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1 Resumo

A historia natural de infeccdo pelo HIV e a progressao para a aids podem variar
entre diferentes individuos, possivelmente devido a fatores genéticos, entre eles
os polimorfismos de nucleotideo simples (SNPs). SNPs localizados em regides
promotoras de genes que codificam citocinas podem afetar a sintese e a
regulacdo dessas moléculas, resultando em alteracdes nas respostas imunitarias.
O presente estudo buscou avaliar as frequéncias e os possiveis efeitos de SNPs
nas posicoes -589 e -1098 da regido promotora do gene da IL-4 e SNPs nas
posicoes -238 e -862 da regido promotora do gene do TNF-a em pacientes
portadores do HIV. Amostras de DNA de 157 pacientes foram obtidas através de
células mononucleares de sangue periférico e a genotipagem dos SNPs foi
realizada pela técnica de High Resolution Melting (HRM). Foi observado que
pacientes portadores de TT em SNP/pIL-4 -589 apresentaram contagem de
linfécitos T CDg" menor em relacéo aos portadores de CC (p=0.0104). Além disso,
portadores de TT em SNP/plL-4 -1098 apresentaram contagem de linfécitos T
CDg" maior em comparagdo aos portadores de GT (p=0.0053). Em relacdo a
SNP/pTNF-a -238, as propor¢des de pacientes portadores de GG e GA diferiu
entre os pacientes sem HAART e pacientes com HAART e sem falha terapéutica
(p=0.0205). Assim, os resultados obtidos no presente estudo fortalecem a
hipétese de que SNPs em genes de citocinas podem alterar a historia natural da
infeccdo pelo HIV e o curso clinico da doenca, principalmente devido a alteracbes

no balanco da producéo de citocinas pro- e antiinflamatorias.
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2 Revisao da Literatura

2.1 Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida

Os primeiros casos da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (Acquired
Immunodeficiency Syndrome — Aids) foram relatados em 1981 nos Estados
Unidos da América (EUA), em homens homossexuais de Los Angeles que

l Em

desenvolveram pneumonia causada pelo fungo Pneumocystis jirovecii
poucos meses, novos casos foram relatados em outras cidades dos EUA ? e entre
haitianos residentes desse pais °. Durante os primeiros anos da pandemia de
aids, a doenca era predominantemente encontrada em homossexuais masculinos
e usuarios de drogas intravenosas (UDIs) que compartilhavam seringas e agulhas
contaminadas pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (Human Immunodeficiency
virus — HIV). Em pouco tempo outros grupos populacionais sob maior risco de
contagio pelo HIV foram descritos, incluindo haitianos, africanos, individuos que
receberam hemoderivados contaminados pelo HIV e individuos presos. Em 1982,
o termo Deficiéncia Imunitaria Relacionada a Homossexuais (Gay-Related
Immune Deficiency - GRID), empregado para discriminar individuos infectados

pelo HIV que desenvolveram imunocomprometimento, caiu em desuso e foi

substituido pelo termo aids “.

Atualmente, a infeccdo pelo HIV e a aids estéo entre as principais causas
de morte no mundo e a principal no continente africano. Estima-se que 25 milhdes
de pessoas morreram direta ou indiretamente em decorréncia da infeccao pelo
virus desde o inicio da pandemia. Segundo dados do Programa de

Monitoramento da Aids (UNAIDS) da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), a
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epidemia de aids vem se tornando estavel na maioria das regiées do mundo. No
entanto, no Leste Europeu e na Asia Central a prevaléncia de infeccdo pelo HIV
continua aumentando devido ao grande niamero de novas infeccfes a cada ano.
Cerca de 33,4 milhdes de pessoas eram portadores do HIV em 2008, dentre as
quais aproximadamente 67% viviam na Africa. Durante esse ano foram
registradas 2,7 milhdes de novas infec¢des pelo HIV, a maioria em jovens, entre
15 e 24 anos de idade. Apesar da notavel queda na mortalidade relacionada ao
HIV/Aids nos ultimos dez anos (em decorréncia do maior acesso ao tratamento
antirretroviral), 2,0 milhdes de mortes ocorreram em 2008, sendo cerca de 75%
apenas no continente africano. As mulheres correspondem a metade dos casos
de infeccdo pelo HIV em todo o mundo, com excecdo na Africa Sub-Saariana,
onde representam 60% dos infectados. Adicionalmente, foi relatado que 430 mil
criancas com menos de 15 anos foram infectadas pelo virus em 2008, e estima-se
que 2,1 milhdes de criancas viviam infectadas pelo HIV, 90% das quais no

continente africano > .

O primeiro caso de aids no Brasil também foi relatado no inicio da década
de 1980. As maiores taxas de infeccdo pelo HIV sdo observadas em areas
densamente povoadas, notadamente as regides metropolitanas de S&o Paulo e
do Rio de Janeiro ’. Segundo dados do “Boletim Epidemiolégico — Aids”, mais de
500 mil casos da doenca foram registrados desde o inicio da década de 1980,
sendo que cerca de 200 mil pessoas morreram em virtude da infeccdo pelo HIV
no mesmo periodo. Aproximadamente 67% dessas mortes ocorreram apenas na
regido Sudeste do pais 8. Em 2008, cerca de 34 mil novos casos de aids e 11 mil

mortes causadas direta ou indiretamente pela infeccdo viral foram notificados ao
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governo federal °. Historicamente, o pico no niimero de novos casos de infeccdo
pelo HIV no pais ocorreu entre 1996 e 1997. Em seguida, observou-se uma
diminuicdo na incidéncia da doenga em virtude de medidas estabelecidas pelo
Ministério da Saude, incluindo campanhas para o0 uso de preservativos
masculinos e femininos durante as relagdes sexuais, programa de controle da
infeccéo vertical e maior rigor na triagem de doadores de sangue e de leite. Outra
medida efetiva na diminuicdo de novos casos de infeccdo pelo HIV foi a
implementacdo do acesso universal e gratuito a terapia antirretroviral para os

portadores do virus ’, sendo o Brasil pioneiro em adotar essa politica °.

O HIV pode ser transmitido por diferentes fluidos e secre¢des organicas
contaminadas, notadamente sangue, sémen e leite materno. A infeccdo pode
ocorrer durante o ato sexual desprotegido (por meio da mucosa oral, retal ou
vaginal), na vida intra-uterina, durante o parto ou na amamentacdo, ou por
inoculacdo intravascular (e.g., nos casos de transfusdo de sangue ou
hemoderivados e compartiihamento de seringas e agulhas contaminadas por
UDIs) . Embora os primeiros casos de infeccdo fossem relatados
predominantemente na populacdo de homossexuais masculinos, atualmente a
populacdo heterossexual € a mais frequentemente atingida, com especial
destaque para mulheres jovens °, que apresentam risco superior ao de homens

de serem contaminadas pelo virus *'.

Em regibes que apresentam taxas
alarmantes de novos casos de infeccdo pelo HIV (e.g. Africa Subsaariana,
Sudoeste Asiatico e Caribe) pode-se considerar que ha uma epidemia horizontal

em adultos, na qual o virus é transmitido via contato sexual ou pelo
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compartilhamento de seringas e agulhas contaminadas; e uma epidemia vertical,

na qual mulheres gréavidas infectadas transmitem o HIV para os seus filhos *.

A progressao da doenca no individuo infectado pelo HIV depende de
diferentes fatores, incluindo grau de viruléncia do virus, constituicdo genética e
resposta imunitaria do hospedeiro. Em média, o periodo entre a infec¢cao primaria
pelo HIV e o desenvolvimento da aids é de 8 a 10 anos. No entanto, uma
pequena parcela dos pacientes infectados nédo progride para a aids durante um
longo periodo. Esses individuos sdo assintomaticos na auséncia de tratamento
antirretroviral e apresentam contagem de linfécitos T CD4" normal e carga viral do
HIV baixa ou indetectavel. Essa resisténcia ao desenvolvimento da aids ja foi
documentada em homens homossexuais, mulheres, UDIs e criancas. Outro tipo
de resisténcia natural se manifesta em individuos que ndo séo infectados, a
despeito de serem repetidamente expostos ao HIV. Tal resisténcia ja foi relatada
em profissionais do sexo, individuos que realizam praticas sexuais desprotegidas
com parceiros soropositivos, criancas de maes infectadas pelo HIV durante ou
previamente a gestacdo, profissionais da saude expostos acidentalmente ao
virus, UDIs que compartilharam agulhas e seringas contaminadas e hemofilicos

expostos a sangue contaminado ** 3,

2.2 Virus da imunodefici€ncia humana

O HIV é um retrovirus da subfamilia Lentivirinae originalmente identificado

4 e nos EUA *°, liderados pelos cientistas Luc

por pesquisadores na Franca
Montagnier e Robert Gallo, respectivamente. Até o momento, dois tipos de HIV

foram descritos: HIV-1 e HIV-2. O HIV-1 é o responsavel pela maioria dos casos
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de aids no mundo e esta subdividido em trés grupos principais: M, N e O ®. A
infeccdo pelo HIV-2 é mais rara e ocasiona doenca equivalente a do HIV-1,
embora de progressdo mais lenta. E encontrado predominantemente na regido
oeste da Africa e é considerado menos eficiente na transmissdo, em relagédo ao
HIV-1. Adicionalmente, a infeccdo pelo HIV-2 raramente é associada a

transmissao vertical 1.

O HIV exibe tropismo por diferentes tipos celulares, notadamente
linfécitos T auxiliares, mondcitos, macréfagos e células dendriticas. A infeccao de
linfécitos T ativados pelo HIV permite replicacdo rapida e eficiente do virus,
culminando em efeitos citopaticos. Os macréfagos séo considerados importantes
reservatorios da infeccdo e as células dendriticas sdo responsaveis por

transportar o HIV das regides de mucosa aos linfonodos & *°.

O virus se utiliza de moléculas expressas na superficie das células-alvo
para iniciar sua infeccdo, notadamente o receptor CD, e co-receptores para
quimiocinas, como as moléculas CCR5 e CXCR4. A ligacao da glicoproteina viral
gp120 ao dominio extracelular da molécula CD,4 gera alteracbes conformacionais
na proteina viral gp4l, permitindo a fusdo do envelope viral com a membrana
celular. Essa fusdo permite que o material genético do HIV entre no citoplasma e
ocorra seu processamento para formacéo do pro-virus. Mais de 95% das novas
infeccbes pelo HIV sdo ocasionadas por linhagens com afinidade por CCR5,
expresso em macrofagos. Por esse motivo essas linhagens sdo denominadas M-

trépicas, ou R5 *°.
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Uma menor parcela apresenta afinidade por CXCR4, expresso em
linfécitos T. Por isso sao linhagens denominadas T-trOpicas, ou X4, que

usualmente aparecem mais tarde no curso da doenca '°.

Essas linhagens,
também denominadas de indutoras de sincicio (Syncytia-inducing - Sl), estéao
associadas a uma alta taxa de replicagdo viral, rapida deplecdo de linfocitos T
CD4" e progressdo mais rapida para aids. As linhagens M-trépicas, ou n&o
indutoras de sincicio (Non-syncytia-inducing - NSI), por outro lado, se replicam de
maneira mais lenta, sdo mais facilmente transmitidas e ndo estdo associadas a
progressdo rapida da doenca. Assim, as linhagens T-trOpicas sdo mais
frequentemente encontradas em pacientes sintomaticos para aids, enquanto que
as linhagens M-tropicas predominam em pacientes recém infectados pelo HIV ou
que apresentam infeccdo aguda 2°. Uma mudanca no padréo de infeccéo pelo

HIV de linhagens NSI para linhagens Sl é vista em aproximadamente 50% dos

pacientes infectados 2.

O genoma do HIV-1 é constituido de duas fitas simples de RNA linear
com polaridade positiva (+ssRNA) que sdo envoltas pelo capsideo e, mais
externamente, pelo envelope viral, constituido por uma bicamada lipidica derivada
da membrana da célula hospedeira. O genoma do HIV é composto de trés regides
codificadoras comuns aos retrovirus: gag (codifica proteinas do capsideo), pol
(codifica enzimas virais - integrase, protease e transcriptase reversa) e env
(codifica glicoproteinas do envelope viral). Genes adicionais presentes no genoma
do HIV incluem: tat e rev, reguladores da expressao dos genes virais; nef e vpu,
gue interagem com genes da célula hospedeira; vif e vpr, que codificam proteinas

acessorias relacionadas a infectividade e ao ciclo celular, respectivamente 2.




SNPs em genes de citocinas em pacientes portadores do HIV 25

No citoplasma da célula infectada, o genoma viral sofre transcricdo
reversa, dando origem ao DNA proé-viral ou pré-virus. Por meio da atividade da
integrase, o pré-virus é integrado ao genoma da célula hospedeira, onde usufrui
da maquinaria de transcri¢cdo celular para expressao do material genético viral. O
RNA do HIV incorporado ao genoma da célula originarA o RNA gendmico, que
sera incluido nas novas particulas virais; e o RNA mensageiro, empregado na

sintese das proteinas virais .

Assim, a atividade do pr6-virus e,
consequentemente, a producdo de novas particulas virais, sédo influenciadas pelo
metabolismo e ativacdo da célula hospedeira. Digno de nota, o HIV se integra

preferencialmente em genes celulares ativos *2.

A transcriptase reversa retroviral apresenta baixa fidelidade na
incorporacao de nucleotideos, ocasionando erros na sintese do DNA pré-viral do
HIV. Desse modo, variantes mutadas do virus sao frequentemente geradas no
organismo do hospedeiro. Apesar de algumas mutacdes gerarem particulas virais
inviaveis, outras podem colaborar para a disseminacao retroviral, escape da
resposta imunitaria do hospedeiro e emergéncia de variantes do HIV resistentes

as drogas da terapia antirretroviral %°.

A primeira exposicdo de um organismo sadio ao HIV causa intensa
ativacdo imunitaria, caracterizada por ativacéo de linfécitos B, elevada producéo
de imunoglobulinas e algumas citocinas, ativacao de linfécitos Ty e estimulacéo
de respostas citotoxicas mediadas por linfécitos T e células matadoras naturais
(Natural Killers) '°. Durante essa fase inicial da doenca, o individuo apresenta
sintomas nao especificos, caracteristicos da sindrome de infeccdo retroviral

aguda, e apresentam elevada viremia e baixa contagem de linfécitos T CD," %°.
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Embora os fenbmenos imunoldgicos mencionados possibilitem uma diminui¢éo
significativa da viremia do paciente recém-infectado, o organismo nédo € capaz de
eliminar completamente o virus. Isso decorre de diferentes fatores, incluindo
infeccdo de células-reservatorio (menos suscetiveis aos efeitos citopaticos do
virus) e surgimento de variantes do HIV que conseguem modular e subverter a
resposta imunitaria %*. O HIV sofre entdo redistribuicdo nos tecidos linféides do
hospedeiro, nos quais se replica ativamente, destruindo as células infectadas
(notadamente o linfocito T CD,4") e ocasionando distirbios sistémicos da resposta
imunitaria durante um periodo variavel, usualmente mais de uma década. Na fase
assintomatica da doenca ha um relativo equilibrio entre a producdo de novas
particulas virais e a deplecdo dos linfécitos T CD,". Entretanto, essa resposta se
deteriora progressiva e inexoravelmente, favorecendo o HIV. Em seus estagios
mais tardios, 0 imunocomprometimento e a desregulagcdo imunitaria
desencadeada pela morte dos linfocitos T CD,4* culminam na aids propriamente

dita 1920

Na aids, o colapso do sistema imunitario possibilita um aumento na
susceptibilidade a infec¢cdes oportunistas (e.g., infeccdo por Pneumocystis

jirovecii, infeccdo por coccidios intestinais, etc.) %

e risco aumentado para o
desenvolvimento de algumas neoplasias malignas, notadamente o carcinoma de
colo uterino, linfomas n&o-Hodgkin (LNH) e o sarcoma de Kaposi (SK),
principalmente. E importante notar que parcela significativa dos canceres que se
desenvolvem em pacientes portadores do HIV tem a participacdo de virus

oncogénicos em sua etiopatogenia, notadamente o virus do papiloma humano

(Human Papillomavirus — HPV), o virus de Epstein-Barr (Epstein-Barr virus - EBV)
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e 0 herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi (Kaposi’'s Sarcoma-associated
Herpesvirus - KSHV), também denominado herpesvirus humano tipo 8 (Human

Herpesvirus type 8 — HHV-8) 24 %,

Em certa medida, a predisposi¢ao do portador do HIV ao desenvolvimento
de novas infeccbes e determinadas neoplasias malignas estd relacionada a
fatores constitutivos. Nesse sentido, € importante salientar que fatores genéticos
podem modificar a eficiéncia do sistema imunitario. Digno de nota, mudancas nos
niveis de certas citocinas sdo simultaneamente causa e efeito do
comprometimento no sistema imunitario ocasionado pelo HIV no organismo

hospedeiro.
2.3 Citocinas e modulacéo da resposta imunitaria

As citocinas pertencem a uma familia de proteinas sollveis de baixo peso
molecular envolvidas na regulacdo das atividades celulares, notadamente aquelas
relacionadas as respostas imunitarias e inflamatorias. S&o produzidas por varios
tipos celulares, principalmente linfécitos e macrofagos ativados, e sua sintese é
deflagrada por estimulos inflamatdrios e/ou antigénicos. Usualmente as citocinas
atuam por mecanismos paracrinos e/ou autécrinos, pela ligacado a receptores de
alta afinidade nas células-alvo. Algumas citocinas, entretanto, podem ser

produzidas em quantidades suficientes para exercerem atividade endécrina °.

Citocinas que medeiam a imunidade inata séo produzidas principalmente
pelos macrofagos ativados e incluem TNFs, IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 e as
quimiocinas. Por outro lado, as que medeiam a imunidade adquirida sé&o

produzidas principalmente por linfocitos T ativados e incluem IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y
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e TGF-B. Além de atuarem como mensageiros, as citocinas atuam como fatores
de crescimento para diversos tipos celulares e podem desempenhar papel direto
na defesa do organismo. Os interferons liberados localmente, por exemplo, ativam
as células adjacentes a uma célula infectada por virus, propiciando um estado
natural de resisténcia a infeccdo de novas células ?’. Saliente-se ainda que o
emprego de citocinas e seus antagonistas constituem estratégia terapéutica

essencial para o controle de determinadas doencas, como as hepatites virais %°.

Em resposta aos antigenos protéicos dos microrganismos, os linfocitos T
auxiliares (T helpers — Ty) CD," podem se diferenciar em subpopulagdes que
apresentam padrdes distintos de sintese de citocinas. O padrdo de sintese
denominado Ty; € estimulado na infeccdo por bactérias intracelulares e virus,
situacdes melhor controladas pela resposta imunitaria celular, com ativacdo de
macrofagos e linfocitos T citotoxicos. Por outro lado, o padrdo Ty, ocorre em
resposta a helmintos e alérgenos que ocasionam estimulacdo crénica dos
linfécitos T e producdo de anticorpos pelos linfécitos B. Em outras palavras,
citocinas do padrdo Ty (e.g., IL-2 e IFN-y) favorecem principalmente a defesa
contra infec¢cdes por microrganismos intracelulares e a eliminacdo de células
transformadas, enquanto as do padréao Ty, (e.g., IL-4, -5, -6 e -10) estdo
particularmente envolvidas na imunidade humoral e nas reacbes mediadas por

IgE ’.

A IL-4, originalmente denominada fator estimulador de linfécitos B-1 (B-
cell stimulatory factor-1 — BCSF-1), pertence a familia de citocinas em a-hélice e é
sintetizada principalmente por linfocitos Ty, mastoécitos, basofilos e eosinofilos. A

IL-4 tem papel importante na determinacéo do padrdo de resposta imunitaria que




SNPs em genes de citocinas em pacientes portadores do HIV 29

7

o organismo desenvolvera. Essa citocina € responsavel pela proliferacdo e
diferenciacdo de linfocitos T auxiliares CD4" em linfocitos Ty, em detrimento da
diferenciacdo em linfécitos Tu;. Adicionalmente, estimula a proliferagdo e
diferenciacdo de linfécitos B e € o principal estimulo para a produgcdo de

anticorpos IgE por essas células. A IL-4 também estimula a proliferacdo de

mastdcitos e inibe a proliferacéo de macréfagos .

Diversos estudos reportaram uma elevada producao de IL-4 em pacientes
portadores do HIV. Em trabalho publicado por Valentin e colaboradores, essa
citocina foi associada a um aumento na replicacdo de linhagens Sl e inibicdo da
replicacdo de linhagens NSI em linfocitos. Em macrofagos, por outro lado, a IL-4
foi capaz de estimular a replicacdo de ambas as linhagens. Os autores
observaram ainda uma diminuicdo na expressdo de CCR5 na presenca da
citocina em linfocitos primarios, diminuicdo vista mais proeminente em células
positivas para CD,4. Digno de nota, ndo foi observado efeito semelhante para
outras citocinas do padrdo Ty, como IL-5, IL-10 e IL-13. Assim, o0s autores
sugeriram que esses efeitos sejam particulares da IL-4 e concluiram que essa
citocina tem papel importante no aparecimento e na manutencdo das linhagens
X4 do HIV e, consequentemente, na patogénese da aids *. Estudos com modelos

31, 32

in vitro e in vivo * tém suportado essa hipétese.

O Fator de Necrose Tumoral a (Tumor necrosis factor alpha — TNF-a) foi
primeiramente descrito como uma glicoproteina induzida por endotoxina, capaz
de causar necrose hemorragica em tumores **. E uma citocina pré-inflamatéria e
angiogénica, que exerce papel importante nas doencgas inflamatérias e

7

infecciosas, notadamente nas infec¢cdes virais. Sua sintese € feita por
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macréfagos, células NK, linfécitos T, linfécitos B e mastécitos *°. Nos macréfagos,
a producdo de TNF-o € estimulada por diversos patégenos, incluindo virus,
bactérias e parasitas; e, também, por citocinas, como a IL-1, IL-12, IFN-y. Por
outro lado, citocinas como a IL-4, IL-10 e TGF-B inibem a producdo de TNF-a
nessas células *°. A producdo cronica de TNF-a atenua as vias de sinalizacdo de
receptores para antigenos de linfocitos T, diminuindo as fung¢des dos linfécitos Ty,

e Tho 37.

Em pacientes sadios, o TNF-a é usualmente indetectavel, mas elevados
niveis seéricos sdo detectados em pacientes com doencas inflamatérias ou
infecciosas *. Em individuos infectados pelo HIV, por exemplo, niveis elevados
de TNF-a sdo observados em todos os estdgios da doenca, notadamente na
vigéncia de outras infeccées concomitantes *°. O TNF-a é capaz de inibir a
entrada do HIV nos macréfagos, mas ndo em linfécitos de sangue periférico “.
Adicionalmente, proporciona diminuicdo da expressédo de receptores CD, e de
CCRS5 na superficie celular e estimula a apoptose de linfécitos T CD," e T CDg" *®
“1 Por outro lado, a producdo TNF-a estimula a replicacdo do HIV nas células

infectadas cronicamente, por meio da ativacdo da via do NF-kB ***3,

2.4 Polimorfismos génicos, citocinas e infeccao pel o HIV

A susceptibilidade de infeccdo pelo HIV e a progressdo para a aids
dependem da eficacia da resposta imunitaria do individuo infectado. No entanto, a
resposta imunitaria durante a infeccdo pode variar consideravelmente entre os
individuos portadores do virus, devido a diferentes fatores, incluindo os

constitucionais, como os fatores genéticos.
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Polimorfismos de nucleotideo simples (Single Nucleotide Polymorphisms -
SNPs) séo alteragbes gendmicas, nas quais apenas uma base nitrogenada esta
alterada. Sao consideradas as alteragcdes mais comuns do genoma, ocorrendo a
cada 1.000 a 1.200 pares de bases, aproximadamente. No entanto, menos de 1%
dos SNPs pode ocasionar alteracdo do produto génico. Acredita-se que esses
polimorfismos sejam resultado da replicacdo imprecisa do DNA; entretanto, sua
maior estabilidade em relacdo a outras sequéncias variantes 0s torna menos
susceptiveis a uma segunda mutacdo ** *>. SNPs podem ser encontrados em
éxons, introns e sequéncias regulatérias do genoma. Devido a sua localizacéo,
nao € incomum que alguns SNPs sejam co-herdados com um gene relacionado a
uma doenca especifica. Nos casos em que um SNP esta em equilibrio de ligacao
com um determinado elemento genético participante da patogénese de uma dada
doenca, sua deteccdo pode ser utilizada como marcador de diagndstico ou

prognéstico para a mesma “°.

Embora alguns SNPs sejam funcionais e alterem o produto génico de
maneira quantitativa ou qualitativa, a maioria deles ndo tem efeito biologico.
Dentre os diversos tipos de SNPs estdo aqueles ocorrendo em regides
promotoras, que afetam a regulacdo e expressao protéica; SNPs n&o-sinbnimos,
capazes de gerar uma proteina com alteracées na sequéncia de aminoacidos; e

SNPs em sitios de splicing, que geram proteinas diferentes *’.

Muitos polimorfismos vém sendo detectados em sequéncias de genes
codificadores de citocinas, principalmente na regido promotora. A presenca de
determinados SNPs pode influenciar a susceptibilidade ao desenvolvimento ou o

prognéstico de algumas doencas imunitarias, infecciosas e até mesmo
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neoplasicas. J4 foi relatada a associacéo entre o lupus eritematoso sistémico *¢, a

49 5 51

lepra *°, a tuberculose *°, diferentes formas de canceres e determinados
polimorfismos na regido promotora do gene da IL-10. Em relacdo a SNPs na
regido promotora do gene da IL-6, j& foram documentadas associa¢gfes entre a
artrite cronica juvenil >, resisténcia a insulina >® e a elevado risco de desenvolver
doencas cardiovasculares em mulheres brasileiras >*. Polimorfismos no gene da
IL-1 j& foram associados ao adenocarcinoma gastrico subsequente a infeccao por
Helicobacter pylori *°. Adicionalmente, um SNP no gene codificador de TGF-B
contribuiu para o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular em chineses com

infeccéo cronica pelo virus da hepatite B (HBV) *°.

No contexto de infeccdo pelo HIV, polimorfismos apresentam papel
importante na caracterizacdo de alguns poucos individuos capazes de resistirem
a infeccéo viral e a progressao da aids. Um importante polimorfismo associado a
infeccdo pelo HIV é a delecdo de 32 pares de bases no gene codificador de CCR5
(CCR5-A32). Esse polimorfismo apresenta elevada incidéncia na regido norte da
Europa e esta ausente em individuos africanos ou asiaticos do Leste.
Homozigose para CCR5-A32 resulta em atividade n&o funcional do co-receptor,
culminando em resisténcia a infeccao pelas linhagens R5 do HIV. O polimorfismo
no gene codificador do co-receptor de linhagens M-tropicas CCR2, no qual uma
valina é substituida por uma isoleucina no codon 64 (CCR2-V64l), também tem
grande importancia na infeccao pelo HIV. Resisténcia para transmissao sexual do
virus ja foi associada a individuos homozigotos para CCR2-V64l e um atraso na
progressao da aids foi associada a individuos homozigotos e heterozigotos. Uma

mutacao no gene codificador do fator derivado de células estromais (Stromal Cell-
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Derived Factor - SDF-1), o principal ligante de CXCR4, foi associada a um atraso

na progressdo da aids em pacientes homozigotos ** °7.

Em relacédo a
polimorfismos em genes de citocinas, ja foi descrito importante associacao entre
SNP na regido promotora do gene da IL-10 na posicdo -592 e progresséo
acelerada para aids em pacientes homozigotos para o alelo A *%. Adicionalmente,
um SNP na regido promotora do gene da IL-6 foi associado a uma baixa
contagem de linfécitos T CD," em individuos portadores do HIV sob tratamento

antirretroviral *°.

A presenca de SNPs na regido promotora do gene codificador da IL-4 j&

0

foi associada a diversas doencas, entre elas a bronquite asmatica ®, a artrite

61 o carcinoma renal %2 e o cancer colo-retal ®3. Rosenwasser e

reumatoide
colaboradores associaram a presenca do SNP na posicdo -589 da regido
promotora do gene codificador da IL-4 (SNP/pIL-4 -589; rs2243250) a um
aumento da atividade do promotor, levando a um aumento da transcricdo génica,
e a elevados niveis séricos de IgE em familias de asmaticos ®*. No entanto, a
associacdo desse SNP a um aumento nos niveis séricos de IgE nao foi
reproduzida em outro estudo ®. Em relacdo ao SNP na posicéo -1098 (SNP/plL-4
-1098; rs2243248), até o presente momento nao foi relatada associacao entre a
presenca desse polimorfismo e alteragdes nos niveis séricos de IL-4. No entanto,
foi relatada associacdo protetora significativa entre a presenca do alelo G e o

|66

desenvolvimento de artrite idiopatica juveni e, mais recentemente, forte

associacao entre a presenca do alelo T e o desenvolvimento de artrite reumatoide

67
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No contexto de infeccao pelo HIV, foi relatada associacdo entre a
presenca do alelo -589T no gene da IL-4 e emergéncia de variantes X4 do virus,
sintese elevada de IgE e efeito protetor quanto & progresséo para aids °® ©°.
Entretanto, esses resultados n&do foram confirmados em outros estudos avaliando
homens homossexuais °, criancas "* e indianos " portadores do HIV. Em relacéo
ao SNP na posicdo -1098 do gene da IL-4, at¢é 0 momento ndo ha dados na

literatura sobre os possiveis efeitos de seus alelos em pacientes portadores do

HIV.

Em relacdo a outros genes de citocinas, o gene codificador do TNF-a é
altamente polimorfico. De fato, diversos polimorfismos na sua sequéncia
promotora ja foram descritos, incluindo SNPs nas posi¢cdes -1031 T/C
(rs1799964), -862 C/A (rs1800630), -857 C/T (rs1799724), -308 G/A (rs1800629),
e -238 G/A (rs361525) . O polimorfismo na posicdo -862 (SNP/pTNF-a -862) ja

foi associado a alteracbes transcricionais no gene codificador de TNF-q,

conferindo aos portadores do alelo A menores niveis séricos da citocina .

Adicionalmente, o polimorfismo na posi¢éo -238 (SNP/pTNF-a -238) foi associado
a uma diminuicdo na atividade do promotor, resultando em menor produgédo de
TNF-a nos individuos portadores do alelo A °. SNPs na regido promotora do gene

do TNF-a estdo associados a diversas doencas imunitarias, infecciosas e

73, 76

neoplasicas incluindo a doenca de Alzheimer 7/, a artrite reumatoide 8, o

9

lpus eritematoso sistémico *°, a fibrose hepéatica em pacientes infectados pelo

virus da hepatite C (HCV) ° e o cancer cervical .
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Em relagéo a infeccédo pelo HIV, Maher e colaboradores (2002) relataram
gue o alelo -238A esteve presente mais frequentemente nos portadores do HIV
que desenvolveram lipodistrofia, em relagéo aos pacientes portadores do HIV que
nao desenvolveram a doenca. Assim, a presenca de -238A foi considerado um
fator de risco para o desenvolvimento da sindrome %2. Em 2003, Delgado e
colaboradores relataram que SNPs nas posicdes -1030 e -862 podiam ser
empregados como marcadores de viremia fora de controle do HIV, ao analisar

pacientes infectados controladores e ndo controladores da viremia 3.

Tendo em vista os dados apresentados, nota-se que a identificacdo de
SNPs em genes de citocinas apresenta um potencial promissor para a
estratificacdo dos pacientes portadores do HIV em relacdo a progressao da
doenca e eventos adversos durante o seguimento clinico. A identificacdo de SNPs
nos genes codificadores da IL-4 e do TNF-a pode ser util para o rastreamento de
pacientes que apresentam alteracdes constitutivas na producao dessas citocinas,
0 que, por sua vez, pode modular a resposta imunitaria, tornando-a mais ou
menos eficiente no combate a infecgbes virais. Saliente-se ainda que pacientes
portadores do HIV com determinados SNPs em genes codificadores de citocinas
podem  apresentar susceptibilidade geneticamente  determinada ao
desenvolvimento de outras doencas associadas a aids, incluindo novas infeccdes
e certas neoplasias malignas, principalmente aquelas induzidas por virus

ONcogénicos.
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3.1 Abstract

The natural history of HIV infection and its progression towards aids may vary
considerably among different individuals, possibly due to genetic factors, such as
single nucleotide polymorphisms (SNPs). In cytokines genes promoters, SNPs
may affect protein synthesis and regulation, resulting in more or less efficient im-
mune responses against HIV. The present study evaluated the frequencies and
possible effects of SNPs in the IL-4 gene promoter at positions -589 and -1098
and in the TNF-a gene promoter at positions -238 and -862 in HIV-infected pa-
tients from Brazil. DNA samples from 157 patients were obtained from peripheral
blood mononuclear cells, and SNPs genotyping was performed by High Resolution
Melting analysis (HRM). Patients carrying TT at SNP/pIL-4 -589 had lower circulat-
ing T CDsg" cells compared to CC carriers (p=0.0104). Moreover, carriers of TT at
SNP/plL-4 -1098 had more circulating T CDs" cells compared to GT carriers
(p=0.0053). Regarding SNP/pTNF-a -238, GG and GA proportions were signifi-
cantly different between patients without HAART and patients on HAART without
therapeutic failure (p=0.0205). In conclusion, these results provide compelling evi-
dence that the presence of SNPs in cytokine-coding genes do modify the natural
history of HIV infection, mainly due to changes in the balance between pro- and

anti-inflammatory cytokines.

Keywords: Human immunodeficiency virus (HIV), cytokines, single nucleotide

polymorphisms, High resolution melting (HRM).
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3.2 Introduction

The natural history of HIV infection and its progression towards aids rely
on the efficiency of the immune system against the virus, and it may vary consi-
derably among different individuals. In part, this variation is related to genetic fac-
tors, including single nucleotide polymorphisms (SNPs), the most abundant genet-
ic variations within the genome *. Indeed, SNPs and other polymorphisms in genes
coding for cytokines and molecules of the major histocompatibility complexes
(MHC) have been shown to have an impact on different aspects of HIV infection >
3.

SNPs located in cytokines genes promoters may affect protein synthesis
and regulation, with important effects in the immune system and the pathogenesis
of some diseases *®. For instance, the SNP at position -589 in the IL-4 gene pro-
moter (SNP/pIL-4 -589; rs2243250) was reported to increase its transcriptional
activity ’; this effect, however, was not confirmed by another study . In the same
gene promoter, some alleles of the SNP located in the -1098 position (SNP/pIL-4 -
1098; rs2243248) have been strongly associated with the development of different
diseases * '°, even though they have not yet been associated with changes in the
cytokine production. In the setting of HIV infection, changes in IL-4 production may
impact the immune responses against the virus, essentially because it stimulates
humoral immunity, instead of a more efficient cytotoxic response **. Moreover, it
has been reported that IL-4 downregulates the expression of the CCR5 co-
receptor and upregulates the expression of the CXCR4 co-receptor in T lympho-

cytes, favoring the propagation of X4 strains within the infected organism *#*°.
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In comparison with other cytokine-coding genes, the TNF-a gene is highly
polymorphic, with many SNPs reported so far **. SNPs at positions -238
(SNP/pTNF-a -238; rs361525) and -862 (SNP/pTNF-a -862; rs1800630) within the
gene promoter were associated with transcriptional effects and changes in TNF-a
production > °. TNF-a has pro-inflammatory properties known to be important dur-
ing viral infections *’, and high levels of this cytokine have been detected in all
stages of HIV infection . It was previously reported that TNF-a downregulates the
cell surface expression of both CD, and CCR5, and it also stimulates apoptosis of
T CD," and T CDg" lymphocytes *°.

Based on this data, the identification of individuals carrying different alleles
of SNPs in cytokine-coding genes may be relevant for the evaluation of the course
of HIV infection and disease progression. As SNPs/pIL-4 and SNPs/pTNF-a may
have an impact on cytokine production, these polymorphisms may modify the effi-
ciency of the immune responses against the HIV. Hence, the present study aimed
to evaluate the frequency of SNPs/plL-4 -598, SNPs/plL-4 -1098, SNPs/pTNF-a -
238, and SNPs/pTNF-a -862 in HIV-positive patients, as well as to evaluate the
possible associations between specific genotypes with clinical and laboratorial da-

ta available.
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3.3 Subjects and Methods

3.3.1 Patients

The present study was approved by the Committee on Ethics in Research
of the Botucatu School of Medicine, State University of Sao Paulo (UNESP). One-
hundred and fifty-seven HIV-infected patients attending the HIV/Aids Day-Clinic in
Botucatu, Sao Paulo, Brazil, were recruited during 2007-2008. Patients were
adults (18 years old or more), and they were treated exclusively with anti-retroviral
drugs provided by the Brazilian Government. After informed consent, blood sam-
ples for DNA extraction from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
obtained for all patients. In addition, general data (e.g., sex, age, ethnicity, de-
clared sexual orientation, putative route of HIV infection, etc.) and results for labo-
ratorial tests (including HIV viremia and T CD4" and T CDg" cells counts) were re-

trieved by interviews and evaluation of medical records, respectively.

3.3.2 DNA extraction

Whole blood samples were collected into 4mL BD Vacutainer® EDTA
tubes (Beckson-Dickson, Rutherford, NJ, USA), and PBMC were isolated with His-
topaque® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) after 400xg centrifugation for
30min. DNA extraction was performed using 200uL of mononuclear cells using the
QlAamp DNA Blood Mini Kit® (Qiagen, Valencia, CA, USA), accordingly to the
manufacturer’s instructions. The DNA was eluted, quantified with the NanoVue™
spectrophotometer (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), and stored at -20°C

until use for of SNPs/plIL-4 -598 and -1098 and SNPs/pTNF-a -238 and -862 geno-

typing.
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3.3.3 SNPs genotyping by High Resolution Melting analysis
DNA segments in which the SNP/plL-4 -598, SNP/pIL-4 -1098,

SNP/pTNF-a -238 and SNP/pTNF-a -862 are included were amplified by Real-time
Polymerase Chain Reaction (QPCR) with the Rotor-Gene™ 6000 equipment (Cor-
bett Research, Sydney, Australia), using Eva Green™ (Biotium Inc, Hayward, CA,
USA), a third generation dsDNA intercalating dye. DNA samples were normalized
at 20ng/pL and each SNP was analyzed separately. After DNA amplification, sam-
ples were submitted to High Resolution Melting (HRM) analysis to identify the
SNPs alleles. Control samples for each SNP genotype were selected and vali-
dated by DNA sequencing. All test and control samples were evaluated in dupli-
cates. The gPCR conditions, thermocycling profiles and control samples used are

shown in Table 1; primer pair sequences and amplicons sizes are listed in Table 2.
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TABLE 1 - gPCR conditions and cycling pattern used to amplify SNPs/plL-4 at positions -589 and -
1098, and SNPs/pTNF-a at positions -238 and -862.

REACTION REACTION COMPOSITION CYCLING PATTERN CONTROLS*
Buffer (Tris-Cl 28mM pH 8.4 / KCI 70mM) 1X,

94°C - 5min (1x); CC: BCBL-1
SNP/pIL-4 -589 C/T 25mm“iggf'(?:'ﬂ'\caeéfzednwf a:]dzgg Dm [ 94°C-20s,58°C-20s, CT:LCL-9001
poly a, <H 72°C-20s (35x) TT: LCL-RJ

each primer.

Buffer (Tris-Cl 28mM pH 8,4 / KCI 70mM) 1X,
3,0mM MgClz, 0,2mM each dNTP, 1,25U DNA
polymerase (Taq), Eva Green 1X and 0,25uM

94°C — 10min (1x); GG: LFF

SNP/pIL-4 -1098 G/T 94°C-20s, 55°C-30s, GT: IBL-4

of each primer. 72°C-20s (40x) TT: LCL-s001
Buffer (Tris-Cl 28 mM pH 8.4 / KCI 70mM) 1X, o . .
94°C - 10min(1x); GG: BCBL-1
SNPIpTNF-q 238 G/A  2OMM MgCle, 0.2mM each dNTP, 1.25UDNA g o0 0 "caon ngs  Ga: IBL-1
polymerase (Taq), Eva Green 1X and 0.2uM of 7090205 (40 AA none
each primer. —20s (40x) :
Buffer (Tris-Cl 28mM pH 8.4 / KCI 70 mM) 1X, o .
94°C-5min(1x); CC:.BC-5
SNPIBTNF-a 862 CIA 2 O 1X a0 oo %4°C-205,58°C20s  CABC3
o d s 72°C-20s (40x) AA: none

each primer.

*Cells from which reference DNA was extracted: BC-3, BC-5 and BCBL-1 are primary effusion lymphoma cells; IBL-1:
immunoblastic lymphoma; IBL-4 and LCL-RJ are Burkitt's lymphoma cells; and LCL-9001 is a lymphoblastic cell line.
LFF: PBMC from voluntary blood donor.

TABLE 2 - Oligonucleotide sequences used to detect SNPs/plL-4 at positions -589 and -1098 and
SNPs/pTNF-a at positions -238 e -862 using qPCR-HRM.

Target Oligonucleotide Sequence (5’-3) Amplicon  Ref
SNP/pIL-4-589  1s2243250.S TAT GGA CCT GCT GGG ACC CAA ACT AG 15000 .

(rs2243250) rs2243250.A TGA TCT GGG GCT CCT TCT CTG CAT AG

SNP/pIL-4 -1098  rs2243248.2S GGG CTGATTTGT AAGTTG G 820 X
(rs2243248) rs2243248.2A CCC ACTTTT TGAATG GAAC

SNP/pTNF-0-238  s361525.S CAG TCA GTG GCC CAG AAG AC 7506 "
(rs361525) rs361525.A AGC ATC AAG GAT ACC CCT CAC A

SNP/pTNF-a -862  's1800630.S ATG TAG CGG CTC TGA GGA ATG GGT TAC 13206 N
(rs1800630) rs1800630.A CTA CAT GGC CCT GTC TTC GTT AAG

*These oligonucleotides were designed by AROL and DEO using the Oligo Analyzer and Oligo Explorer software version

1.0.0 (Teemu Kuulasmaa, Kuopio, Finland).

All samples submitted to SNPs genotyping by HRM reached the amplifica-
tion plateau at the end of the gPCR reaction; in addition, only samples with con-

cordant replicates were analyzed. SNP genotyping was performed by comparing
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control samples curves with the amplification curves for the test samples. Compar-
isons between HRM and conventional melting curves were also performed to im-
prove the identification of the SNPs genotypes.
3.3.4 Statistical analysis

In addition to the genotyping results for IL-4 and TNF- a SNPs, the follow-
ing data were collected for all patients: age, sex, declared sexual orientation, most
probable route of HIV infection, ethnicity, estimated time of HIV infection, the HIV
clinical stage according to the classification of the US Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) %, response to anti-retroviral therapy, T CD," and T CDg"
cells counts, and HIV viral load at the beginning of the study. Statistical analysis
using categorical variables were performed using the Chi-square test, and Fisher’s
exact test. The variables age, T CD," and T CDg" cells counts, and HIV viremia
were fitted for a generalized linear model with negative binomial error, followed by
the likelihood ratio test (LR test). Whenever necessary, the least square means
test (LS Means) was performed. The Mann-Whitney test was used to analyze age
versus sex. In all tests, significance was defined as p<0.05 and the statistical ana-

lyses were performed using the SAS software package, version 9.1.3.
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3.4 Results
3.4.1 Casuistic description

Out of the 157 patients included in the study, 58.6% (92/157) were male
and 41.4% (65/157) were female. Women were significantly younger than men
(p=0.005; Mann-Whitney test), and overall patients’ age ranged from 18 to 70
years old. According to ethnicity, 110/157 (70%) patients were considered Cauca-
sian and 47/157 (30%) were non-Caucasian, which included African and native
South-America descendents.

Overall, 110/137 (80.3%) patients were receiving Highly Active Anti-
retroviral Therapy (HAART); for 20 patients this information was not available. By
the time patients were recruited, 82/157 (52.2%) had undetectable HIV viremia or
less than 50 HIV copies/mm?®. Out of those patients with detectable HIV viremia or
greater than 50 viral copies/mm?®, 16.6% had 50-1,000 copies, 11.5% had 1,000-
10,000 copies, 8.9% had 10,000-100,000 copies, and 4,5% had more than
100,000 viral copies/mm?®. Medians for the circulating T CD4* and T CDg" lympho-
cytes were 456.0 cells/mm?® and 961.0 cells/mm?, respectively.

According to the CDC classification 23, patients were mostly classified as C
(77/152; 50.7%), for aids symptoms; and 3 (91/152; 59.9%), for the lowest T CD,"
cells count during the history of HIV infection. Due to lack of clinical and labora-
torial data, 5/157 (3.2%) patients included in the study were not classified accord-
ing to the CDC stage.

The Figure 1 illustrates the gPCR-HRM-based genotyping aproach for

each SNP evaluated in the IL-4 and TNF-a genes promoters.
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FIGURA 1 — gPCR-HRM-based genotyping of the SNP -589 and -1098 in the IL-4 gene promoter
(SNP/pIL-4 -589 and SNP/pIL-4 -1098, respectively), and SNP -238 and -862 in the TNF-a gene
promoter (SNP/pTNF-a -238 and SNP/pTNF-a -862, respectively). A) Amplification plot; B) Conven-
tional melting analysis; C) High Resolution Melting Analysis (HRM). For SNP/pTNF-a -238 and
SNP/pTNF-a -862, the homozygous genotypes AA were not found by qPCR-HRM either among

reference or test samples.

3.4.2 IL-4 SNPs
Out of the 157 patients genotyped for SNP/plL-4 -589, 74 (47.2%) carried

the CT genotype, followed by 61 (38.8%) and 22 (14.0%) patients that carried the

CC and TT genotypes, respectively. The HIV-infected patients evaluated were al-
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SO group into carriers (n=96; 61.2%) and non-carriers (n=61; 38.8%) of the T al-
lele.

Considering the SNP/pIL-4 -589, there was no significant difference in the
T CD4" cells counts among patients carrying the TT, CT or CC genotypes, or even
for those patients grouped according to the presence of the T allele. On the other
hand, the T CDsg" counts were significantly different among genotypes (p=0.0448;
LR test), so that patients carrying TT had lower circulating T CDg" cells compared
to CC carriers (p=0.0104; LS Means). However, only a trend was found for the
difference between the T CDg" counts between TT and CT carriers (p=0.0810; LS
Means) (Figure 2). A trend was also noted that T allele carriers had lower T CDg"

counts compared to non-carriers (p=0.0682; LS Means).
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FIGURE 2 - Association between SNP/pIL-4 -589 and T CD4* and T CDs* cells counts among HIV-
infected patients. Data were not available for 8 patients (n=149). Error bars represent standard devi-
ation. *p=0. 0.0104 (LS Means).
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The analysis of the SNP/pIL-4 -589 genotypes considering the estimated
time of retroviral infection revealed that patients carrying CT and CC were infected
by HIV longer than TT carriers (p=0.0149; LR Test) (Table 3).

TABLE 3 - Association between the SNP/pIL-4 -589 genotypes and the estimated time of HIV infec-
tion for the evaluated patients.

SNP/plL-4 -589 Estimated time of HIV-infection (years) p
genotypes Mean Standard deviation
cC 9,16 A 6,60
CT 9,44 A 6,25 0,0149*
1T 5808 4,68

* LR Test. Means with the same letters were equivalent.

Considering SNP/pIL-4 -1098, 137/157 (87.3%) and 20/157 (12.7%) pa-
tients carried the TT and the GT genotypes, respectively. The GG genotype was
not found. Curiously, the heterosexual intercourse was the most frequent route of
HIV infection among TT carriers (102/137; 74.5%), followed by 23/137 (16.8%)
patients presumably infected by homosexual intercourse and 12/137 (8.7%) pa-
tients presumably infected by other routes (including blood transfusion, sharing
contaminated needles by intravenous-drug users, and mother-to-child transmis-
sion). Moreover, heterosexual intercourse was the only route of infection men-
tioned among the 20 GT carriers (p=0.0345; Fisher’s exact test).

Although the T CD4" cells counts for patients carrying the TT and the GT
genotype were similar, the T CDg" cells counts for these genotypes were signifi-

cantly different (p=0.0053; LS Means) (Figure 3).
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FIGURE 3 — SNP/pIL-4 -1098 and T CD4+ and T CDs* cells count among HIV-infected patients. Data
was not available for 8 patients (n=149). Error bars represent standard deviation. *p=0.0053 (LS

Means).
None of the other associations analyzed for SNP/pIL-4 -589 and SNP/pIL-

4 -1098 achieved statistical significance.

3.4.3 TNF-a SNPs
The GG and GA genotypes at SNP/pTNF-a -238 were identified in

134/157 (85.3%) and 23/157 (14.7%) patients, respectively. The AA genotype was
not found. Considering the SNP/pTNF-a -238 genotypes and response to the anti-
retroviral therapy, GG and GA proportions were significantly different between pa-
tients without anti-retroviral therapy and patients on HAART with no therapeutic

failure (p=0.0205; Fisher’s exact test) (Figure 4).




SNPs em genes de citocinas em pacientes portadores do HIV 62

100 -
(/]
20 BN B
Q
® 80 -
o
S 70
S 80 uGA
S 50 -
o
) | u GG
§_ 40
g 30 -
§ 20 -
g, 10
0_ T T

0 1 2 3 4

Response to anti-retroviral therapy

(0) No data available

(1) Withoutantiretroviral therapy

(2) On HAART and withouttherapeutic failure
(3) On HAART and with therapeutic failure
(4) Unclassifiable

FIGURE 4 - Association between SNP/pTNF-a -238 and response to anti-retroviral therapy for the
HIV-infected patients evaluated. *p=0.0205 (Fisher's exact test).

Regarding the SNP/pTNF-a -862, out of the 157 HV-infected patients 106
(67.5%) and 50 (31.8%) were carriers of CC and CA genotypes, respectively. Only
one patient (1/157; 0.7%) carried the AA genotype, verified only after DNA se-
quencing. Curiously, when age at the time of recruitment was analyzed, it was ob-
served that CC carriers (mean=39.0 years old; SD=11.0 years old) were signifi-
cantly younger than patients with the CA genotype (mean=43.5 years old; SD=8.6
years old) (p=0.0135; LS Means).

None of the other associations analyzed for SNP/pTNF-a -238 and

SNP/pTNF-a -862 achieved statistical significance.
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3.5 Discussion

The present study evaluated effects of selected SNPs in IL-4 and TNF- a
genes promoters for HIV-infected patients from Brazil. As these polymorphisms
may have an impact on cytokine production, some genotypes might be associated
with changes in the balance between pro- and anti-inflammatory cytokines, mod-
ulating the immune responses against the HIV infection. Additionally, the presence
of SNPs varies considerably among different individuals, and this might be one of
the reasons for the differences in HIV susceptibility and disease progression.

The SNP genotyping was performed by gPCR-coupled HRM analysis,
which is an improvement of the conventional post-gPCR melting analysis. Al-
though other SNPs have been previously identified by HRM ?*, no other studies in
the literature that evaluated SNPs in cytokine-coding genes using this approach
were identified so far. In the present study the HRM analysis revealed to be a use-
ful and sensitive tool to detect SNPs within cytokine-coding genes.

A low frequency of the TT genotype at SNP/pIL-4 -589, compared to the
frequencies of CC and CT genotypes, was observed in the population studied.

2526 and India

Similar results were reported for HIV-positive patients from Europe
27 _0On the other hand, high frequency of the TT genotype was reported in a Japa-
nese cohort %%,

Rosenwasser and colleagues (1995) reported an association between the
presence of the T allele at SNP/pIL-4 -589 with an increased promoter activity,
leading to increase in IL-4 synthesis. Furthermore, carriers of the T allele had

higher IgE serum levels compared to non-carriers ‘. This association, however,

was not verified in another study ®. Interestingly, Nakayama and colleagues (2000)
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reported that the presence of the T allele was associated not only with high levels
of IgE, but also with the emergence of X4 strains of HIV in infected patients .
Few years later (2002), the authors reported that the presence of the T allele was
associated with low levels of HIV viral load and delayed disease progression to-
wards aids 2°, but other studies did not observe any of these associations 2% 2" %9,
In the present study, due to the short follow-up (2 years) and very few death
events to allow survival analysis, the association of SNP/plIL-4 -589 and disease
progression could not be performed.

HIV-infected patients carrying the TT genotype at SNP/plL-4 -589 had
lower circulating T CDg" cells than patients carrying the CT or CC genotypes. As-
suming that the T allele is associated with increased IL-4 transcription ’, patients
with the homozygote T genotype might have increased humoral immunity over the
cytotoxic responses due to differentiation of the Ty, subset of T lymphocytes. In
this setting, the immunity against HIV for TT carriers might be less effective, so
that this genotype could be associated with increased viral replication. Though this
hypothesis is reasonable, it could not be verified in the present study, since no
difference between HIV viremia among patients with distinct genotypes of the
SNP/pIL-4 -589 was found.

As far as it could be verified, this is the first study to evaluate the frequen-
cy and effects of SNP/plL-4 -1098 genotypes in HIV-infected patients. In the
present population, the TT genotype was found more frequently than the GT geno-
type, and none of the patients had the GG genotype. Similar results were reported
for healthy individuals and patients with juvenile *° and rheumatoid arthritis °, all

from East Europe. Interestingly, very high frequency of the GG genotype was
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found among healthy individuals and asthmatic patients from Russia ?°, which can
be attributable to ethnic factors. Overall, the frequencies observed for the
SNP/plL-4 -1098 are in agreement with the frequencies reported in the literature *
10, 30, 31.

In the present study, patients with the TT genotype for SNP/plL-4 -1098
had higher T CDg" cells counts than GT carriers, and similar results were found in
a study with HIV-negative patients with idiopathic pulmonary fibrosis 2. Unfortu-
nately, there is lack of published information to validate any hypothesis on the rea-
son of the association between some SNP/pIL-4 -1098 genotypes and the number
of circulating T CDg" in different pathological settings.

In relation to SNP/pTNF-a -238, the GG genotype was identified more fre-
guently than GA, and the AA genotype was not found. High frequency of the GG
genotype, and low frequency or total absence of the AA genotype were also ob-
served in Hispanic and non-Hispanic HPV-positive women 3, in adult intensive
care patients from the United Kingdom ** and in Korean patients with various types
of cancer *°. In HIV-infected patients from England, GG genotype was also found
more frequently than genotypes GA and AA *. Thus, frequencies of the
SNP/pTNF-a -238 genotypes in the present study are also in agreement with the
overall frequencies published in the literature.

Kaluza and colleagues (2000) reported that patients with the GA and AA
genotypes at SNP/pTNF-a -238 had decreased levels of TNF-a compared to GG
carriers. The authors suggested that the presence of the A allele contribute to low
TNF-a production °. However, Uglialoro and colleagues (1998) did not observe

association between TNF-a levels and this SNP *. The analysis between
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SNP/pTNF-a -238 and the response to anti-retroviral therapy in the present study
revealed that the proportions between GG and GA genotypes were significantly
distinct between patients without anti-retroviral therapy and patients receiving
HAART without failure. It has been reported that TNF-a regulates macrophage-
induced T CD,4" lymphocytes apoptosis, especially in HIV-infected patients. Also,
taken that anti-retroviral therapy in asymptomatic patients usually starts when T
CD.," cells counts are lower than 350 cells/mm?, and considering that the A allele
might be associated with low TNF-a production ®, it is plausible that GA carriers
(presumably low TNF-a producers) have lower depletion of T CD,4* lymphocytes,
which may postpone the beginning of HAART. On the other hand, if GG carriers
have greater depletion of T CD,4" lymphocytes due to high TNF-a production, they
are more prone to start the anti-retroviral therapy earlier.

High frequency of the CC genotype and low frequency of the AA genotype
at SNP/pTNF-a -862 were observed in the present study. Similar genotype fre-
quencies were found in healthy European men °, Hispanic and non-Hispanic HPV-
positive women 3, north-American patients with Alzheimer disease *, and patients
with systemic lupus erythematosus from Thailand *. In the HIV setting, high and
low frequencies of genotypes CC and AA, respectively, were found as well *°.

Uglialoro and colleagues (1998) observed lack of association between
SNP/pTNF-a -862 and changes in TNF-a gene expression in T and B cells ¥, but
Skoog and colleagues (1999) reported that the presence of the A allele was asso-
ciated with low TNF-a serum levels. The latter authors suggested that the CA ge-
notype affects the interaction between nuclear proteins and the TNF-a gene pro-

moter, with consequent changes in the cytokine synthesis. Furthermore, they sug-
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gested that carriers of the A allele were at higher risk to become infected by intra-
cellular pathogens, and might have worse prognosis for infectious diseases due to
downregulation of TNF-a°.

In the HIV setting, Delgado and colleagues (2003) evaluated the presence
of SNP/pTNF-a -862 genotypes in two groups of patients: controllers of the HIV
viremia (less than 1,000 HIV copies/mL after 10 years of infection in the absence
of anti-retroviral therapy) and non-controllers of viremia (viral load greater than
1,000 HIV copies/mL). The CA and AA genotypes were identified more frequently
in non-controllers, and the majority of controllers carried the CC genotype. The
authors suggested that the presence of SNP/pTNF-a -862 was associated with
lack of control of the HIV viremia. However, this phenomenon was not considered
to be associated with deregulation in TNF- a production, due to previous data of

the same group .

In the present study, no significant association between
SNP/pTNF-a -862 and HIV viremia was found.

In summary, the present study observed that SNPs in the IL-4 gene pro-
moter have strong associations with the number of circulating T CDg" lymphocytes,
with possible effects on HIV infection progression towards aids. The results also
support the hypothesis that some genotypes of SNP/pTNF-a -238 may also have
an impact on disease progression, changing the susceptibility to depletion of T
CD," lymphocytes. Taken together, these results provide compelling evidence that

the presence of SNPs in cytokine-coding genes do modify the natural history of

HIV infection.
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4 Anexos

4.1 Dados gerais dos pacientes portadores do HIV incluidos no estudo.

Idade . Opcdao  Anos Via de Resposta ao L’|nfoc|tos Viremia HIV® SNP/pIL-4 SNP/pTNF-a
EP  Sexol (anos) Etnia® sexual®  HIV4  contagio® coce tratamento’ (células/mm?)
T CD4* TCDg*  Copias/mms? Log -589 -1098 -238 -862

001 M 31 Cauc Hetero 4 Hetero A2 Sem HAART 582 586 21.819 43 T GT AG CC
002 M 58 Cauc Hetero 11 Transfusao A2 Sem falha 554 408 Ind Ind 1T 1T GG CC
003 F 31 Cauc Hetero 13 Hetero A2 Sem HAART 471 771 17.961 43 1T GT GG CC
004 M 51 Cauc  Bissexual 12 Hetero A3 Com falha 180 584 5.833 3,8 CT 1T GG CC
005 F 49 Cauc Hetero 11 Hetero C3 Inclassificavel 975 721 Ind Ind cC 1T GG CA
006 F 64 Cauc Hetero 1 Hetero A3 Sem falha 284 383 Ind Ind cC 1T GG CA
007 M 70 Cauc Hetero 2 Hetero C3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. cC 1T GG CC
008 M 41 Cauc HSH 27 uDI A2 Sem HAART 410 2189 136.871 5,1 CT T AG CA
010 F 31 Cauc Hetero 13 Hetero A2 Sem falha 516 864 Ind Ind CT 1T GG CC
011 M 43 Cauc Hetero 22 Hetero B3 Sem falha 299 1560 Ind Ind cC 1T GG CA
012 F 4 Cauc Hetero 13 Hetero n.d. Com falha 327 1081 4.645 3,7 CcC 1T GG CC
013 M 4 Cauc Hetero 18 Hetero C3 Inclassificavel 101 607 Ind Ind CcC GT GG CC
014 F 57 Cauc Hetero 19 Hetero A2 Com falha 327 1126 1.946 3,3 CT 1T GG CcC
015 M 61 Cauc Hetero 14 Hetero n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. CcC T GG CcC
016 M 38 Cauc Hetero 10 Outro B3 n.d. 373 2186 Ind Ind CT 1T GG CcC
017 F 30 Cauc Hetero 10 Hetero A2 Sem falha 1145 1280 Ind Ind CT 1T GG CcC
018 M 29 Cauc Hetero 21 Transfusao A3 Inclassificavel 1232 1967 Ind Ind CT T GG CA
019 M 48 Cauc Hetero 2 Hetero C3 Sem falha 715 1601 Ind Ind CT 1T GG CA
020 M 29 Cauc HSH 8 Homo A2 Sem falha 467 530 Ind Ind CcC 1T GG CC
021 F 45 Pardo Hetero 15 Hetero A2 Sem falha 733 613 Ind Ind CcC 1T GG CA
022 F 31 Cauc Hetero 12 Hetero C2 Inclassificavel 363 877 944 3 CT 1T GG CA
023 M 26 Cauc Hetero 3 Hetero A2 Sem falha 282 560 Ind Ind CcC 1T GG CC
024 M 43 Cauc HSH 7 Homo C3 Sem falha 567 1368 Ind Ind CT 1T GA CC
025 M 48 Cauc  Bissexual 21 Hetero C3 Com falha 490 525 394 2,6 CcC 1T GG CC
026 M 38 Cauc Hetero 20 Hetero C3 Sem HAART 113 2888 8.914 4 CT 1T GA CcC
027 F 30 Cauc Hetero 6 Hetero C3 Sem falha 723 1393 Ind Ind CcC 1T GG CC
028 M 41 Cauc Hetero 3 Hetero C3 Sem falha 181 267 Ind Ind CcC 1T GG CA
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029 F 34 ind Hetero 13 Hetero B2 Inclassificavel 835 1383 Ind Ind CT 1T GG CC
030 F 40 Pardo Hetero 17 uDI B? Inclassificavel 764 1454 606 2,8 CT T GG CA
031 M 50 Oriental HSH 18 Homo Al Com falha 453 1255 2.294 3,4 CT 1T GG CcC
032 M 41 Cauc HSH 10 Homo C3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. CcC T GG CcC
033 F 23 Pardo Hetero 0 Hetero C3 Inclassificavel 176 405 Ind Ind CcC T GG CC
034 M 29 Cauc Hetero 2 Hetero Cc2 Sem falha 564 1005 Ind Ind CcC 1T GA CC
035 M 35 Cauc Hetero 13 Hetero C2 Sem falha 614 1059 Ind Ind CT 1T GG CcC
036 F 23 Cauc Hetero 6 Hetero C2 Com falha 720 1261 242 2,4 1T GT GG CcC
037 M 29 indio  Bissexual 2 Hetero C3 Sem falha 319 641 Ind Ind 1T GT GG CC
038 M 41 Cauc HSH 1 Homo Al Sem HAART 672 1078 7.951 3,9 T T GG CcC
039 F 38 Cauc Hetero 10 Hetero Al Sem falha 983 1372 Ind Ind CT GT GG CcC
040 M 69 Cauc Hetero 16 Hetero C3 Sem falha 388 391 Ind Ind CcC 1T GG CC
041 M 32 Cauc Hetero 13 Hetero C3 Com falha 449 1777 10.451 4 CcC 1T GG CcC
042 M 39 Cauc  Bissexual 8 Homo C3 Inclassificavel 717 1454 Ind Ind 1T 1T GG CcC
043 M 49 Afro Hetero 10 Hetero C3 Sem falha 500 587 Ind Ind CT 1T GG CC
044 F 28 Pardo Hetero 6 Hetero B2 Sem falha 885 758 Ind Ind T T GA CcC
045 M 34 Cauc Hetero 12 Hetero B2 Sem falha 1050 1309 Ind Ind CT 1T GG AA
046 M 34 Pardo Hetero 4 Hetero C3 Inclassificavel 160 1009 687 2,8 CT 1T GG CC
047 M 42 Cauc  Bissexual 13 Homo B2 Sem falha 1142 1792 Ind Ind CT 1T GG CA
048 F 4 Cauc Hetero 15 Hetero C3 Com falha 10 278 182.845 5,3 CcC GT GA CA
049 M 33 Pardo Hetero 12 Hetero n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. CcC 1T GG CC
050 M 46 Cauc  Bissexual 14 Hetero C2 Com falha 348 1072 456 2,7 CT 1T GG CC
051 F 35 Cauc Hetero 1 Hetero B3 Sem falha 112 464 Ind Ind 1T 1T GA CC
052 F 38 Afro Hetero 13 Hetero C3 Sem falha 597 746 Ind Ind CcC GT GA CA
053 M 52 Cauc Hetero 8 Hetero C3 Sem falha 455 654 53 1,7 CT GT GG CC
054 M 39 Cauc Hetero 2 Hetero A? Inclassificavel 588 961 Ind Ind CT 1T GG CC
055 F 27 Afro Hetero 10 Transfusao C2 Sem HAART 322 155 Ind Ind CcC 1T GA CA
056 F 34 Cauc Hetero 5 Hetero C3 Inclassificavel 152 860 2.412 3,4 CT 1T GG CA
057 F 4 Cauc Hetero 7 Hetero A2 Sem falha 582 1037 Ind Ind cC 1T GG CA
058 F 27 Cauc Hetero 7 Hetero B2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. CcC 1T GG CA
059 F 33 Cauc Hetero 0 Hetero A2 Sem HAART 447 1325 249 2,4 CcC T GG CC
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060 M 31 Afro Hetero 2 Hetero C2 Sem falha 636 251 59 1,8 1T 1T GG CA
061 F 32 Afro Hetero 3 Hetero A2 Sem HAART 451 7601 7.601 3,9 CcC 1T GG CcC
062 F 30 Cauc Hetero 17 Hetero C3 Com falha 411 1707 761 2,9 CcC 1T GG CcC
063 F 32 Afro Hetero 16 Hetero A3 n.d. 114 427 167.916 52 T GT GA CcC
064 M 52 Pardo Hetero 17 Hetero B3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. CcC T GA CcC
065 M 28 Pardo Hetero 8 Hetero C3 Inclassificavel 163 1034 205 2,3 CcC 1T GG CC
066 M 46 Pardo Hetero 5 Hetero A3 Inclassificavel 545 1223 Ind Ind CcC T GG CA
067 M 68 Pardo Hetero 14 Hetero A3 Sem falha 676 3166 Ind Ind CcC 1T GG CC
068 F 46 Afro Hetero 1 Hetero C3 Sem falha 367 463 Ind Ind CT 1T GG CA
069 M 46 Cauc  Bissexual 2 Homo C2 Inclassificavel 421 1191 174 2,2 CT T GG CcC
070 M 44 Cauc Hetero 18 Hetero C3 Sem falha 159 999 Ind Ind CT 1T GG CA
071 M 51 Cauc  Bissexual 22 Homo C2 Inclassificavel 437 1229 72 1,9 CcC 1T GG CcC
072 F 24 Cauc Hetero 24 Vertical C2 Sem falha n.d. n.d. Ind Ind CT 1T GG CcC
073 F 57 Cauc Hetero 6 Hetero C3 Com falha 81 565 24.835 4.4 CT 1T GG CA
074 M 46 Cauc Hetero n.d. Hetero C3 Sem falha 571 1063 Ind Ind CcC 1T GG CC
075 M 51 Cauc Hetero 0 Hetero B2 Inclassificavel 328 716 4914 3,7 CT 1T GG CcC
076 F 26 Cauc Hetero 0 Hetero At Sem HAART 1380 2005 91 2 CcC 1T GG CC
077 M 27 Cauc Hetero 0 Hetero C3 Inclassificavel 741 1045 114 2,1 CT GT GG CcC
078 M 69 Cauc Hetero 6 Hetero C3 Sem falha 621 903 Ind Ind CT 1T GG CC
079 F 57 Pardo Hetero n.d. Outro C3 Sem falha 1778 1457 Ind Ind 1T 1T GG CA
080 M 45 Afro Bissexual 13 Homo C3 Com falha 298 2915 6.478 3,8 CT 1T GA CA
081 M 48 Pardo Hetero 17 uDI C3 Sem falha 377 606 Ind Ind CT 1T GG CC
082 F 35 Cauc Hetero 5 Hetero A2 Sem falha 789 818 Ind Ind CT 1T GG CC
083 M 44 Cauc Hetero 5 Hetero A3 Sem falha 744 701 Ind Ind 1T GT GG CA
084 M 46 Cauc Hetero 3 Hetero B3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. CT GT GG CA
085 M 48 Cauc Hetero 10 Hetero C3 Sem falha 469 1087 Ind Ind 1T 1T GG CA
087 M 42 Cauc Hetero 11 Hetero C3 Com falha 347 1598 233 2,4 CcC 1T GG CA
088 F 37 Cauc  Bissexual 10 Hetero C3 Sem falha 531 550 Ind Ind CT 1T GG CC
089 M 44 Pardo Hetero 5 Hetero C3 Sem falha 731 925 Ind Ind CcC 1T GG CC
090 F 50 Cauc Hetero 5 Hetero A2 n.d. 380 345 Ind Ind CT 1T GG CA
091 F 35 Cauc Hetero 16 Hetero C3 Sem falha 730 895 Ind Ind CT T GG CC
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092 F 33 Cauc Hetero 17 Hetero C3 Inclassificavel 838 1045 Ind Ind cC 1T GG CC
093 F 38 Pardo Hetero 5 Hetero A2 Sem HAART 438 906 7.318 3,9 CT 1T GA CcC
094 F 48 Cauc Hetero 18 Hetero C3 Inclassificavel 273 748 918 3 CT 1T GA CcC
095 M 34 Cauc HSH 8 Homo C3 Sem falha 456 1403 Ind Ind CcC 1T GG CA
096 M 39 Pardo Hetero 9 Homo C3 Sem falha 660 898 Ind Ind CcC 1T GG CC
097 M 61 Cauc Hetero 5 Hetero C3 Sem falha 293 823 Ind Ind CcC 1T GG CA
098 F 40 Cauc Hetero 10 Hetero A2 Inclassificavel 480 826 533 2,7 CcC 1T GG CC
099 M 28 Cauc Hetero 2 Hetero C3 Sem falha 222 342 Ind Ind CT 1T GG CcC
100 F 48 Cauc Hetero 9 Hetero A2 Sem falha 784 1010 Ind Ind CT 1T GG CA
101 M 48 Pardo Hetero 9 Hetero C3 Sem falha 525 1362 Ind Ind CT 1T GG CC
102 M 38 Cauc Hetero 17 Hetero C3 Sem falha 1073 1840 Ind Ind CcC 1T GG CC
103 F 29 Cauc Hetero 7 Hetero A3 Sem HAART 191 512 24.886 4.4 CcC GT GG CcC
104 M 44 Cauc  Bissexual 22 Homo C3 Sem falha 579 3219 Ind Ind CcC T GG CA
105 M 35 Cauc Hetero 4 Hetero Al Sem HAART 775 1543 15.471 42 CcC T GG CcC
106 M 39 Cauc Hetero 15 uDI C3 n.d. 252 1075 9.403 4 CT 1T GG CcC
107 F 58 Cauc Hetero 23 Transfusdo B3 Sem falha 582 1349 Ind Ind CT 1T GG CC
108 M 39 Cauc Hetero 13 Hetero A2 Sem HAART 434 908 4,322 3,6 CT 1T GA CcC
109 F 49 Pardo Hetero 1 Hetero c2 Sem HAART 534 1359 93.924 5 CcC GT GG CC
110 F 56 Cauc Hetero 10 Hetero A2 Sem falha 965 631 Ind Ind cC GT GG CA
111 F 35 Cauc Hetero 1 Hetero C3 Sem falha 228 658 Ind Ind CT 1T GG CC
112 F 42 Pardo Hetero 9 Hetero C3 Sem falha 170 664 Ind Ind CT GT GG CC
113 M 40 Cauc Hetero 6 Hetero B3 Com falha 127 414 39.766 46 1T 1T GG CC
114 M 43 Cauc HSH 4 Homo A2 n.d. 518 751 330 2,5 1T 1T GA CA
115 M 34 Cauc HSH 13 Homo C3 Com falha 355 975 7.082 3,9 CC 1T GG CA
116 M 58 Cauc Hetero 2 Hetero C3 n.d. 467 657 Ind Ind CcC 1T GG CA
117 M 54 Cauc HSH 14 Homo A1 n.d. 567 1884 697 2,8 CT 1T GG CC
118 F 47 Cauc Hetero 10 Hetero A2 Com falha 704 1521 11.746 4.1 CT 1T GG CC
119 M 38 Cauc Hetero 15 Hetero C3 Com falha 270 567 74.035 49 CcC 1T GA CA
120 M 46 Cauc  Bissexual 1 Hetero B3 n.d. 49 1287 265.149 54 CT 1T GG CA
121 F 32 Oriental Hetero 0 Hetero C3 Sem HAART 288 1082 7.439 3,9 CT 1T GA CC
122 M 33 Cauc HSH 2 Homo A3 Sem HAART 5 204 54.569 47 CT T GG CC
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123 M 65 Cauc  Bissexual 2 Homo A2 Sem HAART 369 2550 166.136 5,2 CT T GG CC
124 M 31 Cauc Hetero 5 Hetero n.d. n.d. 104 417 266 2,4 CT T GG CcC
125 F 17 Afro Hetero 1 Hetero B2 Sem HAART 290 526 51.587 47 CT 1T GG CcC
126 M 33 Oriental  Hetero 2 Hetero C3 Sem falha 478 792 Ind Ind CT GT GA CcC
127 M 24 Cauc Hetero 2 Hetero Al Sem HAART 500 1435 5.087 3,7 CcC 1T GG CcC
128 F 43 Cauc Hetero 1 Hetero A2 Inclassificavel 318 600 122 2,1 CcC 1T GG CC
129 F 41 Afro Hetero 9 Hetero C3 Sem falha 727 872 Ind Ind CT T GA CcC
130 F 33 Cauc Hetero 5 Hetero A2 Sem falha 947 1394 Ind Ind CT 1T GA CcC
131 M 48 Cauc HSH 11 Hetero Al n.d. 1127 1068 Ind Ind CT 1T GG CcC
132 F 52 Pardo Hetero 13 Hetero A2 Sem falha 801 1009 Ind Ind CT 1T GG CC
133 F 46 Pardo Hetero 0 Hetero B3 Inclassificavel 120 493 83 1,9 CcC 1T GG CA
134 F 26 Afro Hetero 5 Hetero A2 Sem falha 788 1087 Ind Ind CcC 1T GG CcC
135 F 48 Cauc Hetero 6 Hetero Cc2 Sem falha 628 1089 Ind Ind CT 1T GG CA
137 M 36 Cauc Hetero 13 Hetero C3 Sem falha 127 385 Ind Ind CT 1T GG CA
138 M 39 Afro Hetero 10 Hetero A2 n.d. 498 797 318 2,5 CT T GA CcC
139 M 45 Cauc Hetero 15 Hetero C3 Sem falha 568 1155 Ind Ind 1T 1T GG CA
140 M 35 Afro Bissexual 1 Homo C3 Inclassificavel 172 643 Ind Ind T T GG CcC
141 F 26 Pardo Hetero 5 Hetero C3 Inclassificavel 121 254 270.081 54 CT 1T GG CcC
142 M 35 Cauc  Bissexual 1 Homo C3 Sem falha 142 403 Ind Ind 1T 1T GG CC
143 F 29 Cauc Hetero 11 Hetero A2 n.d. 777 1550 972 3 CT 1T GG CA
144 M 39 Afro Hetero 4 Hetero n.d. n.d. 349 971 Ind Ind 1T 1T GG CC
145 F 46 Cauc Hetero 15 Hetero A1 n.d. 423 3378 Ind Ind CcC 1T GG CA
146 M 43 Cauc Hetero 9 uDI C3 Sem falha 641 1494 Ind Ind CT 1T GG CC
147 F 45 Cauc Hetero 4 Hetero A3 Com falha 549 1518 15.198 42 1T 1T GG CA
148 F 29 Pardo Hetero 9 Hetero C3 Com falha 260 804 410 2,6 CcC 1T GG CC
149 M 51 Cauc Hetero 12 Hetero A1 Inclassificavel 360 459 Ind Ind CT 1T GG CA
150 F 4 Pardo Hetero 5 Hetero A2 Sem HAART 460 799 1.185 3,1 CT 1T GG CC
151 M 48 Cauc  Bissexual 1 Hetero A3 n.d. 189 640 n.d. n.d. cC GT GG CA
152 M 28 Pardo  Bissexual 9 Hetero A3 n.d. 104 579 n.d. n.d. CT 1T GG CC
153 M 48 Pardo Hetero 8 Hetero A3 n.d. 72 392 Ind Ind CT 1T GG CC
154 M 36 Pardo  Bissexual 7 Homo C3 n.d. 96 1789 n.d. n.d. CT T GG CC
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155 M 41 Cauc  Bissexual n.d. Hetero C3 Com falha 735 1381 117.115 5,1 CcC 1T GG CC
156 M 46 Pardo HSH 2 Homo C3 n.d. 287 2607 37.697 4,6 CcC 1T GG CcC
157 F 32 Cauc Hetero 7 Hetero A3 Sem falha 302 610 Ind Ind CT GT GG CA
158 M 49 Cauc Hetero 20 Hetero B3 Sem falha 649 789 Ind Ind CcC 1T GG CA
159 F 35 Afro Hetero 2 Hetero A3 n.d. 763 1317 7.247 3,9 T T GG CcC
160 M 37 Cauc HSH 2 Homo A3 Inclassificavel 252 901 Ind Ind CC T GG CC

(M: masculino, F: feminino; @ Cauc: caucasianos, Afro: afro-descendente; ®Hetero: heterossexuais, HSH: homem que teve relagdo sexual com homem; 4" Tempo estimado de infecgdo (em anos completos); GHetero: relagdo

heterossexual, Homo: relagdo homossexual, Transfuséo: transfusdo sanguinea, UDIs: compartihamento de agulhas e seringas contaminadas por usudrios de drogas injetaveis, Vertical: transmissao vertical; ©)Classificagdo do

estagio da infecg@o pelo HIV segundo os Centros de Controle de Doengas dos EUA; (NSem HAART: pacientes sem tratamento antirretroviral ha pelo menos 6 meses; Sem falha: pacientes sob tratamento antirretroviral e sem falha

terapéutica viroldgica (viremia HIV inferior a 50 cdpias/mL apds pelo menos 6 meses utilizando continuamente o mesmo esquema de drogas); Com falha: pacientes sob tratamento antirretroviral e com falha terapéutica viroldgica
(viremia HIV detectavel/superior a 50 copias/mL apds pelo menos 6 meses utilizando tratamento antirretroviral continuamente); &Ind: indetectavel.
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4.2 Parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da FMB — UNESP, Botucatu.

| s  Universidade Estadual Paulista T
unesp ~ -«

Faculdade de Medicina de Botucatu £ £ 2
= = e = =
Distrito Rubido Junior, s/n® - Botucatu —S.P.

CEP: 18.618-970 )

Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143 Registrado no Ministério da Saude em 30 de abril de 1997
e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br Q

e-mail coordenacao: tsarden@fmb.unesp.br

Botucatu, 01 de setembro de 2008 Of. 374/08-CEP

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. Deilson Elgui de Oliveira
Departamento de Patologia
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Dr. Deilson,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projefo de Pesquisa
“Infecgdo por gamaherpervirus e polimorfismos de nucleotideos dnicos (SNPs) em
genes codificadores de citocinas em pacientes portadores de HIV-1", a ser
coordenado por Vossa Senhoria, com a colaboragtio dos Drs. Alexandre Naime
Barbosa, Ana Paula Ferraz da Silva, Ana Rachel de Oliveira Léda, Domingos Alves
Meira, Lenice do Rosdrio de Souza, Ricardo Antonio Moreira de Barros Almeida e

Suzana Ramos da Silva, recebeu do relator parecer favoravel, aprovade em
reunido de 01/09/2008.

Situacdo do Projeto: APROVADO. Apresentar Relatério Final de Atividades ao
final da execugdo deste projeto.

Alberto Santos Japelluppi
Secretdrio do CEP.
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