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RESUMO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) € considerada um dos
maiores problemas de saude publica da atualidade, afetando cerca de 40 milhdes de
pessoas. O estagio final da infeccdo pelo HIV, conhecido como sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), esta associado com grande morbidade e
mortalidade. Varios genes humanos tém sido apontados como genes de
suscetibilidade ou protecdo na infeccdo pelo HIV e progressao para AIDS, com
destaque para os genes do sistema HLA. Os genes HLA est&o localizados no braco
curto do cromossomo 6, sendo o conjunto de genes mais polimorficos do genoma
humano. Inidmeros relatos indicam que os genes do HLA de classe | (-A, -B e -C)
apresentam associacdes significativas com o controle da infeccdo pelo HIV e
progresséo para AIDS. Neste estudo foi realizada a tipificagdo HLA dos genes de
classe | por PCR-SSO LABType, em 286 pacientes HIV positivos, que foram
classificados em dois grupos, AIDS (n=183) e NAO AIDS (n=103), segundo critério
do CDC. Os dados de manifestacdo de doencas oportunistas, inicio da terapia
antirretroviral, carga viral e contagens de CD4" foram obtidas através da anélise
retrospectiva de prontuérios. As freqiéncias alélicas, haplotipicas e as taxas de
homozigose foram obtidas, e analise multivariada por regressao logistica foi
realizada para verificar a existéncia de associacdes de protecdo ou suscetibilidade
entre os genes HLA de classe | e progressao para AIDS. Foi verificado que os trés
loci estudados estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. N&o foi observada
associacdo entre homozigoze com a modulacdo da carga viral, contagem de CD4" e
progressao para AIDS. Nao foi observada associacdo com HLA-A. Para o HLA-B, foi
observada associacédo do B*27 (OR=0,36; p=0,05) e B*51 (OR=2,95; p<0.01) entre
0s grupos AIDS e NAO AIDS. Em relacdo ao HLA-C, a comparac&o entre 0s grupos
AIDS e NAO AIDS apresentou associacdo com C*02 (OR=0,44; p=0,03), C*04
(OR=0,58; p=0,03) e C*14 (OR=4,35; p=0,03). Ap6s andlise multivariada por
regressao logistica, foi verificada existéncia de associacdo de suscetibilidade para
AIDS para B*51 (OR=3,1; p<0,01) e associacdo de protecdo para B*27 (OR=0,3;
p=0,03), C*02 (OR=0,3; p<0,01) e C*04 (OR=0,5; p=0,01). Foi observado que a
presenca do grupo alélico B*51 modulou de forma negativa a contagem de CD4"
(p<0,01), enquanto a presenca do grupo alélico C*04 modulou positivamente a
contagem de CD4" (p=0,04), corroborando os achados de associacdo encontrados.
O presente estudo corrobora recentes estudos da literatura, sobre novas
associacdes dos genes HLA de classe | com a infec¢éo pelo HIV e progresséo para
AIDS, e fornece informacéo, até agora inédita, sobre as associacbes do HLA com
HIV numa amostra da populacao brasileira de origem européia.

Palavras-chave: HIV, AIDS, MHC, HLA Classe |, PCR-SSO, Polimorfismo, Brasil



ABSTRACT

The infection of human immunodeficiency virus (HIV) is considered a major public
health problem, affecting about 40 million people. The final stage of HIV infection,
known as acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), is associated with high
morbidity and mortality. Several human genes have been identified as genes of
susceptibility or protection in HIV infection and progression to AIDS, with emphasis
on the genes of the HLA system. The HLA genes are located on the short arm of
chromosome 6, and are the most polymorphic genes of human genome. Numerous
reports indicate that the genes of the HLA class | (-A,-B and-C) showed significant
associations with HIV infection’s control and progression to AIDS. In this study, HLA
class | genes typing by PCR-SSO LABType was performed in 286 HIV-positive
patients who were classified into two groups, AIDS (n = 183) and NO AIDS (n = 103),
according the CDC criteria. Data on opportunistic diseases, antiretroviral therapy,
viral load and CD4 counts were obtained by retrospective analysis of medical
records. Allele and haplotype frequencies, and homozygosity rates were obtained,
and multivariate logistic regression was performed to verify the existence of
protection or susceptibility associations between HLA class | genes and progression
to AIDS. The three loci studied were in Hardy-Weinberg equilibrium. There was no
association between HLA homozygosity with viral load modulation, CD4" count and
progression to AIDS. There was no association with HLA-A. There was an
association of B*27 (OR= 0.36, p=0.05) and B*51 (OR = 2.95, p <0.01) with AIDS.
relation to HLA-C, an association with C*02 (OR=0.44, p=0.03), C*04 (OR=0.58,
p=0.03) and C*14 (OR=4.35, p=0.03) was observed with AIDS. After multivariate
logistic regression, there was evidence of susceptibility association for B * 51
(OR=3.1, p <0.01) and protection association for B* 27 (OR=0.3, p=0,03), C*02
(OR=0.3, p<0.01) and C*04 (OR=0.5, p=0.01). It was observed that the presence of
B * 51 allelic group negatively modulates the CD4" cell count (p <0.01), while the
presence of C*04 allelic group modulates positively the CD4" cell count (p=0.04).
This study supports recent studies in the literature, showing new HLA class | genes
associations with HIV infection and progression to AIDS, and provides novel
information, about associations between HLA and HIV in a Brazilian population of
European descendents.

Keywords: HIV, AIDS, MHC, HLA Class I, PCR-SSO, Polymorphism, Brazil.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) constitui um dos
maiores problemas de saude publica da atualidade, afetando cerca de 40 milhdes de
pessoas mundialmente. A infec¢do esta associada com grande morbi-mortalidade,
especialmente na regido da Africa subsaariana. Desde 1981, quando o HIV foi
inicialmente descrito, essa epidemia ja vitimou aproximadamente 25 milhdes de
pessoas. Estima-se que aproximadamente 14.000 pessoas sdo diariamente
infectadas pelo HIV, e quatro milhdes de casos novos sao observados a cada ano
(SIMON; HO; KARIM, 2006).

A historia natural da infeccdo pelo HIV pode variar significativamente entre
os individuos infectados (O’'BRIEN; NELSON, 2004), tanto para o controle do virus,
guanto para os tempos de progressao para AIDS. Com base nesta heterogeneidade
€ possivel identificar quatro grupos de progressao para AIDS: os progressores
tipicos, os progressores rapidos, os nao progressores de longo prazo, que
contemplam os controladores de elite, e 0s progressores lentos ou sobreviventes de
longo prazo (PANTALEO; FAUCI, 1996). Estas diferengcas observadas tém sido
atribuidas a varios genes humanos, incluindo os genes do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), que influenciam o ciclo de replicacdo do HIV, e a
progressdo para AIDS (AN; WINKLER, 2010; BASHIROVA; THOMAS,
CARRINGTON, 2011).

Os genes do MHC, que no ser humano é denominado sistema HLA (human
leukocyte antigen), esté localizado no braco curto do cromossomo 6 (6p21.3), sendo
0s genes mais polimorficos do genoma humano (JANEWEY et al, 2002). A regido do
MHC contém mais de duzentos genes, que apresentam func¢des imunoldgicas
(MICKELSON; PETERSDORF, 2004). As moléculas HLA possuem a fungdo de
apresentar peptideos estranhos para os linfécitos T (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008).

Os alelos do sistema HLA desempenham um papel crucial nos transplantes
(HOWELL; CARTER; CLARK, 2010), e apresentam associacfes com as mais
variadas doencas, incluindo a diabetes melito tipo 1 (FERREIRA et al, 2009), doenca
celiaca (GHODKE et al, 2005), narcolepsia (WILLIAMS, 2001), artrite reumatoide
(GHODKE et al, 2005), espondilite anquilosante (WILLIAMS, 2001), hepatite B (HAN
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et al, 2005), hepatite C (MARTIN; CARRINGTON, 2005; CORGUI et al, 2008),
malaria (BLACKWELL; JAMIESON; BURGNER, 2009) e sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (CARRINGTON; O’BRIEN, 2003; BASHIROVA,;
THOMAS, CARRINGTON, 2011).

Os alelos do sistema HLA foram os primeiros fatores genéticos do
hospedeiro associados com o controle da replicacdo do HIV-1 e retardo no tempo de
progresséo para AIDS (KAUR; MEHRA, 2009). Entre os genes do sistema HLA, os
alelos HLA de classe | (-A, -B e -C) influenciam de modo significativo a infec¢céo pelo
HIV e a progressao para AIDS (CARRINGTON; O’BRIEN, 2003; BASHIROVA;
THOMAS, CARRINGTON, 2011).

No Brasil, existe somente um estudo de associacédo entre alelos HLA e a
infeccdo pelo HIV, realizado na Bahia, com um grupo de 147 de pacientes afro-
brasileiros HIV positivos (SILVA et al, 2010). Até o presente momento, ndo foram
relatados no Brasil, estudos de associacao entre alelos HLA de classe | e pacientes

HIV positivos de origem européia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o polimorfismo dos genes HLA de classe | (A, B e C) em pacientes
HIV positivos de Curitiba, Estado do Parana, atendidos no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parané.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as frequéncias alélicas dos genes HLA de classe | (-A, -B e -C)
nos pacientes HIV positivos, com e sem AIDS;

o Determinar as frequéncias haplotipicas dos genes HLA de classe | (-A, -B
e -C) nos pacientes HIV positivos, com e sem AIDS;

¢ Investigar a influéncia da homozigose nos genes HLA de classe | (-A, -B e
-C) nos parametros clinicos (manifestacdo de doencas oportunistas) e
laboratoriais (contagem de CD4" e carga viral) dos pacientes HIV
positivos;

e Verificar a existéncia de associacdes de protecdo ou suscetibilidade entre
0s genes HLA de classe | (-A, -B e -C) e progressao pra AIDS, nos
pacientes HIV positivos;

e Verificar a modulagdo na contagem de CD4" pelas associacdes de

protecdo ou suscetibilidade nos genes HLA de classe | (-A, -B e -C).
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV)

3.1.1 Aspectos epidemioldgicos

A epidemia da AIDS iniciou-se no ano de 1981 nos Estados Unidos, quando
o Centro de Controle e Prevencdo de Doencgas (CDC) relatou casos de pneumonia
por Pneumocystis jirovecii (carinii) em um grupo de cinco homens homossexuais
(KLIMAS; KONERU; FLETCHER, 2008). Desde entéo, estima-se que a epidemia de
HIV tenha causado a morte de aproximadamente 25 milhdes de pessoas e que
existam mundialmente cerca de 40 milhdes de pessoas vivendo com o HIV. Em
2005 ocorreram quatro milhées de novos casos e cerca de trés milhdes de mortes
relacionadas com a AIDS (SIMON; HO; KARIM, 2006).

Dos 40 milhdes de pessoas vivendo com o HIV mundialmente, cerca de 70%
se encontram na Africa e 20% na Asia. Estima-se que adultos jovens, de 15 a 24
anos, representam cerca de metade dos cinco milhdes de novos casos anuais, e
que aproximadamente 14.000 pessoas sdo infectadas pelo HIV diariamente
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

A Africa subsaariana constitui o epicentro da epidemia de HIV, possuindo a
maior taxa de infeccdo do mundo e a maior propor¢cdo de casos novos, cerca de
10.000 casos novos todos os dias (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Nesta
localidade, mais da metade dos individuos infectados sao mulheres, o que aumenta
0 risco de transmisséo vertical (SIMON; HO; KARIM, 2006).

Dados do Departamento de Informéatica do SUS (DATASUS) indicam que
foram diagnosticados 592.914 casos de HIV/AIDS no Brasil durante o periodo de
1980 a junho de 2010. As regides sul e sudeste representam 77,5% do total de
casos de HIV/AIDS no Brasil. No estado do Parana, cerca de 86,4% dos casos de
HIV/AIDS se concentram na cidade de Curitiba e Regido Metropolitana (BRASIL,
2011).

3.1.2 Transmissao e fatores de risco

O HIV pode ser transmitido sexualmente, por praticas heterossexuais e

homossexuais, verticalmente de mae para filho, através de sangue contaminado,
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decorrente da utilizacdo de produtos hemoterapicos infectados, compartilhamento de
agulhas contaminadas e acidentes ocupacionais (MANAVI, 2006; LEVY, 2009).

A infeccdo pelo HIV é uma doenca sexualmente transmissivel (DST). O risco
de adquirir a infeccao pelo HIV durante o ato sexual aumenta significativamente na
presenca de outras doencas sexualmente transmissiveis (DST), praticas sexuais
agressivas e se o parceiro for HIV positivo com carga viral elevada. Por conta de
particularidades morfofisiolégicas, as mulheres apresentam maior probabilidade de
adquirir HIV durante ato sexual que os homens (KLIMAS; KONERU; FLETCHER,
2008; LEVY, 2009).

A transmissdo sexual representa a rota mais importante de transmisséao do
HIV, contribuindo com cerca de 70% dos casos mundiais. Em paises desenvolvidos
0 ato sexual entre homossexuais representa a forma mais comum de infecgédo, ja em
paises em desenvolvimento a transmissao sexual heterossexual é a mais comum
(MANAVI, 2006).

A transmissao vertical € uma importante rota de transmissdo do HIV em
paises em desenvolvimento (MANAVI, 2006). Este modo de transmissdo é
responsavel pela maioria dos casos pediatricos de AIDS, podendo ocorrer no Utero,
durante o parto e através do aleitamento materno (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008; MOIR; CHUN; FAUCI, 2011). Intervencdes incluindo a triagem soroldgica de
gestantes, terapia antirretroviral, cesarea e substituicdo do leite materno reduzem de
modo eficaz a transmisséo vertical do HIV (SIMON; HO; KARIM, 2006).

O HIV pode ser transmitido pelo contato com sangue contaminado com o
virus, mais freqientemente através do compartilhamento e reutilizacdo de seringas
entre usuarios de drogas (MANAVI, 2006; MOIR; CHUN; FAUCI, 2011). A
transmissdo do HIV através de produtos hemoterapicos, muito comum no inicio dos
anos 80, hoje € um tanto rara, principalmente devido ao processo de triagem para
HIV que ocorre nos bancos de sangue atualmente. O risco ocupacional de
transmissdo do HIV para profissionais de saude relaciona-se principalmente com
acidentes com agulhas contendo sangue contaminado, e o risco de transmisséo
depende do tipo e da gravidade da exposicdo (KLIMAS; KONERU; FLETCHER,
2008).

Nos Estados Unidos os principais grupos de risco para o desenvolvimento

da AIDS incluem homens homossexuais ou bissexuais, usuarios de drogas
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endovenosas, heterossexuais que séo parceiros de membros dos outros grupos de
risco e bebés de mées infectadas. Profissionais de saude apresentam um pequeno
aumento no risco de infeccéo pelo HIV (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

3.1.3 Classificacao genética, estrutura e ciclo de replicacédo

O HIV é classificado em dois tipos, HIV-1 e HIV-2, sendo que o HIV-1 é
subdividido em quatro grupos M (Major), O (Outlier), N (Not M, Not O) e P (Plantier)
(SHARMA et al, 2011). O grupo M do HIV-1 tem distribuicdo mundial, sendo a
principal causa de AIDS no mundo. Este grupo pode ser subdividido em subtipos (A,
B, C, D, F, G, H, J e K), subsubtipos (A1, A2, A3 e A4; F1 e F2) e formas
recombinantes circulantes (CRFO1_AE, CRF02_AG; etc) (EBERLE; GURTLER,
2012). O HIV-2, por sua vez, tem distribuicdo restrita ao continente africano. O HIV é
um retrovirus pertencente ao género dos lentivirus. O curso da infeccdo destes virus
€ caracterizado por um longo intervalo entre a infeccao inicial e a manifestacdo dos
sintomas mais graves (KLIMAS; KONERU; FLETCHER, 2008; FANALES-BELASIO
et al, 2010).

O genoma do HIV é composto por duas moléculas idénticas de RNA de fita
simples, sendo caracterizado pela presenca dos genes gag, pol e env. O gene gag
codifica as proteinas estruturais do ndcleo p24, p7 e p6. O gene env codifica as
glicoprotéinas do envelope viral gp120 e gp41, que reconhecem o0s receptores de
CD4". O gene pol codifica as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease
viral, que séo necessarias para a replicacdo viral. As particulas virais do HIV sdo
envoltas por uma dupla camada fosfolipidica derivada da membrana da célula
hospedeira (Figura 1). A estrutura da particula do HIV é similar para HIV-1 e HIV-2
(FANALES-BELASIO et al, 2010).

O primeiro passo da replicacao viral é a ligacdo da glicoproteina gp120 do
envelope viral ao receptor CD4" e ao co-receptor de quimiocinas CCR5 ou CXCR4
na célula hospedeira. Em seguida ocorre fusdo da membrana do HIV com a
membrana da célula hospedeira, com liberacdo do material genético do virus no
citoplasma da célula. Apés liberacdo do genoma viral, a enzima transcriptase
reversa converte 0 RNA em DNA, que entra no ndcleo da célula e se integra ao
genoma celular pela agdo da enzima integrase, formando um provirus. O inicio da

transcricdo dos genes do provirus integrado esta ligado a ativacdo da célula T por
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antigenos ou citocinas. Apds sua ativagdo, a célula T faz a transcricdo do DNA,
produzindo RNA mensageiro, que € transportado do nucleo para o citoplasma. No
citoplasma o RNA mensageiro é traduzido e as proteinas do HIV sdo sintetizadas. A
protease viral cliva as proteinas recém formadas em fragmentos menores, e em
seguida ocorre montagem das particulas virais. Apds essa montagem, 0s virions sdo
liberados da célula por um processo de brotamento da membrana plasmatica,
ficando livres para infectar outras células e reiniciar o ciclo de replicacdo (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008; KLIMAS; KONERU; FLETCHER, 2008; FANALES-
BELASIO et al, 2010; MOIR; CHUN; FAUCI, 2011)

FIGURA 1 - ESTRUTURA DO HIV
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FONTE: Adaptado de ABBAS, LICHTMAN e PILLAI (2008)

3.1.4 Patogénese e aspectos imunolégicos

A infeccdo aguda pelo HIV é caracterizada pela infecgdo das células T CD4"
de memoria, que expressam CCR5 nos tecidos linféides da mucosa. Ocorre
destruicdo macica dos linfécitos T CD4", aumento da viremia e disseminacdo do
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virus pelos linfonodos. Nesta fase o individuo infectado apresenta a chamada
sindrome aguda do HIV, caracterizada por sintomas inespecificos como febre,
cefaléia, faringite, linfadenopatia generalizada e urticaria, mas que em alguns casos
pode ser assintomatica. (MANAVI, 2006; LEVY, 2009).

A resposta imunoldgica humoral e celular do hospedeiro contra os antigenos
virais controla temporariamente a infeccdo aguda, diminuindo a replicacéo viral.
Verifica-se assim uma reducéo na viremia e um aumento discreto nas contagens de
linfocitos CD4" (Figura 2). A resposta imunoldgica, entretanto, ndo consegue
erradicar o HIV e prevenir o estabelecimento da infecgdo cronica nos tecidos
linféides. Nesta fase ocorre um periodo de laténcia clinica, com auséncia de
sintomas associada com replicacao viral de baixo grau nos tecidos linféides e perda
lenta e progressiva dos linfocitos T CD4" (LEVY, 2009; FANALES-BELASIO et al,
2010).

FIGURA 2 — EVOLUCAO CLINICA DA INFECCAO PELO HIV
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A progressiva diminuicdo da contagem de linfécitos T CD4" torna os
pacientes mais suscetiveis a infeccfes por outros microorganismos. A resposta
imunologica do hospedeiro a estas infeccbes acaba estimulando a replicacdo do
HIV, mediante estimulo de citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF), que
sédo liberadas durante a resposta imunoldgica. Desta forma, conforme o sistema
imunologico tenta erradicar outros microorganismos, ele acelera a destruicdo dos
linfocitos T CD4", levando a fase final de imunodeficiéncia conhecida como AIDS
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; MOIR; CHUN; FAUCI, 2011)

A AIDS é definida quando a contagem de linfocitos T CD4" esta abaixo de
200 células/mm® ou na presenca de alguma doenca definidora de AIDS,
independente da contagem de CD4" (SCHNEIDER et al, 2008) (Tabela 1). Na
auséncia de tratamento, a maior parte dos pacientes com AIDS vao a 6bito. Neste
quadro, os pacientes sado acometidos com infecgcbes oportunistas, caquexia,
neoplasias e degeneracdo do sistema nervoso central (KLIMAS; KONERU;
FLETCHER, 2008). A manifestacdo de anemia e profunda linfopenia tem sido
associada a AIDS. As infeccfes oportunistas mais comuns em pacientes com AIDS
sdo causadas por Citomegalovirus, Candida albicans, Criptosporidium sp e Isospora
belli (FANALES-BELASIO et al, 2010).

3.1.5 Diagndstico e tratamento

A infeccdo pelo HIV é diagnosticada pela pesquisa de anticorpos anti-HIV
por ensaio de imunoadsorcdo ligado a enzima (ELISA). Tal metodologia possui
sensibilidade e especificidade superiores a 99%. Testes positivos de ELISA devem
ser repetidos e confirmados. Amostras positivas devem ser confirmadas por Western
Blot, que detectam anticorpos contra p24, gp41 e gp120/gp160 do HIV (GUPTA, V.;
GUPTA, S., 2004; MANAVI, 2006; BRASIL, 2009).

Resultados falso-negativos no teste de ELISA podem ocorrer durante a
janela imunologica, que consiste no tempo entre a aquisicdo do virus e o
desenvolvimento de resposta humoral, com producdo de anticorpos. A duracéo da
janela imunolégica é considerada um periodo de trés meses, embora novos testes
de ELISA consigam detectar anticorpos anti-HIV trés semanas apods a infeccao
(GUPTA, V.; GUPTA, S., 2004; MANAVI, 2006).
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Infec¢cBes bacterianas, multiplas ou recorrentes em criancas menores de 13 anos
Candidiase de es6fago;

Candidiase de traquéia, brénquios ou pulmbes;

Cancer cervical invasivo;

Coccidiodomicose, disseminada ou extrapulmonar;

Criptococose extrapulmonar;

Criptosporidiose intestinal cronica (periodo superior a um més);
Citomegalovirose em local que ndo sejam figado, baco e linfonodos;
Retinite por citomegalovirus, com perda de visao

Encefalopatia relacionada com HIV

Herpes simples, com Ulceras crbnicas por um periodo superior a 1 més;
Histoplasmose disseminada ou extrapulmonar

Isosporidiose intestinal crénica (periodo superior a um més);

Sarcoma de Kaposi;

Linfoma de Burkitt;

Linfoma maligno imunoblastico

Linfoma primério do cérebro;

Complexo Mycobacterium avium(MAC);

Tuberculose pulmonar, disseminada ou extrapulmonar;

Mycobacterium de outras espécies, com doenca disseminada ou extrapulmonar;
Pneumonia por Pneumocystis jiroveci;

Pneumonia de repeticéo;

Leucoencefalopatia multifocal progressiva;

Sepse recorrente por bactérias do género Salmonella (nao tiféide);
Neurotoxoplasmose;

Caquexia associada ao HIV (Wasting syndrome)

FONTE: Adaptado de SCHNEIDER et al. (2008)
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No Brasil, o diagnéstico laboratorial do HIV é estabelecido pela Portaria
SVS/MS no 151 de 14 de outubro de 2009 da Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude. O diagndstico laboratorial do HIV é dividido em duas etapas,
uma primeira de triagem e uma seguinte confirmatéria (Figura 3). Na etapa de
triagem é feita a pesquisa de anticorpos anti-HIV 1 e 2 pelas metodologias de
ELISA, ensaio imunoenzimatico de microparticulas (MEIA), ensaio imunolégico com
revelacdo quimioluminescente e derivacfes (EQL), ensaio imunolégico fluorescente
ligado a enzima (ELFA) e ensaio imunoldgico quimioluminescente magnético
(CMIA). Na etapa confirmatoria podem ser utilizadas as metodologias de
imunofluorescéncia indireta (IFI), Western Blot, imunoblot e imunoblot rapido.
Quando uma amostra é reagente para HIV nas etapas de triagem e confirmatoria,
uma segunda amostra deve ser coletada e repetida por alguma das metodologias da
etapa inicial de triagem. A portaria n° 151 indica a realizacdo de testes de biologia
molecular ou investigacdo da infeccdo pelo HIV-2, para os resultados
indeterminados, tanto na etapa de triagem quanto na etapa confirmatoria (BRASIL,
2009).

A carga viral e a contagem de células CD4" sdo os parametros laboratoriais
utilizados para monitorar a resposta a terapia antirretroviral e a evolucao clinica dos
pacientes infectados pelo HIV. A carga viral tem importancia no monitoramento da
resposta a terapia antirretroviral (TARV) e a contagem de células CD4" relaciona-se
com o grau de imunodeficiéncia do organismo. A contagem de células CD4" é
realizada por citometria de fluxo, e constitui um critério fundamental para definicéo
dos estagios da infeccdo pelo HIV (GUPTA, V.; GUPTA, S., 2004; SIMON; HO;
KARIM, 2006).

O objetivo da TARYV é a reducao da morbidade e mortalidade associada com
a infeccdo pelo HIV. A TARV suprime a replicagéo viral, mas ndo erradica o virus do
HIV. A diminuicdo da carga viral acarreta em aumentos nas contagens de células
CD4+, revertendo o quadro de imunodeficiéncia ligado ao HIV (SIMON; HO; KARIM,
2006; KLIMAS; KONERU; FLETCHER, 2008).
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FIGURA 3 — DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECCAO PELO HIV
SEGUNDO PORTARIA SVS/MS n° 151 DE 2009

ANEXO Il

FLUXOGRAMA MINIMO PARA O DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECGAO PELO HIV EM INDIVIDUOS COM IDADE ACIMA DE 18 MESES
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Existem atualmente vinte medicamentos antirretrovirais que sao utilizados no
tratamento da infeccdo pelo HIV. Estes medicamentos sao divididos em seis classes
de antirretrovirais, que compreendem os inibidores nucleosideos da transcriptase
reversa, inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa, inibidores de
protease, inibidores de fusao, inibidores da integrase e os antagonistas de CCR5.
Estas classes de antirretrovirais afetam o HIV em diferentes etapas de seu ciclo de
replicacdo. A abordagem terapéutica mais atual consiste na combinacdo de
diferentes classes de antirretrovirais, caracterizando a terapia antirretroviral de alta
atividade (HAART) (MANAVI, 2006; KLIMAS; KONERU; FLETCHER, 2008).

A introducdo da HAART no tratamento de pacientes infectados com HIV
diminuiu significativamente a morbidade e mortalidade associadas ao HIV,
transformando a doenca, antes fatal, em uma doenca crénica tratavel (SIMON; HO;

KARIM, 2006). Entretanto existe um problema relacionado com a HAART, que € a
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dificil adesdo ao seu regime terapéutico, composto por varios medicamentos com
inlmeras doses. Relatos indicam que a principal causa de resisténcia aos
medicamentos antirretrovirais é falta de adesdo a HAART (KLIMAS; KONERU;
FLETCHER, 2008; MOIR; CHUN; FAUCI, 2011).

3.1.6 Genes que afetam a infec¢ao pelo HIV e progresséo para AIDS

Existe uma grande heterogeneidade quanto ao controle do HIV e as taxas de
progressao da doenca em diferentes individuos (O’'BRIEN; NELSON, 2004). Existem
individuos que mesmo depois de repetidas exposi¢des de alto risco, continuam nao
infectados pelo HIV. Outros individuos denominados ndo progressores de longo
prazo (long-term non-progressors — LTNP) mantém niveis estaveis de CD4" e baixa
carga viral por até 20 anos. Em contraste com os LTNP, os progressores rapidos
nao controlam a viremia, apresentam carga viral exacerbada e desenvolvem AIDS
rapidamente, no prazo de aproximadamente trés anos. Um subconjunto de LTNP
denominado controladores de elite (elite controllers — EC) tem sido foco de inUmeras
pesquisas nos ultimos anos, jA que tais individuos mantém a viremia em niveis
indetectaveis (menor que 50 cépias/mL) na auséncia de TARV. Estas diferencas no
curso da infeccdo do HIV tém sido associadas com determinados genes que afetam
diretamente o ciclo do HIV no hospedeiro (HUNT; CARRINGTON, 2008; AN;
WINKLER, 2010; BLANKSON, 2010; MOIR; CHUN; FAUCI, 2011).

Inimeros genes do hospedeiro tém sido associados com suscetibilidade ou
protecdo a infeccdo pelo HIV e progressao para AIDS. Estas variantes genéticas que
afetam o curso da infeccdo pelo HIV incluem genes da imunidade inata e adquirida,
fatores intrinsecos de restricdo antiviral, e fatores de dependéncia do HIV para
replicacdo viral (AN; WINKLER, 2010; MOIR; CHUN; FAUCI, 2011).

Relatos indicam que a delecéo de 32 pares de bases no gene CCR5 tem um
importante papel no controle da infec¢éo pelo HIV, em individuos portadores desta
mutacdo. Os individuos homozigotos para a mutacdo conseguem bloquear
efetivamente a infeccdo pela cepa R5 do HIV-1, e os heterozigotos apresentam
taxas lentas de progressdao para AIDS (O’BRIEN; NELSON, 2004; HUNT;
CARRINGTON, 2008)

A expresséo do gene que codifica o ligante de CCR5, CCL5 é modulada por

certos polimorfismos de nucleotideo uUnico (SNP) regulatérios, que podem codificar
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niveis diminuidos do ligante CCL5. Individuos que apresentam niveis reduzidos
deste ligante apresentam maior carga viral e progressao mais rapida para AIDS. A
producdo da quimiocina RANTES, outro ligante de CCR5, também é afetada por
certos SNPs. A reducdo da producdo de RANTES tem sido associada com
progressdo rapida para AIDS, enquanto niveis elevados da quimiocina estédo
relacionados com protecdo contra infeccdo pelo HIV-1 e manifestacao tardia da
AIDS (O’BRIEN; NELSON, 2004).

Os genes das interleucinas IL-10 (IL10) e interferon y (IFNG), que séo
potentes citocinas que inibem a replicacdo viral, também apresentam variantes
alélicas que influenciam o curso da infeccdo pelo HIV. O SNP IL10 5A altera a
regido promotora, que reduz a transcri¢cdo de IL10 e produz niveis diminuidos de IL-
10. Individuos homozigotos e heterozigotos para IL10 5A tém apresentado
progressao rapida para AIDS. O gene IFNG possui um alelo na regido promotora (-
179T) que é induzivel pelo TNF, enquanto o alelo tipo selvagem (-179G) nédo é. Os
individuos heterozigotos para IFNG -179T progridem para AIDS mais rapidamente
gue os homozigotos para o alelo selvagem IFNG -179G/G (O’'BRIEN; NELSON,
2004; AN; WINKLER, 2010).

Os alelos do sistema de antigenos leucocitarios humanos (human leukocyte
antigen - HLA), que possuem a funcdo de apresentar peptideos estranhos para as
células T do sistema imunoldgico, foram os primeiros fatores genéticos do
hospedeiro associados com o controle da infecgdo pelo HIV-1 (KAUR; MEHRA,
2009). Inumeros relatos indicam existéncia de associacfes robustas entre
alelos/grupos alélicos de protecdo e suscetibilidade com o controle da replicacdo
viral e evolugéo para AIDS (CARRINGTON; O’'BRIEN, 2003; KAUR; MEHRA, 2009;
AN; WINKLER, 2010; BASHIROVA; THOMAS, CARRINGTON, 2011).

3.2 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

3.2.1 Introdugéao

O complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility complex —
MHC), que no ser humano € denominado sistema HLA, esté localizado no brago
curto do cromossomo 6, sendo constituido por quatro milhdes de pares de bases
(4Mb). A regido do MHC contém mais de duzentos genes, muitos dos quais
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apresentem funcdo imunoldgica. Estas funcgdes imunoldgicas incluem o
processamento e apresentacdo de antigenos (HLA-A, -B, -C, DP, DQ e DR),
inflamacéo (ABCF1, A1F1, DAXX, IER3, LST1, LTA, LTB, NCR3 e TNF), maturacao
de leucécitos (DDAH2 e LY6G), cascata do sistema complemento (BF, C2, C4A e
C4B), imunologia materno-fetal (HLA-E, -F e -G) e regulacdo imunoldgica (NFKB,
RXRB e FKBPL) (JANEWEY et al, 2002; MICKELSON; PETERSDORF, 2004).

A evidéncia do MHC em humanos foi reconhecida no inicio de 1950, a partir
da observacdo que o soro de pacientes com reagles transfusionais causava a
aglutinacdo dos leucécitos dos seus respectivos doadores na transfusdo, bem como
os leucocitos de outros individuos. Estudos posteriores mostraram que mulheres
multiparas também apresentavam estes aloanticorpos que aglutinavam leucécitos.
Em 1958, Jean Dausset caracterizou o primeiro destes aloantigenos, que recebeu a
denominacéo inicial de MAC. Como os aloantigenos que causavam a aglutinacao
estavam presentes nos leucécitos humanos, estes foram chamados de antigenos
leucocitarios humanos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; THORSBY, 2009).

Desde 1964, varios Workshops Internacionais de Imunogenética e
Histocompatibilidade (WIIH) tem sido realizados para a comunicacdo de novas
descobertas sobre o sistema HLA, e para padronizacdo da nomenclatura HLA, e dos
métodos de tipificacdo HLA. O primeiro WIIH ocorreu em 1964 em Durham, NC,
Estados Unidos, e o ultimo em 2008, em Buzios, RJ, Brasil (THORSBY, 2009).

3.2.2 Organizacao génica do MHC

O MHC é uma regido poligénica e polialélica, localizado no brago curto do
cromossomo 6 humano (6p21.3), compreende uma regido de aproximadamente
4000 Kb, com 224 genes, sendo 51 genes diretamente envolvidos na resposta
imunologica (WILLIAMS, 2001; MICKELSON; PETERSDORF, 2004; MASSEY;
McPHERSON, 2006).

O MHC é dividido de acordo com a estrutura e a funcdo dos produtos
génicos em trés regides classificadas como: classe I, classe 1l e classe 1l (Figura 4).
Na regido de classe | (aproximadamente 2000Kb), localizada distalmente em relacéo
ao centromero, estdo localizados os genes HLA classicos de histocompatibilidade,
HLA-A, B e C, bem como de genes HLA néo classicos, HLA-E, F, G e HFE, MICA e
MICB. Na regiao de classe I, localizada mais ao centro (1000 a 1200 Kb), estdo os
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loci HLA-DRA, DRB1-5, DQA1-3, DQB1-2, DPA1, DPB1, DOA, DOB, DMA e DMB.
Também nesta regido estdo localizados varios pseudogenes e os genes LMP1,
LMP2, TAP1, TAP2. A regido de classe lll, localizada entre as de classe | e classe II,
contém, entre outros, os genes que codificam para componentes do sistema
complemento (C2, C4A, C4B), fator B (Bf) e para a enzima 21-hidroxilase. Os genes
que codificam para as proteinas de choque térmico Hsp70, TNF-a e linfotoxinas
a(LTA) e B(LTB), estdo localizados entre o complemento e as regides de classe I.
(MASSEY; McPHERSON, 2006; CHOO, 2007)

FIGURA 4 — ORGANIZACAO GENOMICA DO MHC
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FONTE: Adaptado de BLACKWELL, JAMIESON e BURGNER (2009)

Entre todos os genes do MHC, apenas nove genes estao envolvidos com a
apresentacao de peptideos, sendo denominados genes HLA classicos. Na regido de
classe | se localizam os loci HLA-A, -B e -C e na regiao de classe Il, estdo os loci
DPA1, DPB1, DQA1, DQB1, DRA, DRB1 (WILLIAMS, 2001).
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Os genes da regido MHC séao intimamente ligados, sendo freqientemente
herdados em bloco, constituindo haplotipos e resultando no fenémeno de
desequilibrio de ligacéo (DL) (MASSEY; McPHERSON, 2006).

Os genes HLA séo expressos de forma co-dominante e acompanham a
segregacdo Mendeliana classica. O genétipo de um individuo € constituido por dois
haplétipos, um de origem paterna (ab) e outro de origem materna (cd). Caso nao
ocorra recombinacdo, as quatro combinacdes parentais possiveis, transmitidas aos
descendentes, sdo ac, ad, bc e bd (Figura 5). Portanto, dois irmaos tém 25% de
chance de serem genotipicamente idénticos nos loci HLA, 50% de chance de serem
haploidénticos (compartilharem um haplotipo) e 25% de chance de néo
compartilharem haplétipo algum. Durante a profase | da meiose pode haver
recombinacdo entre os diferentes loci HLA, e caso a recombinacdo ocorra, novos
haplétipos com diferentes combinacdes de alelos serdo formados (GOLDSBY;
KINDT; OSBORNE, 2000; CHOO, 2007; TRIVEDI et al, 2007).

FIGURA 5 — PADRAO DE HERANCA DOS HAPLOTIPOS HLA
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3.2.3 Polimorfismo e nomenclatura do sistema HLA

O sistema HLA apresenta um extenso polimorfismo para os genes de classe
| e Il, caracterizado por um numero muito elevado de alelos, que sdo formas

alternativas de um gene (Figura 6), os quais podem diferir entre si em multiplos
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pontos da sequéncia de sua estrutura primaria (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE,
2000; SHANKARKUMAR, 2004).

Dados do site http://hla.alleles.org/, que € vinculado ao Anthony Nolan

Research Institute, indicam que até abril de 2012 foram descritos 7527 alelos HLA,
sendo 5880 alelos de classe | e 1647 alelos de classe Il (Figura 6). O HLA-B é o
gene mais polimorfico do sistema HLA, com 2490 alelos ja identificados. O HLA-A, -
C e -DRBL1 possuem, respectivamente, 1884, 1384 e 1094 alelos.

Os mecanismos genéticos que contribuem para a geracao do polimorfismo
no sistema HLA incluem mutacbes de ponto, recombinacdes, duplicacbes e
conversdes intragénicas e intergénicas. A grande diversidade dos genes HLA resulta
do acumulo gradual de mudancas nas espécies ancestrais ao longo da evolugéo
(JANEWAY et al, 2002).

FIGURA 6 — GRAU DE POLIMORFISMO GENICO DO SISTEMA HLA
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Acredita-se que o polimorfismo do sistema HLA seja mantido através da
selecdo natural imposta pela morbidade e mortalidade das doencas infecciosas,
garantindo que o ser humano, como espécie, seja capaz de resistir a uma grande
variedade de patdgenos. Algumas hipdteses tém sido propostas para explicar a
manutengao deste polimorfismo, e envolvem a vantagem do heterozigoto, na qual
heterozigotos para o HLA apresentam uma variedade maior de peptideos
antigénicos as células T do que os individuos homozigotos. Outra hipotese é a
selecdo dependente da freqiiéncia, em que um agente patogénico que escapa da
resposta imunoldgica mediada por alelos comuns na populacdo, permanece
suscetivel a respostas mediadas por alelos mais raros (CARRINGTON; O’BRIEN,
2003).

A nomenclatura HLA é determinada pelo comité de nomenclatura para o
sistema HLA, designado pela Organizacdo Mundial de Saude, o qual é responséavel
pela atualizacdo da nomenclatura oficial dos genes HLA e de suas respectivas
proteinas (MARSH et al, 2010).

O nome de um determinado alelo pode ser composto por quatro, seis ou oito
digitos dependendo de sua sequéncia. Os dois primeiros digitos descrevem o grupo
alélico, que freqientemente corresponde com a sua especificidade sorolégica. O
terceiro e quarto digito corresponde a ordem em que a sequéncia do alelo foi
descoberta. Os alelos cujos numeros diferem nos quatro primeiros digitos devem
diferir por uma ou mais substituicbes de nucleotideos, que altera a seqiéncia de
aminoacidos na proteina codificada. Os alelos que diferem somente por
substituicdes sinbnimas devem ser distinguidos pelo uso do quinto e sexto digitos.
Ja os alelos que diferem entre si somente por diferencas nos introns e nas regioes
nao traduzidas sdo distinguidos pelo uso do sétimo e oitavo digitos (MARSH et al,
2010; TAIT, 2011) (Figura 7).

Existem alguns sufixos que podem ser adicionados ao nome do alelo para
indicar seu status de expressao (Figura 7). O sufixo 'N' indica alelos nulos, que nao
sdo expressos. O sufixo 'L' indica alelos que apresentam baixa expressdo na
superficie celular. O sufixo 'S' é utilizado para designar um alelo que codifica uma
proteina que se expressa como uma molécula solluvel/secretada, ndo estando

presente na superficie celular. Alelos com os sufixos 'C', ‘A’ e 'Q’, sdo mais incomuns
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e indicam expressdo citoplasmatica, aberrante e questionavel, respectivamente
(TAIT, 2011)

FIGURA 7 — NOMENCLATURA DO SISTEMA HLA
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Disponivel em http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html

3.2.4 Estrutura e funcéo das moléculas HLA

As moléculas HLA de classe | e Il sdo heterodimeros, com dominios
extracelulares varidveis e dominios transmembrana e intracitoplasmaticos
relativamente constantes (WILLIAMS, 2001; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

As moléculas HLA de classe | sdo codificadas pelos genes HLA-A, B e C.
Sao glicoproteinas de 44-49 kDa, formadas por trés dominios extracelulares, al, a2
e a3, um dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico. Esta cadeia
a pesada se encontra associada de forma n&o covalente a uma cadeia leve, de 12
kDa, denominada 32-microglobulina, que é codificada fora do MHC, no cromossomo
15. Grande parte do polimorfismo da molécula esta localizada nos dominios al e a2
que formam uma estrutura em a-hélice que se apdia em uma plataforma laminar
(folha B), resultando numa fenda que serve de sitio de ligagdo para peptideos,
podendo acomodar de oito a dez residuos de aminoacidos (GOLDSBY; KINDT;
OSBORNE, 2000; MASSEY; McPHERSON, 2006; CHOO, 2007) (Figura 8).

As moléculas HLA classe Il sdo heterodimeros formados por uma cadeia

ade 32-34kD, e uma cadeia B de 28-29kD, associadas de modo nao covalente,
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cada uma com 4 dominios: dominio de ligagcdo ao peptideo (al epl), dominios
imunoglobulina-like (a2 e $2), um dominio transmembrana e um citoplasmatico. Os
genes HLADRAL, -DQAL1 e -DPAL1 codificam as cadeias a das moléculas DR, DQ e
DP e os genes HLA-DRB1, -DQB1 e -DPB1 codificam as suas respectivas cadeias
B. Alguns individuos expressam ainda uma quarta molécula denominada DR52,
DR53 ou DR51, em que a cadeia DRa nao polimorfica, € a mesma cadeia das outras
moléculas HLA-DR e a cadeia 8 é codificada pelos genes DRB3, DRB4 ou DRBS5,
respectivamente. O polimorfismo nas moléculas de classe Il ocorre principalmente
no dominio B1. Os dominios a1 e B1 formam a fenda de ligagcao para os peptideos
estranhos, que pode acomodar de 14 a 25 residuos de aminoacidos (GOLDSBY;
KINDT; OSBORNE, 2000; MASSEY; McPHERSON, 2006; CHOO, 2007) (Figura 9).

FIGURA 8 — ESTRUTURA DA MOLECULA HLA DE CLASSE |
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O segmento a3 da moléculas HLA de classe | forma um dominio semelhante
a imunoglobulina, que serve de local de ligacdo para os co-receptores CD8 das
células T citotoxica. Na molécula HLA de classe Il, uma al¢ca do segmento B2 liga-se
ao co-receptor CD4" da célula T auxiliar (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008)
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As moléculas HLA de classe | se expressam constitutivamente em todas as
células nucleadas e nas plaguetas, enquanto as moléculas HLA de classe I
possuem uma distribuicdo mais restrita, se expressando nas chamadas células
apresentadoras de antigenos, como as células dendriticas, macréfagos e linfécitos
B, além de alguns outros tipos celulares, como células epiteliais do timo (ERLICH,;
OPELZ; HANSEN, 2001; CHOO, 2007; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

FIGURA 9 — ESTRUTURA DA MOLECULA HLA DE CLASSE II
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A funcao primordial das moléculas HLA de classe | e Il € se ligar a antigenos
estranhos e apresenta-los aos linfocitos T especificos, através da interacdo do HLA
associado ao peptideo antigénico com o TCR. As moléculas HLA de classe |
apresentam antigenos enddgenos as células T-CD8", e as moléculas HLA de classe
Il apresentam antigenos exodgenos as células T- CD4" (ERLICH; OPELZ; HANSEN,
2001; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; HOWELL; CARTER; CLARK, 2010).

Na apresentacdo de antigenos via HLA de classe I, as moléculas HLA de

classe | se ligam a peptideos resultantes da fragmentacédo de proteinas enddgenas
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localizadas no citosol. Os peptideos fragmentados séo transportados do citoplasma
para o reticulo endoplasmatico pelas proteinas TAP, onde ocorre ligacdo do
peptideo com a fenda da molécula HLA de classe I. Em seguida, o complexo
HLA/peptideo é transportado através do aparelho de Golgi para a superficie celular,
onde sera exposto aos receptores dos linfécitos T CD8+. A apresentacdo de
antigenos via moléculas HLA de classe IlI, por sua vez, comec¢a com a captura de
antigenos extracelulares por endocitose. Ocorre processamento das proteinas
internalizadas em vesiculas endossémicas e sintese das moléculas HLA de classe |l
no reticulo endoplasmatico. As proteinas HLA recém sintetizadas séo transportadas
para os endossomos associadas com uma proteina chamada de cadeia invariante
(I), que ocupa as fendas de ligacdo de peptideos na molécula HLA. No interior do
endossomo, a cadeia invariante é degradada, possibilitando a ligagcdo do peptideo
processado com a molécula HLA de classe Il. Posteriormente, o complexo HLA
/peptideo é transportado para a superficie celular, onde sera exposto aos receptores
dos linfécitos T CD4" (JANEWAY et al, 2002; MASSEY; McPHERSON, 2006;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008)

3.2.5 Aspectos clinicos envolvendo as moléculas HLA
3.2.5.1 HLA e transplante

O principal obstaculo para o sucesso dos transplantes de érgdos sélidos e
de células tronco hematopoiéticas é a rejeicado mediada imunologicamente a tecidos
estranhos. O sucesso do aloenxerto depende da minimizacdo desta resposta
imunoldgica, que pode ser obtida através da compatibilidade entre o par receptor/
doador para o HLA, e da terapia imunossupressora do paciente (HOWELL,;
CARTER; CLARK, 2010). O alorreconhecimento do enxerto pode ocorrer tanto da
forma direta, em que as células T do receptor reconhecem as moléculas HLA
intactas do doador, quanto da forma indireta, na qual as moléculas HLA do doador
sdo processadas por uma célula apresentadora de antigeno e apresentadas aos
linfocitos T do doador (ERLICH; OPELZ; HANSEN, 2001; SAGE, 2010).

O grau de compatibilidade entre o receptor e doador para os antigenos do
MHC é fundamental no transplante de células tronco hematopoiéticas. Quanto maior

for o grau de compatibilidade HLA entre o par receptor/doador, para os alelos HLA-
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A, -B, -C, -DRB1 e DQB1, menor sera a incidéncia de complicacbes como a
manifestacdo da doenca do enxerto contra o hospedeiro e a falha na pega do
enxerto, e melhor sera a sobrevida pés transplante (PETERSDORF et al, 2003). Por
sua vez, a presenca de multiplas incompatibilidades para HLA-A, -B, -C e -DRB1
aumenta tanto a incidéncia de complicacdes associadas ao transplante de medula
O0ssea, quanto as taxas de mortalidade relacionadas com o procedimento
(PETERSDORF, 2004; SAGE, 2010).

3.2.5.2 HLA e associacdo com doencas

A associacado de um alelo HLA com uma determinada doenca pode refletir o
desequilibrio de ligacdo entre um gene HLA e outro gene diretamente envolvido no
processo patologico, ou o envolvimento direto da molécula do HLA na etiologia da
doenca. Dois tipos de estudos tém sido utilizados para avaliar a associagao entre 0s
alelos do sistema HLA com doencas, os estudos de ligacao, realizados em familias,
e 0s estudos populacionais de associacdo (GHODKE et al, 2005).

A associacdo entre alelos HLA e doencas infecciosas mostram que a
variacdo no sistema HLA esta relacionada a resisténcia ou a susceptibilidade a
doencas infecciosas. Os estudos de associacdo entre HLA e doencas infecciosas
tém demonstrado que patégenos contribuem para a distribuicdo dos alelos HLA em
populacées humanas. No caso da malaria, o alelo HLA-B*53 e o HLA-DRB1*13:02
sdo sobre-representados entre os individuos que séo resistentes a maléaria grave,
sugerindo que eles séo alelos protetores para a doenca. Além disso, esses alelos
sdo mais frequentes entre os africanos do oeste, que sdo expostos ao parasito que
causa malaria, do que em outros grupos populacionais, indicando sele¢do que
favorece individuos com os alelos protetores e, desta forma, elevando a frequéncia
de tais alelos na populacdo (CARRINGTON; O’BRIEN, 2003; BLACKWELL,;
JAMIESON; BURGNER, 2009).

Além das doengas infecciosas, muitas doencgas auto-imunes, cancer e
doencas de outras etiologias mostram associacdo com HLA. Em alguns casos, a
associagdo com as moléculas HLA de classe | classicas reflete o DL com o gene real
de predisposicdo a doenca. Entretanto, em grande numero de exemplos, 0s riscos
para as doencas estdo diretamente relacionados as moléculas classicas de classe |
ou Il (GHODKE et al, 2005; THORSBY; LIE, 2005).
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Os alelos HLA DQB1*03:02 e DQA1*03 foram identificados como fatores de
predisposicao para a diabetes melito tipo 1, enquanto que o alelo DQB1*03:01 foi
associado com um efeito protetor a doenca (FERREIRA et al, 2009). A associacdo
do HLA B*27 com espondilite anquilosante tem sido amplamente relatada, sendo
gue mais de 90% dos pacientes com a doenca possuem HLA B*27, enquanto a
frequéncia deste alelo na populacdo normal varia de 5 a 10%. Mais de 95% dos
pacientes com narcolepsia possuem o alelo DQB1*06:02, que constitui uma das
associacOes mais robustas entre um alelo HLA e uma doenca (WILLIAMS, 2001).

Cerca de 90% dos pacientes com doenca celiaca possuem os alelos
DQA1*05:01 e DQB1*02:01, comparado com 20-30% dos controles sadios. Na
artrite reumatodide, estudos populacionais realizados em diferentes etnias
identificaram os alelos DRB1*04:01, DRB1*04:04, DRB1*04:05, DRB1*01:01 e
DRB1*14:02 como alelos de suscetibilidade a doenca. As moléculas HLA
codificadas por esses genes compartiham uma sequUéncia conservada de
aminoacidos nas posicbes 70-74, definida como epitopo compartilhado de
suscetibilidade (GHODKE et al, 2005).

Na infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV), os alelos HLA-DRB1*06,
DRB1*08 e DRB1*16 estdo associados com a hepatite B crbnica, e o alelo HLA-
DRB1*07 possui papel protetor contra a infeccdo pelo HBV (HAN et al, 2005). Foi
relatado que o alelo HLA-DRB1*13:02 esta relacionado com clareamento do HBV, e
diversos estudos demonstraram uma associacdo dos alelos HLA-DRB1*11:01 e
HLA-DQB1*03:01 no processo de clareamento do HCV (MARTIN; CARRINGTON,
2005). Em inumeros estudos relataram que o alelo HLA-DRB1*07 esta associado
com infeccdo cronica pelo virus da hepatite C (HCV) (CORGUI et al, 2008).

3.2.6 HLA e HIV

Entre os diferentes fatores genéticos do hospedeiro que afetam a infeccéo
pelo HIV, os alelos HLA de classe | (-A, -B e -C) apresentam os efeitos mais
significativos no controle da replicacdo do virus, afetando assim, a progressédo para
AIDS (CARRINGTON; OBRIEN, 2003; KAUR; MEHRA, 2009; BASHIROVA;
THOMAS, CARRINGTON, 2011).

Inimeros relatos de associagfes de protecdo e suscetibilidade entre os
genes HLA de classe | e o HIV tem sido relatadas na literatura (STEPHENS, 2005).
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As principais associacdes de suscetibilidade incluem os grupos alélicos A*23, B*35,
B*53, B*58:02, C*07 e C*16. J4 as associacOes de protecdo relatadas com maior
frequéncia incluem os grupos A*32, B*14, B*27, B*57, B*58:01, C*08, C*14 e C*18
(STEPHENS, 2012). Alguns grupos alélicos, como B*51, B*52 e C*04 apresentam
relatos de associagbes, ora de protecdo, ora de suscetibilidade (CADOGAN,;
DALGLEISH, 2008; KAUR; MEHRA, 2009). Os relatos envolvendo os grupos B*27,
B*57 e B*35 constituem as associagdes mais consistentes envolvendo genes HLA
de classe | e o HIV, tendo sido constantemente relatadas em diferentes estudos,
envolvendo pacientes de diferentes etnias (STEPHENS, 2012)

Relatos indicam uma associac¢ao significativa entre a homozigose nos genes
HLA de classe | e rapida progressao para AIDS, tanto em caucasianos quanto em
afro-americanos. Os trés loci de classe | contribuem de modo independente para a
associacdo, e a progressdao para AIDS é mais pronunciada em individuos
homozigotos para os trés loci de classe | (MARTIN; CARRINGTON, 2005;
BASHIROVA; THOMAS, CARRINGTON, 2011).

A heterozigose para os genes HLA de classe |, por sua vez, é considerada
uma vantagem seletiva contra o HIV, pois permite a apresentacdo de uma grande
variedade de antigenos virais aos linfocitos T CD8*, gerando uma resposta
imunologica mais ampla e diversificada (MARTIN; CARRINGTON, 2005). Foi
relatado que 28-40% de individuos caucasianos que retardaram o desenvolvimento
da AIDS por mais de dez anos eram heterozigotos para os HLA-A, -B e -C (KAUR;
MEHRA, 2009).

Os alelos HLA-B*27 e HLA B*57 tem sido associados como alelos protetores
para AIDS, uma vez que estes alelos retardam o tempo de progresséo da doenca. O
alelo HLA-B*35 e o haplétipo HLA-A1-C7-B8-DR3-DQ2, por sua vez, estdo
relacionados com progressdo acelerada para AIDS, sendo considerados como
fatores de suscetibilidade na infeccéo pelo HIV-1 (CARRINGTON; O’'BRIEN, 2003;
MARTIN; CARRINGTON, 2005; KAUR; MEHRA, 2009).

O alelo HLA-B*57 apresenta o efeito protetor mais significativo em relagéo a
AIDS, uma vez que tal alelo exerce um controle efetivo na carga viral, retardando de
forma expressiva a evolucéo para AIDS. Relatos indicam que a freqiiéncia do HLA-
B*57 esta aumentada nos controladores de elite, que mantém a viremia em niveis

indetectaveis na auséncia de TARV. A apresentacdo de trés ou quatro epitopos
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imunodominantes em regides conservadas do antigeno Gag pelo HLA-B*57 aos
linfécitos T CD8+, controla a replicacao viral do HIV, ja que direciona a producao de
variantes de escape do HIV, com baixa capacidade de replicacdo (GOULDER,;
WATKINS, 2008; KAUR; MEHRA, 2009). A resposta das células T CD8+ contra
epitopos destas variantes de escape parece ser fundamental no bloqueio da
atividade replicativa do HIV (BASHIROVA; THOMAS, CARRINGTON, 2011).

O alelo HLA-B*27 também oferece protecdo em termos de controle da
replicacédo viral e progressao para AIDS. O mecanismo de protecdo do HLA-B*27, de
maneira semelhante ao HLA-B*57, envolve a inducdo de uma resposta do linfocito
CD8+ contra um epitopo Gag altamente conservado, denominado KK10. Sob a
presséo dos linfocitos T CD8+ restritos ao HLA-B*27, o HIV passa por um complexo
padrdao de mutacdes que, eventualmente, pode resultar em virus com capacidade de
replicagdo deficiente. O desenvolvimento de variantes de escape com esta
caracteristica esta relacionada com progressao lenta para AIDS (CARRINGTON;
O’BRIEN, 2003; GOULDER; WATKINS, 2008; KAUR; MEHRA, 2009).

O HLA-B*35, que é encontrado em associa¢ao haplotipica com HLA-C*04, é
o alelo mais frequentemente associado com suscetibilidade a infeccdo pelo HIV e
progressdo rapida para AIDS. A progressao acelerada da AIDS entre individuos
HLA-B*35 esta diretamente relacionada com um subconjunto de alelos do HLA-B,
denominados B*35-Px, que engloba os alelos HLA-B*35:02, HLA-B*35:03, HLA-
B*35:04 e HLA-B*53:01. Os linfocitos T CD8+ restritos ao HLA-B*35 raramente
reconhecem epitopos Gag na infeccdo primaria, e por isso ndo sdo capazes de
estabelecer uma resposta protetora contra o HIV (CARRINGTON; O’BRIEN, 2003;
BASHIROVA; THOMAS, CARRINGTON, 2011).

Diferentemente dos genes HLA de classe |, os alelos HLA de classe Il ndo
apresentam associagdes consistentes com a infeccdo pelo HIV e progressédo para
AIDS. Alguns estudos relatam efeitos de protecdo e de suscetibilidade, para os
alelos HLA-DRB1*01 e DRB1*15:03, respectivamente (BASHIROVA; THOMAS,
CARRINGTON, 2011). O haplétipo HLA-DRB1*13:01/02-DQB1*06 tem sido
associado com controle da carga viral em pacientes em TARV (MALHOTRA et al,
2001, MARTIN; CARRINGTON, 2005).

Varios estudos tém associado o alelo HLA-B*5701 com a manifestacédo de

hipersensibilidade ao antirretroviral abacavir. Como a presenca do alelo HLA-
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B*57:01 possui um grande valor preditivo no diagnostico da hipersensibilidade ao
abacavir, a tipagem deste alelo tem sido preconizada em individuos com indicacao
de terapia com abacavir (KAUR; MEHRA, 2009; PHILLIPS et al, 2011).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

O presente estudo faz parte de um amplo projeto intitulado “Investigagao do
polimorfismo génico de marcadores da resposta imune inata na infecgédo por HIV”,
desenvolvido sob a coordenacdo da Prof2. Dra. lara José Taborda de Messias-
Reason. Tal projeto foi submetido a andlise e parecer do Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (HC/UFPR), tendo sido devidamente aprovado e registrado sob o
namero 1409.074/2007-04.

4.2 CASUISTICA

4.2.1 Pacientes

O presente estudo utilizou 306 amostras de pacientes HIV positivos,
coletadas de agosto de 2007 a agosto de 2010. Todos 0s pacientes eram maiores
de 18 anos, diagnosticados segundo o protocolo da Coordenacdo Nacional de
DST/AIDS do Ministério da Saude, e atendidos no Ambulatério de Doencas
Infecciosas e Parasitarias do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana (HC/UFPR). Estes pacientes sdo participantes do projeto “Investigagao do
polimorfismo génico de marcadores da resposta imune inata na infeccédo por HIV”, e
concordaram com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido da pesquisa,
aprovada e registrada no CEP com o numero 2007021749.

Foi realizada revisdo dos prontuarios de todos os pacientes para compilacéo
dos seguintes dados:

e Data de diagnostico da infecgao pelo HIV;

¢ Data do inicio da TARV;

e Carga viral antes do inicio da TARV;

e Contagens de CD4" antes do inicio da TARV (CD4" Nadir);

e Manifestacdo de doengas oportunistas.
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Os pacientes que ndo apresentavam contagens de CD4" e carga viral antes
do inicio da TARV foram excluidos. Com base neste parametro de exclusdo, foram
considerados 286 pacientes para investigacdo no presente estudo.

O desenho do estudo seguiu os critérios propostos por Saah et al. (1998),
Gao et al. (2001) e Trachtenberg et al. (2003), no qual os pacientes HIV positivos
sao divididos em um grupo com AIDS, e outro grupo sem AIDS, com o intuito de
estudar a influéncia dos genes HLA de classe | no prognéstico diferencial para AIDS.
Os critérios do CDC para definicdo de casos de AIDS foi utlizado para
caracterizacédo dos grupos AIDS e nédo AIDS (SCHNEIDER et al, 2008).

4.3 METODOLOGIA

4.3.1 Extracdo de DNA das amostras

A extracdo do DNA gendmico dos pacientes foi realizada no Laboratério de
Imunopatologia Molecular do Servico de Anatomia Patolégica do HC/UFPR,
utilizando o kit comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI,

Estados Unidos), seguindo as instrucdes do fabricante.
4.3.2 Quantificagédo do DNA nas amostras

As amostras de DNA gendmico dos pacientes foram quantificadas em um
espectrofotometro NanoDrop® 2000. Todas as amostras foram avaliadas para os

valores de concentracdo e pureza da amostra (relacdo 260/280).
4.3.3 Tipificagdo HLA por PCR — SSO
4.3.3.1 Principio da tecnologia Luminex

A tipificacdo HLA por PCR-SSOP (Polymerase Chain Reaction — Specific
Sequence Oligonucleotides Probes) utiliza a tecnologia Luminex (Luminex
Corporation, Austin, TX, USA), cujo principio se baseia na utilizacdo de microesferas
codificadas por diferentes tonalidades de fluorescéncia (Figura 10) na citometria de
fluxo. As diferentes tonalidades de fluorescéncia sdo produzidas pela mistura de dois
corantes fluorescentes (red e infrared) em diferentes proporc¢des, conferindo uma

identidade para cada microesfera em particular. As diferentes microesferas sao
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revestidas com sondas especificas para os alelos HLA, e cada microesfera de uma
determinada tonalidade esta conjugada a um unico tipo de sonda (HEINEMANN,
2009; DUNN, 2011; BONTADINI, 2012).

FIGURA 10 — TONALIDADES DE FLUORESCENCIA DAS MICROESFERAS DO
KIT LABTYPE PCR-SSO
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O analisador de fluxo LABScan 100 ™ utiliza dois lasers, um vermelho e um
verde, para identificar a fluorescéncia da microesfera e a fluorescéncia do marcador
da reacdo de hibridizacdo, respectivamente (Figura 11). O laser vermelho possui
comprimento de onda de 633nm, e excita 0s corantes internos da microesfera a fim
de identificar qual das microesferas esta sendo lida. O laser verde, que possui
comprimento de onda de 532nm, reconhece se a microesfera caracterizada pelo
laser vermelho, estd ou ndo marcada com a estreptoavidina-ficoeritrina (SAPE), que
€ o marcador de fluorescéncia na reacdo de hibridizacdo da PCR-SSO
(HEINEMANN, 2009; DUNN, 2011; BONTADINI, 2012).
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FIGURA 11 — ACAO DOS LASERS NO LABSCAN100™ DURANTE A REACAO DE
HIBRIDIZACAO NA PCR-SSO
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4.3.3.2 PCR-SSO LABType®

A tipificacdo HLA dos loci HLA-A, -B e -C foi realizada pela técnica PCR-
SSOP utilizando o kit LABType® (One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA). A
técnica PCR-SSO é composta por quatro etapas: amplificacdo do DNA alvo;
eletroforese para andalise do material amplificado; hibridizacdo com as microesferas

e analise dos dados obtidos no software HLA Fusion (Figura 12).

FIGURA 12 - PRINCIPIO DA TIPIFICACAO HLA POR PCR-SSO
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FONTE: Adaptado de http://www.onelambda.com/source/pdffiles/productsheets/LType_ps_r200711.pdf
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Na etapa de amplificacdo, o DNA alvo foi amplificado por uma PCR,
utilizando primers especificos para cada locus. Os primers sdo marcados com
biotina e especificos para os éxons 2 e 3 dos genes HLA-A, -B e -C. Foi utilizada a
enzima Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, USA), e os demais reagentes
da mistura de reacao (dNTPs, tampao e MgCl,) estdo presentes na solugdo D-mix
do kit LABType®. A amplificacdo foi realizada no termociclador GeneAmp PCR
System 9700, seguindo o protocolo de amplificacdo descrito na tabela abaixo
(Tabela 2).

TABELA 2 — PROTOCOLO DE AMPLIFICACAO DA TIPIFICACAO HLA POR PCR-
SSO

|. Hold 94°C — 2 minutos *(Quando se utiliza Tag Polimerase Platinum)
Il. Hold 96°C — 3 minutos
lll. 5 ciclos 96°C — 20 segundos

60°C — 20 segundos
72°C - 20 segundos

IV. 30 ciclos 96°C — 10 segundos
60°C — 15 segundos
72°C - 20 segundos

V. Hold 72°C — 10 minutos

VI. Hold 04°C — infinito

FONTE: O AUTOR

Para verificar a eficacia do procedimento técnico e dos reagentes utilizados,
foram incluidos, em cada bateria de amplificacdo, um controle negativo com agua
ultrapura e um controle positivo com DNA de uma célula de referéncia do programa
de qualidade da Universidade da California, Los Angeles (UCLA).

Apoés a etapa de amplificacdo, foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose para separar os fragmentos de DNA amplificados pela PCR. A eletroforese
foi realizada em gel de agarose 2,5% com brometo de etideo, sob voltagem de 150
V por dez minutos. Apos a corrida eletroforética, os fragmentos amplificados foram
visualizados no gel exposto a luz ultravioleta no transiluminador UV. O padrao das

bandas no gel foi fotografado por um sistema de fotodocumentacdo acoplado ao



a7

transiluminador. Se o DNA foi amplificado corretamente, verifica-se a presenca de
duas bandas coradas com brometo de etideo, referentes aos éxons 2 (fragmento
com 580 pb) e 3 (fragmento com 360 pb) dos loci HLA-A, -B e -C (Figura 13).

A realizacdo da eletroforese assegura que somente as amostras
amplificadas que apresentem bandas adequadas para os éxons 2 e 3 dos HLA-A, -B

e -C sejam submetidas a etapa de hibridizacéo.

FIGURA 13 — PADRAO ELETROFORETICO DA TIPIFICACAO HLA POR PCR-SSO

—> Banda Exon 2
(580 pb)

> Banda Exon 3
(360 pb)

FONTE: O AUTOR
NOTA: CP — Controle Positivo da UCLA; CN — Controle Negativo com &gua ultrapura

Na etapa de hibridizagdo, o DNA amplificado é desnaturado e submetido a
hibridizagcdo com um conjunto de sondas de oligonucleotideos sequiéncia especifica,
gue estdo imobilizadas nas microesferas de poliestireno codificadas por coloracéo
fluorescente. Apos a etapa de hibridizacdo, as microesferas sdo submetidas a um
processo de lavagem e posterior reacdo com um conjugado de estreptoavidina-
ficoeritrina (SAPE), que se liga ao DNA amplificado biotinilado. Na ultima fase, o
analisador de fluxo LABScan™ 100 identifica a intensidade da fluorescéncia da
ficoeritrina em cada microesfera (Figura 11).

O método de analise da tipificacdo HLA por PCR-SSO reverso utiliza o
software HLA Fusion (Figura 14) para determinar os alelos dos genes HLA. A
analise do padréo de reatividade de cada amostra de DNA em relacdo ao conjunto
de sondas conjugadas as microesferas permite o estabelecimento do gendtipo HLA

em meédia resolucao.
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FIGURA 14 — SOFTWARE HLA FUSION PARA ANALISE DA TIPIFICACAO HLA
POR PCR-SSO
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4.3.3.3 Critérios de analise e liberacdo dos resultados

Para garantir acuracia e seguranca dos resultados da tipificagdo HLA por
PCR-SSO, os seguintes parametros de andalise no HLA Fusion foram levados em
consideracao:

e Valor da fluorescéncia bruta (Raw) das microesferas 13 (microesfera
controle positivo do éxon 2) e 32 (microesfera controle positivo do
exon 3) acima de 1000;

e Valor da fluorescéncia bruta (Raw) da microesfera 35 (microesfera
controle negativo) abaixo de 50;

e Contagem de microesferas acima de 80;

¢ Até dois ajustes de cut-off por amostra;

¢ Dupla analise, realizada em dias diferentes.
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Os resultados das tipificagbes HLA que apresentarem ambiguidades foram
resolvidas da seguinte maneira:
e Ambiguidades que possuam um alelo comum e um alelo raro foram
resolvidas por PCR-SSP;
e Ambiguidades que possuam dois alelos raros (probabilidade de
ocorréncia menor que 1 / 2,5x10%), ndo foram resolvidas, e os alelos
comuns presentes na ambiglidade foram considerados como

resultado final.

A designagéao dos alelos como “comuns” e “raros” foi realizada conforme lista
de alelos raros versdo 3.7.0 do IMGT HLA database, disponivel em

http://bioinformatics.nmdp.org/HLA/Rare Allele Lists/Biannual Rare Allele Lists.as

pX.

Para a realizacdo das analises estatisticas, os resultados da tipificacdo HLA
serdo considerados em baixa resolucao (dois primeiros digitos), que corresponde ao
grupo alélico do gene HLA.

4.3.4 Andalise Estatistica

As frequéncias alélicas foram obtidas através de contagem direta. A
frequéncia de um alelo (FA) é obtida somando-se o numero de individuos
heterozigotos para aquele alelo (Het) mais duas vezes o numero de individuos
homozigotos (Hom) e dividindo-se o resultado pelo dobro do numero total de
individuos (n). As frequéncias haplotipicas foram obtidas por maxima
verossimilhanga com o algoritmo EM, incluido no pacote de programas ARLEQUIN
v.3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Para avaliacdo das hipoteses de equilibrio de
Hardy-Weinberg, segundo Guo e Thompson (1992), e de diferenciacdo populacional,
segundo Raymond e Rousset (1995) e Goudet et al. (1996), foi utilizado o pacote de
programas ARLEQUIN v.3.5. O teste exato de diferenciacdo populacional foi
configurado com 10.000 passos da cadeia de Markov e 1.000 passos de
desmemorizagdo. O calculo de desequilibrio de ligacéo (valores de D" e p) foi feito
com o pacote de programas ARLEQUIN v.3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010),

adotando como limite de significancia p=0,05.


http://bioinformatics.nmdp.org/HLA/Rare_Allele_Lists/Biannual_Rare_Allele_Lists.aspx
http://bioinformatics.nmdp.org/HLA/Rare_Allele_Lists/Biannual_Rare_Allele_Lists.aspx
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Os dados obtidos foram registrados em planilha eletrdnica Microsoft Excel®,
conferidos e exportados para posterior analise estatistica no software Statistica -
Statsoft®.

A estimativa da diferenca de variaveis continuas de distribuicdo normal foi
realizada pelo teste paramétrico, teste t de Student e Anova enquanto que para
variaveis de distribuicdo assimétrica, o teste nao-paramétrico, teste de Mann-
Whitney e Anova de Kruskal-Wallis foram utilizados. Para a estimativa de diferenca de
varidveis categoricas foram aplicados os testes exato de Fisher e qui-quadrado de
Pearson. Quando apropriado, foi calculado o odds ratio, com intervalo de confianca
de 95%. O modelo de Regresséo Logistica Multivariada foi aplicado para identificar
variaveis preditoras para os diferentes desfechos estudados. Para todos os testes foi
considerado um nivel minimo de significancia de 5% e poder de teste minimo de
85%. O erro do tipo Il pode ter ocorrido para as associagdes estimadas como nao
significativas em virtude do tamanho da amostra nos estudos de grupos com numero

reduzido.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTATISTICA DESCRITIVA

O grupo de estudos foi constituido de 286 pacientes HIV+, com média de
idade de 43,7 + 11,1 anos (20,0 a 76,0 anos), distribuidos de forma semelhante
guanto ao sexo, 141 masculinos (49,3%) e 145 femininos (50,75%), com 94,7%
deles de etnia caucasiana.

A maior parte dos pacientes apresentou faixa etaria entre 31 e 50 anos
(64,6%), sendo 84 pacientes (29,3%) na faixa etaria de 31 a 40 anos e 101
pacientes (35,3%) na faixa etaria de 41-50 anos. O gréfico 1 ilustra a distribuicdo em

relacdo a faixa etaria nos pacientes do estudo.
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GRAFICO 1 - DISTRIBUICAO DE ACORDO COM A FAIXA ETARIA NOS
PACIENTES HIV+

Um total de 197/286 (68,8%) pacientes foram diagnosticados apés o ano
2000. Dos 88 casos diagnosticados antes do ano 2000, 4/286 (1,39%) casos
apresentaram diagndstico antes de 1990. O gréfico 2 ilustra a distribuicdo dos casos
(em nimeros) em relacdo ao ano de diagnéstico.
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GRAFICO 2 - DISTRIBUICAO DE ACORDO COM O ANO DE DIAGNOSTICO NOS
PACIENTES HIV

Com relacdo ao grupo de risco para aquisicdo do HIV, 130/286 (45%)
pacientes foram caracterizados no grupo de risco sexual, 23/286 (8%) pacientes
eram usuarios de drogas injetaveis, e 17/286 (6%) pacientes adquiriram o HIV por
meio de transfusdo sanguinea. O grafico 3 ilustra a distribuicdo dos casos (em %)
em relagéo aos grupos de risco. Nossos resultados diferem dos dados de grupo de
risco obtidos no estudo de associacdo conduzido por Huang et al (2009), que
verificou aumento expressivo no grupo de risco de usuarios de drogas injetaveis
(31,2%), e menor representacdo do grupo de risco de transfusdo sanguinea (2,2%).
Os achados de Silva e cols.(2010), por outro lado, indicam participagao significativa
do grupo de risco sexual (84,8%). Essas diferencas em relacdo aos nossos dados
podem ser explicadas pelo numero significativo de pacientes (36%) que nao
apresentavam dados sobre grupo de risco nos seus respectivos prontuarios.

N&o se observou diferenca significativa entre os pacientes com e sem AIDS
no que se refere aos grupos de risco (p = 0,13) (Grafico 4). Este achado é
corroborado por Huang et al (2009), que ndo observaram diferencas significativas
entre os pacientes com e sem AIDS, em relacdo aos grupos de risco sexual,

transfusdo sanguinea e usuarios de drogas injetaveis.
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GRAFICO 3 - DISTRIBUICAO DE ACORDO COM O GRUPO DE RISCO NOS
PACIENTES HIV
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GRAFICO 4 - DISTRIBUICAO DE ACORDO COM O GRUPO DE RISCO NOS
GRUPOS AIDS E NAO AIDS

Do total de pacientes, 35/286 (12,2%) nao receberam TARV e 183/286
(64,0%) cursaram com AIDS. A mediana da contagem de células T CD4+ dos
pacientes HIV+ foi de 195 células /mm?, variando de 3 a 1183 células /mm? (IC 95%
= 21,0 - 575,0). Para a carga viral, a mediana foi 57.950 copias/ml, variando de 50 a
840.000 copias/ml (IC 95% = 1200 — 542.000). Huang e cols.(2009) relataram
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mediana da contagem de células T CD4" de 409,4 células /mm® em seus pacientes
HIV+. Silva e cols. (2010), por sua vez, observaram mediana da contagem de
células T CD4+ de 303 células /mm3 e mediana da carga viral de 107.840 copias/ml
e, valores que diferem dos nossos achados. Uma possivel explicacdo para essas
diferencas deve-se ao numero aumentado de pacientes com AIDS (64,0%) entre o
total dos pacientes HIV+.

N&o houve diferenca significativa em relacéo a etnia entre os grupos AIDS e
NAO AIDS (p = 0,54). N&o se observou diferenca entre os grupos no que se refere a
distribuicdo do ano de diagndstico (p = 0,51). No grupo com AIDS, a distribuicédo
quanto ao sexo foi semelhante, enquanto no grupo NAO AIDS predominou 0 Sexo
feminino (p < 0,01) (Grafico 5). Em relacéo a idade observou-se média superior no
grupo com AIDS em relacdo ao NAO AIDS (45,8 + 10,9 versus 39,8 + 10,3; p <
0,01).
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GRAFICO 5 — DISTRIBUICAO DE ACORDO COM O SEXO NOS GRUPOS
AIDS E NAO AIDS

O gréafico 6 ilustra a distribuicdo dos casos (em %) em relacdo a faixa etaria
nos grupos AIDS e NAO AIDS (p < 0,001). Os grupos AIDS e NAO AIDS
apresentaram distribuicdo similar de casos nas faixas etarias de 31-40, 41-50 e 51-
60 anos. No entanto, verificou-se predominio do grupo NAO AIDS na faixa etaria de
18-30 anos (20,3% x 6,5%) (p< 0,01), enquanto na faixa etaria acima de 60 anos,
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houve predominio do grupo AIDS (11,4% x 1,9%) (p< 0,01) em relagdo ao grupo
NAO AIDS. Estes achados podem estar relacionados com o fenémeno imunoldgico
de imunosenescéncia, no qual se verifica declinio progressivo da funcéo imunolégica
inata e adquirida, aumentando assim a suscetibilidade dos individuos idosos para
doencas auto-imunes, cancer e infecgdes (DEEKS et al., 2012; HIGH et al., 2012).

m AIDS H NAD AIDS

40

35

30

25

15

10

183 30 31240 41350 51360 > 650
p<0,01 p =< 0,01

GRAFICO 6 - DISTRIBUICAO DE ACORDO COM A FAIXA ETARIA NOS
GRUPOS AIDS E NAO AIDS

A tabela 3 apresenta a mediana com intervalo de confianca 95% da carga
viral e contagem de CD4" dos grupos AIDS e NAO AIDS. O grupo AIDS apresentou
valor significativamente maior de mediana de carga viral em relacéo ao grupo NAO
AIDS (126.000 coépias/ml x 26.000 cépias/ml) (p< 0,001). Ja para a contagem de
células T CD4", o grupo AIDS apresentou valor de mediana significativamente
menor que o valor observado para o grupo NAO AIDS (96,0 células/mm?® x 399,0
células/mm?) (p< 0,001). Essas diferencas indicam que os grupos AIDS e NAO AIDS
estdo bem caracterizados segundo os critérios descritos por Schneider e cols.
(2008). Esta heterogeneidade garante que as associacdes, baseadas nas
frequéncias alélicas dos genes HLA de classe | nestes diferentes grupos, sejam

confiaveis.
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TABELA 3 — MEDIANA E IC 95% DA CONTAGEM DE CD4" E CARGA VIRAL
NOS PACIENTES HIV+

COM AIDS (n =183) SEM AIDS (n = 103) *n
Carga Viral (cépias/ml) 126.000 (5270-750.000) 26.000 (400-147.000) < 0,001
CD4" (células/mm?®) 96,0 (13-281) 399,0 (224 — 771) < 0,001

NOTA: *Teste de Mann-Whithey

Os gréficos 7 e 8 ilustram os valores, em mediana, da carga viral e

contagens de células TCD4" nos dois grupos, AIDS e NAO AIDS, respectivamente.
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GRAFICO 7 - CARGA VIRAL NOS GRUPOS AIDS E NAO AIDS
NOTA: Teste de Mann-Whitney
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GRAFICO 8 - CONTAGEM DE CD4" NOS GRUPOS AIDS E NAO AIDS
NOTA: Teste de Mann-Whitney

Os 183 (100%) pacientes com AIDS receberam TARV, enquanto que 68/103
(66,0%) pacientes do grupo NAO AIDS receberam a terapia (p < 0,001). Doencas
oportunistas ocorreram em 149/183 (81,4%) pacientes com AIDS. As doencas
oportunistas registradas no grupo AIDS estdo listadas na tabela 4. As doencas
oportunistas encontradas com maior frequéncia foram candidiase oral e esofagica
(30,6%), neurotoxoplasmose (16,9%) e tuberculose 16,3%). Histoplasmose e

neurocisticercose foram relatadas uma Unica vez.
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TABELA 4 - DISTRIBUICAO DA FREQUENCIA DE DOENCAS OPORTUNISTAS
NO GRUPO AIDS

GRUPO AIDS
DOENGAS OPORTUNISTAS (n =183)
n %
Candidiase oral e esofagica 56 30,6
Neurotoxoplasmose 31 16,9
Tuberculose 30 16,3
Pneumocistose 19 10,3
Herpes Zoster 18 9,8
Criptococose 16 8,7
Sarcoma de Kaposi 13 7,1
Criptosporiase 5 2,7
Linfoma 4 2,1
Isosporiase 3 1,6
Citomegalovirose 2 1,1
Histoplasmose 1 0,5
Neurocisticercose 1 0,5

FONTE: O AUTOR

5.2 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado para os loci HLA-A, -B e -C no
grupo AIDS (Tabela 5). Os loci HLA-A, -B e C apresentaram altas taxas de
heterozigosidade, com valores de 88,5%, 93,9% e 85,8%, respectivamente.

No grupo NAO AIDS, o equilibrio de Hardy-Weinberg foi observado para os
loci HLA-A e -B, enquanto para o HLA-C verificou-se um leve desvio (p=0,032),
sugerindo um excesso de homozigose para este gene na populacdo estudada
(Tabela 6).

Gendtipos HLA s6 podem ser definidos como verdadeiros homozigotos ou
heterozigotos através da analise em nivel alélico, obtida por método de tipificacdo de
alta resolucdo. Deste modo, observa-se com frequéncia que individuos
caracterizados como homozigotos, em nivel de grupo alélico (primeiro e segundo

digito da nomenclatura HLA), passam a ser considerados heterozigotos, quando na



59

analise dos seus alelos especificos (terceiro e quarto digito na nomenclatura HLA)
(LI et al, 2007). Como os resultados da tipificacdo HLA por PCR-SSO nao sao
considerados de alta resolucéo, e portanto, ndo definem o gene em nivel alélico, a
taxa de homozigose do HLA-C pode estar falsamente aumentada, o que pode

explicar o desvio no equilibrio de Hardy-Weinberg observado para HLA-C.

TABELA 5 - EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG POR LOCUS NO GRUPO AIDS

Locus n Het. Obs. Het. Esp. P D. P.

HLA-A 183 0.88525 0.88538 0.14414 0.00025
HLA-B 183 0.93989 0.93378 0.58563 0.00024
HLA-C 183 0.85792 0.88466 0.47321 0.00032

FONTE: Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010)

LEGENDA: n = niumero de pacientes; Het. Obs.: frequéncia de heterozigotos observada; Het. Esp.:
frequéncia de heterozigotos esperada; P: probabilidade; D. P.: desvio padrao.

TABELA 6 - EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG POR LOCUS NO GRUPO NAO
AIDS

Locus n Het. Obs. Het. Esp. P D. P.

HLA-A 103 0.82524 0.86957 0.10411 0.00024
HLA-B 103 0.92233 0.94544 0.70992 0.00032
HLA-C 103 0.87379 0.88061 0.03296* 0.00015

FONTE: Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010)

LEGENDA: n = niumero de pacientes; Het. Obs.: frequéncia de heterozigotos observada; Het. Esp.:
frequéncia de heterozigotos esperada; P: probabilidade; D. P.: desvio padrao

Observou-se DL entre os loci HLA-A, -B e -C (p<0,001). Os DL mais
intensos foram observados para os haplétipos B*51-C*14 (D’=0,738; p=0,000), B*07-
Cc*07 (D’=0,529; p=0,000), B*40-C*03 (D’=0,488; p=0,000), B*35-C*04 (D’=0,482;
p=0,000).

Considerando as frequéncias alélicas dos loci estudados, o teste exato de
Raymond e Rousset (1995) foi aplicado para evidenciar a diferenciagao
populacional, revelando a existéncia de diferencas significativas entre os grupos
AIDS e NAO AIDS, em relacdo ao HLA-B (p=0,02) e HLA-C (p=0,03), e uma
semelhanca entre os grupos AIDS e NAO AIDS em relagdo ao HLA-A (p>0,05)
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(Tabela 7). Esses resultados sugerem a existéncia de associa¢des para os loci HLA-

B e -C com a manifestacao de AIDS nos pacientes HIV+ em estudo.

TABELA 7 - TESTE EXATO DE DIFERENCIACAO POPULACIONAL NOS GRUPOS
AIDS E NAO AIDS PARA HLA DE CLASSE |

AIDS NAO AIDS
AIDS - 0.72272 + 0.017
HLA-A -
NAO AIDS 0.72272 £ 0.017 -
HLA.g AIDS - 0.02771 + 0.009
NAO AIDS 0.02771 + 0.009 -
HLA.c AIDS - 0.03096 + 0.003
NAO AIDS 0.03096 + 0.003 -

FONTE: Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010)

5.4 HOMOZIGOSE E HETEROZIGOSE PARA OS LOCI HLA-A, -BE -C

Em relacdo a homozigose e heterozigose, caracterizadas segundo o0s
resultados de baixa resolucédo (grupo alélico), dos 286 pacientes em estudo, 247
eram heterozigotos (86,3%) e 35 eram homozigotos (12,2%) para HLA-A. Para HLA-
B, verificou-se que 268 pacientes eram heterozigotos (93,7%) e 16 eram
homozigotos (5,6%), enquanto para HLA-C, foi observada homozigose em 37
pacientes (12,9%) e heterozigose em 247 pacientes (86,3%).

Na tabela 8 estdo apresentados os dados de contagem de células T CD4+,
carga viral, manifestacdo de doencas oportunistas e indicacdo de TARV dos
pacientes HIV homozigotos e heterozigotos, para HLA-A, -B e -C.

Embora existam diferentes relatos na literatura (CARRINGTON et al., 1999,
2001; O'BRIEN et al., 2001), indicando associacdo entre homozigose nos genes
HLA de classe I, e pior prognéstico na infecgéo pelo HIV (CARRINGTON; O'BRIEN,
2003), no presente estudo ndo foram observadas diferencas significativas (p > 0,05)
para os parametros de carga viral, contagem de células T CD4", manifestacéo de
doencas oportunistas e indicacdo de TARV, entre 0s pacientes heterozigotos e

homozigotos para HLA-A, -B e -C.
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TABELA 8 — CD4", CV, DOENCAS OPORTUNISTAS E TARV DE ACORDO COM A
HOMOZIGOSE / HETEROZIGOSE PARA HLA-A, B e C NOS PACIENTES HIV+

PACIENTES HIV (286)

HLA- A _ _ P
HOMOZIGOTOS (n = 35) HETEROZIGOTOS (n = 247)

Contagem de CD4" 234,0 (12-1183) 179,0 (3-1034) 0,07*

Carga viral 44.200,0 (50-750.000) 63.062,0 (50-840.000) 0,47*

Doencgas oportunistas 16 (45,7%) 131 (53,0%) 0,44**

TARV 33 (94,3%) 214 (86,6%) 0,31**

PACIENTES HIV (286)

HLA-B p
HOMOZIGOTOS (n = 16) HETEROZIGOTOS (n =268)

Contagem de CD4" 198,0 (9-927) 192,0 (3-1183) 0,58*

Carga viral 58.000 (230-750.000) 57.900 (50-840.000) 0,80*

Doencas oportunistas 07 (43,7%) 142 (52,9%) 0,67**

TARV 15 (93,7%) 235 (87,6%) 0,74**

PACIENTES HIV (286)

HLA-C p
HOMOZIGOTOS (n = 37) HETEROZIGOTOS (n = 247)

Contagem de CD4" 211,5 (9-1000) 187,0 (3-1183) 0,96*

Carga viral 86.200,0 (50-840.000) 56.000,0 (50-750.000) 0,32*

Doencas oportunistas 22 (59,4%) 126 (51,0%) 0,39**

TARV 31 (83,8%) 219 (88,7%) 0,56**

NOTA: *Teste de Mann-Whitney **Teste qui-quadrado de Pearson/Yates

Analisando os pacientes do grupo AIDS, foi observada taxa de
heterozigose de 88,5% para HLA-A, e 35 (12,2%) dos demais pacientes foram
homozigotos para este locus. Para o HLA-B, verificou-se a presenca de 11
homozigotos (6,0%) e 172 heterozigotos (93,9%) no grupo AIDS. Ja para o HLA-C, o
grupo com AIDS apresentou as seguintes taxas: heterozigose de 85,7% e
homozigose de 13,6%. As taxas de homozigose e heterozigose para os loci HLA-A-
B e -C ndo apresentaram diferencas significativas entre o grupo AIDS e o total de
pacientes (p >0,05), o que esta de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg

verificado anteriormente.
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A tabela 9 apresenta os dados de contagem de CD4+, carga viral e
manifestacdo de doencas oportunistas dos pacientes homozigotos e heterozigotos
do grupo AIDS, para HLA-A, -B e -C.

TABELA 9 - CD4", CV E DOENCAS OPORTUNISTAS DE ACORDO COM A
HOMOZIGOSE / HETEROZIGOSE PARA HLA-A, -B E -C NO GRUPO AIDS

AIDS (n = 183)
HLA-A P
HOMOZIGOTOS (n=18) HETEROZIGOTOS (n=162)
Contagem de CD4" 122 (12-739) 94 (3-791) 0,33*
Carga viral 90.500 (3120-750.000) 130.000 (59-840.000) 0,77*
Doengas oportunistas 16 (88,8%) 131 (80,8%) 0,67**
AIDS (n = 183)
HLA-B P
HOMOZIGOTOS (n=11) HETEROZIGOTOS (h=172)
Contagem de CD4" 139 (9-766) 96 (3-780) 0,14*
Carga viral 38.550 (230-750.000) 131.000 (60-840.000) 0,39*
Doengas oportunistas 07 (63,6%) 142 (82,5%) 0,18**
AIDS (n = 183)
HLA-C P
HOMOZIGOTOS (n=25) HETEROZIGOTOS (n = 157)
Contagem de CD4" 122,5 (9-279) 94 (3-791) 0,34*
Carga viral 110.000 (370-840.000) 128.000 (59-750.000) 0,79*
Doencgas oportunistas 22 (88%) 126 (80,29%) 0,39**

NOTA: *Teste de Mann-Whitney **Teste qui-quadrado de Pearson/Yates

Os pacientes do grupo AIDS também ndo apresentaram associacao entre
homozigose para HLA-A, -B e -C com a contagem de células T CD4+, carga viral,
presenca de doencas oportunistas. Tang et al (2002) ndo observaram efeito da
homozigose na progressdo para AIDS e modulagdo da carga viral. No entanto,
Carrington et al (1999), relataram, em um estudo com 498 pacientes HIV+
caucasianos, que a homozigose para HLA-A, -B e -C estava relacionada com
progressdo mais rapida para AIDS, associada com maiores taxas de mortalidade,
dados corroborados por Gao et al. (2001), em estudo com 592 pacientes HIV+ norte-
americanos. A auséncia de associacdo entre homozigose nos genes HLA de classe |
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com os dados de contagem de CD4+, carga viral, presenca de doencas
oportunistas, tanto para os pacientes HIV+ quanto para o grupo AIDS pode estar
relacionado com o pequeno tamanho amostral de individuos homozigotos no

presente estudo.
5.3 FREQUENCIAS ALELICAS E HAPLOTIPICAS
5.3.1 Pacientes HIV

Na tabela 10 estdo apresentados os resultados das frequéncias alélicas do
locus HLA-A nos pacientes HIV+. Verificou-se a presenca de 20 diferentes grupos
alélicos do HLA-A. Em quatro pacientes (1,4%), ndo foi obtido resultado na
tipificacdo para HLA-A. Os grupos alélicos mais frequentes do HLA-A foram A*02
(26,9%), A*24 (12,2%) e A*01 (8,39%). Estas frequéncias alélicas encontradas nao
diferem significativamente das frequéncias do A*02 (28,9%), A*24 (14,1%) e A*01
(10,1%), obtidas por Braun-Prado et al (2000) em uma populacdo caucasiana do
estado do Parana. No estudo de frequéncias alélicas realizado por Ruiz et al (2005),
em uma populacdo de etnia caucasiana de Curitiba, Parana, apresentou as
seguintes frequéncias para HLA-A: A*02 (22,8%), A*24 (10,4%) e A*01 (9,5%).

TABELA 10 - FREQUENCIAS ALELICAS DO HLA-A NOS PACIENTES HIV+

. PACIENTES HIV+
GRUPO ALELICO

(286)
(HLA-A) )
N freq. relativa
A*02 155 0,270
A*24 70 0,122
A*01 48 0,083
A*03 45 0,078
A*31 42 0,073
A*68 32 0,055
A*30 31 0,054
A*11 27 0,047
A*29 26 0,045
A*26 21 0,036

A*23 20 0,035
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A*32 16 0,028
A*33 11 0,019
A*25 5 0,0087
A*66 4 0,0069
A*34 3 0,0052
A*74 3 0,0052
A*36 2 0,0035
A*69 2 0,0035
A*80 1 0,0017
Sem tipificagcéo 8 0,014

FONTE: O AUTOR

A tabela 11 apresenta os resultados das frequéncias alélicas do HLA-B nos
pacientes HIV+. Um total de 32 grupos alélicos do HLA-B foram observados nos
resultados, e em dois pacientes (0,7%) né&o foi obtido resultado na tipificagcdo do
HLA-B. Os grupos alélicos mais frequentes para os HLA-B foram os grupos B*15
(11,5%), B*51 (10,1%), B*44 (9,79%) e B*35 (9,44%). As frequéncias dos grupos
B*51, B*44 e B*35 foram semelhantes com os dados de Braun-Prado et al (2000) e
Ruiz et al (2005). No entanto, a frequéncia alélica encontrada para o B*15 (11,5%)
diferiu das frequéncias de 5,3% e 7,0% relatadas, respectivamente, por Braun-Prado
et al (2000) e Ruiz et al (2005), o que pode representar uma possivel associacdo de
suscetibilidade para infeccao pelo HIV envolvendo o HLA-B*15 .

TABELA 11 — FREQUENCIAS ALELICAS DO HLA-B NOS PACIENTES HIV+

. PACIENTES HIV
GRUPO ALELICO

(286)
(HLA-B) ]
n freq. relativa
B*15 66 0,115
B*51 58 0,101
B*44 56 0,097
B*35 54 0,094
B*07 42 0,073
B*14 25 0,043
B*39 25 0,043
B*18 24 0,042
B*40 22 0,038

B*08 21 0,036
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B*57 20 0,035
B*49 17 0,029
B*27 15 0,026
B*45 15 0,026
B*38 14 0,024
B*53 13 0,022
B*58 12 0,021
B*41 11 0,019
B*50 10 0,017
B*52 9 0,015
B*48 7 0,012
B*13 6 0,010
B*42 6 0,010
B*55 6 0,010
B*81 4 0,0069
B*37 3 0,0052
B*56 2 0,0035
B*46 1 0,0017
B*47 1 0,0017
B*67 1 0,0017
B*73 1 0,0017
B*78 1 0,0017
Sem tipificacdo 4 0,0069

FONTE: O AUTOR

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados das frequéncias alélicas do
HLA-C nos pacientes HIV+. Nao foi obtido resultado na tipificacdo para HLA-C em
dois pacientes (0,7%). Do total de 14 grupos alélicos observados nos resultados, os
grupos C*07 (24,1%), C*04 (14,2%), C*03 (11,2%) e C*06 (7,17%) foram aqueles
com maior frequéncia alélica. Braun-Prado et al (2000) relataram frequéncias
alélicas de 17%, 9%, 6% e 5,7% para C*07, C*04, C*03 e C*06, respectivamente.

TABELA 12 — FREQUENCIAS ALELICAS DO HLA-C NOS PACIENTES HIV+

. PACIENTES HIV
GRUPO ALELICO

(286)
(HLA-C) .
n freq. relativa
c*07 138 0,241
C*04 81 0,142

C*03 64 0,112
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C*06 41 0,071
C*15 35 0,061
C*16 34 0,059
C*12 33 0,057
C*05 32 0,055
C*02 31 0,054
C*08 22 0,038
Cc*01 18 0,031
C*14 17 0,029
C*17 17 0,029
C*18 5 0,0087
Sem tipificacdo 4 0,0069

FONTE: O AUTOR

De um total de 389 diferentes haplétipos HLA-A-B-C observados, 12
haplétipos (3%) tinham mais de cinco copias, e 303 (77,9%) estavam representados
por uma unica copia. Somente 7 (1,8%) haplétipos apresentaram frequéncia
haplotipica superior a 1%. Na Tabela 13 estdo apresentadas as frequéncias
haplotipicas dos pacientes HIV, para os hapl6tipos que apresentavam cinco copias

ou mais.

TABELA 13 — FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS DOS PACIENTES HIV+

PACIENTES HIV

HAPLOTIPOS HLA-ABC (286)
n freq. relativa

A*02 B*35 C*04 11 0.0192
A*02 B*15 C*03 10 0.0175
A*02 B*07 C*07 10 0.0175
A*01 B*08 C*07 8 0.014
A*03 B*07 C*07 8 0.014
A*31 B*51 C*15 7 0.012
A*11 B*35 C*04 6 0.010
A*29 B*44 C*16 5 0.0087
A*01 B*35 C*04 5 0.0087
A*31 B*39 C*07 5 0.0087
A*02 B*15 C*02 5 0.0087
A*02 B*15 C*04 5 0.0087

FONTE: O AUTOR
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Os haplotipos mais frequentes nos pacientes HIV foram: A*02-B*35-C*04
(1,9%), A*02-B*15-C*03 (1,75%), A*02-B*07-C*07 (1,75%), A*01-B*08-C*07 (1,4%)
e A*03-B*07-C*07 (1,4%). Braun-Prado et al (2000) relataram que os haplotipos mais
comuns na populacdo caucasiana de Curitiba eram os haplétipos A*01-B*08-C*07
(5,6%), A*02-B*07-C*07 (3,5%), A*11-B-35-C*04 (3,1%) e A*03-B*35-C*04 (3,0%).
Comparando os dados dos estudos, observa-se a existéncia de diferencas
representativas entre as frequéncias haplotipicas, especialmente para o hapldtipo
A*01-B*08-C*07 (1,4% x 5,6%). No entanto, o haplétipo A*02-B*35-C*04, 0 mais
frequente entre os pacientes HIV+, com frequéncia de 1,9%, ndo foi encontrado no
estudo de Braun-Prado et al (2000). O haplétipo B*35-C*04 tem sido amplamente
associado como fator de risco para infeccéo pelo HIV e progressao rapida para AIDS
(CARRINGTON et al., 1999, 2001; GHODKE et al., 2005; JUST, 1995), e pode estar
se comportando como marcador de suscetibilidade para infecgdo pelo HIV. Uma
possivel explicacdo para essas disparidades observadas, pode ser devido a
diferenca do tamanho amostral entre o presente estudo (271 individuos
caucasianos), e o estudo de Braun-Prado et al (2000), que apresentava 144

individuos de etnia caucasiana.

5.3.2 Grupos AIDS e NAO AIDS

Na tabela 14 estdo apresentados os resultados das frequéncias alélicas do
HLA-A dos grupos AIDS e Né&o AIDS.

TABELA 14 - FREQUENCIAS ALELICAS DO HLA-A NOS GRUPOS AIDS E NAO
AIDS

i AIDS SEM AIDS
GRUPO ALELICO (183) (103) *p OR  IC (95%)
(HLAA) n freq. relativa n freq. relativa
A*01 35 0,095 13 0,063 0,20 156 0,81-3,04
A*02 92 0,251 63 0,306 1,00 0,76 0,52-1,11
A*03 34 0,092 11 0,053 0,10 1,81 0,89-3,66
A*11 16 0,043 11 0,053 0,68 0,81 0,36-1,78
A*23 9 0,024 11 0,053 0,09 0,44 0,18-1,09

A*24 49 0,134 21 0,102 0,28 1,36 0,79-2,34
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A*25 3 0,008 2 0,009 1,00 0,84 0,13-5,08
A*26 13 0,035 8 0,038 0,82 0,91 0,37-2,23
A*29 18 0,049 8 0,038 0,67 1,28 0,54-2,99
A*30 19 0,051 12 0,058 0,84 0,88 0,42-1,86
A*31 26 0,071 16 0,077 0,86 09 0,47-1,73
A*32 10 0,027 6 0,029 1,00 0,93 0,33-2,61
A*33 6 0,016 5 0,024 0,53 0,67 0,20-2,22
A*34 3 0,008 0 0 0,55 1,69 0,17-16,39
A*36 1 0,0027 1 0,0048 1,00 0,56 0,03-9,02
A*66 2 0,0054 2 0,0097 0,62 0,56 0,07-4,00
A*68 19 0,0519 13 0,0631 0,57 0,81 0,39-1,68
A*69 2 0,0054 0 0 0,53 1,12 0,10-12,49
A*74 2 0,0054 1 0,0048 1,00 1,12 0,10-12,49
A*80 1 0,0027 0 0 1,00 0,56 0,03-9,02
Sem tipificacdo 6 0,0164 2 0,0097 0,71 1,7 0,34-8,50

NOTA: *Teste exato de Fisher

N&o foram observadas diferencas significativas entre as frequéncias alélicas
do HLA-A entre os grupos AIDS e NAO AIDS (p > 0,05), de modo que nenhuma
associacado de protecao ou suscetibilidade foi observada para este locus. Entre os
genes HLA de classe I, o HLA-A é aquele que apresenta menor associacdo com o
HIV/AIDS (STEPHENS, 2012). Algumas associacdes ja descritas incluem os grupos
alélicos A*01 (WESTBY et al., 1996), A*23 (O’'BRIEN et al., 2001), A*25 (GECZY et
al., 2000) A*31 (CRUSE et al., 1991), A*32 (O’'BRIEN et al., 2001), A*74 (KOEHLER
et al., 2010). As associacdes mais consistentes para HLA-A apontam o HLA-A*23
como fator de risco, e os grupos A*32 e A*74 como fatores de protecdo na infeccao
pelo HIV e progressao para AIDS (GHODKE et al., 2005; O’'BRIEN et al., 2001,
STEPHENS, 2005, 2012). Nossos dados néo confirmaram essas associacoes, e tal
fato pode ser devido a baixa frequiéncia destes alelos, A*23 (3,5%), A*32 (2,8%) e
A*74 (0,5%), nos pacientes em estudo.

Na tabela 15 estdo apresentados os resultados das frequéncias alélicas do
HLA-B dos grupos AIDS e Nao AIDS.
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TABELA 15 - FREQUENCIAS ALELICAS DO HLA-B NOS GRUPOS AIDS E NAO

AIDS
. AIDS SEM AIDS
GRUPO ALELICO (HLA- (183) (103) - OR C (95%)
B) n freq. relativa n freq. relativa
B*07 30 0,082 12 0,0583 0,32 144 0,72-2,88
B*08 13 0,035 0,0388 0,82 091 0,37-2,23
B*13 5 0,013 0,0048 0,42 2,83 0,32-24,47
B*14 12 0,032 13 0,0631 0,09 05 0,22-1,12
B*15 43 0,117 23 0,112 0,89 105 0,61-1,81
B*18 18 0,049 0,0291 0,28 1,72 0,67-4,41
B*27 6 0,016 0,0437 0,05 0,36 0,12-1,03
B*35 33 0,090 21 0,102 0,65 0,87 0,49-1,55
B*37 1 0,0027 0,0097 0,29 0,27 0,02-3,10
B*38 10 0,0273 4 0,0194 0,77 1,41 0,43-4,58
B*39 15 0,041 10 0,0485 0,67 0,83 0,36-1,89
B*40 13 0,0355 9 0,0437 065 08 0,33-1,91
B*41 0,0191 0,0194 1 0,98 0,28-3,40
B*42 0,0109 0,0097 1 0,55 0,13-2,25
B*44 34 0,0929 22 0,107 0,66 0,39 0,21-0,70
B*45 11 0,0301 4 0,0194 0,58 156 0,49-4,97
B*46 0 1 0,0048 1 0,56 0,03-9,02
B*47 0 1 0,0048 1 0,56 0,03-9,02
B*48 0,0082 4 0,0194 0,25 0,41 0,09-1,88
B*49 10 0,0273 7 0,034 0,62 0,79 0,29-2,13
B*50 8 0,0219 2 0,0097 0,34 2,27 0,47-10,83
B*51 48 0,131 10 0,0485 <0,01 295 1,46-5,98
B*52 0,0082 6 0,0291 0,07 0,27 0,06-1,11
B*53 0,0164 7 0,034 0,24 0,47 0,15-1,42
B*55 0,0082 3 0,0146 0,67 055 0,11-2,79
B*56 1 0,0027 1 0,0048 1 0,56 0,03-9,02
B*57 14 0,0383 6 0,0291 0,64 1,32 0,50-3,50
B*58 10 0,0273 2 0,0097 0,22 2,86 0,62-13,20
B*67 0 0 1 0,0048 1 0,56 0,03-9,02
B*73 1 0,0027 0 0 1 0,56 0,03-9,02
B*78 1 0,0027 0 0 1 0,56 0,03-9,02
B*81 3 0,0082 1 0,0048 1 1,69 0,17-16,39
Sem tipificacdo 0 0 4 0,0194 1 0,56 0,03-9,02

NOTA: *Teste exato de Fisher
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Para o locus HLA-B, foi observada a existéncia de associacOes
estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os grupos AIDS e NAO AIDS. O grupo
alélico B*27 apresentou maior frequéncia alélica no grupo NAO AIDS, comparado ao
grupo AIDS (4,3% x 1,6%), se comportando como fator de prote¢édo (OR=0,36; IC
95% 0,12-1,03), embora no limite da significancia estatistica (p=0,05). A associacao
de protecdo do HLA-B*27 com a infeccdo pelo HIV tem sido amplamente relatada
(CHATTERJEE, 2010; GAO et al., 2005; O’'BRIEN et al., 2001; STEPHENS, 2012), e
associada com controle da replicacéo viral (SAAH et al, 1998; AL JABRI, 2002) e
retardo no tempo de progressao para AIDS (MCMICHAEL; JONES, 2010; AL JABRI,
2002; CARRINGTON et al., 2001). Gao e cols.(2005) relatam que o efeito protetor
atribuido ao HLA-B*27 se deve a apresentacdo do epitopo da regido conservada do
antigeno Gag, denominado KK10, aos linfocitos T CD8", que induzem a produc&o de
variantes de escape do HIV, com baixa capacidade de replicag&o.

Além disso, a frequiéncia alélica do HLA-B*51 no grupo AIDS foi de
13,1%, enquanto no grupo NAO AIDS, a frequéncia foi de apenas 4,85% (p< 0,01).
Desta forma, foi observada uma associacéo de suscetibilidade para AIDS (OR=2,95;
IC95% 1,46-5,98), envolvendo o HLA-B*51. Alguns autores tém relatado o HLA-B*51
como fator de protecéo para infeccao pelo HIV (GHODKE et al., 2005; KASLOW et
al., 2001; KOGA et al., 2010), e progressédo para AIDS (O'BRIEN et al., 2001),
embora alguns trabalhos ressaltem a existéncia de associagdes de suscetibilidade
envolvendo este grupo alélico (CADOGAN; DALGLEISH, 2008; KAUR; MEHRA,
2009). . Este achado esta de acordo com o relato de Kawashima et al (2009), que
observou que a resposta citotoxica dos linfécitos TCD8" restritos ao HLA-B*51
exerce uma pressao seletiva no HIV, que gera uma mutacdo de escape denominada
1135X. Esta mutacdo escape ndo diminui o fitness viral, e o epitopo mutante nédo é
apresentado de maneira adequada pelas moléculas HLA-B*51, de modo que as
células T CD8" ndo sdo ativadas de maneira adequada. A diminuicdo da resposta
citotoxica das células T CD8", decorrente da apresentacdo ineficaz do epitopo
mutante, esta relacionada com aumento da viremia e maior progresséo para AIDS.
Esta adaptacdo do HIV a resposta citotoxica do hospedeiro, mediada pelas
moléculas HLA-B*51, explica a mudanca no padrao de associacdo dos genes HLA-
B*51, antes relatados como fatores de protecdo para AIDS, e atualmente
considerados alelos de suscetibilidade para AIDS (KAWASHIMA et al, 2010).
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A frequéncia alélica aumentada do HLA-B*52 no grupo NAO AIDS em
comparacdo com a frequéncia do grupo AIDS (2,9% x 0,8%) (p=0,07), revelou
tendéncia deste grupo alélico se comportar como fator de protecdo (OR=0,27; IC
95% 0,06-1,11). Al Jabri (2002) e Carrington e Walker (2012) relataram o HLA-B*52
como fator de prote¢do, achado corroborado por Lazaryan e cols.(2011), que
observaram uma tendéncia (p=0,07) do HLA-B*52 agir como fator de protecdo na
progressao para AIDS, em pacientes HIV+ afro-americanos.

Na tabela 16 estdo apresentados os resultados das frequéncias alélicas do
HLA-C dos grupos AIDS e NAO AIDS.

TABELA 16 - FREQUENCIAS ALELICAS DO HLA-C NOS GRUPOS AIDS E NAO
AIDS

) AIDS NAO AIDS
GRUPO ALELICO (HLA- (183) (103) - OR IC (95%)
<) n freq. relativa n freq. relativa
Cc*01 13 0,035 5 0,024 0,61 1,48 0,52-4,21
C*02 14 0,038 17 0,082 0,03 0,44 0,21-0,91
C*03 42 0,115 22 0,107 0,89 1,08 0,62-1,87
C*04 43 0,117 38 0,184 0,03 0,58 0,36-0,94
C*05 16 0,043 16 0,077 0,12 0,54 0,26-1,10
C*06 31 0,084 10 0,048 0,12 0,17 0,04-0,64
C*07 91 0,249 47 0,228 0,61 1,11  0,74-1,67
C*08 12 0,032 10 0,048 0,36 0,66 0,28-1,56
C*12 21 0,057 12 0,058 1,00 0,98 0,47-2,04
C*14 15 0,041 2 0,0097 0,03 4,35 0,98-19,25
C*15 25 0,0683 10 10,0485 0,37 1,43 0,67-3,05
C*16 27 0,0738 7 0,034 0,06 2,26  0,96-5,29
C*17 11  0,0301 6 0,029 1,00 1,03 0,37-2,83
C*18 3 0,0082 2 0,0097 1,00 0,84 0,13-5,08
Sem tipificacdo 2 0,0054 2 0,0097 0,62 0,56 0,07-4,00

NOTA: *Teste exato de Fisher

Foi observada a existéncia de associacfes estatisticamente significativas
para o locus HLA-C entre os grupos AIDS e NAO AIDS. AssociacBes de protecéo
foram observadas para os grupos C*02 (OR=0,44; IC 95% 0,21-0,91; p=0,03) e C*04
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(OR=0,58; IC 95% 0,36-0,94; p=0,03). O grupo C*14, no entanto, se comportou
como fator de suscetibilidade para AIDS (OR=4,35; IC 95% 0,98-19,25; p=0,03).
Além das associacBes mencionadas, foi verificada uma tendéncia do HLA-C*16
atuar como fator de risco para AIDS (OR=2,26; IC 95% 0,96-5,29; p=0,06).

O papel do HLA-C*02 como alelo de protecdo tem sido pouco relatado na
literatura. Nossos resultados séo corroborados por O’Brien e cols. (2001), que
observaram uma associacéo significativa entre o HLA-C*02 com retardo no tempo
de evolugéo para AIDS, em um estudo com 600 pacientes HIV+ norte-americanos.

Diferentemente do HLA-C*02, associacbes com o grupo alélico C*04 tem
sido amplamente descritas na literatura, tanto como fator de suscetibilidade
(CARRINGTON et al., 1999; KASLOW et al.,, 1996; LAZARYAN et al.,, 2011,
O’BRIEN et al., 2001; SAAH et al., 1998; TRACHTENBERG et al., 2003), como de
protecdo para AIDS (FELLAY et al., 2007; KOEHLER et al.,, 2010; KULPA,;
COLLINS, 2011; LESLIE et al., 2010). Gao et al (2001) relatam que todo o efeito de
suscetibilidade atribuido ao HLA-C*04 deve-se ao forte desequilibrio de ligacdo do
HLA-C*04 com o HLA-B*35 (CARRINGTON et al., 1999), grupo que € amplamente
reconhecido como fator de risco para progressao para AIDS. Em um estudo
multicéntrico com 592 pacientes HIV+ americanos, Gao et al (2001) relataram que,
na auséncia do B*35, o efeito de suscetibilidade do C*04 torna-se nulo. Fellay et al
(2007), no entanto, relataram que a associacdo do HLA-C*04 com o SNP 9264942,
localizado na regiao 5’ (-35C/T) de transcri¢do inicial do HLA-C e que aumenta a
expressdo celular das moléculas HLA, esta diretamente relacionada com controle
efetivo da replicacdo viral, podendo explicar as associacfes de protecao atribuidas
ao HLA-C*04 .

Embora tenhamos observado uma associacdo do grupo alélico C*14 como
fator de suscetibilidade (OR=4,35; IC 0,98-19,25; p=0,03), diferentes relatos
relacionam o HLA-C*14 como fator de protecdo para AIDS (GAO et al, 2001;
GHODKE et al, 2005; STEPHENS, 2012). O forte desequilibrio de ligagao (D’=0,738;
p=0,000) verificado entre HLA-C*14 e o grupo B*51 (OR=2,95; p<0.01), pode ser o
responsavel pela associacdo de suscetibilidade atribuida ao grupo alélico C*14
neste estudo. Em relacdo ao C*16, nossos dados indicaram tendéncia (p=0,06)
desse grupo estar associado a suscetibilidade para AIDS (OR=2,26; IC 95% 0,96-
5,29), o que é corroborado pelos relatos de Hendel et al (1999) e Tang et al (2010).
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5.5 ANALISE MULTIVARIADA POR REGRESSAO LOGISTICA

Na analise multivariada por regressao logistica considerando como variavel
dependente o grupo AIDS e NAO AIDS observou-se entre os grupos alélicos do
HLA-A, que os grupos A*01l e A*03 foram os selecionados com maior poder de
discriminag&o. Os dois alelos conferiram grau de acerto dos grupos de 63,8% (p =
0,05) (Tabela 17). Para os grupos alélicos do HLA-B, que os grupos B*14, B*27 e
B*51 foram os selecionados com maior poder de discriminagdo. Os trés alelos
conferiram grau de acerto dos grupos de 65,5% (p < 0,001). O risco de HIV foi 3,1
vezes maior na presenca do alelo B*51. O alelo B*27 se comportou como fator de
protecdo. Em relacdo aos os grupos alélicos do HLA-C, os grupos C*02, C*04 e
C*05 foram os selecionados com maior poder de discriminagdo. Os trés alelos
conferiram grau de acerto dos grupos de 64,4% (p < 0,01). O trés alelos se
comportaram como fatores de protecao (Tabela 17).

Apés a analise multivariada por regresséo logistica, somente o grupo B*51
(OR=3,1; p<0,01) se manteve como fator de suscetibilidade para AIDS. Os grupos
alélicos HLA-B*27 (OR=0,3; p=0,03), HLA-C*02 (OR=0,3; p<0,01) e HLA-C*04
(OR=0,5; p=0,01) se mantiveram como fatores de protecao para AIDS.

A tendéncia (p=0,06) para suscetibilidade para AIDS atribuida para o HLA-
C*16 ndo se manteve significativa ap6s a andlise multivariada. No entanto, os
grupos alélicos A*03, B*14 e C*05, que nao apresentaram significancia estatistica na
andlise univariada, passaram a apresentar tendéncia, tanto para suscetibilidade
(A*03; OR=1,8; p=0,06), quanto para protecdo (B*14; OR=0,4; p=0,06; C*05 -
OR=0,4; p=0,07), apdés a realizacdo da a andlise multivariada por regressao
logistica. Ndo existem relatos na literatura associando o HLA-A*03 como fator de
suscetibilidade, nem o HLA-C*05 como fator de protecdo. O papel do HLA-B*14
como alelo de protecdo, por sua vez, tem sido pouco relatado na literatura.
McMichael e Jones (2010) relataram o HLA-B*14 como alelo de protecéo,
informacé&o corroborada por Stephens (2012).

O fato da associacao de suscetibilidade envolvendo o HLA-C*14 né&o ter
permanecido estatisticamente significativa apds a analise multivariada por regressao

logistica, confirma que a associagdo obtida pela analise univariada era devido ao
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forte desequilibrio de ligagao (D’=0,738; p=0,000) verificado entre HLA-C*14 e o
grupo B*51, grupo alélico que apresentou significancia estatistica tanto na analise
univariada (OR=2,95; p<0.01), quanto na analise multivariada (OR=3,1; p<0.01).

TABELA 17 — REGRESSAO LOGISTICA PARA AS FREQUENCIAS ALELICAS DO
HLA-A, B E - C (GRUPOS AIDS E NAO AIDS)

GRUPO ALELICO OR IC 95% p
A*01 2,0 0,9-42 0,11
A*03 1,8 09-36 0,06
GRUPO ALELICO OR IC 95% P
B*14 0,4 02-1,0 0,06
B*27 0,3 01-0,9 0,03
B*51 3,1 15-6,5 <0,01
GRUPO ALELICO OR IC 95% p
C*02 0,3 01-0,7 <0,01
C*04 0,5 0,3-0,9 0,01
C*05 0,4 02-1,0 0,07

FONTE: O AUTOR

5.5.1 Modulagdo da contagem de CD4+ pelas associacdes de suscetibilidade

e protecéo

Para verificar se as associa¢goes de protecao e suscetibilidade encontradas
na analise multivariada por regressdo logistica apresentavam relevancia
imunologica, foi testado se a presenca e auséncia destes grupos alélicos
modulavam a contagem de células T CD4". A tabela 20 descreve os resultados das
medianas da contagem de CD4" e IC 95% na presenca e auséncia dos grupos
alélicos B*51, C*04 e C*02. Esta verificacdo ndo foi realizada para HLA-B*27
devido a sua baixa frequéncia alélica (2,6%) nos pacientes em estudo.

Para o grupo alélico de suscetibilidade HLA-B*51, foi verificado que sua

presenca modula negativamente a contagem de células T CD4". Os pacientes que
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ndo possuem o HLA-B*51 apresentaram mediana de contagem de células T CD4"
significativamente maior que os individuos com o HLA-B*51 (218,0 células/mm?® x
93,0 célulass/mm®) (p< 0,001). Este resultado confrma a associacdo de
suscetibilidade encontrada para o HLA-B*51, tanto na analise univariada (OR=2,95;
p<0.01) quanto na analise multivariada (OR=3,1; p<0.01), e relatada recentemente
por Kawashima et al (2009; 2010).

TABELA 20 — MODULACAO DA CONTAGEM DE CD4" (MEDIANA E IC 95%)
NA PRESENCA E AUSENCIA DOS GRUPOS ALELICOS B*51, C*04 E C*02

B*51 PRESENTE B*51 AUSENTE *p
(n =54) (n=223)
Contagem de CD4" 93 (121-244) 218 (236-296) <0,001
C*04 PRESENTE C*04 AUSENTE *p
(n=72) (n=206)
Contagem de CD4" 228,5 (245-373) 179 (200-258) 0,04
C*02 PRESENTE C*02 AUSENTE *n
(n=31) (n=247)
Contagem de CD4" 221 (181-323) 183 (220-279) 0,55

NOTA: * Teste de Mann-Whithey

Foi observado que a presenca do HLA-C*04 modulou positivamente a
mediana de contagem de células T CD4". Os pacientes que possuem o HLA-C*04
apresentaram valores de mediana de contagem de células T CD4" maiores que
aqueles que ndo possuem este grupo alélico (228,5 células/mm® x 179,0
células/mm?) (p=0,04). Este achado fortalece a associagao de protecdo encontrada
na andlise multivariada (OR=0,5; p=0,01) e confirma as associa¢fes de protecéo
relatadas na literatura (FELLAY et al.,, 2007; JUST, 1996; KOEHLER et al., 2010;
KULPA; COLLINS, 2011; LESLIE et al., 2010).

N&o foi observada modulacdo na mediana de contagem de células T CD4

+

para o HLA-C*02. Embora o HLA-C*02 tenha apresentado associacao de protecao
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apos analise multivariada por regressao logistica (OR 0,3; p < 0,01), ndo houve
diferenca na mediana de contagem de células T CD4" quando na presenca e
auséncia do grupo alélico (221,0 células/mm?® x 183,0 células/mm?) (p=0,55). O fato
do HLA-C*02 apresentar menor frequéncia alélica (5,4%), quando comparado com
0s grupos C*04 (14,2%) e B*51 (10,1%), pode ser a causa desta auséncia de
modulacao.

Estes resultados corroboram a associacdo de suscetibilidade atribuida ao
HLA-B*51, e de protecdo envolvendo HLA-C*04, reafirmando o importante papel que

os alelos HLA de classe | exercem na infeccao pelo HIV e progresséo para AIDS.
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6 CONCLUSOES

VI.

VII.

VIII.

N&o foi observada associacédo entre homozigoze para HLA-A, -B e -C com a
modulacdo da carga viral, contagem de células T CD4" e progressdo para
AIDS;

N&o foi observada associacdo do HLA-A entre os grupos de pacientes AIDS e
NAO AIDS;

Foi observada associagdo do HLA-B*27 (OR=0,36; p=0,05) e HLA-B*51
(OR=2,95; p<0.01) com AIDS;

Foi observada associacdo do HLA-C*02 (OR=0,44; p=0,03), HLA-C*04
(OR=0,58; p=0,03) e HLA-C*14 (OR=4,35; p=0,03) com AIDS;

Apos andlise multivariada por regresséao logistica, foi verificada existéncia de
associacdo de suscetibilidade para AIDS para o grupo alélico HLA-B*51
(OR=3,1; p<0,01);

Apos andlise multivariada por regresséao logistica, foi verificada existéncia de
associacdo de protecdo para AIDS para os grupos alélicos HLA-B*27
(OR=0,3; p=0,03), HLA-C*02 (OR=0,3; p<0,01) e HLA-C*04 (OR=0,5;
p=0,01);

A presenca do grupo alélico B*51 modulou negativamente a contagem de
células T CD4" (p<0,01), corroborando a associa¢do de suscetibilidade para
AIDS;

A presenca do grupo alélico C*04 modulou positivamente a contagem de
células T CD4" (p=0,04), fortalecendo os achados de associa¢édo de protecdo
para AIDS.
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ANEXOS

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) Vocé esta sendo convidado a participar como parte do grupo controle de um estudo intitulado “Investigacao
do polimorfismo génico de marcadores da resposta imune inata na infec¢gdo por HIV”. E através das
pesquisas clinicas que ocorrem os avanc¢os na medicina, e sua participacédo € de fundamental importancia.

b) O objetivo desta pesquisa é conhecer a associacéo entre proteinas que participam da resposta imunoldgica as
infec¢des e a evolugdo da AIDS.

¢) Caso vocé participe da pesquisa, sera utilizada apenas uma parte do sangue que voceé ir4 coletar para realizar
0s exames laboratoriais de rotina.

d) Como em qualquer exame vocé podera experimentar alguns desconfortos, principalmente relacionados com a
coleta de sangue.

e) Os riscos que envolvem sua participagdo no estudo sdo relacionados apenas com a coleta de sangue e
podem ser dor no local da pungdo ou hematoma.

f) Contudo os beneficios esperados sao: contribuir para o melhor conhecimento da resposta imunoldgica ao HIV.

g) Os mestrandos Alberto Cardoso Martins Lima e Caroline Grisbach, sob a orientacdo da Dra. lara José
Taborda de Messias-Reason, telefone 41 3360-1800 ramal 6537/6523, responsavel por este estudo, estardo
sempre a sua disposi¢do para qualquer esclarecimento.

h) Estéo garantidas todas as informagdes que vocé queira, antes durante e depois do estudo.

i) A sua participagdo neste estudo € voluntaria. Vocé tem liberdade de recusar ou se aceitar a participar do
estudo, retirar seu consentimento a qualquer momento.

j) As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos que executam a pesquisa e
pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informacgéo for divulgada em relatério ou publicacao, isto sera
feito sob forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

I) Todas as despesas necessérias para a realizagdo da pesquisa (exames) ndo sao da sua responsabilidade.
m) Pela sua participagdo no estudo, vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro.
n) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um cédigo.

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual
fui convidado a participar. A explicagdo que recebi menciona os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que
sou livre para interromper minha participa¢éo no estudo a qualquer momento sem justificar minha deciséo e sem
gue esta decisdo afete meu tratamento com o meu médico. Eu entendi que qualquer problema relacionado ao
tratamento seré tratado sem custos para mim.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Data [

Assinatura Pesquisador:



ANEXO 2 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS

HOSPITAL DE CLINICAS
UHIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CEP/HC/UFPR
Curitiba, 02 de agosto de 2011.

llmo (a) Sr. (a)

Melissa Negro Luciano

lara J. T. de Messias-Reason
Hospital de Clinicas da UFPR
Curitiba - Parana

Prezada Pesquisadora:

Comunicamos que a Solicitagao de Aprovagdao do Novo Cronograma e
Inclusao de Dois Novos Pesquisadores ( Alberto Cardoso Martins Lima,
Caroline Grisbach ), referente ao Projeto de Pesquisa intitulado “INVESTIGACAO DO
POLIMORFISMO GENICO DE MARCADORES DA RESPOSTA IMUNE INATA NA INFECCAO
POR HIV (VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA)>. foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em 29 de julho de 2011.

O referido documento atende aos aspectos das Resolugdes CNS 196/96, e
suas complementares, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Ministério da Saude.

CAAE: 0079.0.208.000-07
Registro CEP: 1409.074/2007-04

Atenciosamente,

e

Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/lUFPR
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