendimento oftalmologico no HCRP.

Foi critério de exclusao, a presenca de doencgas imunolédgicas associadas.

O Grupo | foi composto por 52 pacientes, sendo 39 do sexo masculino e 13 do
sexo feminino, com idades variando de 21 a 77 anos (mediana = 35 anos); sendo 38
caucasoides, 1 oriental, 2 negros e 11 mulatos. Desses 52 pacientes, 43 faziam parte
do Banco de Amostras do Nucleo em Pesquisas Imunogenéticas (BANPI), os quais
participaram do projeto submetido ao Comité de Etica em Pesquisa n°1525/1998
(RODRIGUES MLV, 2000).

Na data do exame oftalmolégico, foi verificado o tempo de diagnéstico de aids
que, nesse grupo, variou de um a 105 meses (mediana = 22 meses) € 0 nimero de
infeccbes oportunistas sistémicas anteriores a R-CMV, que variou de zero a seis
(mediana = 3).

A contagem de células CD4* variou de 1 a 368 células/mm?® (mediana = 31). A
quantificacao de carga viral variou de 400 a 8.500.000 cépias/mL (mediana = 85.000) e,
consequentemente, seus logaritmos decimais variaram de 2,60 a 6,92 (mediana =
4,92). Apenas 19 (43,18%) desses pacientes estavam em uso de HAART. Entre os anti-

retrovirais utilizados por ocasido da inclusao do paciente no estudo, foram identificados:



drogas anti-retrovirais pertencendo a classe de inibidores da trascripitase reversa
analogo de nucleosideos (ITRN), inibidores da trascripitase reverso nao analogo de
nucleosideos (ITRNN), inibidores da protease (IP) e inibidores da fusao (IF).

Estes pacientes apresentavam infeccées oportunistas sistémicas, sendo que as
mais freqUentes foram: candidiase, neurotoxoplasmose, pneumocistose e

neu rocriptococose.

3.3.2. Grupo Il - Pacientes com aids sem R-CMV.

Fizeram parte deste grupo pacientes com aids, recrutados entre os que tinham
retorno ao ambulatério da Unidade Especial de Tratamento de Doencas Infecciosas
(UETDI) do HCFMRP-USP e que, depois de informados dos objetivos da pesquisa e
dos exames a que seriam submetidos, concordaram em participar e assinaram o termo
de consentimento pds-informagao, ou autorizaram seus acompanhantes a assina-lo.

Os critérios de exclusao foram deteccdo de R-CMV ou alteracdes da cordide e
retina com diagnostico etioldgico duvidoso.

Constituiram tal grupo 170 pacientes, sendo 107 do sexo masculino e 63 do sexo
feminino, com idades variando de 21 a 62 anos (mediana = 37anos), sendo 144
caucasoides, 15 negros e 11 mulatos. Destes 170 pacientes, 114 pacientes faziam
parte do BANPI, os quais participaram dos projetos submetidos ao Comité de Etica em
Pesquisa n°1525/1998 e n°8992/2001 (RODRIGUES MLV, 2000 e 2004).

Na data do exame oftalmolégico, os pacientes do Grupo Il tinham tempos de
diagnéstico de aids que variaram de um a 108 meses (mediana = 20 meses) e tinham
tido de zero a oito infecgdes sistémicas oportunistas (mediana = 2). Desses pacientes,
160 (94%) estavam em uso de HAART. Entre os anti-retrovirais utilizados por ocasiao
da inclusédo do paciente no estudo, foram: ITRN, ITRNN e IP.

A contagem de linfécitos CD4* variou de 4 a 1164 células/mm® (mediana =
588,34). A quantificagdo de carga viral variou de 80 a 2.000.000 copias/mL (mediana =
85.000), e consequentemente, seus logaritmos variaram de 1,90 a 6,30
(mediana=4,51).



Estes pacientes apresentavam infec¢cées oportunistas sistémicas, sendo que as
mais freqlentes foram: candidiase, neurotoxoplasmose, tuberculose e

neurocriptococose.

3.3.3. Grupo lll - Pacientes com Aids, independentemente da Presenca
ou nao de R-CMV.

Esse grupo foi constituido pela soma dos pacientes dos Grupos | e |l sendo,
portanto, composto por 222 pacientes com aids apresentando caracteristicas clinicas e
laboratoriais ja descritas.

3.3.4. Grupo IV - Controle Populacional

Participaram do Grupo IV, 202 individuos normais, com sorologia negativa para o
HIV-1; sendo 146 do sexo masculino e 56 do sexo feminino com idades variando de 18
e 59 anos (mediana = 33 anos); sendo 162 caucasoides, 1 oriental, 16 negros e 23
mulatos. Esses individuos saudaveis faziam parte do BANPI, aprovado pelo Comité de
Etica em pesquisa do HCFMRP-USP (n°7581/2007, anexo 3).

3.4. METODOS

3.4.1. Exame Oftalmoldgico

O exame oftalmoldgico inicial dos pacientes do Grupo | foi realizado por um de
quatro observadores experientes e constou, predominantemente, de oftalmoscopia
binocular indireta (realizada com oftalmoscépio Heine — Omega 100® (Herrschng,
Germany) e lente Nikon® de 20 dioptrias), sob midriase medicamentosa, obtida com

Tropicamida 1% (Mydriacyl®, Alcon, Sao Paulo, Brasil).



Sempre que os pacientes tiveram condi¢cdes de informar, foi realizada a medida
da acuidade visual central, com tabelas de “Snellen”. Quando se julgou pertinente,
foram realizados, também, outros exames oftalmolégicos.

Quando as condigdes sistémicas dos pacientes e a infra-estrutura disponivel
permitiram, os participantes do Grupo | tiveram os achados da oftalmoscopia binocular
indireta registrados em retinografias (algumas das quais apresentadas nas Figuras 5 a
10), realizadas em retinégrafo
Topcon® TRC-50X (Tokyo, Japan).

Figura 5 — Diversas formas de R-
CMV (paciente do sexo
masculino. 24 anos . branco).

Figura 6 — Exsudatos e infiltrados
(paciente do sexo masculino, 35
anos, mulato).

Figura 7 — Forma “classica” e
infiltrados  (paciente do sexo
masculino, 32 anos, branco).




Figura 8 — Infiltrados e vasculite
(paciente do sexo masculino, 35
anos, branco).

Figura 9 — Predominio de forma
“‘granular” (paciente do sexo
masculino, 24 anos, branco).

Figura 10 — Forma “classica” e
infiltrados  (paciente do sexo
masculino. 40 anos. branco).




3.4.2. Coleta de Sangue Periférico

Foram colhidos 10mL de sangue periférico de cada individuo, utilizando-se tubos
Vacutainer (Beckton & Dickinson, USA) contendo EDTA k3 (0,054mL/tubo).

3.4.3. Obtencao de DNA

Para a obtengdo de DNA, utilizou-se o procedimento descrito por MILLER et al
(1988), com pequenas alteracdes. O sangue periférico, contido em tubos com EDTA a
15%, foi transferido para tubo de 50 mL e recebeu adi¢do de quatro volumes de tampéao
de lise de hemacias (sacarose 0,3M, Tris-HCI 10mM-pH 7,5, MgCl. 5mM e Triton X-100
1%), sendo a preparagdo homogeneizada e centrifugada a 4°C (2400 x g, por 5
minutos).

Depois, retirou-se, cuidadosamente, o sobrenadante e o precipitado foi
novamente suspenso em 4,5 mL de tampao de lise de leucécitos (NaCl 0,075M e
Na,EDTA 0,024M), 125 uL de SDS a 10% e 1,1 mL de perclorato de sédio a 5M. A
seguir, agitou-se a mistura por 10 segundos, adicionou-se 2ml de NaCl saturado,
agitou-se novamente (15 segundos) e centrifugou-se a temperatura ambiente (1500 x g,
por 5 minutos), para extragdo de proteinas. O sobrenadante foi transferido para um
tubo de 50 mL, sendo entédo adicionados 7 mL de isopropanol absoluto.

A precipitacdo do DNA ocorreu por inversao manual, lenta, do tubo. O DNA foi
retirado com auxilio de pipeta de Pasteur e colocado em tubo tipo Eppendorf, estéril,
com 1,7 mL de capacidade. Lavou-se, entdo, o DNA, duas vezes, com 3 mL de etanol
70%, sendo entdo dissolvido em 100-300 uL de tampao TE® (Tris-HCI 1M e EDTA
0,5M). Depois disso, o DNA foi homogeneizado e sua concentracao, determinada por
espectrofotometria, estipulando-se as absorbancias em 260 e 280nm.



3.4.4. Tipificacao dos Microssatélites do TNF

3.4.4.1. Amplificacao do DNA

As reacOes de amplificagdo para os microssatélites foram realizadas utilizando-
se 100ng de DNA de cada amostra. Duas reacdes de PCR foram utilizadas para obter
os microssatelites do TNFa/b e TNFd/e e uma reacdo de amplificagcdo para obter os
microssatélites do TNFc. Para preparar a mistura da reacao de amplificacdo, foram
utilizados tubos de 0,2 mL, nos quais foram colocadas as seguintes concentracoes de

reagentes para cada grupo de microssatélites:

Tabela 2 — Reagentes utilizados para a primeira amplificacdo dos microssatélites do
TNFa/b e TNFd/e

Reagente Concentracao Quantidade(ul)
Agua 19,15
Tampao 10 X 2,5
MgCl, 50 mM 0,5
Iniciador 1 10 mM 0,75
Iniciador 2 10 mM 0,75
DNTP 20 mM 0,25
Taq Polimerase 5 U/l 0,1
DNA 100 ng 1,0
Volume final 25,0

MgCl,. cloreto de magnésio, dNTP 2'deoxinucleosideo 5’ trifosfato

As sequéncias dos iniciadores utilizados neste estudo estao listadas na Tabela 5,
sendo designados IR-1 até IR-10. Para tipificacdo dos microssatélites TNFa/b, foi
utilizado como primeiro iniciador o IR-1 e, o segundo IR3. Para os microssatélites

TNFd/e, foi utilizado como primeiro iniciador o IR7 e, o segundo IR-10.



Tabela 3 — Reagentes utilizados para a segunda amplificacdo dos microssatélites do
TNFa, TNFb, TNFd e TNFe

Reagente Concentracao Quantidade(ul)
Agua 19,9
Tampao 10 X 2,5
MgCl, 50 mM 0,5
Iniciador 1 10 mM 0,75
DNTP 20 mM 0,25
Taq Polimerase 5 Uul 0,1
DNA 100 ng 1,0
Volume final 25,0

MgCl,. cloreto de magnésio, dNTP 2’deoxinucleosideo 5’ tr,0ifosfato

Para a segunda amplificacdo foram utilizados os seguintes iniciadores: TNFa

(IR2), TNFb (IR4), TNFd (IR8) e TNFe (IR9).

Tabela 4: Reagentes utilizados para amplificacdo do microssatélite do TNFc

Reagente Concentracao Quantidade(ul)
Agua 18,65
Tampao 10 X 2,5
MgCl, 50 mM 0,5
Iniciador 1 10 mM 0,75
Iniciador 2 10 mM 0,75
DNTP 20 mM 0,25
Taq Polimerase 5 Uul 0,1
DNA 100 ng 1,0
Volume final 25,0

MgCl,. cloreto de magnésio, dNTP 2'deoxinucleosideo 5’ trifosfato

Para amplificacdo do TNFc foram utilizados como iniciador 1 o IR5 e como

iniciador 2 o IR6. Apds as reacdoes de amplificacbes do TNFc, os produtos de
amplificacdo foram submetido ao aquecimento, ou seja, misturavam-se os produtos da
PCR com o corante a 94°C por 10 minutos para a desnaturag¢édo da dupla fita de DNA e,

imediamente apos, eram aplicadas no gel de poliacrilamida.



Tabela 5 - Relacao dos iniciadores seqtiéncia - especificos utilizados:

Locus Localizagao Sequéncias iniciadoras
cromossomica
TNFa 6p21.3 IR1 - 5-GCC TCT AGA TTT CAT CCA GCC ACA —3
IR2 - 5-CCT CTC TCC CCT GCA ACA CAC A -3
TNFb 6p21.3 IR3 - 5- GCA CTC CAG CCT AGG CCA CAG A -3’
IR4 - 5-GTG TGT GTT GCA GGG GAG AGA G -3’
TNFc 6p21.3 IR5 - 5-GGT TTC TCT GAC TGC ATC TTG TCC -3’
IR6 - 5-TCA TGG GGA GAA CCT GCA GAG AA -3’
TNFd 6p21.3 IR7 - 5- AGA TCC TTC CCT GTG AGT TCT GCT -3’
IRS - 5- CAT AGT GGG ACT CTG TCT CCA AAG -3’
TNFe 6p21.3

IR9 - 5-GTG CCT GGT TCT GGA GCC TCT C -3’

IR10 - 5’- TGA GAC AGA GGA TAG GAG AGA CAG -3

(UDALOVA et al., 1993)

ApGs a preparacao da mistura da reacéo de amplificacao, foram obedecidos os
seguintes ciclos no termociclador (Applied Biosystems 9700), como mostrado nas
Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 - Condi¢cdes de amplificacao do locus do TNFc e primeira amplificacdo dos loci
dos TNFa/b TNFd/e

Estagio Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 5' 1X
1. Desnaturacao 94°C 1'
2. Pareamento 61°C 1' 28X
3. Extensao 72°C 1'
72°C 10’ 1X

4°C o0




Tabela 7 - Condicoes de amplificacdo da segunda amplificacéo dos loci do TNFa, TNFb,
TNFd e TNFe.

Estagio Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 5' 1X
1. Desnaturacao 94°C 1
2. Pareamento 60°C 1' 32X
3. Extensao 72°C 1'
72°C 10' 1X
4°C o0

3.4.4.2. Analise do Produto Amplificado em Gel de Poliacrilamida

Os produtos de amplificagao foram submetidos a separacao por eletroforese em
condicoes desnaturantes, utilizando-se géis de poliacrilamida acrescidos de uréia
(anexo 7).

Uma vez preparado, o gel era imediatamente aplicado a um cassete previamente
montado. Esse cassete era composto por duas placas de vidro colocadas sobre um
suporte, separadas por espacadores de teflon e presas com grampos de acgo. Logo
apos a aplicagdo do gel entre as placas, colocou-se um pente de teflon na borda
superior, formando sulcos onde, posteriormente, eram aplicadas as amostras. O tempo
de polimerizacéo foi de aproximadamente 20 minutos.

Com o gel polimerizado, o pente era retirado e a placa contendo o gel foi
montada em uma cuba de eletroforese vertical, contendo tamp&o TBE (0o mesmo
utilizado na preparacéao do gel, diluido 10 vezes) em ambos os pélos.

Para a realizacdo da eletroforese, foram aplicados no gel 7 uL do produto
amplificado, acrescidos de 5 uL de corante (azul de bromofenol, xilenocianol, ficoll,
sacarose, EDTA e TBE, contendo formamida a 75 %).

Juntamente com as amostras, foram aplicados padrdes de leitura (1 padrao para
cada 4 amostras) previamente identificados em outras andlises de microssatélites do
TNF. Esses padroes de leitura foram obtidos por meio de uma escada alélica realizada

com centenas de amostras randomizadas, tipificadas previamente e comparadas entre



si, objetivando-se a determinacdo dos alelos apresentando maiores ou menores
nameros de repeticées. A leitura prévia foi confirmada em novos géis, nos quais as
amostras, que em principio pareciam conter o mesmo alelo, foram aplicadas lado a
lado, para que entdo uma amostra de cada alelo fosse escolhida para definir a Escada
Alélica de cada sistema. Esta escada alélica vem sendo utilizada por nosso grupo como
padréo para os microssatélites TNF em véarios estudos prévios (SIMOES RT et al 2003;
SIMOES RT et al, 2005; WASTOWSKI IJ et al, 2006). Em todas as andlises de
microssatélites realizadas pelo nosso grupo, as freqiéncias alélicas obtidas, coincidem
com as freqUéncias alélicas descritas mundialmente em outras populagdes (REYNARD
et al., 2000). Além disso, alguns dos padrées TNFd foram confirmados por
sequienciamento (WASTOWSKI, I.J. et al, 2006).

Adicionalmente, a escada alélica torna-se bastante util em razdo da dificuldade
em se utilizar marcadores de peso molecular em gel de poliacrilamida desnaturante
12% (separagdo eletroforética dos microssatélites do TNF), como utilizado neste
estudo. Em contrapartida, o gel ndo desnaturante 10%, onde é possivel a visualizacao
de marcadores de peso molecular, ndo possui especificidade suficiente que assegure a
adequada separacao dos alelos, dificultando uma analise fidedigna dos resultados.

Cada gel foi submetido a uma corrente de 20mA, pelo tempo determinado para

cada padrao. O tempo de eletroforese para cada padrao € mostrado na Tabela 8.

Tabela 8 - Tempo para eletroforese de cada locus estudado

Locus Tempo de eletroforese(hora)

TNFa 2:10
TNFb 5:15
TNFc 3:00
TNFd 2:30

TNFe 2:15




3.4.4.3. Coloracao com Nitrato de Prata

Apés ser retirado da placa, o gel foi colocado em 100 mL de solucao fixadora
acrescida de 1 mL de nitrato de prata (20 %), e mantida sob agitacao a temperatura
ambiente por cinco minutos. Depois desse tempo, a solugédo fixadora com prata foi
descartada e o gel lavado com agua. A agua foi descartada e adicionou-se 100 mL de
solucao reveladora acrescida de 1 mL de formaldeido. O gel foi colocado sob agitacao
durante cinco minutos (os componentes das solucdes fixadora e reveladora encontram-

se no anexo 7), e entdo a solugao fixadora acrescida de formaldeido foi descartada.

3.4.4.4. Registros dos Resultados

Apl6s a andlise dos géis, estes foram secos e arquivados. A secagem foi feita
colocando-se o gel entre duas folhas de papel celofone embebidas em agua, sobre
uma placa de vidro, a temperatura ambiente por um dia, conforme mostrado na Figura
11.



Figura 11 — Géis de poliacrilamida 12% mostrando a mobilidade eletroforética dos
locos TNFa, TNFb, TNFc, TNFd e TNFe.

TNFa

TNFd




3.4.5. Tipificacao da Regiao Promotora do TNF

O polimorfismo da regido promotora do TNF foi avaliado quanto a presenga dos
SNPs -308GA e -238GA relacionados com atividade transcricional alterada.

Para a deteccdo desses polimorfismos, utilizamos sondas de oligonucleotideos
sequéncia especificas, hibridados com DNA amplificado pela reacdo de polimeragcdo em
cadeia. Os iniciadores especificos para cada variante estao descritos nas Tabelas 9 e 10. Os
reagentes estdo mostrados nas Tabelas 11 e 12. Adicionalmente, os iniciadores HGBA. A e

HGBA. S foram utilizados como controle interno de cada reacao.

Tabela 9 - Iniciadores para deteccao dos polimorfismos dos SNPs -308 do gene TNF.

INICIADOR SEQUENCIA (5°- 3°) AMPLICON  ALVO REFERENCIA
TNFAA308.2 TUGLULAR et al.,
TNE Gongrino  CAGCGGAAAACTTCCTTGGT 2003
TNFAS308G TNF

TNF Especifico ATAGGTTTTGAGGGGCATGG 259 bp _308GA MARSHetal, 2003

TNFAS308A AT AGGTTTTGAGGGGCATGA MARSH et al., 2003

TNF Especifico
HGBA.S CGGTATTTGGAGGTCAGCAC Controle Nosso Laboratério
456 / 436 bp
HGBA.A CCCACCACCAAGACCTACTT Controle Nosso Laboratério

Tabela 10 - Iniciadores para deteccao dos polimorfismos dos SNPs -238 do gene
TNF.

INICIADOR SEQUENCIA (5°- 3°) AMPLICON ALVO REFERENCIA
TNF 238 UP TUGLULAR et al.,
TNE Genérico AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 2003
TNFAS238G TNF MARSH et al.,
TNF Especifico CCCCATCCTCCCTGCTCC 175 bp - 38 GA 2003
TNFAS238A MARSH et al.,
TNF Especifico TCCCCATCCTCCCTGCTCT 2003
HGBA.S CGGTATTTGGAGGTCAGCAC Controle Nosso Laboratorio
456 / 436 bp

HGBA .A CCCACCACCAAGACCTACTT Controle Nosso Laboratorio




Tabela 11 - Concentragdes de reagentes utilizados para a amplificacao dos SNPs -308
do TNF.

Reagente Concentracao Quantidade(ul)
Agua 6,41
Tampao 10 X 1,0
MgCl, 50 mM 0,3
DNTP 20 mM 0,14
HGBA S 10 uM 0,20
HGBA A 10 uM 0,20
308AA ou 308G 10 uM 0,30
TNF 308.2 10 uM 0,30
Taq Polimerase 5 U/l 0,15
DNA 100 ng 1,0
Volume final 9,0

MgCl,. cloreto de magnésio, dNTP 2'deoxinucleosideo 5’ trifosfato

Tabela 12 - Concentragdes de reagentes utilizados para a amplificacao dos SNPs -238
do TNF.

Reagente Concentracao Quantidade(ul)
Agua 6,41
Tampao 10 X 1,0
MgCl, 50 mM 0,3
DNTP 20 mM 0,14
HGBA S 10 uM 0,20
HGBA A 10 uM 0,20
2382 ou 238G 10 uM 0,30
TNF 238 UP 10 uM 0,30
Taq Polimerase 5 U/ul 0,15
DNA 100 ng 1,0
Volume final 9,0

MgCl,. cloreto de magnésio, dNTP 2'deoxinucleosideo 5’ trifosfato

Apb6s a preparagcdo da mistura da reacdo de amplificagdo, essas foram
submetidas a amplificagbes nos seguintes ciclos no termociclador (Applied Biosystems
9700), conforme mostrado na Tabela 13.



Tabela 13 - Perfil de ciclagem do SNP -308 e -238 do TNF.

Estagio Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 5' 1X
1. Desnaturacao 94°C 45”
2. Pareamento 64°C 45” 32X
3. Extensao 72°C 1'
72°C 5' 1X
4°C o0

3.4.5.1. Analise do Produto Amplificado em Gel Poliacrilamida

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a separacao por eletroforese em
condicoes desnaturantes, utilizando-se géis de poliacrilamida acrescidos de glicerol
(Tabela 14).

Tabela 14 - Condicoes especificas para eletroforese de cada loco polimorfico
estudado.

Loco Gel Voltagem Tempo

TNF-308 10% nao desnaturante 230V 1:30h

TNF-238 10% néao desnaturante 230V 1:15h

3.4.5.2. Coloracao com Nitrato de Prata

Apés ser retirado da placa, o gel foi colocado em 100 mL de solucao fixadora
acrescida de 1 mL de nitrato de prata (20 %), e mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por cinco minutos. Depois desse tempo, a solucdo fixadora com prata foi
descartada e o gel foi lavado com agua. A agua foi descartada e adicionou-se 100 mL
de solugdo reveladora acrescida de 1 mL de formaldeido. O gel foi colocado sob



agitacdo durante cinco minutos (0os componentes das solucbes fixadora e reveladora
encontram-se no anexo 7), e entdo a solucdo fixadora acrescida de formaldeido foi
descartada.

3.4.5.3. Registros dos Resultados

Apos a andlise dos géis, estes foram secos e arquivados. A secagem foi feita
colocando-se o gel entre duas folhas de papel celofane embebidas em agua, sobre
uma placa de vidro, a temperatura ambiente por um dia, conforme mostrado na Figura
12.

Figura 12 — Géis de poliacrilamida 10% mostrando a mobilidade eletroforética
dos SNPs -238 e -308. A banda de 456 pb € referente ao controle interno da reagao
(genes da Hemoglobina Humana, iniciadores HBBA.S/HGBA.A). As bandas de 259 pb
representam o polimorfismo GA da regiao promotora -308 do gene TNF.

GG GG AA GG GG GG GG GA GA GA GG



3.4.6. Analise Estatistica

Para testar as diferencas entre cada dois grupos de pacientes, foram

construidas tabelas 2x2, com a seguinte distribuicao:

Sim nao Total
Sim A b a+b
Presenca de =
antigeno gu alelo N&o C d c+d
Total a+c b+d a+b+c+d

A comparacao das distribuicoes das freqliiéncias alélicas foi realizada pelo teste
exato de FISCHER (Graph Pad in Stat, versao 3.0). Todos os alelos foram comparados
entre os trés grupos pacientes (pacientes com aids e R-CMV, pacientes com aids sem

R-CMV) e individuos controle.

3.4.6.1 Calculo dos Valores de Probabilidade (p)

Os valores de probabilidade (p) foram obtidos pelo calculo do Chi-quadrado (x?),
com correcao de Yates, ou, quando na tabela 2x2 havia uma casela com valor menor
que 5, pelo Teste Exato de Fisher bicaudal. Foram considerados significantes valores
iguais ou inferiores a 0,05 (Intervalo de Confianga = 95%) (SIEGEL, 1959).

Quando as diferencgas entre os grupos foram significantes (p < 0,05) realizou-se,
também, os célculos do “odds ratio” (OR), e da Fracao Etiolégica (FE) ou da Fragao

Preventiva (FP).



3.4.6.2. Calculo do “Odds Ratio” (OR)

O calculo do OR, que permite fazer uma estimativa do Risco Relativo em

estudos “caso-controle”, foi realizado de acordo com a férmula:

OR=ad/bc

(HENNEKENS & BURING, 1987).

3.4.6.3. Calculo da Fracao Etiolégica (FE)

Quando o OR era maior do que 1, calculou-se a FE, que estima o risco atribuivel

em termos populacionais, de acordo com a férmula:
FE= (OR-1/OR) hp;
sendo:
hp = a/a+c,

isto €, a frequéncia do alelo nos pacientes (SVEJGAARD, 1986).

3.4.6.4. Calculo da Fracao Preventiva (FP)

Quando o OR foi inferior a 1, calculou-se a FP, indicando que uma determinada
especificidade TNF poderia estar diminuida na populagdo de pacientes, sugerindo que
esse alelo possa prevenir o desenvolvimento da doenga. A FP foi calculada pela

seguinte férmula:

FP= (1-OR)hp / OR(1-hp)+hp

(SVEJGAARD, 1986).



RESULTADOS



4. RESULTADOS

4.1. FREQUENCIAS DOS ALELOS DOS MICROSSATELITES
DO TNF

As freqliéncias alélicas dos cinco locos foram testadas, sendo encontrados
valores significantes para os alelos de microssatélites TNFa5, TNFb4, TNFb7, TNFc1 e
TNFc2, e ainda para os SNPs -308G, -308A, -238G e -238A. Os resultados das
tipificag6es dos microssatélites e dos SNPs -238 e -308 do TNF em pacientes com aids
e R-CMV, pacientes com aids sem R-CMV e grupo controle estdo nos anexos 4, 5 e 6

respectivamente.

Microssatélites da regiao do TNF

TNFa - Considerando as comparacdes entre as freqtiéncias dos alelos TNFa entre
pacientes com aids total (grupo Ill) e grupo controle ( grupo V) observamos que o alelo
TNFa5 era mais freqlente no grupo Ill do que no grupo IV (p=0,0308), conferindo OR
de 1,849, intervalo de confianca 95% (IC 95%) de 1,059 a 3.227 e uma fracao etiologica
de 0,0403. Nos pacientes com aids sem R-CMV (grupo lIl), este alelo também se
mostrou mais freqtiente quando comparado com o grupo IV (p=0,0146), conferindo OR
de 2,038, IC 95% com intervalo de 1,161 a 3,669 e fracao etiolégica de 0,0500. Quando
os pacientes com aids e R-CMV (grupo 1) foram comparados com os controles, esse

alelo deixou de ser significante (Figura 13).



TNFb - Considerando as freqiéncias do TNFb, observou-se que o TNFb4 era menos
freqUente nos grupos de pacientes com aids e R-CMV (p= 0,040; OR= 0,6020; IC 95%
= 0,3751 a 0,9661 e FP = 0,1556), aids sem R-CMV (p= 0,210; OR= 0,6957; IC 95%=
0,5129 a 0,9436 e FP= 0,1190) e nos pacientes com aids do grupo total (p= 0,0074;
OR= 0,6730; IC 95%= 0,5063 a 0,8946 e FP= 0,1279 ) quando comparados com

individuos do grupo controle (Figura 14).

O alelo TNFb7 foi mais freqlente nos paciente com aids sem R-CMV, do que no
grupo controle (p= 0,0358; OR=2,332; IC 95%= 1,069 a 5,087 e FE=0,0319). As

outras comparacdes nao mostraram resultados significantes.

TNFc - Na comparacao entre os grupos de pacientes com aids e R-CMV e aids sem R-
CMV, o alelo TNFc1, tinha sua freqiiéncia diminuida (p= 0,0450; OR= 0,6187; IC 95%=
0,3945 a 0,9702 e FP= 0,2591) nos pacientes com aids e R-CMV. A freqiéncia deste
alelo também permaneceu diminuida no grupo de paciente com aids e R-CMV, quando
este foi comparado com o grupo controle (p= 0,0144; OR= 0,5739; IC 95%= 0,3688 a
0,8930 e FP=0,2964).

O alelo do TNFc2 apresentou freqiiéncia aumentada nos pacientes com aids e
R-CMV (p= 0,0450; OR= 1,6164; IC 95%= 1,031 a 2,535 e FE= 0,1650) quando
comparado com os pacientes com aids sem R-CMV e freqiéncia aumentada nos
pacientes com aids e R-CMV (p= 0,0144; OR= 1,7425, IC 95%= 1,120 a 2,711 e FE=
0,1844 ), quando comparado com os individuos controle (Figura 15).

TNFd e TNFe - Nenhuma associacao foi observada entre alelos dos microssatélites
TNFd e TNFe e os grupos de paciente com aids R-CMV, aids sem R-CMV, aids total e
individuos controle (Figura 16 e 17, respectivamente).
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4.2. FREQUENCIAS DOS ALELOS TNF DA REGIAO
PROMOTORA -308 E -238

As tipificacdes dos polimorfismos dos alelos da regido promotora TNF-308 (-
308G e -308A), e do TNF-238 (-238G e -238A) foram avaliadas nos grupos de

pacientes com aids com e sem R-CMV, aids total e controles saudaveis.

TNF-308G - O alelo foi menos freqlente no grupo de pacientes com aids sem R-CMV
(p= 0,0063; OR= 0,5109; IC 95%= 0,3189 a 0,8184 e FP= 0,4504) e nos pacientes com
aids do grupo total (p= 0,0187; OR= 0,5725; IC 95%= 0,364 a 0,9020 e FP= 0,3936)

quando comparado com os individuos controle.

TNF-308A — O alelo foi mais freqliente nos pacientes com aids sem R-CMV (p= 0,0063;
OR= 1,9575; IC 95%= 1,222 a 3,136 e FE = 0,0705) e nos pacientes com aids total (p=
0,0187; OR= 1,7468, IC 95%= 1,109 a 2,752 e FE= 0,0558) em relacdo ao grupo
controle (Figura 18)

TNF-238G - O alelo -238G foi menos freqlente no grupo aids e R-CMV do que nos
pacientes com aids sem R-CMV (p= 0,0304; OR= 0,4793, IC 95%= 0,2557 a 0,8984 e
FP= 0,4732) e também menos freqliente no grupo pacientes com aids e R-CMV em
relacdo aos controles (p= 0,0358; OR= 0,5105, IC 95%= 0,2785 a 0,9358 e FP=
0,4422).

TNF-238A - O alelo -238A foi mais freqiiente nos pacientes com aids e R-CMV (p=
0,0304; OR=2,0863, IC 95%= 1,113 a 3,910 e FE= 0,0901), quando comparado com
pacientes com aids sem R-CMV. Ainda, o alelo foi também mais freqiente nos
pacientes com aids e R-CMV (p= 0,0358; OR= 1,959; IC 95%= 1,069 a 3,591 e FE=
0,0847), quando comparados com os individuos controle (Figura 19).



80E-AdNL 090] O eaed sedjj9|e seiouanbai} sep oedinquiisig — 81 eanbi4
©|043u00 O [|elOoisple O AWO-H waesspie @ AWND-dospie O

80€-dN.L1 OP SO|3alVY

v80¢ ©80€

~ 001}

N mnm

€,) seruanbaly



8€2-4AdN1 020] O eaed sedjj9|e seiouanbai) sep oedinquiisiq — 6L eanbi 4

8|0J1u0o O [B101SPlE O AWO-H Wasspie @ ANO-Hosple @
8€2-AdN L OP SO|3lVY

vV8¢Ec ©8EC

~00}

©%) seusnbay



Genotipo 308GG - Quando analisamos o genoétipo 308GG, observamos que a
freqUéncia deste estava diminuida nos pacientes com aids sem R-CMV (p= 0,0060;
OR= 0,4800; IC 95%= 0,2848 a 0,8091; FP= 0,4453), e nos pacientes com aids do
grupo total (p= 0,0190; OR= 0,5480; IC 95%= 0,3320 a 0,9047; FP= 0,3871) quando

comparamos com o grupo controle.

Genotipo 308GA - O gendtipo 308GA foi mais freqliente nos pacientes com aids sem
R-CMV (p= 0,0134; OR= 2,015; IC 95%= 1,168 a 3,477 e FE= 0,1156) e nos pacientes
com aids do grupo total (p= 0,0380; OR= 1,7692 e FE= 0,0901) quando comparados
com o grupo controle (Figura 20).

Genotipo 238GG - Analisando o gendtipo 238GG, observamos que nos pacientes com
aids e R-CMV sua freqiiéncia estava diminuida quando comparado com 0s pacientes
com aids sem R-CMV (p= 0,0207; OR= 0,4213; IC 95%= 0,2110 a 0,8411 e FP=
0,4732). A frequéncia deste permaneceu diminuida nos pacientes com aids e R-CMV
(p= 0,0248; OR= 0,4519; IC 95%= 0,2313 a 0,8831 e FP= 0,4422) quando comparado

com o grupo controle.

Genotipo 238 GA - O gendtipo 238GA teve freqiiéncia aumentada nos pacientes com
aids e R-CMV quando comparamos com o0s pacientes com aids sem R-CMV (p=
0,0207; OR= 2,374; IC 95%= 1,189 a 4,740 e FE= 0,2003) e com o grupo controle (p=
0,0248; OR=2,213; IC 95%= 1,132 a 4,323 e FE= 0,1897) (Figura 21).
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4.3. TESTE EXATO DE FISHER

A analise pelo teste de Fisher foi realizada para verificar a associacéo dos alelos
dos microssatélites do TNF e dos SNPs da regidao promotora do TNF, nas posicoes -
308 e -238, nos pacientes com aids e R-CMV, aids sem R-CMV e aids total. As
freqUéncias alélicas dos sete locos, cinco do TNF e os dois SNPs da regidao promotora,
foram comparadas sendo encontrados valores significantes quando comparamos 0s
grupos de pacientes com aids e R-CMV, aids sem R-CMV e aids total.

As frequéncias dos alelos TNFc1, -238G estavam diminuidas no grupo de
pacientes com aids e R-CMV quando comparado com 0s pacientes com aids sem R-
CMV. Em contraste, os alelos TNF c2 e -238A estavam mais elevadas no grupo de
pacientes com aids e R-CMV, quando comparados com 0s pacientes com aids sem R-
CMV. Os valores de OR, IC 95%, FE, FP conferidos por esses alelos estdo mostrados
na Tabela 15.

Tabela 15 — Resultados das analises estatisticas realizadas acerca das freqiiéncias dos
alelos dos microssatélites do TNF quando comparamos os grupos de pacientes com
aids e R-CMV e pacientes com aids sem R-CMV.

P OR IC95% | Fg/rp (%)
TNFof 0,0450 0,6187 0,394-0,970 | 0,2591
TNFe 0,0450 16164 10312535 | 0,1650
TNF-238G 0,0304 0,4793 0,025-0,898 | 04732
TNF.238A 0,0304 20863 1113-3,910 | 0,0901

Nas comparagdes entre os grupos de pacientes com aids e R-CMV e individuos
controles, as freqiéncias dos alelos TNFb4, TNFc1 e -238G estavam diminuidas no
grupo de pacientes com aids e R-CMV, ao passo que, os alelos TNFc2 e -238A mais
elevadas nos pacientes com aids e R-CMV. Os valores de OR, IC 95%, FE, FP
conferidos por esses alelos estdo mostrados na Tabela 16.



Tabela 16 — Resultados das andlises estatisticas realizadas acerca das freqiiéncias dos
alelos dos microssatélites do TNF quando comparamos o0s grupos de pacientes com
aids e R-CMV e individuos controles.

TNFb4 0,0400 0,6020 0,375-0,966 0,1556
TNFci 0,0144 0,5739 0,369-0,893 0,2964
TNFc2 0,0144 1,7425 1,120-2,711 0,1844
TNF-238G 0,0358 0,5105 0,278-0,935 0,4422
TNF-238A 0,0358 1,9589 1,069-30591 0,0847

Quando comparamos o0s grupos de pacientes com aids sem R-CMV e individuos
controles, as frequiéncias dos alelos TNFa5, TNFb7 e -308A estavam mais elevadas no
grupo de pacientes com aids sem R-CMV, ao passo que as freqiiéncias dos alelos
TNFb4 e -308G estavam diminuidas nesses pacientes. Os valores de OR, FE, FP
conferidos por esses alelos estdo mostrados na Tabela 17.

Tabela 17 - Resultados das analises estatisticas realizadas acerca das freqiéncias dos
alelos dos microssatélites do TNF quando comparamos os grupos de pacientes com
aids sem R-CMV e individuos controles.

TNFa5 0,0146 2,0638 1,161-3,669 0,0500
TNFb4 0,0210 0,6957 0,513-0,944 0,1190
TNFb7 0,0358 2,332 1,069-5,087 0,0319
TNF-308G 0,0063 0,5109 0,318-0,818 0,4504
TNF-308A 0,0063 1,9575 1,222-3,136 0,0705

Quando comparamos 0s grupos de pacientes com aids total e grupo controle as
frequéncias dos alelos TNFa5 e -308A estavam mais elevadas no grupo de pacientes
com aids total, ao passo que os alelos TNFb4 e -308G estava diminuida nesse grupo
de paciente. Os valores de OR, IC 95%, FE, FP conferidos por esses alelos estao
mostrados na Tabela 18.



Tabela 18 — Resultados das andlises estatisticas realizadas acerca das freqiiéncias dos
alelos dos microssatélites do TNF quando comparamos o0s grupos de pacientes com
aids total e individuos controles.

TNEa5 0,0308 1,8490 1,059-3,227 0,0403
TNFb4 0,0074 0,6730 0,506-0,895 0,1279
TNF-308G 0,0187 0,5725 0,363-0,902 0,3936
TNE-308A 0,0187 1,7468 1,109-2,752 0,0558

Quando comparamos as freqiéncias dos gendtipos nas posicoes 308 e 238,
observamos que a freqiéncia do genétipo 308GG estava diminuida nos pacientes com
aids sem R-CMV e nos pacientes com aids total quando comparado com o grupo
controle, ao passo que a frequéncia do genétipo 308GA estava aumentada nos
pacientes com aids sem R-CMV e nos pacientes com aids total quando comparado com
0 grupo controle.

O gendtipo 238GG teve freqiiéncia diminuida nos pacientes com aids e R-CMV
quando comparado com os pacientes com aids sem R-CMV e com o grupo controle, ao
passo que o gendtipo 238GA teve frequiéncia aumentada nos pacientes com aids e R-
CMV, quando comparado com o0s pacientes com aids sem R-CMV e com o grupo
controle. Os valores das ORs conferidos por esses genétipos estdo mostrados na
Tabela 19.

Tabela 19 — Resultados das ORs realizadas acerca das freqiéncias dos genoétipos da
regidao promotora do TNF quando comparamos o0s grupos de pacientes com aids e R-
CMV, pacientes com aids sem R-CMV, pacientes com aids total com o grupo controle.

Aids com R-CMV X aids sem R-CMV 0,4213 2,374
Aids com R-CMV X controle 0,4519 2,213
Aids sem R-CMV X controle 0,4800 2,0150
Aids total X controle 0,5480 1,8427
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5. DISCUSSAO

A aids constitui-se uma das principais e mais graves pandemias do século XX e,
segundo o Ministério da Saude do Brasil, existem cerca de 40 milhdes de pessoas
vivendo com HIV/aids no mundo. Esse numero inclui os 4,9 milhdes estimados de
pessoas que adquiriram o HIV durante 2004. No Brasil, ja foram identificados cerca de
433 mil casos de aids (COORDENACAO NACIONAL DE DST E AIDS, 2006).

A infeccao pelo HIV-1, quando nao tratada, € marcada pelo declinio progressivo
das células que compdem o sistema imune, especialmente no niumero de linfécitos T
CD4+ circulantes, o que em um periodo variavel de anos pode ocasionar a morte por
faléncia imune e infecgbes oportunistas (HAYNES, PANTALEO & FAUCI, 1996).

Apesar das diferencas regionais, as infeccoes oportunistas de maior prevaléncia
em todos os continentes sdo a pneumonias causadas pelo Pneumocystis carinii, a
retinite por citomegalovirus e a encefalite por Toxoplasma gondii (BELFORT, 2000).

Manifestacbes oculares sdo comuns na aids e cerca de 60% dos pacientes
desenvolvem tais manifestagcdes ao longo do curso da doenca. O envolvimento ocular
na aids, basicamente, compreende: alteracées da microcirculacao, incluindo exsudatos
algodonosos, infecgdes oportunistas secundarias (por exemplo, citomegalovirus,
toxoplasmose, retinites herpéticas, necrose aguda da retina) e tumores, principalmente
o sarcoma de Kaposi conjuntival e os linfomas. As alteracées neuroftalmoldgicas sao
secundarias a lesdo do sistema nervoso central (COCHEREAN-MASSIN et al, 1992;
BELFORT, 2000). No Brasil, a infec¢do ocular mais comum em pacientes com aids é a
R-CMV, que produz deteriorizagdo da retina com marcada diminuicdo da acuidade
visual se acometer a parte central da retina (JABS et al, 1989; MUCCIOLI et al, 1994
CURRI et al, 1999; e DUALIBY et al, 1999).

Desde a introdugdo da HAART, tem havido um decréscimo na incidéncia do
diagnéstico da aids, de infecgdes oportunistas, incluindo a R-CMV, e ainda, da
mortalidade entre pacientes infectados com o HIV-1 (PALELLA et al, 1998; KEMPEN et
al, 2006). Ainda, com advento da HAART, a incidéncia da R-CMV e o risco da perda
visual devido a retinite e ao descolamento de retina diminuiram, no entanto, a R-CMV



permanece a principal causa de morbidade ocular em pacientes com aids (HOLBROOK
et al, 2003; JABS, 2004). Apesar dos esforcos para conter a evolucédo fatal da aids,
tem-se observado a ocorréncia de resisténcia viral aos medicamentos disponiveis
(KANTOR et al, 2004). Uma das possibilidades para tentar explicar esta resisténcia se
deve as diferencas individuais que promovem susceptibilidade para a R-CMV
(SCHRIER et al., 1995; PRICE et al., 2001; FERNANDES et al., 2003 RODRIGUES et
al., 2003).

Diversos relatos tém demonstrando a contribuicdo do polimorfismo de genes que
codificam citocinas na susceptibilidade ou gravidade de varios grupos de doencas,
sendo o TNF particularmente importante (POCIOT et al.,, 1993; DERKX et al., 1995;
TURNER et al., 1995; HAJEER et al., 2001; WARLE et al., 2003; SOOKOIAN et al.,
2005).

O gene do TNF esta localizado na regiao de classe Ill do CPH, no cromossomo
6p21, e apresenta forte ligacao de desequilibrio com certos alelos da regiao | e Il do
CPH, formando haplétipos (HAJEER et al., 2001). Associagdes sao importantes nos
mecanismos de inducdo das respostas imunoldgicas, visto que a molécula HLA é
importante para a ligacdo de peptideos antigénicos e sua apresentacao para linfocitos
T. O TNF é uma importante citocina pré-inflamatéria relacionada a respostas
imunolégicas, seja infecciosa ou auto-imune, e em mecanismos metabdlicos (HAJEER
& HUTCHINSON, 2001; SKOOG et al., 2001). A relacdo entre os polimorfismos com
algumas patologias pode ser devida a influéncia direta da variabilidade genética sobre a
expressao génica, ao desequilibrio de ligagdo dos genes de citocina com genes
adjacentes, ou ainda, influéncia de outros genes, situados em outros cromossomos,
agindo epistaticamente.

A producao do TNF pode estar associada com as influéncias do polimorfismo de
regides promotoras e dos microssatélites encontrados na regido do TNF, estando ou
nao em desequilibrio de ligacdo com os alelos de classe | e Il, tanto em doencgas auto-
imunes, doencas infecciosas, infeccbes parasitarias e transplantes (HAJEER,;
HUTCHINSON, 2001). Marcadores genéticos tipo microssatélites tem sido usados

como ferramentas neste tipo de andlise.



Em relacdo aos polimorfismos de microssatélites da regido do TNF e sua
produgéo in vitro, nem todos os alelos foram analisados. Em pacientes com diabetes
melitus insulino dependente, os alelos TNFa2 e TNFc2 tém sido associados com
elevada producdo de TNF, enquanto que os alelos TNFaé e TNFci com baixa
producdo de TNF (POCIOT et al., 1993). Por outro lado, DERKX et al., (1995)
mostraram que os alelos TNFa2, TNFaé e TNFa10 estdo associados com a baixa
producé@o de TNF, enquanto que os alelos TNFa4 e TNFa6 estdo associados com a alta
producao desta citocina. Em doencas, aumento significante da freqiéncia do alelo
TNFa2 tem sido observado em pacientes com LES (STURFELT et al., 1996, HAJEER
et al., 1997), na doenga celiaca (MACMANUS et al.,, 1996), na arterite de células
gigantes (MATTEY et al., 2000), e ainda, nos pacientes com artrite idiopatica juvenil
(grupo total e as formas oligo e policiarticular) (ZAKE et al., 2002).

Embora o genétipo TNF possa influenciar na reposta do hospedeiro as infec¢des
virais, incluindo neutralizagéo e eliminag&o dos virus (HAJEER; HUTCHINNSON, 2000;
HOHLER et al.,, 1998), existem poucos estudos avaliando essa associagdo em
pacientes com aids. Assim, a taxa de deterioracao imunolégica e progressao para aids
diferem entre os individuos infectados portadores do HIV-1. Esta progressao pode ser
influenciada pelo fenétipo do virus, pela resposta imune do hospedeiro e por fatores
genéticos. Posto que o TNF esteja envolvido na patogenia da aids e, que os
microssatélites possam estar implicados na magnitude de expressao do TNF, podendo
servir como marcadores de doenca, neste estudo, avaliamos o polimorfismo de cinco
microssatélites do TNF e dois SNPs da regido promotora do TNF, as posicbes -238 e -
308, analisando a associacdao dos microssatélites no desenvolvimento da R-CMV em
pacientes com aids ou como marcadores genéticos para aids per se.

A freqiéncia do alelo TNFa5 apresentou-se aumentada nos pacientes com aids
sem R-CMV (9,71% versus 4,95%; p= 0,0146; OR= 2,0638) e também nos pacientes do
grupo lll, aids total, (8,78% versus 4,95%, p= 0,0308; OR= 1,8489), quando
comparados com o grupo controle. Posto que a freqiéncia desse alelo em pacientes
com aids e R-CMV era semelhante aquelas observadas em individuo controle,
podemos inferir que o alelo TNFa5 confere susceptibilidade ao desenvolvimento da

aids, independentemente da presenca da retinite.



O alelo TNFb4 estava diminuido nos pacientes com: aids e RCMV (27,88%
versus 39,11%; p= 0,0400; OR= 0,6020), aids sem R-CMV (30,88% versus 39,11%, p=
0,0210, OR= 0,6957), e ainda, nos pacientes com aids do grupo total (30,18% versus
39,11%; p= 0,0074; OR= 0,6730) em comparacao com os individuos do grupo controle.
Posto que a freqiéncia desse alelo nos trés grupos de pacientes estava diminuida
quando comparado com o grupo controle, podemos inferir que o alelo TNFb4 confere
protecdo contra o desenvolvimento da aids. Por outro lado, o alelo TNFb7 teve
freqiéncia aumentada somente nos pacientes com aids sem R-CMV (5,59% versus
2,48%; p= 0,0358; OR= 2,3320) quando comparado com o grupo controle. Posto que
esse alelo ndo apresentou alteracado de freqiéncia nos pacientes com aids do grupo
total, estudos posteriores serdo necessarios para verificar se este alelo possa estar
envolvido como fator de susceptibilidade ao desenvolvimento da aids. Nao
encontramos relatos acerca do papel dos microssatélites TNFb4 e TNFb7 na magnitude
de producdao de TNF. Além disso, ndo existem estudos na literatura acerca da
associacao do microssatélite TNFb com aids, no entanto, em doencas auto-imunes,
Hajeer et al, (1997) mostraram que em individuos caucasianos do Reino Unido o alelo
TNFb1 estava associado com LES. Esse alelo também tem sido associado com
esclerose multipla (ROTH et al., 1994).

Na regiao do microssatélite TNFc, o alelo TNFc1 encontrou-se diminuido nos
pacientes com aids e R-CMV (56,73% versus 67,94%; p= 0,0450; OR= 0,6187) quando
comparado com pacientes com aids sem R-CMV e nos pacientes com aids e R-CMV
(56,73% versus 69,55%; p= 0,0144; OR= 0,5739) quando comparado com individuos
controle, sugerindo ser este alelo um fator de protecdo para o desenvolvimento da
retinite por citomegalovirus. Por outro lado, o alelo TNFc2, em nosso estudo, mostrou-
se associado com a susceptibilidade ao desenvolvimento da R-CMV, pois o alelo
estava aumentado nos pacientes com aids e R-CMV quando comparamos com o0s
pacientes com aids sem R-CMV (43,27% versus 32,06%; p= 0,0450; OR= 1,6164) e
com individuos controle (43,27% versus 30,45%; p= 0,0144; OR= 1,7425). A freqiiéncia
do TNFc2 embora fosse maior nos pacientes com aids total quando comparado com o
grupo controle nao foi estatisticamente significante. O alelo TNFc2 tem sido mostrado

apresentar forte diferenca entre a média de progressao da infeccao pelo HIV, sendo



elevada em pacientes que apresentavam uma progressao mais lenta (60,9%) e menor
naqueles com progressdao mais rapida (15%) da doenca (p=0,002; OR= 0,1). Baixa
freqiéncia desse alelo também foi observada no grupo de pacientes apresentando
progressdao mais rapida da infeccao pelo HIV em comparacdo com grupo controle
saudavel (15% versus 45,9%, p= 0,006) (KHOO et al., 1997).

Neste estudo, ndao foram observadas associagdes significantes entre alelos do
microssatélite TNFd com susceptibilidade ou protecdo ao desenvolvimento da retinite
por citomegalovirus ou aids. Por outro lado, a tipificacdo do TNFd tem sido estudada
em diversas doengas mediadas por mecanismos imunoldgicos. Assim, o alelo TNFd2
apresentou aumento significante em pacientes com LES, apresentando
fotossensibilidade (38% versus 16%) e sindrome de Raynaud (39% versus 16%)
quando comparados com o grupo controle, porém, esse alelo ndo apresentava
aumento significativo em sua freqiéncia quando comparados o grupo de pacientes com
lupus manifestando envolvimento renal com o grupo controle (31% versus 16%), o alelo
TNFd2 também nado apresentava aumento significativo no grupo de pacientes com
lipus que eram negativos para os auto-anticorpos anti-Ro e anti-La quando
comparados com o grupo controles (27% versus 16%) (HAJEER et al, 1997). O TNFd3,
quando em homozigose, tem sido associado a elevado nivel de mortalidade e com a
doenca do enxerto versus hospedeiro em receptores de transplante de medula 6ssea
(CAVET et al., 1999). No LES o alelo TNFd3 estava associado com a doenga em
pacientes caucasianos do Reino Unido (HAJEER et al, 1997b). Segundo Turner et al
(1995), o alelo TNFd3 estd associado com elevada produgédo de TNF por células do
sangue total estimuladas por endotoxina. Em outras doencas, MATTEY et al. (2000)
relataram que a frequéncia do alelo TNFd4 estava diminuida em pacientes
apresentando polimialgia reumatica quando comparados aos controles (33,8% versus
52,9%; OR= 0,5; p= 0,00025). Ja em pacientes que sofreram transplante renal a
freqiéncia do alelo TNFd4 foi significantemente menor no grupo que apresentou
rejeicao do que no grupo sem apresentar rejeicao (OR, p) (ASANO et al., 1997). Por
outro lado, elevado risco de desenvolver a doenca do enxerto versus hospedeiro
quando pacientes ou doadores relacionados de células tronco apresentavam o alelo
TNFd4 foi mostrado através do trabalho de NORDLANDER et al. (2002). Na artrite



reumatodide esse alelo ndao estava associado com a doenca (p= 0,09) (MULCAHY et
al.(1996). Nao existem citacdes acerca da associacdo desses alelos com a magnitude
de secrecao do TNF.

Na regiao do microssatélite TNFe, também n&o foi observada associagdo entre
alelos do TNFe com susceptibilidade ou protecao ao desenvolvimento da R-CMV. Nao
existe citacao acerca da associacao desse alelo com a magnitude de secrecédo do TNF.

De maneira distinta aos microssatélites, muitos estudos tém sido conduzidos
para avaliar o polimorfismo da regido promotora do gene TNF (nas posicoes -308 e -
238), sendo bem reconhecida a participacdo desses sitios polimérficos em associacao
com a magnitude de produgédo do TNF in vitro. Embora resultados conflitantes sejam
descritos, a maioria dos estudos descreve que os gendtipos TNF-308AA ou 308GA
estdo associados com a alta producao de TNF (POCIOT et al., 1993; BOUMA et al.,
1996; LOUIS et al., 1998; PELLETIER et al., 2000; TAMBUR et al., 2001; REVIRON et
al., 2001), ao passo que o gendtipo -308GG esteja associado com baixa producédo da
citocina.

Neste estudo, os resultados mostram que a freqiéncia do alelo TNF-308G esta
diminuida nos grupos de pacientes com aids sem R-CMV (85,59% versus 92,08%; p =
0,0063; OR= 0,5109) e nos pacientes com aids total (86,94% versus 92,08%; p=
0,0187, OR= 0,5725) quando comparamos com o0 grupo controle. Posto que a
freqiéncia do alelo esteja diminuida nos pacientes com aids sem R-CMV e nos
pacientes com aids total, podemos inferir que o alelo TNF-308G confere protecdo ao
desenvolvimento da aids. Quando analisamos o genétipo TNF-308 GG observamos que
este tinha freqiéncia diminuida nos pacientes com aids sem R-CMV (74,12% versus
85,64%; p= 0,0060; OR= 0,4800) e nos pacientes com aids do grupo total (76,58%
versus 85,64%; p= 0,0190; OR= 0,5480), comparado com o grupo controle, sugerindo
este ser um marcador de protecdo para o desenvolvimento da aids, de forma
semelhante ao alelo TNF-308G.

A freqliéncia do alelo TNF-308A estava aumentada nos pacientes com aids sem
R-CMV (14,41% versus 7,92% p= 0,0063; OR= 1,9575) e nos pacientes com aids total
(13,06% versus 7,92% p= 0,0187; OR= 1,7468) quando comparado com 0O grupo

controle, sugerindo assim que este alelo esteja relacionado com a susceptibilidade a



aids. Analisando o genétipo TNF-308GA, observamos que este estava aumentado nos
pacientes com aids sem R-CMV (22,94% versus 12,87%; p= 0,0134; OR= 2,015) e nos
pacientes com aids do grupo total (20,72% versus 12,87%; p= 0,0380; OR= 1,7692),
sugerindo ser este um gendtipo de susceptibilidade ao desenvolvimento da aids,
semelhantemente aos alelos TNF-308A.

O gene da regido promotora do TNF na posicao -238 também foi avalido e
observamos que o alelo TNF-238G estava diminuido nos pacientes com aids e R-CMV
(82,69% versus 90,88% p= 0,0304; OR= 0,4793) quando comparado com pacientes
com aids sem R-CMV e diminuido também quando esse grupo de pacientes foi
comparado com grupo controle (82,69% versus 90,35%; p= 0,0358; OR= 0,5105).
Posto que o alelo TNF-238G esta diminuido nos pacientes com aids e R-CMV,
sugerimos que este alelo confere protecdo ao desenvolvimento da retinite pelo
citomegalovirus nos pacientes com aids. O geno6tipo TNF-238GG mostrou-se diminuida
nos paciente com aids e R-CMV (65,38% versus 81,76%; p= 0,0207; OR= 0,4213),
quando comparado com pacientes com aids sem R-CMV e quando comparado com o
grupo controle (65,38% versus 80,69%; p= 0,0248; OR= 0,4519), mostrando ser este
genotipo um fator que protege contra o desenvolvimento da retinite nos pacientes com
aids, semelhantemente ao alelo TNF-238G.

O alelo TNF-238A teve freqiiéncia aumentada nos pacientes com aids e R-CMV
quando comparamos estes com o grupo de pacientes com aids sem R-CMV (17,31%
versus 9,12%; p= 0,0304; OR= 2,0863) e com o grupo controle (17,31% versus 9,65%;
p= 0,0358; OR= 1,9589). Posto que o alelo TNF-238A estava aumentado nos pacientes
com aids e R-CMV, inferimos que esse alelo possa estar associado ao desenvolvimento
da retinite em pacientes com aids. A analise do genétipo do TNF-238GA mostrou-se
aumentada nos pacientes com aids e R-CMV (34,62% versus 18,24; p= 0,0207; OR=
2,374) quando comparado com os pacientes com aids sem R-CMV e com o grupo
controle (34,62% versus 19,31; p= 0,0248; OR= 2,213), conferindo este gendbtipo
susceptibilidade a retinite, de forma semelhante ao alelo -238A.

Sumariando, quando consideramos as comparac¢oes das freqiéncias dos alelos
dos microssatélites da regido do TNF entre o grupo total de pacientes com aids e os

controles, observamos que o alelo TNFb4 conferiu protecdo ao passo que os alelos



TNFa5 susceptibilidade ao desenvolvimento da aids. Estratificando o grupo total de
pacientes com aids em pacientes portadores do HIV-1 que desenvolveram a R-CMV e
0s pacientes com aids que nao desenvolveram R-CMV, observamos que o alelo TNFb4
além de ser marcador de protecdo para a aids também conferiu protecdo para o
desenvolvimento da R-CMV. O alelo TNFc1 conferiu protecdo ao passo que o alelo
TNFc2 susceptibilidade para o desenvolvimento da retinite nos pacientes com aids.

Quando consideramos as comparacoes dos alelos da regido promotora, os
genes do TNF nas posicoes -308 e -238 observamos que o alelo TNF-308G conferiu
protecdo ao passo que o alelo TNF-308A susceptibilidade para o desenvolvimento da
aids. Quando estratificamos os pacientes com aids, verificamos que o alelo TNF-238G
conferiu protecdo ao passo que o alelo TNF-238A susceptibilidade para o
desenvolvimento da retinite em pacientes portadores do HIV-1.

Embora os mecanismos relacionados com a participacdo do TNF no
desenvolvimento da R-CMV nao estejam bem esclarecidos, este estudo sugere que
fatores imunogenéticos associados com a magnitude de expressdo do TNF e,
provavelmente da expressao de outras citocinas pré-inflamatérias, estejam envolvidas
no desenvolvimento da R-CMV em pacientes com aids, sendo que estudos posteriores
serdo necessarios para complementar os achados deste estudo. Este € o primeiro a
avaliar a associacao dos microssatélites da regiao do TNF com a aids e com pacientes
portadores do HIV-1 com R-CMV.



CONCLUSOES



6. CONCLUSOES

6.1.

6.2.

6.3.

Quando considerados o0s pacientes com aids como um todo, dois alelos
(TNFb4 e TNF-308G) estavam associado com protecao e dois alelos (TNFa5 e

TNF-308A) com a susceptibilidade para o desenvolvimento da aids:

Quando os pacientes foram estratificados em pacientes com aids e R-CMV e
pacientes com aids sem R-CMV, os alelos TNFb4, TNFc1, TNF-238G estavam
associados com protecédo e os alelos TNFc2 e TNF-238A ao desenvolvimento

da retinite em pacientes com aids;

Este € o primeiro trabalho avaliando as freqiéncias dos microssatélites da
regido do TNF em pacientes com aids, sendo possivel identificar marcadores
de protecdo e de susceptibilidade para o desenvolvimento da aids e também
da R-CMV nos pacientes portadores do HIV-1, sugerindo que esses alelos
possam modular a magnitude de expressdao da citocina e ocasionar o

aparecimento da retinite em pacientes HIV-1 portadores do citomegalovirus.
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outro lado, ndo havera nenhum ganho de dinheiro para a sua participagao neste estudo.



Agradeco sua colaboracao, assinando juntamente com o(a) Sr.(a) o presente termo,
sendo que uma cépia ficara em suas maos.
Estou ciente e de acordo,

Assinatura do paciente

Neifi Hassan Saloum Deghaide
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Ribeirdo Preto, 09 de outubro de 2007

Oficio n° 3520/2007
CEP/MGV

PROCESSO HCRP n° 7581/2007

Prezado Professor,

O Comité de Etica em Pesquisa em sua 256° Reuniio
Ordinaria realizada em 08.10.2007, recebeu a “Proposta de criacdo do
banco de amostras do nucleo de pesquisa em imunogenética (BANPI)” e a
enquadrou na categoriaz APROVADO, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.
Atenciosamente.
) Wopse.
DR® MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
Vice-Coordenadora do Comité de Etica

em Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Ilustrissimo Senhor
PROF. DR. EDUARDO ANTONIO DONADI
Depto. de Clinica Médica — Laboratério de Imunologia Molecular

Comité de Etica em Pesquisa HC e FMRP-USP - Campus Universitario
Fone (16) 3602-2228 - E-mail : cep@hcrp.fmrp.usp.br
Monte Alegre 14048-900 Ribeirdo Preto  SP



ANEXO 4

Grupo | — Tipificacao dos microssatélites e dos SNPs -238 e -308 do TNF em
Pacientes com aids e R-CMV

TNFa TNFb TNFc TNFd TNFe -238 -308

1 0104 0505 0102 0203 0303 GG GG

2 0210 0104 0102 0404 0103 GG GG

3 0206 0105 0102 0405 0103 GG GG

4 0110 0305 0202 0406 0303 GA GG

5 0609 0405 0102 0203 0303 GG GG

6 0206 0505 0202 0304 0203 GA GG

7 0108 0405 0102 0203 0303 GA GG

8 0204 0505 0102 0405 0303 GA GG

9 0206 0305 0102 0103 0203 GG GA

10 0507 0405 0102 0304 0203 GG GG
11 0210 0104 0202 0304 0103 GG GG
12 1011 0404 0101 0303 0303 GG GG
13 0710 0405 0102 0304 0303 GA GG
14 0407 0505 0101 0303 f 0303 GG GA
15 0610 0405 0101 0304 0303 GG GG
16 0204 0105 0102 0304 0103 GG GA
17 0709 0404 0101 0303 0303 GG GG
18 1010 0404 0101 0303 0303 GG GG
19 0102 0105 0202 0404 0103 GA GG
20 0410 0405 0101 0003 0303 GG GG
21 0610 0104 0102 0304 0303 GG GG
22 0109 0405 0202 0203 0303 GA GG
23 0606 0507 0101 0303 0303 GG GG
24 0811 0304 0101 0303 0303 GG GG
25 0207 0104 0102 0304 0103 GG GG
26 0211 0104 0102 0304 0103 GG GG
27 0204 0105 0102 0404 0103 GG GG
28 0206 0105 0102 0405 0103 GG GG
29 1213 0404 0101 0405 0303 GG GG
30 0113 0405 0102 0203 0303 GA GG
31 0206 0305 0102 0103 0203 GG GG
32 0206 0105 0102 0304 0103 GG GG
33 0607 0505 0102 0304 0303 GA GG
34 0206 0505 0102 0404 0303 GA GG
35 0506 0507 0101 0303 0303 GG GG
36 0708 0105 0102 0304 0303 GG GG
37 0606 0105 0102 0305 0303 GG GG
38 0210 0104 0102 0304 0103 GG GG
39 0611 0405 0101 0303 0303 GG GG
40 0202 0101 0202 0404 0101 GG GG




41 0406 0505 0101 0304 0303 GG GG
42 0610 0405 0101 0303 0303 GG GG
43 0506 0507 0101 0405 0303 GG GA
44 0206 0305 0102 0104 0303 GG AA
45 0210 0104 0102 0304 0103 GA GG
46 0211 0104 0102 0304 0103 GA GA
47 0511 0405 0102 0303 0203 GA GG
48 0607 0405 0101 0304 0303 GA GG
49 0506 0505 0102 0303 0203 GA GG
50 0203 0103 0102 0104 0103 GA GA
51 0206 0105 0202 0405 0303 GA GA
52 0508 0105 0202 0405 0303 GA GG




ANEXO 5

Grupo Il — Tipificacao dos microssatélites e dos SNPs -238 e -308 do TNF em
Pacientes com aids sem R-CMV

TNFa TNFb TNFc TNFd TNFe -238 -308

1 0207 0304 0101 0103 0303 GG GG

2 0207 0105 0202 0404 0303 GA GG

3 1010 0404 0101 0304 0303 GG GG

4 0606 0505 0101 0304 0303 GG GG

5 0406 0505 0101 0305 0303 GG GG

6 0406 0505 0101 0303 0303 GG GA

7 1010 0404 0101 0304 0303 GG GG

8 0210 0304 0101 0103 0303 GG GA

9 0210 0104 0102 0304 0103 GG GG

10 0611 0405 0101 0303 0303 GG GG
11 0207 0103 0102 0104 0303 GG GA
12 0610 0407 0101 0303 0303 GG GG
13 0610 0405 0101 0303 0303 GA GG
14 0207 0104 0102 0304 0103 GG GG
15 0507 0107 0102 0304 0303 GA GG
16 0404 0505 0101 0204 0303 GG GG
17 0206 0103 0102 0104 f 0303 GG GA
18 0107 0505 0102 0304 0303 GG GG
19 0202 0103 0102 0104 0103 GG GA
20 1113 0404 0101 0305 0303 GG GG
21 0210 0104 0102 0304 0103 GG GG
22 0713 0404 0101 0303 0303 GG GG
23 0207 0101 NA NA 0303 GG GG
24 0407 0405 0101 0303 0303 GG GA
25 0707 0505 0101 0303 0303 GG GG
26 0611 0405 0101 0303 0303 GG GG
27 0710 0304 0101 0303 0303 GG GG
28 0202 0103 0102 0104 0103 GG GA
29 0511 0405 0102 0304 0203 GG GG
30 0206 0305 0101 0103 0303 GG GA
31 0410 0405 0101 0003 f 0303 GG GG
32 0510 0405 0102 0405 0303 GG GG
33 1113 0304 0101 0305 0303 GG GG
34 0707 0101 0202 0204 0303 GG GG
35 0204 0105 0102 0304 0103 GG GG
36 0202 0103 0102 0104 0103 GG GG
37 0210 0405 0102 0404 0303 GA GG
38 0410 0405 0101 0303 0303 GG GG
39 0107 0405 0102 0205 f 0303 GA GG
40 0411 0405 0101 0103f 0303 GG GG




41 0409 0405 0102 0203 0303 GG GA
42 0611 0405 0101 0303 0303 GG GG
43 0210 0404 0102 0104 0303 GG GA
44 0507 0405 0102 0306 0303 GG GG
45 0610 0405 0101 0303 0303 GG GG
46 0810 0505 0101 0303 0303 GG GG
47 0204 0305 0101 0001 0303 GG GA
48 0205 0107 0102 0304 0103 GG GG
49 1011 0404 0101 0303 0303 GG AA
50 0406 0505 0101 0003 0303 GG GG
51 0607 0405 0102 0303 0203 GG GG
52 0506 0505 0102 0305 0203 GG GG
53 0606 0505 0101 0303 0303 GG GG
54 0210 0104 0102 0304 0103 GG GG
55 0607 0105 0202 0304 0203 GG GG
56 0210 0304 0101 0103 0303 GG GG
57 0407 0105 0102 0303 0303 GG GG
58 0106 0507 0102 0203 0303 GA GG
59 0510 0405 0102 0304 0203 GG GG
60 0205 0305 0102 0105 0303 GG GG
61 0405 0507 0101 0304 0303 GG AA
62 0610 0405 0101 0303 0303 GG GG
63 0609 0305 0102 0405 0303 GG GG
64 0508 0405 0102 0305 0303 GG GG
65 0607 0405 0101 0303 0303 GG GG
66 0404 0505 0101 0304 0303 GG GA
67 0510 0407 0101 0304 0303 GG GA
68 1010 0404 0101 0404 0303 GG GG
69 0207 0104 0102 0304 0103 GG GG
70 0102 0105 0202 0204 0103 GA GG
71 0610 0104 0102 0306 0303 GG GG
72 0909 0404 0101 0303 0303 GG GG
73 0211 0104 0102 0304 0103 GG GG
74 0202 0101 0202 0404 0101 GG GG
75 0410 0405 0101 0304 f 0303 GG GG
76 0206 0305 0101 0305 0303 GG GA
77 0105 0507 0102 0204 0103 GG GA
78 0709 0404 0102 0204 0303 GG GG
79 0102 0105 0202 0404 0103 GG GG
80 0410 0407 0102 0405 0303 GG GG
81 0205 0307 0101 0105 0303 GG AA
82 0510 0407 0101 0305 0303 GG GA
83 0710 0404 0101 0303 0303 GG GG
84 0102 0305 0102 0104 0303 GA GA
85 0207 0405 0102 0304 0303 GA GG
86 0710 0104 0102 0304 0303 GG GG
87 0607 0104 0102 0304 0303 GG GG
88 0607 0104 0102 0304 0303 GG GG




89 0207 0103 0102 0104 0303 GA GA
90 0711 0104 0102 0304 0303 GG GG
91 0607 0105 0102 0304 0303 GG GG
92 0710 0404 0101 0303 0303 GG GG
93 0713 0404 0101 0305 0303 GA GG
94 0511 0405 0102 0304 0303 GA GG
95 0505 0505 0202 0405 0203 GA GG
96 0611 0405 0101 0303 0303 GA GG
97 1012 0404 0101 0304 0303 GA GA
98 0409 0405 0102 0205 0303 GG GG
99 0606 0505 0101 0305 0303 GA GG
100 0606 0105 0102 0506 0303 GG GG
101 0205 0307 0101 0104 0303 GG AA
102 0206 0305 0101 0103 0303 GG GA
103 0506 0505 0102 0305 0303 GG GG
104 0206 0305 0101 0105 0303 GA GA
105 0811 0404 0101 0303 0303 GA GG
106 0206 0105 0102 0304 0103 GG GG
107 0607 0507 0101 0303 0303 GA GA
108 0211 0304 0101 0101 0303 GA GA
109 0205 0107 0102 0304 0103 GG GG
110 0611 0405 0101 0303 0303 GG GG
111 0607 0405 0101 0303 0303 GA GG
112 0204 0105 0102 0304 0103 GG GA
113 0205 0105 0202 0404 0102 GG GG
114 0211 0104 0102 0304 0103 GG GG
115 0610 0405 0101 0304 0303 GG GG
116 0107 0505 0102 0203 0303 GA GG
117 0110 0405 0102 0203 0303 GA GG
118 0206 0305 0101 0103 0303 GG GA
119 0206 0105 0102 0405 0103 GG GG
120 0210 0104 0102 0304 0103 GG GG
121 0211 0304 0101 0103 0303 GG GA
122 0507 0505 0102 0506 0303 GG GG
123 0407 0405 0101 0303 0303 GG GA
124 0710 0304 0102 0304 0303 GG GG
125 0613 0405 0101 0305 0303 GG GG
126 0406 0505 0102 0304 0203 GG GA
127 0609 0405 0202 0204 0203 GG GG
128 0102 0305 0102 0404 0303 GA GA
129 0505 0507 0102 0404 0303 GG GA
130 0213 0104 0102 0405 0103 GA GA
131 0513 0407 0101 0506 0303 GG GA
132 0210 0104 0102 0304 0103 GG GG
133 0606 0505 0101 0305 0303 GG GG
134 0210 0304 0101 0103 0303 GG GG
135 0108 0405 0102 0203 0303 GG GG
136 0607 0505 0101 0303 0303 GG GG




137 0413 0405 0101 0305 0303 GG GA
138 0411 0405 0101 0003 0303 GG GG
139 0710 0405 0101 0303 0303 GG GG
140 1011 0304 0102 0203 0303 GG GG
141 0408 0505 0102 0004 0303 GA GG
142 0211 0405 0102 0304 0303 GA GG
143 0610 0305 0102 0306 0303 GG GG
144 0510 0405 0102 0305 0303 GG GG
145 0102 0305 0102 0407 0303 GA GG
146 0508 0405 0102 0304 0203 GG GG
147 0206 0204 0101 0103 0303 GG GA
148 0709 0104 0102 0405 0303 GG GG
149 0207 0505 0102 0104 0303 GA GG
150 0611 0505 0102 0303 0203 GG GG
151 0610 0305 0102 0406 0303 GG GG
152 0204 0205 0102 0306 0103 GG GA
153 0611 0505 0102 0303 0103 GG GG
154 0910 0505 0202 0303 0103 GG GG
155 0610 0505 0101 0304 0303 GG GG
156 0210 0304 0101 0103 0303 GG GA
157 0912 0303 0102 0204 0303 GG GG
158 0713 0303 0101 0305 0103 GG GG
159 1111 0404 0101 0305 0303 GG GG
160 0606 0505 0102 0305 0303 GG GG
161 0405 0507 0102 0307 0203 GG GA
162 0306 0507 0102 0304 0303 GA GG
163 0710 0404 0101 0303 0103 GG GG
164 0505 0507 0102 0405 0303 GG GA
165 0204 0105 0102 0404 0103 GG GG
166 0506 0505 0102 0303 0303 GG GG
167 0106 0505 0102 0206 0103 GA GG
168 0105 0105 0102 0405 0103 GG GG
169 0303 0505 0202 0303 0303 GG AA
170 0511 0407 0202 0304 0103 GG GA




ANEXO 6

Grupo lll — Tipificacao dos microssatélites e dos SNPs -238 e -308 do TNF em
individuos controles.

TNFa TNFb TNFc TNFd TNFe -238 -308
1001 0105 0505 0102 0505 0303 GA GG
1002 1013 0404 0101 0305 0303 GG GG
1003 0210 0104 0102 0304 0103 GG GG
1004 0408 0405 001 0303 0303 GG GG
1005 0202 0103 0102 0104 0103 GG GG
1006 0211 0304 0101 0103 0303 GG GA
1007 0210 0304 0101 0104 0303 GG GA
1008 0211 0405 0102 0304 0303 GA GG
1009 0213 0104 0102 0405 0103 GG GG
1010 0405 0507 0101 0304 0303 GG AA
1011 0710 0104 0102 0204 0303 GG GG
1012 0210 0305 0202 0404 0303 GA GG
1013 0711 0404 0101 0303 0303 GG GG
1014 0211 0104 0102 0304 0103 GG GG
1015 0209 0304 0102 0102 0303 GG GA
1016 0210 0104 0102 0304 0103 GG GG
1017 0506 0105 0202 0506 0303 GG GG
1018 0611 0405 0101 0303 0303 GG GG
1019 0202 0305 0102 0104 0303 GA GG
1020 0211 0304 0101 0103 0303 GG GG
1021 0210 0304 0101 0103 0303 GG GA
1022 0607 0405 0101 0303 0303 GG GG
1023 0207 0304 0101 0103 0303 GG GG
1024 0208 0101 0202 0204 0103 GG GG
1025 0611 0405 0101 0303 0303 GG GG
1026 0713 0404 0101 0306 0303 GG GG
1027 0610 0405 0101 0303 0303 GG GG
1028 0207 0304 0101 0101 0303 GG GG
1029 0307 0104 0102 0304 0103 GG GG
1030 0206 0105 0202 0404 0101 GG GG
1031 0607 0405 0101 0303 0303 GG GG
1032 0511 0405 0102 0304 0203 GG GG
1033 0209 0104 0101 0204 0103 GG GG
1034 1011 0404 0101 0304 0303 GG GG
1035 0406 0505 0101 0303 0303 GG GG
1036 0206 0505 0102 0405 0303 GA GG
1037 0610 0405 0101 0305 0303 GG GG
1038 0204 0105 0102 0004 0103 GG GG
1039 0111 0405 0102 0203 0303 GA GG
1040 0606 0105 0102 0304 0303 GG GG
1041 0506 0507 0101 0303 0303 GG GG
1042 0410 0405 0102 0305 0303 GG GG
1043 0410 0405 0101 0303 0303 GG GA




1044 0610 0405 0101 0404 0303 GG GG
1045 0207 0101 0202 0404 0103 GG GG
1046 1011 0404 0101 0303 0303 GG GG
1047 0205 0107 0102 0404 0103 GG GA
1048 0713 0404 0101 0305 0303 GG AA
1049 0606 0505 0101 0303 0303 GG GG
1050 0207 0405 0102 0304 0303 GA GG
1051 0507 0407 0101 0303 0303 GG GG
1052 0204 0105 0102 0304 0103 GG GG
1053 0609 0405 0102 0203 0303 GG GG
1054 0106 0505 0102 0203 0303 GA GG
1055 0506 0505 0102 0303 0203 GG GG
1056 0710 0405 0101 0303 0303 GG GG
1057 0511 0407 0101 0304 0103 GG GG
1058 0211 0104 0102 0304 0103 GG GG
1059 0211 0405 0102 0304 0303 GA GG
1060 0107 0405 0102 0304 0303 GA GG
1061 0507 0505 0202 0405 0303 GA GG
1062 0710 0404 0101 0303 0303 GG GG
1063 0610 0405 0101 0303 0303 GG GG
1064 0207 0105 0202 0404 0303 GA GG
1065 1011 0404 0101 0303 0303 GG GG
1066 0510 0405 0102 0304 0203 GG GG
1067 0210 0104 0102 0304 0103 GG GG
1068 0410 0407 0102 0405 0303 GG GG
1069 0410 0407 0102 0405 0303 GG GA
1070 0710 0404 0101 0404 0303 GG GG
1071 0710 0404 0101 0303 0303 GG GG
1072 0506 0505 0102 0304 0203 GG GG
1073 1313 0404 0101 0506 0303 GG GG
1074 0611 0405 0101 0305 0303 GG GG
1075 0406 0505 0102 0505 0303 GG GG
1076 0610 0104 0102 0304 0303 GG GG
1077 0202 0101 0202 0404 0101 GA GG
1078 0111 0405 0102 0203 0303 GA GG
1079 0811 0404 0101 0103 0303 GG GG
1080 0711 0404 0101 0303 0303 GG GG
1081 0709 0404 0102 0203 0303 GG GG
1082 0411 0405 0101 0305 0303 GG GG
1083 0607 0405 0101 0303 0303 GG GG
1084 0613 0405 0101 0305 0303 GG GG
1085 0410 0405 0101 0303 0303 GG GA
1086 0206 0305 0101 0103 0303 GG GG
1087 0211 0304 0101 0103 0303 GG GG
1088 0210 0104 0102 0304 0103 GG GG
1089 0614 0405 0101 0305 0303 GG GG
1090 0111 0405 0102 0303 0303 GA GG
1091 0406 0105 0102 0005 0303 GG GG




1092 0609 0405 0102 0204 0303 GG GG
1093 0710 0304 0102 0304 0303 GG GG
1094 0410 0405 0101 0304 0303 GG GA
1095 0207 0405 0102 0304 0303 GA GG
1096 0413 0405 0101 0003 0303 GG GG
1097 0610 0304 0101 0306 0303 GG GG
1098 0413 0405 0102 0305 0303 GG GG
1099 0211 0304 0101 0103 0303 GG GG
1100 0407 0405 0101 0303 0303 GG GG
1101 0610 0405 0101 0304 0303 GG GG
1102 0202 0103 0102 0104 0103 GG GG
1103 1011 0404 0101 0303 0303 GG GG
1104 0710 0404 0101 0303 0303 GG GG
1105 0611 0405 0101 0306 0303 GG GG
1106 0611 0405 0101 0303 0303 GG GG
1107 0610 0405 0101 0405 0303 GG GG
1108 0106 0505 0102 0405 0303 GA GG
1109 0205 0305 0102 0104 0203 GG GG
1110 0207 0104 0102 0304 0103 GG GG
1111 0202 0101 0202 0404 0101 GG GG
1112 0410 0405 0101 0303 0303 GG GG
1113 0506 0507 0101 0304 0303 GG GA
1114 0607 0105 0102 0203 0303 GG GG
1115 0611 0405 0101 0303 0303 GG GG
1116 0211 0104 0102 0304 0103 GG GG
1117 0210 0304 0101 0103 0303 GG GG
1118 0111 0405 0102 0304 0303 GA GG
1119 0710 0404 0101 0303 0303 GG GG
1120 0610 0405 0101 0304 0303 GG GG
1121 0202 0405 0202 0404 0103 GG GG
1122 0209 0103 0202 0405 0103 GG GG
1123 0410 0405 0101 0003 0303 GG GG
1124 0209 0104 0202 0204 0103 GG GG
1125 0206 0303 0102 0405 0103 GG GG
1126 0208 0105 0202 0404 0103 GG GG
1127 0607 0505 0102 0304 0303 GA GG
1128 0202 0101 0202 0404 0101 GG GG
1129 0411 0405 0101 0305 0303 GG GG
1130 0213 0104 0102 0406 0103 GG GG
1131 1010 0404 0101 0303 0303 GG GG
1132 0107 0405 0102 0304 0303 GA GG
1133 0405 0505 0102 0305 0303 GG GA
1134 0206 0103 0102 0104 0303 GA GA
1135 0710 0404 0101 0303 0303 GG GG
1136 0204 0505 0102 0304 0303 GA GA
1137 0406 0505 0101 0304 0303 GG GG
1138 0607 0405 0101 0303 0303 GG GG
1139 0607 0505 0101 0203 0303 GG GG




1140 0213 0104 0102 0405 0103 GA GG
1141 0211 0405 0102 0304 0303 GA GG
1142 0202 0103 0102 0104 0103 GG GA
1143 0408 0105 0102 0002 0303 GG GG
1144 0206 0105 0102 0304 0103 GG GG
1145 0510 0407 0101 0303 0303 GA GG
1146 0606 0505 0101 0305 0303 GG GG
1147 0211 0104 0102 0404 0103 GG GG
1148 0404 0005 0101 0304 0303 GG GG
1149 0606 0505 0101 0306 0303 GG GG
1150 0206 0505 0102 0304 0303 GA GG
1151 1010 0404 0101 0303 0303 GG GG
1152 0610 0305 0102 0304 0303 GG GG
1153 1011 0404 0101 0304 0303 GG GG
1154 0611 0405 0102 0303 0203 GG GG
1155 0209 0304 0102 0203 0303 GG GA
1156 0611 0405 0101 0303 0303 GG GG
1157 0206 0305 0101 0103 0303 GG GA
1158 0406 0505 0101 0305 0303 GG GG
1159 0205 0305 0102 0103 0203 GG GA
1160 0510 0405 0102 0306 0303 GG GG
1161 1013 0404 0101 0305 0303 GG GG
1162 0207 0505 0102 0304 0303 GA GG
1163 0101 0105 0202 0204 0103 GA GG
1164 0610 0305 0102 0103 0303 GG GG
1165 0407 0405 0101 0303 0303 GG GA
1166 0911 0404 0101 0303 0303 GG GG
1167 0711 0104 0102 0203 0303 GG GG
1168 0306 0105 0202 0404 0102 GG GG
1169 0204 0105 0102 0005 0103 GG GG
1170 0206 0105 0102 0304 0103 GG GG
1171 0212 0304 0101 0103 0303 GG GA
1172 0205 0505 0202 0404 0203 GA GG
1173 0607 0405 0101 0303 0303 GG GG
1174 1012 0304 0102 0304 0303 GG GG
1175 0102 0305 0102 0104 0303 GA GA
1176 0210 0304 0101 0103 0303 GG GA
1177 0611 0405 0101 0303 0303 GG GG
1178 0207 0304 0101 0103 0303 GG GA
1179 0210 0405 0102 0304 0303 GA GG
1180 0606 0505 0101 0305 0303 GG GG
1181 0111 0405 0102 0304 0303 GA GG
1182 0207 0104 0102 0304 0103 GG GG
1183 0207 0305 0101 0103 0303 GG GA
1184 0410 0405 0102 0305 0303 GA GG
1185 0207 0104 0102 0304 0103 GG GG
1186 0205 0505 0102 0005 0303 GA GG
1187 0204 0305 0101 0104 0303 GG GA




1188 0202 0303 0101 0101 0303 GG AA
1189 0406 0405 0102 0505 0303 GG GG
1190 0206 0505 0102 0404 0303 GA GG
1191 1111 0404 0101 0303 0303 GG GG
1192 0610 0405 0101 0303 0303 GG GG
1193 0407 0405 0101 0304 0303 GG GG
1194 1010 0404 0101 0303 0303 GA GG
1195 0111 0405 0102 0304 0303 GA GG
1196 0410 0305 0102 0304 0303 GG GA
1197 0613 0405 0101 0305 0303 GG GG
1198 0607 0405 0102 0303 0203 GG GG
1199 0304 0305 0101 0001 0303 GG GA
1200 0210 0405 0102 0404 0303 GA GG
1201 0108 0405 0102 0203 0303 GA GG
1202 0411 0407 0102 0305 0303 GG GG




ANEXO 7

Reagentes e Solucoes

Extracao de DNA

- Tampé&o para Lise de Eritrdcitos (lise 1):
Para 1 L de solucéo:
e 0,3 M de sacarose

e 10mM de Tris-HCI (Ph = 7,5)
e 5,0mM MgClI
e Triton X-100 1%
Estocagem a 4 °C
- Tamp&o para Lise de Leucocitos (lise 1l):

Para 1 L de solucgéo:
e 0,075 M NaCl

e 0,024 M EDTA

- SDS a 10%
- Perclorato de sédio 5,0 M
-NaCl 6,0 M
- Etanol 70%

Gel e Eletroforese

Solucao Estoque de Acrilamida (30%): 29 gramas de Acrilamida e 1 grama de bis-
acrilamida diluidas em um volume final de 100 ml de agua. Filtrar.

Uréia P.A. (NH,CONH>)

Glicerol [C3H5(OH)4] )

Tampao TBE 10X: Tris/HCI 0,89M pH 8,0; EDTA 0,08M; Acido Bérico 0,89M.

Persulfato de Potassio: Solugdo saturada em agua.

TEMED (N, N, N’,N’, tetrametiletilenodiamina)

Tampé&o de Amostra (loading buffer): TBE 1X; Xileno cianol 0,25%; Azul de Bromofenol
0,25%; EDTA 0,1M pH 8,0; Ficoll 15%.

Formamida 75%



Coloracao

- Solugéo Fixadora: 50mL de Alcool Etilico, 2mL de Acido Acético, 4gua deionizada
g.s.p. 300mL.

- Nitrato de Prata: Solucéo a 0,1% em agua destilada.

- Formaldeido 37% para cada 100mL de solucéo na hora do uso.

- Revelador: 4,59 de NaOH, agua deionizada q.s.p. 200 mL.
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RESUMO

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) é uma potente citocina pré-inflamatéria que modula as respostas
imunes contra infecgdes virais, estando bastante envolvido na patogenia da aids. O gene que codifica 0 TNF esta
localizado na regido altamente polimérfica do Complexo Principal de Histocompatibilidade, apresentando seis
microssatélites polimérficos (TNFa-f). Como os sitios polimérficos tém sido associados com diversas doengas,
incluindo infecgdes virais, cancer e doengas auto-imunes, no presente estudo, avaliamos a freqliéncia de alguns
sitios polimérficos na regido do gene que codifica 0 TNF em pacientes apresentando aids, estratificados de acordo
com a presenga ou nao de retinite por citomegalovirus (R-CMV). Estudamos 52 pacientes com aids e R-CMV, 170
com aids sem R-CMV, e ainda, 202 individuos com sorologia negativa para o HIV-1. DNA do sangue periférico foi
amplificado e hibridado com iniciadores especificos. A tipificagdo dos microssatélites do TNF foi realizada de acordo
com a mobilidade do DNA amplificado em géis de poliacrilamida. A anélise estatistica foi realizada, utilizando o teste
exato de Fisher bicaudal, considerando significantes valores de p< 0,05. Para estimar a forga das associagdes foram
também calculados odds ratio (OR) e fragéo etiologica (FE) quando OR > 1,0 e, fragdo preventiva (FP), quando OR<
1,0. Em comparagdo com os controles, os alelos TNFb4 (p = 0,0400; OR= 0,6020; 95% IC= 0,3751-0,9661, FP=
0,1556) e TNFc1 (p= 0,0144; OR= 0,5739; 95% IC= 0,3688-0,8930; FP= 0,2964) apresentaram freqiiéncias
diminuidas nos pacientes com aids e R-CMV, ao passo que o alelo TNFc2 (p= 0,0144; OR= 1,7425: 95% IC= 1,120-
2,711; FE= 0,1844) apresentou freqliéncia aumentada nos pacientes com aids e R-CMV. Em relagdo aos controles,
os alelos TNFa5 (p=0,0146; OR= 2,0638; 95% IC= 1,161-3,669; FE= 0,0500) e TNFb7 (p=0,0358; OR= 2,3320 95%
IC=1,069-5,087; FE= 0,0319) apresentaram freqliéncias alélicas aumentadas no grupo de pacientes com aids sem
R-CMV, enquanto que o alelo TNFb4 (p= 0,0210; OR= 0,6957; 95% IC= 0,5129-0,9436; FP= 0,1190) apresentou
freqliéncia diminuida nos pacientes com aids sem R-CMV. Estes resultados indicam que os alelos TNFb4 e TNFc1
estdo associados com protecdo contra o desenvolvimento de R-CMV e o alelo TNFc2 esta associado com a
susceptibilidade a R-CMV. Os alelos TNFa5 e TNFb7 conferiram susceptibilidade para o desenvolvimento de aids,
ao passo que o alelo TNFb4 conferiu protegdo contra o desenvolvimento de aids. Este é o primeiro estudo avaliando
os alelos dos microssatélites do TNF na aids, apontando diversas associagdes entre alelos da regido do gene que

codifica o TNF com aids e também com R-CMV.

SUMMARY



Tumor Necrosis Factor (TNF) is a potent inflammatory cytokine that modulates immune responses against
viral infections, actively participating in the pathogenesis of Aids. TNF gene is located within the highly polymorphic
Major Histocompatibility Complex, exhibiting six microsatellites (TNFa-f). Since polymorphic sites have been
associated with disease, in the present study we evaluated the frequency of some polymorphic sites observed in TNF
codifying region in patients presenting with Aids, stratified according to the presence or not of retinitis caused by
cytomegalovirus (R-CMV). 52 patients with Aids and R-CMV, 170 with Aids without R-CMV, and 202 healthy
individuals exhibiting negative serology for HIV-1 were studied. Peripheral blood DNA was amplified and hybridized
with specific oligonucleotide primers. TNF microsatellite typing and SNP assessment are performed evaluating to
amplified DNA mobility in polyacrilamide gels. Statistical analysis was performed using the two-tailed Fisher's exact
test, considered to be significant at p< 0.05. The strength of the associations was performed estimating by the odds
ratio (OR) and the etiologic fraction (EF) when OR > 1,0, and preventive fraction (PF) when OR< 1.0. Compared to
controls, the TNFb4 (p = 0.0400; OR= 0.6020; 95% Cl= 0.3751-0.9661, PF= 0.1556) and TNFc1 (p= 0.0144; OR=
0.5739; 95% Cl= 0.3688-0.8930; PF=0.2964) alleles were underrepresented in Aids patients with R-CMV, conferring
protection against R-CMV development. The TNFc2 (p= 0.0144; OR= 1.7425: 95% Cl= 1.120-2.711; EF= 0.1844)
and allele was overrepresented in Aids patients with R-CMV, conferring susceptibility to R-CMV. Compared to
controls, TNFa5 (p= 0.0146; OR= 2.0638; 95% Cl= 1.161-3.669; EF= 0.0500) and TNFb7 (p= 0.0358; OR= 2.3320
95% Cl= 1.069-5.087; EF= 0.0319) alleles were overrepresented in Aids patients without R-CMV, conferring
susceptibility to Aids development, whereas the TNFb4 (p= 0.0210; OR= 0.6957; 95% Cl= 0.5129-0.9436; PF=
0.1190) was underrepresented in Aids patients without R-CMV, protecting against Aids development. This is the first
report on the association of Aids and TNF microsatellites, highlighting many associations between the alleles of the
TNF region with Aids and also with R-CMV.



INTRODUGAO:

A maioria das infecgdes humanas causadas pelo citomegalovirus (CMV) é assintomatica e a
grande parte dos adultos possui anticorpos séricos contra o virus. No entanto, quando ocorre manifestagéo clinica
da infecgao, sua apresentagéo pode ser diversa, levando, por vezes, a um quadro grave, eventualmente fatal. Esse
virus produz alteragdes morfoldgicas nas células infectadas, como aumento de tamanho e inclusdes virais
intranucleares, que conferem a elas um aspecto peculiar (“olho de coruja”). Por essa razao, foi denominada “doenca
de incluséo citomegalica”, mesmo antes de o agente etioldgico ter sido identificado (12, 31). Constituem grupos de
risco os imunodeprimidos, as gestantes, os individuos submetidos a grande nimero de transfusdes e prostitutas (1,
9). O CMV nunca abandona o organismo da pessoa infectada, permanecendo em estado latente e, quando baixa a
imunidade do hospedeiro, a infecgao pode ser reativada. A infecgdo por CMV é uma das mais sérias complicagbes
em pacientes infectados pelo HIV com valores de linfocitos T CD4+ inferiores a 50 células/mm3, ja que a reativagéo
do quadro infeccioso esta associada a deficiéncia do sistema imunoldgico. (12). No passado, a retinite a CMV era
uma doenga comum associada a aids, conduzindo & cegueira em 30% dos doentes. Isto ocorre principalmente em
doentes n&o tratados, que séo frequentemente diagnosticados em primeira linha com HIV (23). A retinite inflamatéria
causada pelo CMV (R-CMV), geralmente com vitreite severa, ocorre no decurso de imunodeficiéncia. Se a R-CMV
nao for diagnosticada e tratada a tempo, a vis@o do doente esta sempre em risco. A alteragéo da visao esta quase
sempre associada a lesdes, que ndo sao reversiveis mesmo com tratamento adequado. E por isto que a R-CMV
permanece sendo uma doenga perigosa mesmo na era da quimioterapia anti-retroviral altamente potente (HAART).
Esses esquemas de quimioterapia resultaram em significativo aumento na sobrevida dos pacientes (14, 27, 36, 42),
mas infelizmente, complicagbes oculares relacionados a aids continuam a ocorrer, especialmente as infec¢des

oportunistas, que muitas vezes deixam como sequela a baixa viséo ou a cegueira.

O TNF é uma potente citocina pré-inflamatéria codificada por um gene localizado no brago curto do
cromossomo 6 em humanos (regido 6p 21.3), que esta arranjado em sequéncia com o gene da linfotoxina-a (LT) na
chamada regido de classe lll do Complexo Principal de Histocompatibilidade, entre os genes que codificam as
moléculas de classe Il, DP, DQ e DR, e as moléculas de classe |, A, B e C (17). Os fagécitos mononucleares
(mondcitos/macréfagos) ativados sé@o os principais produtores de TNF e os linfécitos, os principais produtores de
lifotoxinas. Essas citocinas compartiham os mesmos receptores celulares e possuem as mesmas atividades
biologicas, promovendo a quimiotaxia e ativagdo de neutréfilos e mondcitos para os sitios de infecgdo, permitindo a
erradicagao de microorganismos, e ainda, estdo envolvidos nas reagdes inflamatérias locais. O TNF induz a sintese
de outras citocinas inflamatérias como IL-1 e IL-8 e participa como importante regulador da resposta imune inata,
estando envolvido em processos patolégicos como choque térmico, doengas auto-imunes, replicagao viral e outros

(2). A regido do TNF possui muitas regides polimorficas, incluindo diversas repeticdes curtas de nucleotideos in



tandem (short tandem repeats-STRs), também denominadas de microssatélites, sendo relatados como TNFa, TNFb,
TNFc, TNFd, TNFe e TNFf (18, 50). Os polimorfismos dos microssatélites do TNF tém sido associados com diversas
doengas auto-imunes (15, 16, 30, 39, 48,49), certos tipos de tumores (13, 24, 26, 29, 33, 43, 44) e doencas
infecciosas parasitarias (4). Associagdo entre os microssatélites do gene TNF e a taxa de progresséo para aids
mostrou que o alelo TNFc2 conferia certa protecdo aos pacientes, estando relacionado ao desenvolvimento mais
lento da doenga. Esse alelo foi mais comum em pacientes com progresséo lenta para aids (60%) em relagéo aos
que desenvolveram a doenga mais rapidamente (15%) (28). Assim, devido a importancia que o TNF desempenha
nas respostas imunes inflamatorias, infecciosas, em cancer e doengas auto-imunes, os polimorfismos da regido do
TNF, incluindo os microssatélites TNFa, TNFb, TNFc, TNFd e TNFe, neste estudo foram investigados em pacientes
com aids apresentando ou ndo R-CMV, identificando dessa forma, associagdes com a susceptibilidade ou prote¢éo

para o desenvolvimento da retinite pelo citomegalovirus em pacientes portadores de HIV.

CASUISTICA e METODOS

Populagao de estudo

Foi realizado um estudo observacional, tipo caso-controle, no qual, independentemente do grupo a que
pertencia, cada paciente com aids, diagnosticado segundo critérios vigentes (6), foi submetido a um exame
oftalmolégico (com énfase na oftalmoscopia binocular indireta) e a uma coleta de sangue periférico, para tipificagéo
dos microssatélites do TNF. A populagao de estudo foi dividida em 4 grupos:

GRUPO | - composto por 52 pacientes com aids e R-CMV, sendo 39 do sexo masculino e 13 do sexo
feminino, com idades variando de 21 a 77 anos (mediana = 35 anos),

GRUPO Il - constituido por 170 pacientes com aids sem R-CMV, sendo 107 do sexo masculino e 63 do
sexo feminino, com idades variando de 21 a 62 anos (mediana = 37anos),

GRUPO Il - esse grupo foi constituido pela soma dos pacientes dos Grupos | e Il sendo, portanto,
composto por 222 pacientes com aids,

GRUPO IV - composto por 202 individuos normais, com sorologia negativa para o HIV-1; sendo 146 do
sexo masculino e 56 do sexo feminino com idades variando de 18 e 59 anos (mediana = 33 anos).

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP.

Tipificagao dos microssatélites do TNF

Para a obtengdo de DNA utilizou-se o procedimento descrito por MILLER et al (34). A tipificagdo dos
microssatélites foi realizada utilizando os iniciadores descritos pela UDALOVA et al. (50). O volume final da reagéo
de cada amostra foi de 25 ul, incluindo 20 ng de DNA gendmico, 20 mM de dNTP (deoxinucleosideo 5’ trifosfato),
tamp&o 10X (0,2 M Tris-HCI pH 8,5; 0,5 M KCl), 0,5 U DNA polymerase (Invitrogen), 10 mM de primer do TNF e 50

mM de MgCl, A mistura foi submetida ao termociclador da Applied Biosystems 9600 para um passo inicial de



desnsturacdo de 94°C por 5 min, apds as amostras foram submetidas a 28 ciclos de 94°C por 1 min, 61°C por 1
min, e 72°C por 1 min, ap6és uma extenséo de 72°C de 10 min. Os produtos de amplificagdo foram submetidos a
separagao por eletroforese em condi¢des desnaturantes, utilizando-se géis de poliacrilamida acrescidos de 12% de
uréia.

Analise estatistica foi realizada, utilizando o teste exato de Fisher bicaudal, considerando significantes
valores de p< 0,05. Para estimar a forga das associa¢des foram também calculados odds ratio (OR) (19) e fragdo
etiolégica (FE) quando OR > 1,0 e, fragédo preventiva (FP), quando OR< 1,0. (47).

RESULTADOS

As frequéncias alélicas dos cinco locos foram testadas, sendo encontrados valores significantes para os
alelos de microssatélites TNFab, TNFb4, TNFb7, TNFc1 e TNFc2.

TNFa - Considerando as comparagdes entre as freqliéncias dos alelos TNFa entre pacientes com aids total
(grupo IlI) e grupo controle ( grupo V) observamos que, o alelo TNFa5 era mais freqliente no grupo Il do que no
grupo 1V (p=0,0308), conferindo OR de 1,849, intervalo de confian¢a 95% (IC 95%) de 1,059 a 3.227 e uma fragéo
etiologica de 0,0403. Nos pacientes com aids sem R-CMV (grupo Il), este alelo também se mostrou mais freqliente
quando comparado com o grupo IV (p=0,0146), conferindo OR de 2,0638, IC 95% com intervalo de 1,161 a 3,669 e
uma fragdo etiolégica de 0,0500. Quando os pacientes com aids e R-CMV (grupo 1) foram comparados com 0s

controles, esse alelo deixou de ser significante (Figura 1).



TNFb - Considerando as freqiiéncias do TNFb, observou-se que o TNFb4 era menos freqiiente nos grupos
de pacientes com aids € R-CMV (p= 0,040; OR= 0,6020; IC 95% = 0,3751 a 0,9661 e FP = 0,1556), aids sem R-
CMV (p= 0,210; OR=0,6957; IC 95%= 0,5129 a 0,9436 e FP= 0,1190) e nos pacientes com aids do grupo total (p=
0,0074; OR= 0,6730; IC 95%= 0,5063 a 0,8946 e FP= 0,1279 ) quando comparados com individuos do grupo
controle (Figura 2). O alelo TNFb7 foi mais freqliente nos paciente com aids sem R-CMV, do que no grupo controle
(p=0,0358; OR= 2,332; IC 95%= 1,069 a 5,087 e FE= 0,0319). As outras comparagdes ndo mostraram resultados
significantes.

TNFc - Na comparagéo entre os grupos de pacientes com aids e R-CMV e aids sem R-CMV, o alelo
TNFc1, tinha sua freqiiéncia diminuida (p= 0,0450; OR= 0,6187; IC 95%= 0,3945 a 0,9702 ¢ FP= 0,2591) nos
pacientes com aids e R-CMV. A freqliéncia deste alelo também permaneceu diminuida no grupo de paciente com
aids e R-CMV, quando este foi comparado com o grupo controle (p= 0,0144; OR=0,5739; IC 95%= 0,3688 a 0,8930
e FP=0,2964). O alelo do TNFc2 apresentou freqiiéncia aumentada nos pacientes com aids e R-CMV (p= 0,0450;
OR= 1,6164; IC 95%= 1,031 a 2,535 e FE= 0,1650) quando comparado com os pacientes com aids sem R-CMV e
freqliéncia aumentada nos pacientes com aids e R-CMV (p= 0,0144; OR= 1,7425, IC 95%= 1,120 a 2,711 e FE=
0,1844 ), quando comparado com os individuos controle (Figura 3).

TNF d e TNF e - Nenhuma associagdo foi observada entre alelos dos microssatélites TNFd ou TNFe com
aids ou com R-CMV.

DISCUSSAO

A aids constitui-se uma das principais e mais graves pandemias do século XX e, segundo o Ministério da
Saude do Brasil, existem cerca de 40 milhdes de pessoas vivendo com HIV/aids no mundo. Esse nimero inclui os
4,9 milhdes estimados de pessoas que adquiriram o HIV durante 2004. No Brasil, ja foram identificados cerca de 433
mil casos de aids (7). Apesar das diferengas regionais, as infecgdes oportunistas de maior prevaléncia em todos os
continentes s@o a pneumonias causadas pelo Pneumocystis carinii, a retinite por citomegalovirus e a encefalite por
Toxoplasma gondii (3). No Brasil, a infec¢do ocular mais comum em pacientes com aids € a R-CMV, que produz
deteriorizagéo da retina com marcada diminui¢do da acuidade visual se acometer a parte central da retina (8, 10, 21,
22). Apesar dos esforgos para conter a evolugéo fatal da aids, tem-se observado a ocorréncia de resisténcia viral aos
medicamentos disponiveis (25). Uma das possibilidades para tentar explicar esta resisténcia se deve as diferengas
individuais que promovem susceptibilidade para a R-CMV (11, 38, 40,41).

O gene do TNF esta localizado na regido de classe Ill do CPH, no cromossomo 6p21, e apresenta forte
ligagdo de desequilibrio com certos alelos da regi@o | e Il do CPH, formando haplétipos (18). Associagbes s&o

importantes nos mecanismos de indugéo das respostas imunoldgicas, visto que a molécula HLA é importante para a



ligacdo de peptidios antigénicos e sua apresentagéo para linfocitos T. O TNF & uma importante citocina pré-
inflamatédria relacionada a respostas imunoldgicas, seja infecciosa ou auto-imune, e em mecanismos metabdlicos
(18, 45). A relacdo entre os polimorfismos com algumas patologias pode ser devida a influéncia direta da
variabilidade genética sobre a expressdo génica, ao desequilibrio de ligacdo dos genes de citocina com genes
adjacentes, ou ainda, influéncia de outros genes, situados em outros cromossomos, agindo epistaticamente.

Embora o gendtipo TNF possa influenciar na reposta do hospedeiro as infecgdes virais, incluindo
neutralizagéo e eliminagéo dos virus (17, 20), existem poucos estudos avaliando essa associagdo em pacientes com
aids. Assim, a taxa de deterioragdo imunoldgica e progressdo para aids diferem entre os individuos infectados
portadores do HIV-1. Esta progressdo pode ser influenciada pelo fendtipo do virus, pela resposta imune do
hospedeiro e por fatores genéticos. Posto que o TNF esteja envolvido na patogenia da aids e, que os microssatélites
possam estar implicados na magnitude de expressdo do TNF, podendo servir como marcadores de doenga, neste
estudo, avaliamos o polimorfismo dos cinco microssatélites do TNF, analisando a associagdo dos microssatélites no
desenvolvimento da R-CMV em pacientes com aids ou como marcadores genéticos para aids per se.

A freqiiéncia do alelo TNFa5 apresentou-se aumentada nos pacientes com aids sem R-CMV (9,71% versus
4,95%; p= 0,0146; OR= 2,0638) e também nos pacientes do grupo llI, aids total, (8,78% versus 4,95%, p= 0,0308;
OR= 1,8489), quando comparados com o grupo controle. Posto que a freqiiéncia desse alelo em pacientes com aids
e R-CMV era semelhante aquelas observadas em individuo controle, podemos inferir que o alelo TNFa5 confere
susceptibilidade ao desenvolvimento da aids, independentemente da presenga da retinite.

O alelo TNFb4 estava diminuido nos pacientes com: aids e RCMV (27,88% versus 39,11%; p= 0,0400; OR=
0,6020), aids sem R-CMV (30,88% versus 39,11%, p= 0,0210, OR= 0,5129), e ainda, nos pacientes com aids do
grupo total (30,18% versus 39,11%; p= 0,0074; OR= 0,6730) em comparagao com os individuos do grupo controle.
Posto que a freqiiéncia desse alelo nos trés grupos de pacientes estava diminuida quando comparado com o grupo
controle, podemos inferir que o alelo TNFb4 confere protegdo contra o desenvolvimento da aids. Por outro lado, o
alelo TNFb7 teve freqiiéncia aumentada somente nos pacientes com aids sem R-CMV (5,59% versus 2,48%; p=
0,0358; OR= 2,332) quando comparado com o grupo controle. Posto que esse alelo nédo teve alteragdo de
frequiéncia nos pacientes com aids do grupo total, estudos posteriores serdo necessarios para verificar se este alelo
possa estar envolvido como fator de susceptibilidade ao desenvolvimento da aids. O TNFb tém sido associado com
doengas auto-imunes (16, 39).

Na regido do microssatélite TNFc, o alelo TNFc¢1 encontrou-se diminuido nos pacientes com aids e R-CMV
(56,73% versus 67,94%; p= 0,0450; OR= 0,6187) quando comparado com pacientes com aids sem R-CMV e nos
pacientes com aids e R-CMV (56,73% versus 69,55%; p= 0,0144; OR= 0,5739) quando comparado com individuos
controles, sugerindo ser este alelo um fator de protegéo para o desenvolvimento da retinite por citomegalovirus. Por
outro lado, o alelo TNFc2, em nosso estudo, mostrou-se associado com a susceptibilidade ao desenvolvimento da R-

CMV, pois o alelo estava aumentado nos pacientes com aids e R-CMV quando comparamos com 0s pacientes com



aids sem R-CMV (43,27% versus 32,06%; p= 0,0450; OR= 1,6164) e com individuos controles (43,27% versus
30,45%; p= 0,0144; OR= 1,7425). A freqiiéncia do TNFc2 embora fosse maior nos pacientes com aids total quando
comparado com o grupo controle nao foi estatisticamente significante. O alelo TNFc2 tem sido mostrado apresentar
forte diferenga entre a média de progressao da infecgdo pelo HIV, sendo elevada em pacientes que apresentavam
uma progressao mais lenta (60,9%) e menor naqueles com progressao mais rapida (15%) da doenga (p=0,002; OR=
0,1). Baixa freqiéncia desse alelo também foi observada no grupo de pacientes apresentando progressao mais
rapida da infecgédo pelo HIV em comparagéo com grupo controle saudavel (15% versus 45,9%, p= 0,006) (28).

Neste estudo, ndo foram observadas associagdes significantes entre alelos do microssatélite TNFd com
susceptibilidade ou prote¢do ao desenvolvimento da R-CMV ou aids. Por outro lado, a tipificagdo do TNFd tem sido
estudada em diversas doengas mediadas por mecanismos imunoldgicos (5,16, 32, 35, 37). De modo similar, também
nédo foram observadas associagdes com os alelos do microssatélite TNFe com susceptibilidade ou protecdo ao
desenvolvimento da R-CMV. N&o existe citagdo acerca da associa¢do desse alelo com a magnitude de secregéo do
TNF.

Sumariando, quando consideramos as comparagdes das freqiiéncias dos alelos dos microssatélites da
regido do TNF entre o grupo total de pacientes com aids e os controles, observamos que o alelo TNFb4 conferiu
prote¢do ao passo que os alelos TNFab susceptibilidade ao desenvolvimento da aids. Estratificando o grupo total de
pacientes com aids em pacientes portadores do HIV-1 que desenvolveram a retinite por citomegalovirus (R-CMV) e
0s pacientes com aids que néo desenvolveram R-CMV, observamos que o alelo TNFb4 além de ser marcador de
protecao para a aids também conferiu protecao para o desenvolvimento da R-CMV. O alelo TNFc1 conferiu prote¢ao
ao passo que o alelo TNFc2 susceptibilidade para o desenvolvimento da retinite nos pacientes com aids.

Embora os mecanismos relacionados com a participagdo do TNF no desenvolvimento da R-CMV néo
estejam bem esclarecidos, este estudo sugere que fatores imunogenéticos associados com a magnitude de
expressdo do TNF e, provavelmente da expressdo de outras citocinas pré-inflamatdrias, estejam envolvidas no
desenvolvimento da R-CMV em pacientes com aids, sendo que estudos posteriores serdo necessarios para validar
os achados deste estudo. Este é o primeiro a avaliar a associa¢do dos microssatélites da regido do TNF com a aids

e com pacientes portadores do HIV-1 com R-CMV.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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