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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL
NATHALIA BEATRIZ RAMOS DE SA

Atualmente, a tuberculose (TB) e a sindrome da imunodeficiéncia humana (HIV) sdo as duas

principais doengas infecciosas que levam & 6bito no mundo. A infeccdo pelo HIV aumenta o risco de
adoecimento por TB, sendo essa uma das mais frequentes doencas oportunistas. Em certos
pacientes com tuberculose e infectados pelo HIV-1 que recebem tratamento para os dois agravos,
uma profunda reagéo patoldgica inflamatéria pode surgir, causando um efeito contrario ao esperado.
Esse quadro patoldgico paradoxal € denominado IRIS (Sindrome Inflamatdria da Reconstituicdo
Imune). Os fatores associados ao risco da IRIS ainda ndo estdo completamente compreendidos.
Estudos sobre a patogénese desta sindrome relatam que tanto a combinac¢do da carga antigénica
quanto a susceptibilidade genética do hospedeiro podem influenciar o aparecimento da sindrome. No
presente estudo, avaliamos a distribuicdo e o impacto dos genétipos HLA-B, HLA-DRB1 e KIR em
individuos com tuberculose infectados pelo HIV-1, além do papel desses genes na ocorréncia da
IRIS. O estudo é retrospectivo, e incluiu 61 pacientes acompanhados no periodo de 2006 a 2012 no
ambito do projeto “Sindrome de reconstituicdo imune: avaliagdo da resposta imune em pacientes com
tuberculose em uso de HAART”, conduzido em colaboragcdo com o Instituto Nacional de Infectologia
(INI/FIOCRUZ). Os dados das frequéncias génicas dos pacientes foram comparados com dados
disponiveis para a populagéo brasileira. Os alelos HLA-B mais frequentes foram: B*15; B*44; B*35 e
B*07, enquanto que os alelos HLA-DRB1 mais frequentes no estudo foram: DRB1*07, DRB1*11,
DRB1*04 e DRB1*15. Esses resultados corroboram com estudos prévios da populagdo Brasileira e,
apesar de terem sido observadas algumas diferencas nas frequéncias alélicas entre os grupos com
IRIS e sem IRIS, estas ndo atingiram significAncia estatistica. Uma tendéncia a significancia
envolvendo o alelo HLA-B*42 foi observada entre os grupos IRIS x ndo IRIS (p= 0,064). Com relagéo
as frequéncias dos genes KIR, estas foram semelhantes as descritas para a populagédo Brasileira,
porém ndo houve diferencas estatisticamente significativas relativas a distribuicdo das frequéncias
dos diferentes gendtipos KIR e seus haplétipos quando se comparou o grupo de pacientes com IRIS
versus sem IRIS. Portanto, com base nestes achados, nao foi possivel inferir associacfes entre estes
marcadores genéticos e a ocorréncia de IRIS. Contudo, esse trabalho foi pioneiro na descricdo da
distribuicao dos alelos HLA-B, HLA-DRB1 e KIR em individuos com tuberculose infectados pelo HIV-1
que, no seu conjunto, visam contribuir para a discussédo sobre o impacto de genes do hospedeiro no

contexto dos dois agravos estudados e na ocorréncia da IRIS.
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Evaluation of distribution of HLA-B, HLA-DR and KIR genotypes among individuals with
tuberculosis coinfected by HIV-1 in search of markers of susceptibility to IRIS
ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE
NATHALIA BEATRIZ RAMOS DE SA

Currently, tuberculosis (TB) and human immunodeficiency syndrome (HIV) are the two major

infectious diseases that lead to death in the world. HIV infection increases the risk of TB illness, being
one of the most frequent opportunistic diseases. In some patients with tuberculosis and HIV-1 that
received treatment for the two diseases, a deep pathological inflammatory reaction can arise, causing
an effect contrary to the expected. This paradoxical pathological condition is called IRIS (inflammatory
syndrome of reconstitution immunity). The factors associated with the risk of IRIS are not yet
completely understood. Studies on the pathogenesis of this syndrome report that both the combination
of antigenic load and the genetic susceptibility of the host can influence the appearance of the
syndrome. In the present study, we evaluated the distribution and the impact of HLA-B, HLA-DRB1
and KIR genotypes in individuals with tuberculosis infected with HIV-1, as well as the role of these
genes in the occurrence of IRIS. This study is retrospective and included 61 patients followed up
between 2006 and 2012 in the context of the project "Immune reconstitution syndrome: evaluation of
immune response in patients with tuberculosis in use of HAART”, held in collaboration with the
National Infectology Institute (INI/FIOCRUZ). The gene frequency data of patients were compared with
data from the Brazilian population. HLA-B alleles more frequent were B*15; B*44; B*35 and B*07,
while HLA-DRB1 alleles frequent in the study were DRB1*07, DRB1*11, DRB1*04 and DRB1*15.
These results corroborate previous studies in the Brazilian population and, although some differences
in the allele frequencies could be observed between the groups with and without IRIS, none of these
was statistically significant. A trend to significance involving the allele HLA-B*42 was observed
between IRIS x non-IRIS groups (p =0.064). Concerning KIR genes frequencies , they were similar to
those described for the Brazilian population, but no statistically significant difference in the
distribution of KIR genotypes and haplotypes was observed in the comparison of IRIS versus non-
IRIS patients. Therefore, based on our findings it was not possible to infer any association between
these genetic markers and the occurrence of IRIS. However, this study was pioneer in describing the
distribution of HLA-B, HLA-DRB1 and KIR alleles among individuals with tuberculosis infected with
HIV-1. These results contribute to the discussion of the impact of host genes in the context of the two

diseases studied and in the occurrence of IRIS.



INDICE

RESUMO IX
ABSTRACT X
1 INTRODUCAO 1
1.1 EPIDEMIOLOGIA DO HIVIAIDS .......cvieieeeeeeeeeee e 1
1.2 O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA  (HIV):
CARACTERISTICAS ESTRUTURA E GENETICAS .......ccvviveeeeeeieeenen, 3
1.3 HISTORIA NATURAL E IMUNOPATOGENESE DA INFECCAO
= o 1V 5 RS 6
1.4 A TUBERCULOSE E O MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
(Mtb): CARACTERISTICAS GERAIS.......ciiieeeeeeeeeeeeeee e 12
1.5 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE .......ccocviviiveececeeee e 14
1.6 PATOGENESE DA |INFECCAO PELO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS ...ttt ettt ettt 16
1.7 AIDS E TUBERCULOSE ......ooviiieieeee ettt 18

1.8 SINDROME INFLAMATORIA DA RECONSTITUICAO IMUNE (IRIS)....20
1.9 IMUNOGENETICA NO CONTEXTO DA INFECCAO PELO HIV-1 E

IVIEDD <ottt ettt et n et n et n ettt e e tens 23
1.10 OS ANTIGENOS LEUCOCITARIOS HUMANOS (HLA) .....coceeveeveevennne. 24
1.11 AS CELULAS NATURAL KILLER (NK) E OS GENES KIR.......c.c.c........ 29
112 GENES KIR E HLA COMO MARCADORES DE
SUSCEPTIBILIDADE/PROTECAO A AIDS E A TUBERCULOSE ......... 35
1.13 JUSTIFICATIVA ..ottt ettt en e es et en s 39
2  OBJETIVOS 40
2.1 OBJIETIVO GERAL ..ot 40
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
3  MATERIAL E METODOS 41
3.1 CASUISTICA: .ot 41
3.2 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE: .......c.covovetieeieeeeeeeeeee e 42
3.3 RECRUTAMENTO: ..ottt 43
3.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO.................. 43
3.5 EXTRACAO DO DNA GENOMICO: .....cocovoueiieeeceeeeeeeee e 44

Xl



3.6 QUANTIFICACAO DO DNA: .....ooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 44
3.7 GENOTIPAGEM KIR: ..ottt 44
3.8 TIPAGEM DOS ALELOS HLA DE CLASSE I B E Il DRB1. ................... 46
3.9 ANALISE ESTATISTICA: ..ot A7
RESULTADOS 48
4.1 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS

DA POPULACAO ESTUDADA .......c.ooiitieeeecece e 48
4.2 FREQUENCIA DOS ALELOS HLA-B ....ooviiviiieececeeeeeee e 50
4.3 HOMOZIGOSE E HETEROZIGOSE DOS ALELOS HLA-B........ccccu....... 60
4.4 FREQUENCIA DOS ALELOS HLA-DRBL ....ccccveviieiiiieeeeceee e 61
4.5 FREQUENCIA DOS GENES KIR ....oocviiiiiiieie e 68
4.6 HAPLOTIPOS KIR ...oiiviiviciecieeeeteee e ee e se ettt 74
DISCUSSAO 76
5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA ....ooiiiiicieeieeeeeee e 78
5.2 GENOTIPOS E ANALISE DE ASSOCIACAO (HLA-B) ....cocvveeevenee. 79
5.3 GENOTIPOS E ANALISE DE ASSOCIACAO (HLA-DRB1) ................... 83
5.4 GENOTIPOS E ANALISE DE ASSOCIACAO (KIR) ...ocoveevveeeceeeeeene, 86
PERSPECTIVAS 90
CONCLUSOES 91
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 93
ANEXOS 111

Xii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Estimativa global de adultos e criangas vivendo com HIV em 2013.
Fonte: UNAIDS, 2014. Disponivel em: WWW.UNAIAS.0rQ. .....ceeeiieeriiiiiiiiiiieeeeeeeennne 1
Figura 2: Distribuicdo dos casos de aids detectados (por 100 mil habitantes)
por regido do Brasil no periodo de 2004 a 2013. Fonte: Boletim Epidemioldgico
2014. Programa Nacional de DST e AIDS. Disponivel em: aids.gov.br. ............... 3
Figura 3: Representacdo esquematica da particula madura do HIV-1. Fonte:
http://celulando.blogSPOt.COML. ... e 4
Figura 4: Representacdo esquematica do genoma do provirus. As proteinas
codificadas pelos genes gag, pol e env também se encontram representadas.
Fonte: http://WWW.SCISTYIE.COM/. . .uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 5

Figura 5: Classificacdo molecular do HIV. Fonte: Adaptato de Robertson et al.,

2000 e Plantier et al., 2000. .....ccooi i ——————————— 6
Figura 6: Representacdo esquemaética do ciclo replicativo do HIV-1. Fonte:
Adaptado de Peterlin € Trono, 2003. ......cooviiiiiiiiiiee e e e e e e e eeeeee 7

Figura 7: Curso tipico da infeccdo pelo HIV, na auséncia de terapia
antirretroviral. (Adaptado An e Winkler, 2010)........cccooveeeeiiiiiiiiiiii e 9
Figura 8: Perfis distintos de progressdo para a aids: progressores rapidos
(PR), progressores tipicos (PT) e ndo progressores de longo termo (LTNP).
(Adaptado de Poropatich & Sullivan, 2011). .......coooviiiiiiie e, 10
Figura 9: Mycobacterium corado (laranja-escuro) em amostra de escarro.
Fonte: Centro para Controle e Prevencdo de Doengas (CDC). Disponivel em:
AT ATV oo (oo [0 N PP PP PPPPPPPPPPP 13
Figura 10: Estimativa da incidéncia global da TB em 2013. Fonte: WHO, 2014.14
Figura 11: Taxa de incidéncia de TB por regido do Brasil. NUmero de casos por
100 mil habitantes em 2012. Fonte: Ministério da Saude, 2012..............cccuvvuvnnee 15
Figura 12: Visdo geral dos mecanismos imunoldgicos na infeccdo pelo
Mycobacterium tuberculosis. Adaptado de Ulrichs & Kaufmann 2006. ............. 17
Figura 13: Estimativa da prevaléncia de infectados pelo HIV entre os casos
novos de tuberculose no mundo em 2013. Fonte: Adaptado de WHO, 2014.....19
Figura 14: Localizagdo e organizagdo do complexo HLA no cromossomo 6.
Este complexo € convencionalmente dividido em trés regides: |, Il e lll.
Retirado de Klein & Sat0, 2000........ccooiiiiiiiiiiiiiiieee e e e e eeeeees 26

Xiii



Figura 15: Estrutura das moléculas HLA de classe | e classe Il, com
representagcdo de seus respectivos dominios a e B formando as fendas de

ligagao do peptideo. A cadeia B2-microglobulina € a cadeia leve das moléculas

de classe I. Retirado de Klein & Sato, 2000...........ccooeeiiiiiiiiiiiee 28
Figura 16: Relacédo entre a célula NK e a célula alvo, de acordo com a presenca
ou auséncia de ligantes HLA. Fonte: Adaptado de Jost & Altfeld, 2013. ........... 30

Figura 17: Disposi¢cao dos genes no cromossomo 19, indicando o complexo de
receptores leucocitarios (LCR) e a localizacdo dos genes KIR na posicao
19913.4. Fonte: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html........................... 32
Figura 18: Representacdo esquemaética dos hapldtipos A e B dos genes KIRs.
Os genes que codificam KIRs ativadores estdo em rosa, os KIRs inibitérios
estdo em azul e os pseudogenes em verde. KIR2DL4, que tem caracteristica
tanto ativatoria quanto inibitéria, esta em laranja (Adaptado de Matin &
CarrinNgton, 2013). .o 33
Figura 19: (A) Estrutura de um gene KIR tipico e do seu receptor codificado.

(lannello et al., 2008). (B) Receptores KIR inseridos na membrana celular (MC).

(Jobim et @l., 2008). ....iiie e ———— 34
Figura 20: Fluxograma dos pacientes recrutados no estudo. (Adaptato de Silva
B A1 2003 oo 42

Figura 21: Fluxograma das etapas as quais 0s pacientes inscritos no estudo
fOram SUDMELIAOS ..oooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 43
Figura 22: Worksheet utilizada para determinar os alelos presentes em cada
2 11 010 1] 1 > PP 45
Figura 23: Frequéncia dos alelos HLA-B dos individuos com tuberculose
infectados pelo HIV-1incluidos N0 estudo. .........ooovvviiiiiiiiiiiiiecee e, 52
Figura 24: Distribui¢céo dos alelos especificos do gene HLA-B encontrados nos
grupos alélicos predominantes €m N0SSO €StUAO. ....ccoveeeeviiveiiiiiiiini e, 53
Figura 25: Frequéncia dos alelos HLA-DRB1 dos individuos com tuberculose
infectados pelo HIV-1incluidos N0 estudo. .........ooouvviiiiiiiiciiieecee e, 62
Figura 26: Distribuicéo dos alelos especificos do gene HLA-DRB1 encontrados

nos grupos alélicos predominantes em N0SSO eStudO........cccevvvviiiieeeeeeeeeeiennnnnn. 63

Xiv



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dados sociodemograficos, clinicos e laboratoriais dos 61 pacientes
com diagndstico de tuberculose infectados pelo HIV-1 do INI/FIOCRUZ, Rio de
T =T o TR = = T 1 49
Tabela 2: Genétipos HLA-B e HLA-DRB1 dos pacientes incluidos no estudo. .50
Tabela 3: Distribuicdo das frequéncias dos alelos HLA-B entre os individuos
com tuberculose infectados pelo HIV-1. ..., 54
Tabela 4: Distribuicdo das frequéncias dos alelos HLA-B dos individuos com
tuberculose infectados pelo HIV-1 entre caucasianos e ndo-caucasianos........ 56
Tabela 5: Distribuicdo das frequéncias dos alelos HLA-B dos individuos com
tuberculose infectados pelo HIV-1 e da populacdo Brasileira (dados do
REDOME) estratificada €m grupos EtNICOS. .....uuiiiieeiiiiiiiiieiiiee e 58
Tabela 6: Frequéncia dos grupos Bw4, Bw6 e Bw4/Bw6 entre os individuos
COM IRIS € SEM IRIS. ... et 61
Tabela 7: Distribuicdo das frequéncias génicas dos alelos HLA-DRB1 entre os
individuos com tuberculose infectados pelo HIV-1. ..., 64
Tabela 8: Distribuicdo das frequéncias génicas dos alelos HLA-DRB1 dos
individuos com tuberculose infectados pelo HIV-1 entre caucasianos e néao-
(oF- U Fof= 1T =1 [0 1 TR 65
Tabela 9: Distribuicdo das frequéncias dos alelos HLA-DRB1 dos individuos
com tuberculose infectados pelo HIV-1 e da populacédo Brasileira (dados do
REDOME) estratificada em grupos €tNIiCOS........cccceiiiiiiiiiiiiie e, 67
Tabela 10: Gendtipos KIR, motivos HLA-B e haplétipos dos pacientes com
tuberculose infectados pelo HIV-1 sem IRIS.........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 69
Tabela 11: Genoétipos KIR, motivos HLA-B e haplétipos dos pacientes com
tuberculose infectados pelo HIV-1 com IRIS. ..., 71
Tabela 12: Frequéncias génicas KIR entre individuos com tuberculose
INTECTAAOS PEIO HIV-L. oo 73
Tabela 13: Distribuicdo das frequéncias do gene KIR nos individuos com
tuberculose infectados pelo HIV-1 e a populacdo Brasileira (dados do Allele
Frequencies Net Database). ........ooieiiiiiiii i 74
Tabela 14: Frequéncia dos Haplotipos A e B entre os individuos com IRIS e
SEIM LRI e 75

XV



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

°C
uL

AIDS/SIDA

ARV
pb/bp
CCR5

CD4
CRF/FRC

CXCRA4

ddNTP
DEPC
DNA
dNTP
DST
FIOCRUZ

gag

gpl20
gp160

gp4l
HAART

HIV

HIV-1

HIV-2

HLA

Graus Celsius

Microlitros

Acquired Immune deficiency Syndrome /Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana

Antirretroviral

Pares de base/base pair

CC-chemokine receptor 5 / Receptor de quimiocina tipo
5

Cluster of differentiation 4 / Cluster de Diferenciacao 4
Circulant Recombinant Form / Forma Recombinante
Circulante

CXC-chemokine receptor 4 / Receptor de quimiocina tipo
4 dominio C-X-C

Dideoxinucleotidio trifosfatado

Dietil-pirocarbonato (Diethyl pyrocarbonate)

Acido desoxirribonucléico

Deoxinucleotidio trifosfatado

Doenca Sexualmente Transmissivel

Fundacao Oswaldo Cruz

Gene codificador das proteinas estruturais do Capsideo,
Nucleocapsideo e Matriz

Glicoproteina 120

Glicoproteina 160

Glicoproteina 41

Terapia antirretroviral de alta eficacia

Human Immunodeficiency Virus IVirus da
Imunodeficiéncia Humana

Human Immunodeficiency Virus type-1 /Virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1

Human Immunodeficiency Virus type-2 /Virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 2

Human Leukocyte Antigens / Antigenos leucocitarios

humanos

XVi



IFN-y
Int
ITAM
ITIM
IL-6
IL-18
KIR
LTNP
LTR

MA
MgC|2
MHC

nef
ng
NK
nm
PR
PT
pl7
p24
p6
p7
pb
PCR/RCP

pol

PR
rev
RNA
RNAM
rpm
RT/TR

Interferon gama

Gene codificador da proteina integrase
Imunorreceptores Ativadores Baseados em Tirosina
Imunorreceptores Inibitérios Baseados em Tirosina
Interleucina 6

Interleucina 18

Killer-cell immunoglobulin-like

N&o Progressores de Longo Termo

Sequéncia terminal longa e repetitiva/Long Terminal
Repeated

Matriz

Cloreto de magnésio

Major Histocompatibility Complex / Complexo Principal
de Histocompatibilidade

Gene codificador da proteina Nef

Nanograma

Células Natural Killer

NanOmetro

Progressores Rapidos

Progressores Tipicos

Proteina 17/proteina da Matriz

Proteina 24/ proteina do Capsideo

Proteina 6

Proteina 7/proteina do Nucleocapsideo

Pares de base

Polimerase Chain Reaction /Reagdo em cadeia da
polimerase

Gene codificador das enzimas virais Transcriptase
Reversa, Protease e Integrase

Protease

Gene codificador da proteina Rev

Acido ribonucléico

RNA mensageiro

Rotagbes por minuto

Reverse Transcriptase /Transcriptase Reversa

Xvii



TARV

tat

TBE

TCR

TLR

TNF

uDI
UNAIDS
URF/FRU
vif

vpr

vpu

Vpu
WHO/OMS

Terapia antirretroviral

Gene codificador da proteina tat

Tampao composto por Tris, acido bérico e EDTA
Receptores de Células T

Receptores Toll-like

Tumor necrosis fator / Fator de necrose tumoral

Usuarios de Drogas Injetaveis

Jointed United Nations Programme on HIV/AIDS /
Programa Conjunto das Nag¢des Unidas sobre HIV/AIDS
Gene codificador da proteina Vif

Gene codificador da proteina Vpr

Gene codificador da proteina Vpu

Proteina viral U/Viral Protein U

World Health Organization / Organizacdo Mundial de

Saude

XViil



1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO HIV/AIDS

De acordo com o Programa das Nac¢Oes Unidas para HIV/AIDS (UNAIDS),
aproximadamente 35 milhdes de pessoas estavam infectadas com o HIV em 2013
no mundo (UNAIDS, 2014) (Figura 1). Desde o inicio da epidemia, cerca de 78
milhdes de pessoas foram infectadas com o HIV e 39 milhdes morreram de doencas
relacionadas com a infeccdo. Os casos de novas infec¢Bes por HIV cairam 38%
desde 2001. Em 2013, 1.5 milhdes de pessoas morreram por complicacbes
relacionadas com a aids no mundo, em comparacédo com 2.4 milhdes de mortes em
2005. Representando uma reducéo de 35%. O numero de pessoas vivendo com HIV
aumentou devido ao sucesso no uso da terapia antirretroviral (TARV) que reduziu a
mortalidade e a morbidade relacionadas & doenga. Em 2013, aproximadamente 12,9
milhdes de pessoas vivendo com HIV tiveram acesso a TARV, representando 37%

de todas as pessoas que vivem com o HIV no mundo (UNAIDS, 2014).
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Figura 1: Estimativa global de adultos e criangas vivendo com HIV em 2013. Fonte:
UNAIDS, 2014. Disponivel em: www.unaids.org.



Na América Latina em 2013, 1.6 milhdes de pessoas viviam com o HIV. As
novas infec¢des pelo HIV diminuiram 3% no periodo de 2005 a 2013 nessa regido e
aproximadamente 47.000 mil pessoas morreram de causas relacionadas a aids.
Entre 2005 e 2013, o numero de mortes relacionadas a essa doencga diminuiu em
31%. A cobertura do tratamento ja atinge 45% das pessoas que vivem com HIV na
América Latina (UNAIDS, 2014).

No Brasil, desde o inicio da epidemia (1980), até dezembro de 2013, foram
registrados 278.306 Obitos tendo como causa basica a aids, e, segundo estimativas
do Ministério da Saude, desde o inicio da epidemia de aids no Brasil até junho de
2014, foram registrados no pais 757.042 casos de aids, onde a taxa de detecc¢ao
apresenta uma média de 20,5 casos para cada 100 mil habitantes (Boletim
Epidemiolégico, 2014). O numero de pacientes em TARV até outubro de 2014
atingiu a faixa de 400.000 de pessoas, um aumento de aproximadamente 12%
quando comparado a 2013 e mais do que o dobro do observado em 2009.
Observando-se a epidemia por regido, podemos notar uma tendéncia a estabilizacéao
da taxa de deteccdo de aids no Brasil ao longo dos ultimos anos. Porém é
importante ressaltar que o nimero de casos notificados no pais ndo se distribui de
forma homogénea entre as regides. A maior taxa de deteccdo foi observada na
Regido Sul (31.1), seguida pela Regido Norte (26.1), Regido Sudeste (18.7), Regido
Nordeste (16.0) e Regido Centro-Oeste (8.6) (Figura 2). Observa-se a estabilizagéo
da taxa na regido Sul, enquanto que as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste
apresentam uma tendéncia linear de crescimento significativa. A regido Sudeste é a
Gnica que apresenta tendéncia de queda significativa nos ultimos dez anos.
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Figura 2: Distribuicdo dos casos de aids detectados (por 100 mil habitantes) por
regido do Brasil no periodo de 2004 a 2013. Fonte: Boletim Epidemioldgico 2014.

Programa Nacional de DST e AIDS. Disponivel em: aids.gov.br.

1.2 O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA  (HIV):
CARACTERISTICAS ESTRUTURA E GENETICAS

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) € um retrovirus da familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género Lentivirus, causador da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Pertence ao grupo dos retrovirus citopaticos e
nao-oncogénicos que necessitam, para multiplicar-se, de uma enzima denominada
transcriptase reversa, responsavel pela transcricdo do RNA viral para uma copia de
DNA, que pode entdo se integrar ao genoma do hospedeiro. O HIV infecta células
gue possuem receptores do tipo CD4+ na sua superficie como, por exemplo, 0s
linfécitos T CD4+ (helper), os macréfagos e as células dendriticas (revisto por
Grossman et al., 2002). O HIV se caracteriza por uma enorme variabilidade genética
e antigénica. Dois tipos principais foram caracterizados em humanos (Revisto por Hu
et al., 1996): o tipo 1 (HIV-1), predominante em todo o mundo e responsavel pela
pandemia de aids; e o tipo 2 (HIV-2), reportado primeiramente na Africa Ocidental
(Clavel et al., 1986) e menos patogénico que o HIV-1 (Marlink et al., 1994).

A particula viral do HIV madura possui cerca de 110nm de diametro (Figura 3)
com simetria icosaédrica. O HIV possui a particula envelopada e esférica a qual &
oriunda da célula hospedeira durante o processo de brotamento dos virions (Nakai &
Goto, 1996). Além disso, no envelope viral encontram-se as glicoproteinas gp120
(superficie) e gp41 (transmembranar), essas glicoproteinas codificadas pelo gene do
envelope (env) desempenham um importante papel nas etapas de adsorc¢ao, fuséo e
posterior entrada na célula hospedeira (Nakai & Goto,1996).

Internamente ao envelope viral, encontra-se a matriz, formada pela proteina
pl7. Essa proteina é essencial para a integridade do virion e participa da maturagéo
da particula viral pela incorporacdo das glicoproteinas do envelope no virion maduro
(Rubbert et al., 2005). O capsideo viral possui a forma conica e é constituido pela
proteina p24 (Marx et al., 1988). Envoltos pelo capsideo encontram-se o

nucleocapsideo, as enzimas virais (protease, transcriptase reversa e integrase) e as



proteinas acessorias, as quais estdo intimamente ligadas as duas fitas de RNA
(Revisto por Wigg, 2008).
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Figura 3: Representacdo esquematica da particula madura do HIV-1. Fonte:

http://celulando.blogspot.com.

O genoma do HIV é composto por nove regides génicas: trés genes
estruturais (gag, pol e env) que estdo presentes em todos os retrovirus e fazem
parte da estrutura viral; dois genes reguladores (tat e rev); quatro acessorios (vif, vpr,
nef e vpu ou vpx) (Figura 4). O gene gag € o primeiro gene do quadro de leitura e
codifica quatro proteinas estruturais: p6, pl7 (matriz), p24 (capsidio) e p7
(nucleocapsidio) (revisto por Ferguson et al, 2002), as principais funcbes dessas
proteinas sdo proteger o material genético, empacotamento do RNA viral, formar a
estrutura funcional do virus e, estimular a liberagdo de novas particulas virais
(Huang et al., 1995; revisto por Freed et al., 2001). O gene pol é responsavel por
codificar as enzimas protease (PR), transcriptase reversa (RT) e integrase (INT),

essas proteinas estdo envolvidas no processo de maturacdo, retrotranscricdo e
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integracdo ao genoma viral, respectivamente (revisto por Freed et al., 2001). Por fim,
0 gene env codifica uma poliproteina precursora (gp160), que é glicosilada e clivada
por proteases celulares em duas proteinas, uma de superficie (gpl20) e uma
transmembranar (gp4l). Essas glicoproteinas atuam nas etapas de adsorcédo e
fus@o do virus a célula hospedeira (revisto por Goto et al, 1998). Além disso, quando
integrado no DNA da célula hospedeira, 0 genoma do virus (provirus), apresenta
repeticbes terminais longas, denominadas LTR (Long terminal repeats). Essas
regides ndo codificam proteinas, porém exercem fungdes regulatorias importantes,
como a participagdo na retrotranscricdo e na integragdo com 0 genoma do

hospedeiro (revisto por Freed et al., 2001).
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Figura 4: Representacdo esquematica do genoma do provirus. As proteinas
codificadas pelos genes gag, pol e env também se encontram representadas. Fonte:

http://www.scistyle.com/.

Com relacao as caracteristicas genéticas, as analises de diferentes linhagens
do HIV-1 revelaram a grande diversidade do virus, sendo divididos em grupos,
subtipos e formas recombinantes circulantes (“Circulating Recombinant Forms”,
CRFs), baseando-se nas diferencas filogenéticas encontradas (Kantor e
Katzenstein, 2004; Sanches et al., 2007) (Figura 5). Esses grupos foram originados
por eventos independentes de transmissdo para o0s humanos (Geretti, 2009).
Atualmente o HIV-1 é classificado em quatro grupos distintos: grupo M (major),
grupo O (outlier), grupo N (“ndo-M/ndo-0O”) e grupo P (Simon et al., 1998; Roques et
al., 2004; Ayouba et al., 2001; Plantier et al., 2009). O grupo M é o dominante na
epidemia e é composto por nove subtipos (A-D, F-H, J e K), sub-subtipos (F1, F2 e
A1-A5) e formas recombinantes circulantes e formas recombinantes Unicas (Vidal et
al., 2009). Assim como o HIV-1, o HIV-2 também é classificado em subtipos (A-H)
(Cunha et al., 2012).



A alta variabilidade genética do HIV-1 tem grande impacto na progressao
para a aids, transmissdo, diagnostico, resposta a terapia antirretroviral, resposta

imune e portanto, no desenvolvimento de vacinas (Hemelaar et al., 2011).
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Figura 5: Classificagdo molecular do HIV. Fonte: Adaptato de Robertson et al., 2000
e Plantier et al., 2009.

1.3 HISTORIA NATURAL E IMUNOPATOGENESE DA INFECCAO
PELO HIV-1

O processo patogénico da infeccdo pelo HIV-1 e sua historia natural sao
complexos e dependem de diversos fatores relacionados a interacado do virus com o
hospedeiro (Pantaleo et al., 1993). Essa relacdo reflete diretamente na
heterogeneidade consideravel da epidemia de aids, pois entre os individuos
expostos ao HIV-1, nem todos sé&o infectados, e dentre os infectados, a duragdo e o
curso da doenca podem variar consideravelmente.

A patogénese da infeccdo pelo HIV-1 envolve a entrada e a replicacéo do virus
no interior de células do hospedeiro que expressam a molécula CD4, tais como
linfocitos T CD4", células dendriticas e macrofagos. Além disso, para entrar nas
células o HIV necessita de correceptores de entrada. Os receptores de quimiocinas
CCR5 e CXCR4 foram identificados como os principais correceptores para o HIV-1
(Hogan et al., 2001).



No processo de infec¢do da célula pelo HIV-1 ha a interacdo entre as proteinas
virais gpl20 e gp4l com os receptores da célula hospedeira, CD4 e CCR5 ou
CXCR4 (Choe et al., 1996). A glicoproteina gp120 liga-se ao receptor CD4 e ao co-
receptor, o que faz com que ocorram mudancas conformacionais na propria gp120,
expondo outra glicoproteina do envelope viral, a gp4l, o que leva a fusdo das
membranas viral e da célula hospedeira (Sattentau et al., 1993). Essa fuséo leva a
internalizacdo do capsideo viral para o citoplasma celular (Stein et al., 1987). Apés a
adsorcdo, o capsideo € degradado liberando 0 genoma e as proteinas virais no
citoplasma, a partir dai inicia-se a transcricdo reversa, onde o RNA viral é
decodificado para DNA. O DNA reversamente transcrito € transportado pelo
citoplasma até o nucleo celular, onde ocorre sua integracdo com o DNA humano,
catalisado pela enzima integrase. Apds sua integracdo, o DNA viral passa a ser
denominado provirus. Na transcricdo o provirus é transcrito em RNA, podendo sofrer
traducdo em proteinas virais (revisto por Morrow et al., 1994). Posteriormente, ha a
montagem dos componentes virais para a formacéo dos virions e sua liberacdo da
célula através do processo de brotamento e maturacdo em particulas infecciosas
que podem, entdo, infectar outras células suscetiveis (Figura 6).
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Figura 6: Representacao esquematica do ciclo replicativo do HIV-1. Fonte: Adaptado

de Peterlin e Trono, 2003.



Clinicamente a infeccdo pelo HIV pode ser dividida em trés fases com

caracteristicas distintas: fase aguda, fase cronica e fase de aids (Figura 7).

A fase aguda ou infeccdo primaria compreende o periodo das primeiras
semanas apos infeccdo pelo HIV, até o aparecimento dos anticorpos anti-HIV
(soroconverséo), que costuma ocorrer por volta da quarta semana apoés a infeccgéo.
(Kahn & Walker, 1998). E geralmente assintomética e caracteriza-se por uma carga
viral elevada e resposta imunoldgica intensa. Nessa fase ha a disseminacéo do virus
para diversos sitios do corpo (principalmente os tecidos linfoides) e o
estabelecimento da infeccdo em varios tipos de células, tais como: macréfagos,
células dendriticas e linfocitos T CD4+. Concomitantemente, ocorre uma intensa
resposta imune, caracterizada pela diminui¢do transitéria do nimero de linfécitos T
CD4+, assim como um decréscimo sutil no numero de células T CD8+ e células B
(Piatak et al. 1993).

Com o fim da fase aguda, a infeccdo entra num periodo crénico geralmente
assintomatico, conhecido como fase de laténcia. Esse periodo caracteriza-se pela
replicacdo viral persistente e deplecdo lenta e gradativa de linfocitos T CD4+
(Geskus et al. 2007). Sua duracdo € extremamente variavel, e perfis de progressao
distintos podem ser observados entre os individuos infectados pelo HIV (Revisto por
Casado et al., 2010). A maioria deles (70-80%), denominados progressores tipicos
progride para a AIDS em quatro a dez anos. Cerca de 10% dos individuos,
conhecidos como progressores rapidos, desenvolvem aids no prazo de até 3 anos
(Phair et al., 1992; Anzala et al., 1995). Uma fracdo pequena de pacientes (cerca de
5%), denominados de nao progressores de longo termo (LTNPsS) permanece
assintomaticos por mais de 10 anos, mesmo na auséncia de tratamento, mantendo a
viremia baixa e contagem de linfécitos T CD4+ em niveis normais (Sheppard et
al.,1993; Sharma et al., 2011) (Figura 8).

Ao final da fase cronica, o numero de células T CD4+ entra em declinio.
Quando as contagens de células T CD4+ atingem valores muito baixos (na maioria
das vezes abaixo de 200 ceélulas/mm3) inicia-se uma fase da doenca denominada
AIDS, que se caracteriza pelo aparecimento de doengas oportunistas (por exemplo,
tuberculose, toxoplasmose, pneumocistose, dentre outras) e aumento dos niveis de
replicacéo viral (alta viremia). Essa etapa marca o inicio da fase sintomatica, a qual
sem o emprego da terapia antirretroviral leva ao Obito (Bartlett & Moore 1999,
Staprans & Feinberg 2004).



Com a introducd@o da terapia antirretroviral, o curso clinico da infeccdo pelo
HIV pode ser alterado. Esses medicamentos suprimem a replicacdo viral atuando
em diversas etapas do ciclo replicativo, impedindo a multiplicagcdo do virus no
organismo, proporcionando o reestabelecimento e manutengdo da resposta imune
contra uma grande variedade de patdégenos, além do aumento da sobrevida e

qualidade de vida dos individuos infectados (Hirsch et al., 2004).
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Figura 7: Curso tipico da infeccdo pelo HIV, na auséncia de terapia antirretroviral.
(Adaptado An e Winkler, 2010).
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Diversas células e moléculas do organismo estdo envolvidas direta ou
indiretamente na progressao, susceptibilidade, resisténcia ou protecdo a infeccao
pelo HIV/aids (Fellay, 2010). A imunopatogénese da infeccdo pelo HIV é
caracterizada pela dificuldade do sistema de defesa em suprimir completamente a
replicacdo viral. O numero de células T CD4 vai sendo reduzido progressivamente,
como ja mencionado anteriormente, e 0 organismo entra em um estado de
hiperativagdo imunolégica (Manches et al.,, 2008). No final da década de 80, foi
reconhecido que a ativacdo é um fator determinante para a imunodeficiéncia
observada na infeccdo (Ascher & Sheppard, 1988). Esses eventos sao
acompanhados por mudangas significativas no perfil de citocinas e quimiocinas,
além da presenca de marcadores de ativacdo em diversas células do organismo,
tais como linfocitos T CD4, T CD8, B, células NK, macréfagos e células dendriticas
(Appay & Sauce 2008).
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Ainda nao estdo completamente elucidadas as causas da ativacéo
imunologica associada a infec¢cdo pelo HIV, porém fatores relacionados a acdo do
virus podem ter influéncia nesse processo. Alguns estudos mostram que as
glicoproteinas do envelope do HIV (gp120 e gp41) quando se ligam ao receptor CD4
e ao coreceptor CCR5 e/ou CXCR4 promovem a ativacdo de processos de
sinalizacdo intracelular que resultam na ativacdo do sistema imunologico do

hospedeiro (Sailaja et al., 2007).

Como citado anteriormente, algumas células possuem funcgéo crucial no curso
da infeccdo por serem ativadas na entrada do virus no organismo. Dentre elas, as
células dendriticas (DCs) que, ap0s a captura do virus, sdo capazes de migrar para
os oOrgaos linfoides secundarios, onde promovem a disseminacdo da infeccdo e
transmissdo do HIV as células T CD4 (Sabatte et al., 2007). Por outro lado, essas
células podem produzir quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias em resposta a
estimulacao pelo HIV, contribuindo para uma resposta imune inata mais eficiente
contra o virus (Beignon et al., 2005; Greenwell- Wild et al., 2009). As células Natural
Killer (NK) possuem uma grande capacidade litica sobre células infectadas
(atividade antiviral) e também produzem citocinas pré-inflamatorias que irdo interagir
com outras células (por exemplo, células T) e modular a magnitude da resposta
imune (Mailliard et al., 2003). Os linfocitos T CD8" s&o os principais responsaveis
pela diminuicdo da carga viral na fase aguda da infeccdo pelo HIV (Koup et al.,
1994; Migueles et al., 2008). Além disso, ja foi demonstrado que a concentracdo de
granulos citotoxicos é maior nos nao progressores em relagcdo aos progressores
(Migueles et al., 2008). Os linfécitos T CD4" sdo células diretamente afetadas na
infeccdo pelo HIV. Elas sao ativadas tanto pela apresentacdo do antigeno, quanto
pela producdo de citocinas pro-inflamatérias por células da imunidade inata
(Manches et al., 2008). A ativacdo, infec¢cdo e posterior morte dessas células vao
provocar um alto nivel de exaustdo e consequentemente diminuicdo acentuada de
linfocitos T CD4" no sangue (Douek et al. 2002). Além disso, essas células ativam
linfécitos T CD8+ e, na auséncia delas, a funcdo das células T CD8+ estara
prejudicada (Douek et al. 2002).

Todas as células mencionadas possuem papel critico na infeccdo pelo HIV,
influenciando o curso da doenca. A consequéncia principal da diminuicdo dessas

células em decorréncia da progressdo da doenca é o aparecimento de infeccdes
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oportunistas que irdo agravar - ou favorecer o aparecimento - dos sintomas que

caracterizam a aids no individuo infectado.

1.4 A TUBERCULOSE E O MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
(Mtb): CARACTERISTICAS GERAIS

O Mycobacterium Tuberculosis (Mtb), também conhecido como Bacilo de
Koch (BK), pertence a familia Mycobacteriaceae, género Mycocabterium, causador
da Tuberculose (TB). Pertence ao complexo Mycobacterium, que compreende as
bactérias Mtb, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. caprae e M. pinnipedii
(Palomino & Leéo, 2007).

O Mtb é um bacilo reto ou ligeiramente curvo, ndo encapsulado, intracelular
facultativo, aerdbico estrito e de crescimento lento (Figura 9). Apresenta dimensdes
que variam de 0,2 a 0,6 p por 1 a 10 p de comprimento. Infecta preferencialmente os
pulmdes (tuberculose pulmonar), e ai se localiza, facilitando sua multiplicagdo e
transmissado, porém, pode também se manifestar em qualquer outro lugar do corpo
causando as formas extrapulmonares, tais como: pleural, ganglionar, de vias
urinarias, cutanea, gastrointestinal, peritoneal, pericardica, 0ssea, entre outros
(Bloom, 1994). Essa bactéria ndo fica livre na natureza, dependendo do homem
para sobreviver (Palomino & Le&o, 2007).
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Figura 9: Mycobacterium corado (laranja-escuro) em amostra de escarro. Fonte:
Centro para Controle e Prevencdo de Doencas (CDC). Disponivel em: www.cdc.gov.

A transmissdo do bacilo se da através da via respiratoria, através da tosse,
fala ou espiro, quando um individuo elimina goticulas contaminadas e outro inala as
particulas infectantes (Boletim epidemiolégico, 2012). Os condicionantes para o
contadgio sdo estar desenvolvendo a forma pulmonar da doenca, a viabilidade,
infectividade e carga bacilar, além de condi¢des ambientais, como, tempo de contato
com o individuo infectado, condi¢cdes de ventilacdo do ambiente e vulnerabilidade
imunoldgica (Fiuza et al., 2005). Uma das caracteristicas do Mtb € permanecer em
suspensao no ar por longos periodos, aumentando a probabilidade de contagio
(Marques, 2007). Normalmente o sistema imune € capaz de conter a multiplicagdo
do bacilo, evitando sua disseminagcdo em 90% dos casos. Cerca de 5% das pessoas
infectadas irdo desenvolver a doenga nos dois primeiros anos, e outros 5% irao
desenvolvé-la ainda mais tarde (durante o curso da vida) (Bloom, 1994; Sester et al.,
2010). Dessa forma, a progresséo da infeccéo € regulada pelo sistema imunologico
do hospedeiro, que pode eliminar o agente, conté-lo, transforma-lo em uma infeccao
latente ou falhar, resultando no desenvolvimento de doenca ativa (Ducati et al.
2006).

O periodo latente da TB caracteriza-se pelo intervalo entre a penetracdo do

bacilo no organismo e o aparecimento da doenca. Nesse periodo, a resposta imune
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do hospedeiro tenta controlar o crescimento do bacilo, deixando em um estado de
quiescéncia no tecido infectado, formando estruturas denominadas granulomas.
Nesse momento, ha a reducdo do metabolismo bacteriano, em decorréncia da acao
do sistema imune, que pode na maioria dos casos, conter, mas ndo erradicar a

infecgao (Ducati et al. 2006).

1.5 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

A tuberculose € conhecida desde a antiguidade, e até hoje mata milhdes de
pessoas em todo o mundo. Estima-se que, no ano de 2013, 9 milhées de pessoas
desenvolveram tuberculose e 1.5 milhdes de pessoas morreram devido a doenca
(WHO, 2014) (Figura 10). A TB tem apresentado um lento declinio a cada ano e
estima-se que 37 milhdes de vidas foram salvas entre 2000 e 2013 por conta do
diagnéstico e tratamento eficaz. Porém, dado que a maioria das mortes devido a TB
sao evitaveis, o numero de mortos pela doenca ainda € bastante elevado. Cerca de
60% dos casos de TB e das mortes ocorrem entre 0s homens, mas o ndmero da
doenca entre as mulheres também é elevado. Em 2013, estima-se que 510 mil
mulheres morreram em decorréncia da TB, mais de um terco das quais eram HIV*
(WHO, 2014).
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Figura 10: Estimativa da incidéncia global da TB em 2013. Fonte: WHO, 2014.
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No nivel mundial, Brasil, Russia, India, China e Africa do Sul, representam
aproximadamente 50% dos casos de tuberculose (Boletim epidemiolégico, 2012).

O Brasil registrou 71.123 novos casos de tuberculose em 2013. A taxa de
incidéncia da doencga no pais ficou em 35,4 casos para cada 100 mil habitantes, o
gue indica queda de 20,3% em relacdo a 2003, quando a taxa era 44,4 casos para
cada 100 mil pessoas (Ministério da Saude, 2014). Os dados sobre o numero de
mortes por tuberculose referentes a 2012 indicam um total de 4.406 Obitos
provocados pela doenca. A taxa de mortalidade no pais foi de 2.3 Obitos para cada
100 mil habitantes. Embora a regido Sudeste concentre o maior nimero de casos, a
regido Norte apresentou as maiores taxas de incidéncia em todos 0s anos
analisados. Em 2012, os estados do Amazonas e Rio de Janeiro apresentaram as
maiores taxas de incidéncia do pais, enquanto Tocantins e Distrito Federal

apresentaram as menores taxas (Boletim epidemioldgico, 2012) (Figura 11).
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Figura 11: Taxa de incidéncia de TB por regido do Brasil. Numero de casos por 100
mil habitantes em 2012. Fonte: Ministério da Saude, 2012.

Em 2012, no Estado do Rio de Janeiro, foram notificados 14.505 casos de
tuberculose, incluindo todas as formas, e 739 oObitos. A taxa de incidéncia foi de
aproximadamente 65 por 100.000 habitantes e a taxa de mortalidade, de 4.6 por
100.000 habitantes. Esse numero elevado pode ser explicado, em parte, pela
elevada proporcdo da populacdo vivendo em areas urbanas e alta densidade
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demografica. Aproximadamente 66% dos casos de tuberculose notificados no
periodo foram do sexo masculino, propor¢cao que segue a mesma em todo o pais. A
faixa de 20 a 34 anos de idade apresentou os maiores percentuais de casos no

estado, com uma média de 33% dos casos notificados (Ministério da Saude, 2014).

1.6 PATOGENESE DA INFECCAO PELO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS

Apoés a inalacdo do bacilo, a fagocitose do mesmo pelos macrofagos é o
primeiro evento na relacdo da Mtb com o hospedeiro (Ulrichs & Kaufmann 2006).
Essas células sdo responsaveis pela resposta inicial do sistema imunol6gico que, se
eficaz, eliminara o patégeno do organismo (Kaufmann, 2005). Em alguns casos h& a
falha desse mecanismo de defesa, fazendo com que os bacilos se multipliquem e
sejam liberados apos o rompimento da célula infectada, ocorrendo destruicdo
celular. Neste local, h4 uma reacao inflamatéria devido ao acumulo de leucécitos
polimorfonucleares que fagocitardo os bacilos liberados e retornardo a corrente
sanguinea, promovendo a disseminacdo hematogénica do Mtb (Houben et al.,
2006). A partir dessas células sera também formado o granuloma, caracteristico da
doenca (Kaufmann, 2005).

Durante o desenvolvimento dessa estrutura granulomatosa, macréfagos nao
infectados, leucdcitos polimorfonucleares e linfécitos circundam os macrofagos
infectados pelo bacilo, formando a regido central do granuloma. Na parte externa
sdo observados linfocitos T e B que modulam a reposta dos macréfagos. Com o
passar do tempo, mediante a replicacdo do Mtb, ocorre o crescimento do granuloma,
causando uma necrose na regiao (Ulrichs & Kaufmann 2006).

Além dos macrofagos, outras células do sistema imune inato também estéo
envolvidas na patogénese da infecgcdo pelo Mtb, como os neutrdéfilos, as células
Natural Killer (NK) e as células dendriticas. Os neutrdéfilos participam da formacao do
granuloma e promovem o aumento da quimiotaxia (Edwards & Kirkpatrick 1986). As
células NK podem lisar células infectadas pelo Mtb, como o0s mondcitos e
macrofagos, além de ativar outras células no sitio de infecgdo. As células
dendriticas, além do seu papel de fagocitose semelhante ao dos macrofagos,

também podem capturar os bacilos nos pulmbes e migrar para os linfonodos para
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que ocorra a apresentacdo de antigenos aos linfécitos T CD4" e T CD8", montando
entdo uma resposta adaptativa (Saunders & Cooper 2000).

Na resposta imune adaptativa, os linfocitos T exercem um dos papeis principais
na eliminacdo do bacilo, liberando a citocina efetora IFN-y (interferon), que recruta
os macréfagos para o local da infeccdo promovendo a morte da micobactéria. Além
disso, as células T CD8" podem matar o Mtb diretamente através da producéo de
granzimas e perforinas (Saunders & Cooper 2000). A visdo geral dos mecanismos
imunoldgicos na infeccao pelo Mtb esta representada na Figura 12.

Apesar de todo o esfor¢o do sistema imunoldgico em interromper a infecgéo, a
micobactéria possui diferentes mecanismos para evadir-se da resposta imune no
individuo infectado. Por exemplo, a presenca do Mtb no interior das células
infectadas, pode induzir a diminuicdo da expressdo de moléculas MHC classe Il da
sua membrana, impedindo a apresentacdo de antigenos e consequentemente,
favorecendo sua permanéncia dentro das células (Hmama et al., 1998). Além disso,
o bacilo também é capaz de impedir a fusdo do lisossoma com o fagossoma atraves
da liberacdo de substancias presentes na sua parede celular (trehalose 2-sulfato)
(Ulrichs & Kaufmann 2006).
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Figura 12: Visdo geral dos mecanismos imunologicos na infeccdo pelo
Mycobacterium tuberculosis. Adaptado de Ulrichs & Kaufmann 2006.

A dificuldade de se identificar e tratar os casos de tuberculose sao fatores que
contribuem para o aumento da incidéncia dessa doenca no mundo. Atualmente,
existem diversos métodos de identificacdo do bacilo, tais como: baciloscopia direta,
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cultura (a partir do escarro), radiografia do torax, histopatolégico e métodos de
biologia molecular (PCR). Dentre eles, o padrdo-ouro continua sendo a cultura, por
possuir um menor custo, maior sensibilidade e pela possibilidade de identificacdo da
micobactéria, porém, a desvantagem se d& no tempo de espera do resultado que
pode variar de 15 até 75 dias (Ministério da Saude, 2010).

Quanto ao tratamento da tuberculose, se adequado, apresenta um percentual
de cura de 99%, porém ha uma alta taxa de abandono no meio do tratamento devido
a sua longa duracédo, que € de 6 meses. Além disso, existe uma vacina disponivel
contra o bacilo, a BCG, cuja distribuicdo é ampla, praticamente em todo o mundo,
porém, ela ndo previne a ocorréncia da tuberculose pulmonar, que representa a
maioria dos casos. Em criancas previne apenas as formas graves da doenca e em
adultos ndo induz protecao contra a TB, sendo administrada apenas no nascimento
(Trunz et al., 2006).

1.7 AIDS E TUBERCULOSE

Em 2013, dos nove milhdes de pessoas que desenvolveram tuberculose, 1.1
milhdes (13%) eram HIV® (WHO, 2014) (Figura 13). Dos casos HIV' com TB,
aproximadamente 78% dos individuos encontram-se no continente Africano. O
namero de mortes associadas a essa coinfeccdo vem diminuindo substancialmente
ao longo dos anos: em 2008, das 1.8 milhdes de mortes associadas a TB, 500.000
foram em individuos HIV™; j& em 2013 foram registradas 360.000 mil mortes por TB
associadas ao HIV, o que equivale a 25% de todas as mortes por TB em 2013
(WHO, 2014).
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Figura 13: Estimativa da prevaléncia de infectados pelo HIV entre os casos novos de
tuberculose no mundo em 2013. Fonte: Adaptado de WHO, 2014.

Nas Américas, apesar dos grandes avancos alcancados na reducdo dos
casos e das mortes por TB e HIV, o niumero de coinfectados estd aumentando. No
ano de 2009 foram registrados 15.000 casos, ja no ano de 2012 esse numero
aumentou para 31.000 novos casos de TB associada ao HIV nas Américas. A taxa
de incidéncia dessas doencas nessa regido gira em torno de 11.4 casos por 100.000
habitantes, a segunda maior taxa depois da regiao Africana. Em 2012, apenas 10
paises das Américas foram responsaveis por 94 % dos casos estimados da
coinfeccdo TB/aids: Brasil, Haiti, México, Colbmbia, Guatemala, Venezuela,
Equador, Republica Dominicana, Peru e Estados Unidos (PAHO, 2012). Neste
mesmo ano, o Brasil apresentava-se em primeiro lugar dentre os paises com maior
namero de novos casos de tuberculose com HIV nas Américas e em sétimo lugar
dentre os paises com maior taxa de incidéncia dessa coinfeccdo (PAHO, 2012).
Estudos realizados em diversos estados brasileiros demonstraram que a prevaléncia
da coinfeccéo tuberculose/HIV varia de 6,2% no Nordeste a 44,3% em Sao Paulo
(Barbosa & Costa, 2013; Saita & Oliveira, 2012).

A tuberculose e a aids séo as duas principais doencgas infecciosas associadas
a mortalidade no mundo (Friedland et al. 2007). O HIV-1 é o principal fator de risco a
infeccdo pelo Mtb. Estima-se que uma pessoa infectada pelo HIV tenha entre 21 a
34 vezes maior probabilidade de desenvolver tuberculose do que uma pessoa
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saudavel, isso porque a imunossupressdo aumenta o risco da reativacdo da infeccao
latente e a rapida progressdao para a TB ativa (WHO, 2014). Enquanto a
possibilidade de um individuo imunocompetente infectado pelo bacilo da TB
desenvolver a doenca € de cerca de 10% ao longo da vida, no individuo infectado
pelo HIV e sem intervencdo terapéutica essa probabilidade é de cerca de 10% ao
ano (Daley et al., 1992).

A alta taxa de mortalidade da tuberculose em individuos infectados pelo HIV é
explicada pela combinacéo de fatores associados a coinfec¢do. O HIV causa uma
progressiva disfuncdo do sistema imune pela deplecdo seletiva de células T CD4",
tornando estas células incompetentes na defesa contra o Mtb, além disso, a
diminuicdo do numero dessas células compromete a funcdo dos macrofagos e das
células T CD8", facilitando a dispersdo do bacilo (Diedrich & Flynn 2011). A
tuberculose por sua vez, além de também causar alteracdes no numero de células T
CD4", acelera a replicacéo viral por meio da ativacéo de macrofagos, principalmente
na regido do granuloma e através da producédo de citocinas (Naniche et al., 2011).

Dessa forma, a associacdo desta coinfeccdo € reciprocra e sinérgica,
impactando no curso das doencas. A TB promove uma continua ativacédo celular,
que leva a condicbes que favorecem o aumento da viremia plasmatica e a
progressdo da doenca e, por outro lado, o declinio da imunidade causado pelo HIV,
promove a disseminacao do bacilo, aumentando o risco do aparecimento de formas
extrapulmonares, desenvolvimento de TB ativa, e aceleracdo da progressao da

doenca (Lemos, 2008).

1.8 SINDROME INFLAMATORIA DA RECONSTITUICAO IMUNE
(IRIS)

A base terapéutica da infeccdo pelo HIV-1 é a terapia antirretroviral de alta
eficacia (HAART) que, desde sua introducao, tem levado a um significante declinio
na mortalidade e morbidade associadas a aids (Palella et al., 1998). A HAART é
uma combinacdo de trés ou mais drogas antirretrovirais que agem controlando a
replicacéo viral, levando ao aumento das contagens de células CD4 circulantes, por
conta da reducao da carga viral plasmatica, além do estabelecimento e manutencao

da resposta imune contra uma variedade de patdgenos, incluindo micobactérias,
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citomegalovirus, virus da hepatite B e C. (Shelburne et al., 2005; Rinaldo et al.,
1999).

Por outro lado, em certos pacientes com tuberculose e infectados pelo HIV-1
que recebem tratamento para os dois agravos, uma profunda reacdo patologica
inflamatoria pode surgir, causando um efeito contrario ao esperado (Shelburne et al.,
2005). Essa resposta inflamatoria apresenta-se como um quadro de piora clinica que
pode ser resultante de infeccdes com outros patdgenos tratados previamente. Esse
fenbmeno ¢é descrito como reagcdo paradoxal ou ‘“sindrome inflamatéria da
reconstituicdo imune” (IRIS) (Shelburne et al., 2005). Essa sindrome também pode
ocorrer em infec¢des subclinicas reveladas pela reconstituicdo da resposta imune
através da HAART; nessa situacao, a IRIS é chamada de desmascarada (Meintjes
et al., 2008). A incidéncia da IRIS varia de 7 a 43% em pacientes com tuberculose
infectados pelo HIV em diferentes populacdes (Narita et al.,1998; Wendel et
al.,2001; Breen et al., 2004; Breton et al.,2004; Michailidis et al., 2005; Bourgarit et
al. 2006; Manosuthi et al., 2006; Lawn et al., 2007; Elliott et al.,2009; Oliver et
al.,2010).

Os fatores clinicos e laboratoriais associados ao inicio da IRIS paradoxal, foco
do presente estudo, ainda ndo sio claramente compreendidos. E sabido que alguns
fatores, tais como: as baixas contagens de linfocitos T CD4", a forma disseminada
da TB em sitios extrapulmonares, um pequeno intervalo entre o inicio do tratamento
para infeccdes oportunistas e inicio de HAART e genes de susceptibilidade a doenca
podem estar envolvidos no desenvolvimento da IRIS (French et al., 2004; Shelburne
et al., 2005; Laureillard et al., 2013). Com relacdo aos fatores clinicos, varios
estudos tém demonstrado, em propor¢cdes variaveis, a ocorréncia de reacdes de
reconstituicdo imunoldgica em pacientes com tuberculose infectados pelo HIV-1 em
tratamento combinado para os dois agravos, caracterizadas por piora clinica,
resposta imune exacerbada, linfadenopatia e fistula linfatica, agravamento de lesdes
pulmonares preexistentes, febre, manifestacbes abdominais (dor abdominal,
hepatomegalia e ascite) e manifestacbes neuroldgicas (Narita et al., 1998;
Fernandes et al., 2004, Serra et al., 2007; Breton et al., 2004; Shelburne et al., 2005;
Bourgarit et al., 2006).

A associacdo da tuberculose com a infeccdo pelo HIV-1 apresenta enormes
desafios cientificos e de saude publica (Sester et al., 2010). Embora o uso da
HAART durante o tratamento da tuberculose melhore a sobrevida dos pacientes,

particularmente por restaurar a fungdo imune, a administragdo simultanea com os
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medicamentos anti-TB ndo é de facil manejo, devido as interacdes farmacoldgicas
e/ou o aparecimento da IRIS em alguns pacientes (Bourgarit et al, 2006). Dessa
forma, a compreenséao da patogénese da IRIS e a identificacdo de biomarcadores de
prognéstico sdo de grande relevancia para a melhoria do manejo clinico de
pacientes com tuberculose infectados pelo HIV-1.

Dentre os varios mecanismos imunolégicos que tentam explicar a IRIS, um
deles envolve a susceptibilidade genética do hospedeiro a uma resposta imune
exacerbada a estimulos antigénicos infecciosos e ndo infecciosos. Embora as
evidéncias sejam limitadas, alelos HLA especificos foram associados com o
desenvolvimento de IRIS a patdégenos especificos (Price et al., 2001). Estudos
recentes demonstraram que pacientes com IRIS apresentam niveis maiores de
moléculas HLA-DR+ em relagdo a controles ndo-IRIS (Antonelli et al., 2010).
Contudo, os dados sobre a dindmica desse alelo na IRIS ainda sdo escassos na
literatura, necessitando dessa forma de mais estudos nessa area na tentativa de
caracterizar possiveis associacdes. Além disso, niveis de IL-6 aumentados em
pacientes com IRIS ja foram descritos na literatura (Bourgarit et al., 2006; Shelburne
et al., 2003).

Algumas publicacbes indicam que a fisiopatologia das duas doencas e a
ocorréncia de IRIS podem ser explicadas por uma resposta exagerada das células
da imunidade inata, particularmente as células NK e células TAS (Pean et al., 2012;
Pitabut et al., 2013). Por outro lado, ndo sdo encontrados na literatura dados
consistentes que associem alelos KIR e HLA com a IRIS. Uma das explicacGes para
esse fato consiste na dificuldade do diagnéstico e no manejo clinico dos pacientes
com IRIS (Shelburne et al., 2005). Portanto, torna-se de grande relevancia a busca
de marcadores genéticos que permitam auxiliar no prognostico da ocorréncia da
IRIS e orientar o manejo clinico e terapéutico destes pacientes. Além disso, é de
igual importancia a caracterizacdo da frequéncia e distribuicdo desses alelos na
populacao brasileira no contexto das duas doencas, além do estudo da variabilidade
da composicdo destes alelos na nossa populacdo, onde a miscigenacao de racas

tem certamente um forte impacto sobre o background genético.
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1.9 IMUNOGENETICA NO CONTEXTO DA INFECCAO PELO HIV-1 E
Mtb

Estudos no campo da genética tém fornecido esclarecimentos importantes
sobre a resisténcia, susceptibilidade e progressao de doencas infecciosas, visto que
a enorme diversidade de fendtipos associados a essas doencas reflete a
composicao heterogénea de gendtipos do hospedeiro (em nivel populacional)
(Blackwell, 2001). Isso se deve ao fato de uma gama de patdgenos que causam
infeccbes cronicas poderem se estabilizar no hospedeiro durante anos sem causar
nenhum sintoma clinico. Por outro lado, em outros individuos, 0 mesmo patégeno
pode causar doenca grave. Nesse contexto, surge a imunogenética das doencas
infecciosas humanas, a qual explora a relacdo entre o sistema imune e a genética,
atuando na busca e caracterizacdo de genes polimérficos envolvidos na resposta

contra um patégeno.

Na infeccdo pelo HIV-1 existe uma consideravel heterogeneidade entre os
individuos expostos ao virus quanto a susceptibilidade, protecao e diferentes perfis
de progresséo para a doenca (O'Brien & Nelson, 2004). Ha individuos que, mesmo
depois de repetidas exposi¢cdes, ndo se infectam pelo virus; outros individuos,
denominados nao progressores de longo termo (ver item 1.3), mantém niveis
estaveis de células T CD4+ (acima de 500 céls/mm?. Por outro lado, os
progressores rapidos apresentam niveis elevados de carga viral e progridem para a
doenca mais rapidamente. Um pequeno grupo de individuos infectados pelo HIV, os
controladores de elite (0,1 a 1,0%), possui carga viral indetectavel persistente por 10
anos ou mais apos a infec¢do (Deeks & Walker 2007; Casado et al., 2010). Essas
diferencas no curso da infeccdo pelo HIV tém sido fortemente associadas a

marcadores genéticos do hospedeiro (Carrington et al., 2008; An & Winkler, 2010).

Na infeccdo pelo Mtb nem todos os individuos expostos progridem para a
doenca, e dos 10% que desenvolvem tuberculose, o curso pode evoluir para TB
ativa ou TB latente. A resposta imune ao bacilo é mediada principalmente via
ativacao celular e producéo de citocinas (Berrington & Hawn, 2007). Dessa forma, a
compreensao dos mecanismos envolvidos na susceptibilidade ou protecdo a TB
ativa e/ou TB latente tem se tornado um importante campo de investigacdo. A

caracteristica heterogénea da infeccao pelo Mtb evidencia que fatores genéticos do
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hospedeiro desempenham um papel importante no desenvolvimento da tuberculose
(Bellamy. 1998).

As variantes genéticas que afetam o curso da infec¢éo tanto na infeccao pelo
HIV, quanto pelo Mtb incluem genes da imunidade inata e adquirida, fatores
intrinsecos de restricdo (celulares) e fatores de dependéncia dos patdgenos para
replicacdo/multiplicacdo (An & Winkler, 2010; Moir et al., 2011), tais como: 0s
receptores de quimiocinas (CCR5), os antigenos leucocitarios humanos (HLA), os
receptores de células T (TCR), os receptores de imunoglobulinas de células
matadoras naturais (KIRs), os receptores Toll-like (TLRs), genes de citocinas e
quimiocinas, dentre outros (Revisto por Kaur & Mehra, 2009). Porém, o foco de
muitos estudos continua sendo os genes que formam o complexo HLA (e genes
relacionados — genes KIR): variacdes nesses genes mostram-se associadas a
susceptibilidade ou resisténcia ndo s6 a TB ou a aids, mas a malaria, hanseniase,
hepatites virais, além de outras doencas autoimunes e canceres (Revisto por Hill,
1998; Segal & Hill, 2003; Carrington & O’Brien, 2003)

Os estudos dos fatores do hospedeiro e sua contribuicdo genética no
desenvolvimento de doencas infecciosas apontam para questfes fundamentais no
entendimento das patogéneses citadas anteriormente. Porém, devido a existéncia
de certo grau de variabilidade genética nas diferentes populacées, faz-se necessario
também o entendimento de bases genéticas da populacéo brasileira, que apresenta
caracteristicas bem distintas das populacdes relatadas em outras séries de

pacientes devido ao variado background genético.

1.100S ANTIGENOS LEUCOCITARIOS HUMANOS (HLA)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade ou MHC (do inglés “Major
Histocompatibility Complex”) é um conjunto de genes ligados intimamente, que
codificam aloantigenos (antigenos que diferem dentro de uma mesma espécie).
Essa familia génica inclui varios genes altamente polimorficos, que participam
ativamente na defesa dos vertebrados contra parasitas e outros patégenos. O MHC
de organismos distintos recebe denominacdes particulares, dependendo da espécie
em questdo. Em humanos, ele é denominado antigeno leucocitario humano (do

inglés Human Leucocyte Antigen, HLA), uma vez que, inicialmente, esses genes
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foram associados a identificacdo de anticorpos leucoaglutinadores no soro de

pacientes que receberam transfusdes multiplas (Abbas et al., 2012).

Esse complexo estd disposto numa regido que se estende por 4 x 10°
nucleotideos no braco curto do cromossomo 6 (posicédo 6p21.3) em um segmento de
aproximadamente 3500kb (Figura 13) (Sharma et al., 2011). Essa regido é a mais
polimérfica do genoma humano (Carrington & O’Brien, 2003). Cerca de 40% dos
genes dessa regido estdo envolvidos em algum processo imunoldgico
(The MHC sequencing consortium, 1999). As moléculas HLA apresentam peptideos
antigénicos para o reconhecimento especifico pelos receptores de células T,
gerando uma resposta imune especifica (Abbas et al., 2012). Nessa apresentacao,
peptideos dos patdégenos associados sdo apresentados pelas células
apresentadoras de antigenos (APC) e reconhecidos pelos linfécitos T através da
interacdo molécula HLA + peptideo antigénico + TCR (receptor de célula T).
Polimorfismos nos genes HLA levam a existéncia de polimorfismos na regido de
ligacdo do peptideo (fenda de ligacdo). Dessa forma, diferentes moléculas HLA
podem apresentar diferentes peptideos, o que torna a interacdo HLA/peptideo/TCR
bastante especifica (Abbas et al., 2012). Portanto, a acao efetora das células T na
resposta imune esta diretamente relacionada ao papel desempenhado pelas

moléculas HLA.

O sistema HLA, devido ao seu elevado grau de polimorfismo, constitui-se num
dos sistemas genéticos mais estudados e importantes no campo da saude humana
em relacdo as doencas infecciosas, autoimunes, céanceres, compatibilidade de
transplantes de tecidos e abortos espontaneos; com associacdes documentadas
com susceptibilidade ou resisténcia em mais de cem patologias (Revisto por
Trachtenberg & Erlich, 2001; Revisto por Carrington & O’Brien, 2003).

O complexo génico MHC é dividido em trés regibes distintas: Classe |, Classe
Il e Classe lll (Figura 14).
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Figura 14: Localizagdo e organizacdo do complexo HLA no cromossomo 6. Este
complexo é convencionalmente dividido em trés regides: |, Il e lll. Retirado de Klein
& Sato, 2000.

A regido de classe | (aproximadamente 2000 Kb) encontra-se na por¢cao mais
telomérica do MHC onde estéo localizados os genes HLA classicos (HLA-A, HLA-B e
HLA-C) bem como genes HLA nédo classicos (HLA-E, HLA-F, HLA-G e HLA-HFE,
MICA e MICB). Nesta regido, ha também os loci HLA-H, HLA-J, HLA-K e HLA-L, os
quais sdo considerados pseudogenes (Campbell et al., 1993). As moléculas
codificadas pelos genes classicos estdo presentes em todas as células nucleadas do
hospedeiro, apresentando peptideos para as células T CD8" (Figura 15). Esses
peptideos sdo enddgenos, ou seja, derivados do citosol (de patdgenos intracelulares

e peptideos proprios).

A regido de classe Il situa-se na regido mais centromérica do MHC (1000 a
1200 Kb), onde estao os loci denominados classicos: HLA-DQ, HLA-DP e HLA-DR; e
0s nao classicos: HLA-DM e HLA-DO (Klein & Sato, 2000). As moléculas classicas
da classe Il apresentam peptideos exdgenos (extracelulares - bacterianos e toxinas
quimicas) para as células T CD4" (Figura 15), e sdo expressas em um subgrupo de

células imunes com caracteristicas de células apresentadoras de antigenos que
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inclui células B, células T, macréfagos, células dendriticas e células epiteliais timicas
(Klein & Sato, 2000; Revisto por Trachtenberg & Erlich, 2001).

A regido de classe lll, localizada entre as regides de classe | e classe Il, ndo
expressa moléculas de histocompatibilidade. Essa regido codifica genes do sistema
complemento (C2, C4A, C4B) e genes que codificam moléculas de citocinas (TNF,
LTa e LTB) (Klein & Sato, 2000; Apostolopoulos et al 2008).

Vale ressaltar que os genes néo classicos, supracitados, tém um menor nivel
de polimorfismo e sdo pouco expressos ou ausentes na superficie das células do
hospedeiro. Além disso, eles ndo estdo classicamente envolvidos com a resposta

imunoldgica (Robinson et al., 2003).

As moléculas HLA apresentam uma elevada especificidade no que diz
respeito a ligacdo de peptideos. Cada molécula possui uma Unica fenda de ligacao
que liga um peptideo por vez para a apresentacao aos receptores de células T. O
polimorfismo existente nos genes HLA pode levar a substituicdo de aminoacidos na
fenda de ligacdo dos peptideos, gerando variabilidade nesta ligacdo e,
consequentemente, na apresentacédo. Dessa forma, a apresentacdo diferencial dos
peptideos dependerd da localizacdo e da natureza do polimorfismo, portanto, a
elevada diversidade nessas moléculas é extremamente relevante no contexto de
susceptibilidade e/ou resisténcia a uma determinada doenca e permite que um
individuo que carreia uma combinacado particular de alelos HLA seja mais resistente
e/ou susceptivel a uma dada doenca do que outro que possua uma combinacéo
diferente de alelos (Revisto por Trachtenberg & Erlich, 2001; Ferre et al., 2010).
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Figura 15: Estrutura das moléculas HLA de classe | e classe Il, com representacao
de seus respectivos dominios a e B formando as fendas de ligagdo do peptideo. A
cadeia B2-microglobulina € a cadeia leve das moléculas de classe |. Retirado de
Klein & Sato, 2000.

A alta diversidade, o polimorfismo e a participacdo dos genes HLA na
resposta imune constituem as principais caracteristicas que tornam esse complexo
extremamente atraente sob o ponto de vista dos estudos de doencas. J& foi
reportado que essa regido do genoma humano estd associada com mais doencas
do que qualquer outra (Marsh et al., 2000), principalmente devido ao vasto nimero
de alelos presentes em todo os locus dessa regido. Até Dezembro de 2014, com
referéncia aos genes de classe |, foram documentados 2946 alelos HLA-A, 3693

alelos HLA-B e 2466 alelos HLA-C; enquanto que, para os genes de classe I,

28



haviam sido descritos 1691 alelos HLA-DR, 764 alelos HLA-DQ e 510 alelos HLA-
DP (IMGT/HLA Database; http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html).

1.11AS CELULAS NATURAL KILLER (NK) E OS GENES KIR

As células Natural Killer (NK) compdem 5-15% dos linfocitos do sangue
periférico e constituem um importante componente do sistema imune inato do
hospedeiro, hoje reconhecidas como importantes células com funcdes efetoras e
regulatérias (Trinchieri, 1989; Revisto por Martin & Carrington, 2013). Sé&o
encontradas principalmente no baco e no sangue periférico e em menor nimero no
pulmao, trato gastrointestinal, tecidos linfoides e Utero gravidico (Abbas et al., 2012).
Embora tradicionalmente conhecidas por sua habilidade em matar - por
citotoxicidade natural - células infectadas por virus e células de linhagens tumorais,
elas também apresentam outros papeis, tais como: regulacdo imune via interacao
fisica com outras células (mondcitos/macrofagos, células T e B, células dendriticas)
(Nedvetzki et al., 2007; Zhang et al., 2007); regulacdo da angiogénese via interacao
com células endoteliais vasculares; mecanismos imunoldgicos na gravidez (células
NK uterinas) e rejeicdo de aloenxertos de medula 6ssea (Hiby et al., 2004). As
interacfes das células NK com outras células do sistema imune sdo importantes
para a inducdo de respostas imunes efetivas. Essas células sdo capazes de
estabelecer uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa através da liberacdo de
granulos e citocinas pré-inflamatérias, que sinalizam e recrutam outras células do
sistema imunolégico, tais como as células dendriticas e as células T CD4+ (Hong et
al, 2013). Com os avancos no entendimento do funcionamento das células NK, tem
sido possivel acrescentar conhecimento a respeito do papel dessas células nas

diferentes patogéneses.

As células NK expressam uma gama de receptores que pertencem a duas
familias, a superfamilia das imunoglobulinas e as das lectinas do tipo-C (Marangon
et al., 2011). Os receptores KIR (killer immunoglobulin-like receptors) pertencem a
familia das imunoglobulinas e sdo moléculas regulatorias que participam do
processo de inibicdo e ativagdo das respostas das células NK por meio do
reconhecimento de moléculas HLA de classe | nas células alvo (Long &
Rajagopalan, 2000). Cada célula NK expressam receptores inibitérios e

estimulatérios. Essa denominacdo advem da natureza do sinal que esses receptores
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enviam as células NK apos a ligacdo a seus ligantes especificos. Células normais
expressam ligantes (usualmente moléculas MHC de classe |) para receptores
inibitérios das células NK e séo resistentes a lise mediada por essas ultimas. Em
infecgBes virais, a expressdo desses ligantes inibitorios nas células infectadas pode
ser reduzida ou ausente, tornando-as susceptiveis a lise pelas células NK
(Marangon et al., 2011) (Figura 16). Alguns patégenos escapam das respostas
citotoxicas dos linfocitos T restritas ao MHC de classe | através da regulacao
negativa da expressédo destas moléculas na superficie da célula infectada (Lorenzo
et al., 2001), o que justifica a necessidade de um sistema de defesa que responda a

auséncia de moléculas MHC de classe | proprias.

Célula NK Célula nao-
infectada

Inibidor KIR ~ HLA
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Ativatério  Receptor
Ativatério

Célula
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Figura 16: Relagéo entre a célula NK e a célula alvo, de acordo com a presenca ou
auséncia de ligantes HLA. Fonte: Adaptado de Jost & Altfeld, 2013.

Os genes KIR fazem parte do complexo de receptores leucocitarios (LRC),
localizados na regido 19913.4 do cromossomo 19 (Figura 17). Esse complexo
codifica um grupo de receptores que sao expressos nas células NK e em um subset

de células T, e reconhecem moléculas MHC de classe | (Lanier, 1998), mas nao
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estdo relacionados ao locus HLA de classe | localizado no cromossomo 6. Esses
genes apresentam extenso polimorfismo alélico, sendo considerados os mais
polimérficos apos o locus MHC. Até o momento, 14 genes KIR distintos (KIR2DL1,
KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DS1, KIR3DL2, KIR3DL3) e 2 pseudogenes (KIR2DP1 e
KIR3DP1) — que contam com 678 alelos diferentes — ja foram descritos (IPD-KIR
Database: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/; Robinson et al., 2003). Para os KIR cujos
ligantes j& foram definidos, verificou-se que a especificidade é dependente somente
de alguns aminoacidos, de modo que um dado KIR pode reconhecer um numero

consideravel de diferentes al6tipos HLA.
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Figura 17: Disposicdo dos genes no cromossomo 19, indicando o complexo de
receptores leucocitarios (LCR) e a localizacdo dos genes KIR na posicao 19q13.4.

Fonte: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html.

Os haplétipos dos genes KIR foram divididos em dois grupos, A e B, os quais
se distinguem pela variedade e composicao dos genes (Figura 18). O haplétipo A
tem em sua maioria genes com carater inibitério, apresentando apenas um gene
estimulatorio. J& o haplétipo B possui uma combinacdo de genes inibitorios e
estimulatérios. Entretanto, os genes KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL4 e KIR3DL2 estéao
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presentes em ambos os grupos (Martin & Carrington, 2013).
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Haplotpo A|3DL3|2DL3| 2DP1| 2DLI | 3DP1|2DL4|3DLI |2DS4|3DL2
Haplotpo B|3DL3| 2DS2| 2DL2 |2DLSB| 2DS3 | 2DP1 | 2DLI [3DP1| 2DLA4| 3DS1|2DL5A| 2DS5{2DS1{3DL2

Figura 18: Representacdo esquematica dos haplétipos A e B dos genes KIRs. Os
genes que codificam KIRs ativadores estdo em rosa, 0s KIRs inibitérios estdo em
azul e os pseudogenes em verde. KIR2DL4, que tem caracteristica tanto ativatoria
quanto inibitéria, estd em laranja (Adaptado de Matin & Carrington, 2013).

Os receptores KIR possuem sua nomenclatura baseada na estrutura proteica
intracelular e extracelular. Essas moléculas apresentam dois ou trés dominios
extracelulares sendo dessa forma classificadas em 2D ou 3D, uma porgao
transmembranar e na parte intracelular, eles apresentam uma cauda
intracitoplasmatica que pode ser curta e com funcéo de ativacéo (S, short) ou longa
e com funcao de inibicdo (L, long), ou ainda “P”, estando relacionado a sua origem -
pseudogenes - e a cauda curta (Marangon et al., 2011) (Figura 19). Os receptores
com cauda longa (L) apresentam um ou dois motivos moleculares inibitérios
(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs — ITIMS) que iniciam a inibicdo das
células NK através do recrutamento de fosfatases da tirosina. Em contraste, os
receptores com cauda curta (S) apresentam de um a trés motivos moleculares
ativadores (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs — ITAMSs) que interagem
com moléculas acessérias — DAP-10 ou DAP-12 -, produzindo citocinas, como
interferons e TNF (fator de necrose tumoral), permitindo a completa ativacdo e

diferenciacdo das células NK (Jobim et al., 2008).
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Figura 19: (A) Estrutura de um gene KIR tipico e do seu receptor codificado.
(lannello et al., 2008). (B) Receptores KIR inseridos na membrana celular (MC).
(Jobim et al., 2008).

Devido a alta diversidade génica dos receptores KIR, diversos estudos vém
sendo realizados, a fim de entender a participacao dessas moléculas na resisténcia
ou susceptibilidade a doengas. Esses genes ja foram associados a diversos
agravos, incluindo-se ai infec¢des virais (aids, hepatite C, citomegalovirus, por
exemplo), malaria, canceres e doencas autoimunes (Revisto por Boyton & Altmann,
2007).

Os estudos brasileiros que analisaram a diversidade dos genes KIR em nosso
pais ja foram realizados em diferentes populacdes, a maioria na regido Sul do Brasil
(Rudnick et al., 2008; Jobim et al., 2009). Alguns desses estudos buscavam associar
os genes KIR a doencgas, tais como: hanseniase, hepatite C, doenc¢as reumaticas e
lGpus (Carneiro et al., 2010; Franceschi et al., 2011; Marangon et al., 2011; Pedroza
et al.,, 2011; Salim et al., 2011; Perce-da-Silva et al., 2015), mas, até o momento,
nao existe na literatura publicada nenhum estudo brasileiro com foco na associagao
entre genes KIR e a coinfec¢cdo HIV/IMTB.
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1.12GENES KIR E HLA COMO MARCADORES DE
SUSCEPTIBILIDADE/PROTECAO A AIDS E A TUBERCULOSE

Diversos estudos tém mostrado que o desenvolvimento de tuberculose em
pacientes com HIV-1 é influenciado principalmente pelos genes HLA e outras
variantes genéticas que desempenham um papel importante na imunidade inata e
adaptativa, destacando-se os genes KIR (Sevaraj 2000; Raghavan et al., 2012;
Bozzano et al., 2014). Além disso, € sabido que a susceptibilidade genética a
infeccdo pelo HIV-1 e a progressédo para a doenca sao parcialmente determinadas
por fatores genéticos do hospedeiro, e os estudos envolvendo esses fatores tém se
concentrado principalmente em duas grandes familias de genes do hospedeiro: os
receptores de quimiocinas e os genes HLA (Revisto por O’'Brien & Nelson, 2004).

Com relacao a infeccédo pelo HIV-1, devido ao fato de que diferentes alelos
HLA especificam moléculas de superficie celular com sitios especificos de
reconhecimento para agentes infecciosos, 0 reconhecimento diferencial dos
peptideos virais pode influenciar tanto o intervalo de tempo da infeccdo até a aids
guanto 0s mecanismos envolvidos na resisténcia ou susceptibilidade em um

individuo infectado (Revisto por O’Brien & Nelson, 2004).

Diversos estudos confirmaram a existéncia de associacbes genéticas
consistentes envolvendo alguns alelos HLA-B na protecdo e/ou susceptibilidade a
infeccdo e progressdo para a aids (Revisto por Gao et al.,, 2010). Esse locus em
particular desempenha um papel dominante na sele¢éo de respostas de linfocitos T
citotéxicos (CTL), quando comparado com outras moléculas de Classe | (Kiepiela et
al., 2004; Kaur & Mehra, 2009). Além do seu importante papel na selecdo de
respostas citotoxicas contra o virus, a maior diversidade genética desse locus com
relacdo aos outros genes da mesma classe - HLA-A e HLA-C - € um dos principais
fatores dessa evidéncia (Kaur e Mehra, 2009).

Dentre os alelos classicamente associados com uma progressao mais lenta
para a aids, podemos citar HLA-B*27 e B*57 (Kaslow et al., 1996; Hendel et al.,
1999; Altfeld et al., 2003; Kaur & Mehra, 2009) e com a progressao mais rapida, 0s
alelos B*35 e B*53 (Klein et al., 1994; Gao et al., 2001; Sharma et al., 2011).
Associacbes mais esporadicas ja foram descritas com relacdo a resisténcia a
infeccéo (alelo B*44); e com a susceptibilidade (alelos B*18 e B*39) (Trachtenberg
EA & Erlich HA, 2001).

35



O HLA-B* 27 ocorre numa frequéncia de aproximadamente 4% a 6% na
populacdo humana (http://www.allelefrequencies.net) (Kaur & Mehra, 2009).
Acredita-se que esse grupo de alelos reconhece epitopos conservados do HIV-1 na
regido gag, levando a uma resposta imunodominante (Kelleher et al., 2001). Outro
alelo conhecido como protetor, o B*57, restringe a resposta dos CTL para multiplos
peptideos do HIV-1, como aqueles derivados de gag e da transcriptase reversa. Esta
especificidade compromete o fithess viral, 0 que conduz a sua natureza protetora

para aids (Sharma et al, 2011).

Em contraste, outros grupos de alelos, como o B*35 e B*53, tém se mostrado
com um prognostico desfavoravel em relacdo a progressao para a aids. O HLA-B*35
pode ser agrupado em B*35 Px e B*35 Py dependendo da sua capacidade de ligar
peptideos. As moléculas HLA-B*35 Py se ligam preferencialmente a peptideos que
transportam um residuo tirosina (Y), j& o HLA-B*35 Px n&o possuem uma ligacao
aminoacidica especial. Os relatos da literatura sugerem que individuos infectados
pelo HIV carregando o alelo B*35 Px progridem para a aids mais rapidamente em
comparacao com os portadores dos alelos HLA-B*35 Py (Gao et al, 2001; Gao et al.,
2010).

Além disso, alelos n&o-B também tém sido descritos - em menor nimero —
como relacionados a resisténcia e/ou susceptibilidade ao HIV, como por exemplo, o
HLA-A*6802 com a protegdo e o HLA-A*2301 com susceptibilidade (MacDonald et
al., 2000). O antigeno HLA-A2 também j& foi reportado como fator de risco a
infeccdo pelo HIV-1 (Fabio et al., 1990).

Estudos genéticos de tuberculose pulmonar também tém evidenciado o papel
desses genes, porém, a associacdo desses genes com a tuberculose ainda é
limitado. Em um trabalho realizado por Lakshmi e colaboradores, foi investigado o
papel das moléculas HLA-B*51 e HLA-B*52 na tuberculose pulmonar, e o0s
resultados sugeriram que o HLA-B*52 tem uma associacdo de protecao e o HLA-
B*51 foi associado a susceptibilidade a tuberculose pulmonar (Lakshmi et al., 2006).

Alelos HLA de Classe Il também tém sido citados com referéncia a protecéo ou
susceptibilidade a aids e a tuberculose. Dentre esses alelos, o HLA-DR ¢é alvo da
maioria dos estudos (Louie et al., 2004; Raghavan et al., 2009). Uma explicagao
para esse fato se deve a diversidade alélica desse gene quando comparado a outros
genes da mesma classe, da mesma forma que ocorre com o HLA-B (IMGT/HLA

Database, 2014). A suscetibilidade a infecgéo pelo HIV-1 est4 relacionada aos alelos
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HLA-DR*2, HLA-DRB1*13 (Selvaraj et al., 2006, Achord et al., 1996) enquanto que a
resisténcia ao alelo HLA-DRB1*01 (Achord et al., 1996).

Diversos estudos tém relatado uma associagao entre os alelos HLA de classe Il
e a tuberculose, porém estas associacfes ndo sdo consistentes devido a grande
diferenca de frequéncias encontrada entre as populacdes. Um estudo de caso-
controle publicado por Dubaniewicz e colaboradores relatou uma forte associacéo do
HLA-DRB1*16 com a tuberculose na populacdo polonesa (Dubaniewicz et al., 2005).
Ja na populagdo iraniana, um aumento significativo na frequéncia do alelo HLA-
DRB1*14 em pacientes com TB foi relatado, sendo associada com a
susceptibilidade a doenca, (Mahmoudzadeh et al., 2003). Um estudo na mesma
populacdo mostrou que o alelo HLA-DRB1*07 parecia estar também associado com
a predisposicdo a TB (Amirzarga et al., 2004). Essas diferencas se devem muito
provavelmente ao background genético de cada populacdo estudada.

Com relacdo aos genes KIR, diversas associacbes com doencas ja foram
descritas na literatura, incluindo-se ai infeccbes virais (aids, hepatite C,
citomegalovirus, por exemplo), malaria, canceres e doencas autoimunes (Revisto
por Boyton & Altmann, 2007). A heranca desses alelos tem implicacdes na
susceptibilidade individual as doencas infecciosas (Boyton et al., 2007; Altfeld et al.,
2006). Dentre os varios genes KIR, os alelos KIR3DL1 e KIR3DS1, que sao alelos
do mesmo locus, tém sido alvos de estudos de associagdo com doencas,
particularmente a aids (Kulkarni et al., 2008).

O aldétipo KIR3DS1 interagem com o motivo Bw4 (Cella et al., 1994), um
epitopo presente na fenda de ligacdo ao peptideo da molécula HLA-B (polimorfismo
na posicao 77 e 80). A posicao 80 parece afetar a interacdo com o subtipo KIR3DS1:
ja foi reportado que, quando a molécula HLA-Bw4 apresenta isoleucina na posicao
80 (HLA-Bw4 80lle) e interage com o al6tipo KIR3DS1, esta associado com a
progressdo mais lenta para a aids, indicando que as moléculas HLA-Bw4-80lle
atuam como ligantes para KIR3DS1 e que as células infectadas pelo HIV-1 que
expressam Bw4-80lle podem ser mais propicias a atividade das células NK (Matrtin
et al., 2002; Revisto por Carrington et al., 2008).

Outras variagcdes nos genes KIR que influenciam a infeccéo pelo HIV-1 e a
progressdo para a doenca envolvem os genotipos 2DS2/2DL2 (Gaudieri et al.,
2005). Alter e colaboradores descreveram um mecanismo pelo qual o HIV-1
seleciona polimorfismos em KIR2DL2 que levam a uma melhor ligagdo deste KIR

inibitério as células infectadas, resultando na inibicdo da funcédo das células NK e,
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portanto, habilitando o HIV-1 a escapar da potencial fungcéo protetora deste KIR,
ressaltando a contribuicdo dessas células na evolucédo viral por meio da pressao
imune exercida sobre o HIV-1 (Alter et al., 2011).

Além disso, o desequilibrio entre ativacao e inibicdo dos receptores KIR pode
afetar a ativacdo de células do sistema imunoldgico, contribuindo para a patogénese
da tuberculose. Os genes KIR aparentemente possuem um papel na resisténcia
dessa doenca, onde ja foi mostrado que os genes KIR2DS1, 2DS3, e 3DS1 podem
ser associados com a resisténcia a tuberculose pulmonar na populagéo chinesa (Lu
et al., 2012). Outro aldtipo relevante é o KIR2DL3, que foi encontrado
significativamente elevado em pacientes com tuberculose, indicando que a inibicdo
das células NK promovidas por esse receptor pode facilitar o desenvolvimento da
infeccdo bacteriana (Méndez et al., 2005).

Em individuos com tuberculose infectados pelo HIV-1, os dados sobre
marcadores de susceptibilidade ou resisténcia sdo escassos. A maioria deles
envolve os alelos HLA, alguns ja caracterizados como de protecdo ou de
susceptibilidade na coinfecgéo, tais como o HLA-DRB1*1202 com a prote¢édo e o
HLA-DRB1*10 e HLA-DRB1*05 com a susceptibilidade (Louie et al., 2004;
Figueiredo et al.,2008; Yuliwulandari et al., 2010). Associacdes entre os genes KIR e
a coinfeccado ainda nao foram descritos na literatura.

Diante do exposto, 0 presente estudo visa caracterizar importantes
marcadores genéticos do hospedeiro, a fim de verificar sua influéncia na dinamica
de duas doencas altamente patogénicas, a aids e tuberculose. Além disso,
buscamos contribuir com dados relevantes que corroborem a importancia do estudo

de marcadores genéticos no contexto desta coinfeccgéo.
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1.13 JUSTIFICATIVA

A tuberculose representa a primeira causa de morte em pacientes com aids no
Brasil. Pacientes com esses dois agravos tém maior probabilidade de apresentar um
desfecho desfavoravel ao tratamento da tuberculose (Boletim Epidemiolégico, 2012).
Quanto ao aspecto bioldgico, a combinacédo das duas doencas é preocupante, pois
uma promove o agravamento da outra, acelerando a dupla epidemia (Range et al.,
2001). Dessa forma, a compreensao das duas patogéneses e a identificacdo de
biomarcadores é de extrema relevancia para a melhoria do tratamento clinico dos
individuos infectados. Além disso, 0 uso de tratamento antirretroviral combinado
durante o tratamento da tuberculose melhora a sobrevida, notadamente pelo
restabelecimento das funcbes imunolégicas (Range et al., 2001). No entanto, no
tratamento simultdneo com medicamentos antirretrovirais e medicamentos anti-TB
pode ocorrer uma resposta imune excessiva resultando nas manifestacées da
sindrome inflamatdria de reconstituicdo imune (IRIS) (Muller et al., 2010).

Alguns fatores de risco para IRIS ja foram identificados em diversos trabalhos,
tais como: baixa contagem de T CD4+ antes do inicio da HAART, presenca de
tuberculose disseminada e extrapulmonar, e um curto intervalo de tempo entre a
terapia anti-TB e a HAART, como ja mencionado anteriormente. Entretanto,
trabalhos que relacionam a genética do hospedeiro com a patogénese desta
sindrome sao escassos (Chang et al., 2014; Tan et al., 2015). Até o momento, ndo
ha associacfes descritas entre HLA e KIR no contexto da IRIS.

Dada a contextualizacdo do problema, j4 descrito, além da relacdo bastante
proxima entre os genes HLA e KIR, podemos justificar a conducdo do estudo
proposto - que visa caracterizar o perfil genético dos pacientes com tuberculose
infectados pelo HIV-1 na presenca e na auséncia da IRIS -, com base na busca pelo
melhor entendimento da influéncia desses marcadores do hospedeiro na aids e na

tuberculose, além de potencialmente associa-los a ocorréncia de IRIS.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a distribuicdo e o impacto dos genétipos HLA-B, HLA-DRBL1 e KIR em
individuos com Tuberculose coinfectados pelo HIV-1, além do papel desses genes

na ocorréncia da sindrome inflamatéria da reconstituicdo imune (IRIS).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a tipagem genética dos alelos HLA-B, HLA-DRB1 e KIR dos
individuos incluidos no estudo, a fim de verificar a distribuicdo e as

frequéncias destes genes nesta coorte;

e Verificar a existéncia de associacao entre os genes HLA-B, HLA-DRB1 e
KIR e a ocorréncia de IRIS, através da analise da distribuicdo dos
genotipos encontrados dentre os pacientes que desenvolveram a

referida sindrome versus pacientes que néo desenvolveram;

e Avaliar a distribuicdo dos alelos HLA-B, HLA-DRB1 e KIR nos diferentes

grupos étnicos da corrte analisada;

e Comparar a distribuicdo e frequéncias dos genes do hospedeiro aqui

estudados frente aos dados disponiveis para a populacéo brasileira.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA:

Esse € um estudo de caso/controle retrospectivo em uma coorte de pacientes
com Tuberculose infectados pelo HIV-1, virgens de tratamento antirretroviral.

O presente projeto é uma emenda do estudo “Sindrome de reconstituicdo
imune: avaliacdo da resposta imune em pacientes com tuberculose em uso de
HAART” que foi conduzido no Instituto Nacional de Infectologia (INI)/FIOCRUZ
sendo aprovado pelo CEP do INI, com o seguinte CAAE: 0002.0.009.000-07.

Inicialmente, foram recrutados para o estudo 88 pacientes com tuberculose e
infectados pelo HIV-1, acompanhados no INI no periodo de 2006 a 2012. Destes, 27
foram excluidos por apresentarem baixa adesdo aos tratamentos ou por ndo terem
completado o nimero de visitas estabelecido no projeto (as visitas seréo explicadas
adiante). Ao final, a casuistica contou com 61 pacientes que foram recrutados no
ambito do estudo “Avaliacdo do perfil de reconstituicdo imunoldgica de individuos
HIV/TB submetidos a tratamento para tuberculose e terapia antirretroviral altamente
ativa (HAART) incluindo Efavirenz”, vinculado ao projeto citado anteriormente e
concluido no ano de 2014 no Laboratorio de AIDS e Imunologia Molecular do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) aprovado pelo CEP do INI (CAAE: 0052.0.009.000-10).
O presente utilizou a mesma casuistica de 61 pacientes e também foi submetido ao
comité de ética, como uma emenda do projeto original supracitado, uma vez que foi
incluida a genotipagem dos genes KIR, com subsequente aprovacdo (CAAE
25172513.6.0000.5248) (Figura 20).
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{ 88 pacientes com tuberculose infectados pelo HIV-1 ]

Pacientes excluidos:
» 18 - nameros insuficiente de visitas
* 9 - baixa adesao ao tratamento de TB e/ou
HAART

[ 61 pacientes selecionados ]

Figura 20: Fluxograma dos pacientes recrutados no estudo. (Adaptato de Silva et al
2013).

3.2 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE:

Foram estabelecidos os seguintes critérios de incluséo e exclusédo do estudo:

a) Inclusao

e Maior de 18 anos de idade;

¢ Infeccéo pelo HIV confirmada através de exames laboratoriais;

e Virgem de tratamento aos antirretrovirais;

e Confirmacao de infec¢édo por TB por prova terapéutica ou cultura;

e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado antes de

qualquer procedimento do estudo;

b) Excluséo

e Baixa adeséao ao tratamento de TB e/ou para HAART;

e Gestantes;

Para o diagndstico dos casos de IRIS foram estabelecidos critérios descritos no
trabalho de Meintjes e colaboradores em 2008, como por exemplo, quadro clinico
temporalmente relacionado com o inicio da terapia antirretroviral, aumento das
contagens de células T CD4+, resposta inflamatéria atipica nos tecidos, reacao de

hipersensibilidade a droga, progressiva disfuncéo orgéanica, dentre outros.

42



3.3 RECRUTAMENTO:

O recrutamento dos pacientes foi realizado no Ambulatério de Tuberculose do
INI. Os participantes inscritos no estudo passaram por uma entrevista para a sele¢ao
de casos, onde foi avaliada a suspeita de TB, em seguida feito o diagnostico e
iniciado o tratamento através do Programa de Tuberculose do INI. Em seguida,
durante os 15 primeiros dias de tratamento para a tuberculose, houve a selecao de
casos obedecendo aos critérios de elegitibilidade para iniciar a HAART. Durante o
periodo de tratamento com tuberculostatico e HAART foram feitas consultas (Dia 30,
dia 60, dia 90, dia 120, dia 150 — final do tratamento da TB e dia 180 — paciente
apenas em HAART), denominadas visitas, nas quais eram coletadas amostras de
sangue que foram utilizadas para o presente estudo. Consultas adicionais foram
realizadas em caso de aparecimento de doencas associadas ao HIV/AIDS ou
eventos adversos (incluindo-se a IRIS). Os pacientes desse estudo evoluiram para o

quadro de IRIS principalmente nos dias 60 e 90 (Figura 21).

15 dias 30 dias

—

e ———

Tratamento  Selecéo dos HAART

para TB pacientes Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120 Dia 150 Dia 180

Figura 21: Fluxograma das etapas as quais 0s pacientes inscritos no estudo foram

submetidos

3.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO:

As amostras biologicas foram obtidas no ambito de um estudo prévio realizado
no laboratério (projeto inicial) denominado “Avaliacdo do perfil de reconstituicdo
imunoldgica de individuos HIV/TB submetidos a tratamento para tuberculose e
Terapia Antirretroviral Altamente Ativa (HAART) incluindo Efavirenz”. Desta forma,
para a conducdo do presente projeto, utilizamos as amostras bioldgicas

armazenadas no Laboratério de Aids e Imunologia Molecular durante o periodo de

43



realizacdo do projeto anterior, a partir das quais extraimos o DNA para o estudo dos

genes alvo.

3.5 EXTRACAO DO DNA GENOMICO:

O DNA genbdmico foi extraido a partir de células do sangue total do paciente,
utilizando-se o método de colunas de silica do kit QlAamp® DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, GmbH, Hilden, Alemanha), conforme as orientacdes do fabricante. Este kit
€ desenhado para extracdo do DNA total (genémico, viral ou mitocondrial), a partir
de 200uL de sangue total humano, com ligagdo seletiva do DNA a uma matriz de
resina de silica contida em uma coluna de MicroSpin. Apés a ligacdo do DNA a essa
matriz o material nucléico sofre varias lavagens com solucfes alcodlicas. A eluicdo
se da pela adi¢édo do tampao do préprio kit. Apds a extracao, o DNA foi identificado e

estocado a —20°C.

3.6 QUANTIFICACAO DO DNA:

Para cada amostra, foi feita a estimativa da concentragcdo de DNA, para
detectarmos o grau de pureza e a quantidade de DNA viavel em cada amostra. Foi
analisada a leitura de absorbancia em 260nm (UV — Concentracdo do DNA) e em
280nm (quantificacdo de proteinas) no espectrofotdmetro (NanoDrop Thermo
Scientific 2000). Como requisito para as técnicas de biologia molecular utilizadas
ap0s a extracdo, o DNA extraido deve ter uma concentracdo de 50 ng/ul
(genotipagem KIR) e 15-30 ng/uL (sequenciamento HLA). A pureza (A260nm/
A280nm) deve ser = 1,6. Apés a quantificagdo as amostras consideradas viaveis
foram estocadas a -20°C. As que n&o obtiveram concentracdo adequada foram

submetidas a reextragao.

3.7 GENOTIPAGEM KIR:

Para detectar a presenca e auséncia de genes KIR a partir das amostras de
DNA dos pacientes, foi empregada a metodologia de PCR-SSP (sequence-specific
primers), utilizando kits comerciais (KIR Genotyping SSP Kit - Invitrogen, USA). As

especificidades génicas detectadas por esse kit sdo: 2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DLA4,
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2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 3DS1, 2DP1 e 3DP1.
Esta técnica consiste em um ensaio de reacdo em cadeia da polimerase com jogos
de iniciadores locus-especificos, bem como um par de iniciadores que funciona
como controle interno da reacéo de PCR. O protocolo inclui a mistura de um tampao
de reacdo com DNA gendémico humano e enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen,
USA), a qual foi dispensada na placa, selada e submetida a ciclagem em
termociclador (1 min a 95°C; 30 ciclos: 94°C por 20”, 63°C por 20", 72°C por 90°).
Apés a etapa de ciclagem, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 2% corado com gel red (Biotium, USA), que foi foto documentado e
interpretado utilizando uma worksheet disponibilizada junto com o kit (Figura 22). A
determinacdo dos alelos consistiu na verificacdo da ocorréncia ou ndo da

amplificacdo. Este método apresenta-se sensivel, especifico e reprodutivel.

S INVi - KIR Genotyping SSP Kit - WORKSHEET ity
@ invitrogen I O s -

n Purpose of Test Taq Lot

Sample 1D ONAE M. Lote _ 004 Batche

Name DNA Conc. (nghst) Exp Date

Ethnic Origin Tested by Test Date

o Patient R d by Review Date

Typing Result (Check genes present)
2001 2002 2003 2004 200SA 20058 208t 20852 2083 2054°FUL 20S4°DEL 2055 30LY 3002 30L3 308t 2001 JOPY'FUL 3DPIDEL
| [

34501.9“!"12 l" 1% (l!

oo w d
glzlel|alzlz el (Blelelal 2 sl o)< Bl
Produst Size (bp) §!§§5z§§;§z§:§25523=§~
Lane Number 1]2]3fafsla]v]als rolee[s2]43]sals]16]17]18]15]2021]22]
Failed Controls
False Positive
False Negative

Figura 22: Worksheet utilizada para determinar os alelos presentes em cada

amostra.
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3.8 TIPAGEM DOS ALELOS HLA DE CLASSE | B E Il DRB1:

A tipagem molecular dos alelos HLA-B e HLA-DRB1 foi determinada pela
metodologia sequenciamento automatico de nucleotideos (sequencing-based typing
— SBT) em plataforma ABI, utilizando-se um kit comercial (SeCore Sequencing Kit —
Life Technologies, EUA). Este kit destina-se a identificar diretamente a sequéncia de
DNA a partir de genes HLA alvo.

Para realizacdo da tipagem as amostras foram submetidas a etapas de
amplificacéo, purificacdo e sequenciamento. Cada reacdo de PCR € composta por
19,8 pl da mistura do tampéo de amplificacdo + 0,2 pl de FastStart Taq, no caso da
tipagem do HLA-B; e 22,8 pl da mistura do tampao de amplificacdo + 0,2 ul de
FastStart Tag, no caso da tipagem do HLA-DRB1. S&o necessarios 5 ul de DNA
para o protocolo HLA-B e 2 ul para o protocolo HLA-DRB1. Apdés a mistura dos
reagentes, as amostras foram colocadas em termociclador para a amplificacdo dos
fragmentos (1 ciclo: 95°C por 4 min.; 35 ciclos: 95°C por 20 s, 63°C por 20s, 72°C
por 40s; 1 ciclo: 72°C por 5 min.).

Logo apds a reacdo de PCR, os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com gel red (Biotium, USA). Foram
incluidos no dltimo pocgo de cada gel 2 ul do marcador de peso molecular (Low DNA
Mass Ladder), como parametro de verificacdo do tamanho do fragmento amplificado.
Apébs o término de cada corrida (100 V por 40 min), as bandas foram observadas
com auxilio de um transiluminador com luz ultravioleta. Para o HLA-B sdo esperadas
duas bandas: ~1250pb (exons — checar se tem acento 2 e 3) e ~720 pb (exon 4 =
banda de controle interno) e para o HLA-DRB1 ~ 500 a 850 (exon 2) e ~450 (exon
3). Foi feita a documentacéo fotografica dos géis juntamente com a captura das
imagens. Apos essa etapa os produtos de PCR foram submetidos a purificacdo, de
acordo com as instrucoes do fabricante. Nessa etapa, somente as amostras com
produtos com a banda de ~1250pb (HLA-B) e com ~300pb (HLA-DRB1) foram
incluidas.

Apés a purificacdo, os produtos foram submetidos a reagdo de sequenciamento
utilizando o mesmo kit comercial. Os produtos de purificagdo (2 ul) foram misturados
aos mixes de sequenciamento locus-especifico (8 ul) e submetidos a ciclagem em
termociclador (25 ciclos: 95°C por 20s, 50°C por 15s, 60°C por 60s). Os produtos
sequenciados foram precipitados com etanol a 70% e 100% e em seguida,
analisados em sequenciador automatico ABI 3730XL. Os cromatogramas gerados
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ap0s o sequenciamento foram visualizados e interpretados com o auxilio do software
SBT HLA uType 6.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), fornecido pelo fabricante do
kit.

3.9 ANALISE ESTATISTICA:

As frequéncias dos alelos e gendtipos foram estimadas por meio do programa
PyPop — Python for Population Genetics 0.6.0 (Lancaster et al., 2003), voltado para
0 estudo de genética populacional e comparadas entres 0s grupos com IRIS e sem
IRIS e o perfil gendmico do Registro Nacional de Doadores de Medula Ossea
(REDOME), divulgado em marco de 2013. Esse banco de dados possui frequéncias
dos alelos HLA representativo da populagcédo Brasileira com mais de 5 milhdes de
doadores registrados (www.imunogenetica.org).

A aplicacdo do teste chi quadrado ou teste exato de Fisher para detectar
diferencas significativas das frequéncias de alelos entre os diferentes grupos de
pacientes foi realizada pelo pacote estatistico GraphPad Prism 7 (GraphPad Prism
versao 7.0 para Windows, GraphPad Software, USA, www.graphpad.com).
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS
DA POPULACAO ESTUDADA

Dos 61 pacientes incluidos no estudo (Figura 20), 7 (12%) evoluiram para o
quadro de IRIS, que desenvolveu-se em um tempo mediano de 59 dias (IQR 27-89)
apos a introducdo da HAART, e 54 (88%) ndo apresentaram IRIS. A mediana de
células T CD4" antes da introducéo da HAART foi de 98 céls/mm?® e a mediana de
carga viral foi de 5,14 log;o copias/mL. Foi observado que (67%) dos pacientes
encontravam-se imunossuprimidos (CD4<200 céls/mm®) antes da introducéo da
HAART. A faixa etéaria variou entre 20 e 60 anos, com mediana de 37 anos. Quanto
ao sexo, 49 (80%) eram do sexo masculino e 12 (20%) do sexo feminino. Quanto a
etnia, 46% sao brancos, 29% pardos e 25% negros. A proporcdo de pacientes com
tuberculose pulmonar ou disseminada foi semelhante, 44 e 48% respectivamente.
Todos os pacientes foram tratados com duas doses distintas de efavirenz (600 ou
800 mg/dia) e dois analogos do nucleosideo/nucleotideo durante todo o estudo. As

caracteristicas da populacéo estudada estéo representadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Dados sociodemograficos, clinicos e laboratoriais dos 61 pacientes com
diagnodstico de tuberculose infectados pelo HIV-1 do INI/FIOCRUZ, Rio de Janeiro,

Brasil.
Caracteristicas Pacientes Pacientes Pacientes sem P valor
total n=61 com IRIS n=7 IRIS n=54
Idade (anos), mediana 37 (20 - 60) 34 (22- 44) 38 (20- 60) 0,173
Sexo, n (%)
Feminino 12 (20%) 0 (0%) 12 (22%) 0,327
Masculino 49 (80%) 7 (100%) 42 (78%) 0,050
Formaclinica, n(%)
Pulmonar 27 (44%) 2 (29%) 25 (46%) 0,448
Disseminada 29 (48%) 5 (71%) 24 (44%) 0,241
Extrapulmonar 5 (8%) 0(0.0%) 5(10%) 1,000
IRIS, n (%)
Sim 7 (11%) - -
Nao 54 (89%) - -
Etnia, n(%)
Negro 15 (25%) 2 (29%) 13 (24%) 1,000
Pardo 18 (29%) 1(14%) 17 (32%) 0,662
Branco 28 (46%) 4 (57%) 24 (44%) 0,693
CD4 céls/mm3, mediana 98 (35 - 235) 60 (34-196) 104 (36-236) 0,386
<200 51 (30- 100.5) 6 (86) 35(65)
=200 275.5(234.2 — 1(14) 19(35)
361.7)
Carga Viral (logyg 5.14 (4.48 — 5,05 (4,77- 5,1 (4,47-5,55) 0,910
copias/ml), mediana 5.51) 5,35)

n= ndmero de pacientes; IRIS = Sindrome Inflamatdria da Reconstituicdo Imune. Adaptado de Silva et
al., 2013.
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4.2 FREQUENCIA DOS ALELOS HLA-B

Os resultados das frequéncias alélicas do locus HLA-B e HLA-DRB-1 dos

pacientes incluidos no estudo estdo apresentados na Tabela 2. Todas as 61

amostras foram submetidas a extracdo de DNA, quantificacdo e tipagem molecular

dos alelos HLA-B por sequenciamento automatico de nucleotideos.

Tabela 2: Geno6tipos HLA-B e HLA-DRB1 dos pacientes incluidos no estudo.

Amostras | Ocorréncia de Tipagem HLA-B Tipagem HLA-DRB-1
IRIS

Tb 001 N&o B*14:01:01 B*45:01 DRB1*07:01:01:01 DRB1*07:01:01:01
Th 002 N&o B*49:01:01 B*58:01:01 DRB1*01:02:01 DRB1*11:02:01
Th 003 Sim B*07:02:10 B*39:10 DRB1*10:01:01 DRB1*15:01:01:01
Tb 004 N&o B*08:01 B*51:01 - -
Tb 005 N&o B*07:02:01 B*07:02:08 DRB1*15:01:01:01 DRB1*15:01:01:01
Th 006 Sim B*07:02:01 B*41:01 DRB1*11:01:01 DRB1*13:02:01
Tb 009 N&o B* 35:01:06 B* 49:01:01 DRB1*03:02:01 DRB1*04:06:02
Th 011 N&o B*14:01:01 B*51:01:18 DRB1*04:03:01 DRB1*07:01:01:01
Th 012 Sim B*14:19 B*38:01:01 DRB1*04:04:01 DRB1*04:04:01
Th 013 N&o B*15:10:01 B*44:03:09 DRB1*03:01:01:01 DRB1*12:01:01
Th 014 N&o B*15:01:01 B*44:03:01 DRB1*07:01:01:01 DRB1*13:01:01
Th 015 N&o B*39:13:01 B*52:01:04 DRB1*03:02:01 DRB1*08:07
Th 016 N&o B* 15:05:01 B* 15:17:01:01 DRB1*03:02:01 DRB1*04:17:02
Th 017 N&o B*15:01:16 B*35:05:01 DRB1*04:17:01 DRB1*08:06
Th 018 N&o B* 07:196 B* 51:159 DRB1*03:01:01:01 DRB1*15:01:01:01
Tb 019 N&o B*35:02:03 B*44:03:09 DRB1*01:01:01 DRB1*01:01:02
Th 020 N&o B*44:02:01:01 B*44:111 DRB1*13:03:01 DRB1*15:01:01:01
Th 021 N&o B*37:01:02 B*55:01:01 DRB1*03:01:01:01 DRB1*07:01:01:01
Th 023 N&o B*15:17:01 B*58:01:01 DRB1*14:95 DRB1*14:111
Th 024 N&o B* 53:01:01 B* 58:01:01 DRB1*07:01:01:01 DRB1*07:01:01:01
Tbh 026 N&o B* 44:01:01 B* 81:01 DRB1*04:03:01 DRB1*15:03:01:01
Tbh 027 N&o B* 15:01:01:01 B* 15:31 DRB1*11:02:01 DRB1*11:02:01
Th 028 N&o B* 08:01:01 B* 53:01:02 DRB1*08:02:01 DRB1*13:01:01
Th 029 N&o B*44:02:01 B*50:01:02 DRB1*04:04:01 DRB1*07:01:01:01
Tbh 030 N&o B*49:01:01 B*58:02 DRB1*04:05:01 DRB1*07:01:01:01
Th 034 N&o B*15:03:01 B*44:03:08 DRB1*07:01:01:01 DRB1*07:01:01:01
Tb 040 Sim B* 35:01:01:01 B* 57:01:01 DRB1*01:03 DRB1*04:02:01
Th 041 N&o B*35:01:04 B*44:02:07 DRB1*07:01:02 DRB1*11:01:01
Tb 042 N&o B*07:02:01 B*51:01:08 DRB1*07:01:01:01 DRB1*15:03:01:01
Tbh 047 N&o B* 15:03:01 B* 15:03:01 DRB1*11:01:01 DRB1*13:02:08
Th 048 N&o B*37:01:01 B*81:01 DRB1*04:05:03 DRB1*12:01:01
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Tb 049 N&o B*35:01:01 B*57:03:01 DRB1*07:01:01:01 DRB1*08:07
Tb 050 Nao B*15:01:01 B*57:34 DRB1*04:02:01 DRB1*13:02:01
Tb 051 Nao B*07:02:01 B*50:01:01 DRB1*14:08 DRB1*14:39
Tb 052 N&o B* 27:44 B* 45:01:02 DRB1*07:01:01:01 DRB1*15:03:01:01
Tb 053 N&o B*14:02:01 B*35:23 DRB1*08:04:01 DRB1*12:01:01
Tb 058 Nao B* 27:05:02 B* 57:01:01 DRB1*01:01:01 DRB1*07:01:01:01
Th 060 Sim B*40:02:01 B*42:02 DRB1*14:02:01 DRB1*15:03:01:01
Tb 062 N&o B* 08:01:01 B* 51:01:08 DRB1*01:02:01 DRB1*13:01:03
Tb 063 N&o B* 15:10:01 B* 53:01:03 DRB1*03:14 DRB1*14:54
Tb 064 Nao B* 15:10:02 B* 35:03:01 DRB1*11:01:01 DRB1*15:03:01:01
Tb 065 Nao B* 42:02 B* 44:04 DRB1*11:01:01 DRB1*12:01:01
Th 067 Nao B* 08:01:01 B*44:162 DRB1*03:94 DRB1*12:01:01
Th 069 N&o B* 44:02:01:01 B* 53:01:01 DRB1*11:01:01 DRB1*11:01:01
Tb 071 N&o B* 15:03:01 B* 58:01:01 DRB1*08:02:02 DRB1*11:04:01
Th 072 N&o B* 08:01:08 B*35:01:15 DRB1*01:01:01 DRB1*03:01:01:01
Tb 075 N&o B* 15:03:01 B*41:30 DRB1*07:01:01:01 DRB1*11:01:02
Thb 076 N&o B*35:27 B*45:01 DRB1*10:01:01 DRB1*13:02:01
Th 077 N&o B* 07:02:08 B* 48:02:01 DRB1*09:01:02 DRB1*12:02:02
Tb 078 N&o B* 42:05:02 B* 44:03:01 DRB1*03:02:01 DRB1*07:01:01:01
Th 079 Sim B* 42:01:01 B* 44:03:01 DRB1*03:02:01 DRB1*07:01:01:01
Th 080 N&o B* 53:01:01 B*53:01:01 DRB1*08:02:02 DRB1*13:01:01
Th 081 N&o B* 15:03:01 B*18:01:01 DRB1*07:05 DRB1*11:04:01
Tb 083 N&o B*40:02:01 B* 52:01:01 DRB1*01:01:01 DRB1*11:01:01
Tb 086 N&o B* 07:02:01 B* 14:02:01 DRB1*01:01:01 DRB1*15:01:01:01
Th 087 N&o B*14:02:01 B*35:08:01 DRB1*10:01:01 DRB1*15:03:01:01
Th 089 N&o B*51:01:01 B*52:01:04 DRB1*04:07:01 DRB1*04:11:01
Th 091 N&o B* 18:84 B* 38:01:01 DRB1*11:01:01 DRB1*16:01:01
Th 092 Sim B*44:03:09 B*45:01 DRB1*07:01:01:01 | DRB1*07:01:01:01
Th 094 N&o B*35:01:01 B*44:03:05 DRB1*04:02:01 DRB1*08:01:01
Th 096 N&o B*15:206 B*35:27 DRB1*01:01:01 DRB1*11:02:01

IRIS: Sindrome Inflamatdéria da Reconstituicdo Imune.

Os resultados mostram a ocorréncia de 25 grupos alélicos HLA-B, onde os

mais frequentes foram: B*15 (14,7%), B*44 (13,1%), B*35 (10,7%) e B*07 (7,4%)
(Figura 23). Quando analisamos os resultados da tipagem em alta resolucéo,

consequentemente dividindo os alelos em mais grupos, os alelos especificos mais
frequentemente encontrados foram: B*44:03 (6,2%), B*15:03:01 (5,4%), B*35:01
(5,2%) e B*07:02:01 (5,4%).
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Figura 23: Frequéncia dos alelos HLA-B dos individuos com tuberculose infectados pelo HIV-1 incluidos no estudo.

n=nUmero de alelos.
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Uma vez que a determinacdo dos alelos especificos € de grande
importancia para os estudos que investigam associacbes com doencas,
verificamos a distribuicdo dos alelos especificos nos grupos alélicos mais
frequentes em nosso estudo (B*15, B*44, B*35 e B*07) (Figura 24). Os
resultados apontam para uma maior diversidade alélica nos grupos B*15 e
B*35.
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& 40% —
30% e
- 44:03 35:01
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10% e
0% T T T |
B*15 B*44 B*35 B*07
Alelos HLA-B*

Figura 24: Distribuicdo dos alelos especificos do gene HLA-B encontrados nos

grupos alélicos predominantes em nosso estudo.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados das frequéncias alélicas
do gene HLA-B nos grupos com IRIS e sem IRIS. Nao foram observadas
diferencas significativas (p> 0.05) entre as frequéncias alélicas do HLA-B entre
0S grupos, porém uma tendéncia a significancia estatistica foi observada entre
as frequéncias do alelo HLA-B*42 nos dois grupos (p=0.061, OR 10.4),
refletindo uma possivel associacdo com a ocorréncia de IRIS (14,3% vs. 1,8%

respectivamente).
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Tabela 3: Distribuicdo das frequéncias dos alelos HLA-B entre os individuos

com tuberculose infectados pelo HIV-1.

Alelos IRIS Nao-IRIS IRIS vs. Nao-IRIS
HLA-B 2n=14 2n=108

n fg n fg p-valor* OR
B*07 02 0.143 07 0.065 0.275 2.40
B*08 00 0.000 05 0.046 1.000 0.64
B*14 01 0.071 05 0.046 0.526 1.58
B*15 00 0.000 18 0.167 0.127 0.16
B*18 00 0.000 02 0.018 1.000 1.46
B*27 00 0.000 02 0.018 1.000 1.46
B*35 01 0.071 12 0.111 1.000 0.61
B*37 00 0.000 02 0.018 1.000 1.46
B*38 01 0.071 01 0.009 0.217 8.23
B*39 01 0.071 01 0.009 0.217 8.23
B*40 01 0.071 01 0.009 0.217 8.23
B*41 01 0.071 01 0.009 0.217 8.23
B*42 02 0.143 02 0.018 0.064 8.83
B*44 02 0.143 14 0.129 1.000 1.11
B*45 01 0.071 03 0.028 0.389 2.69
B*48 00 0.000 01 0.009 1.000 2.47
B*49 00 0.000 03 0.028 1.000 1.03
B*50 00 0.000 02 0.018 1.000 1.46
B*51 00 0.000 06 0.055 1.000 0.54
B*52 00 0.000 03 0.028 1.000 1.03
B*53 00 0.000 06 0.055 1.000 0.54
B*55 00 0.000 01 0.009 1.000 2.47
B*57 01 0.071 3 0.028 0.389 2.69
B*58 00 0.000 05 0.043 1.000 0.60
B*81 00 0.000 02 0.018 1.000 0.64

*Teste exato de Fisher. As diferengas foram consideradas significativas com valor de *p<0.05.
fg: frequéncia génica; n: numero de individuos; 2n= ndmero total de alelos; OR= Odds radio;

IRIS: Sindrome Inflamatéria da Reconstituigdo Imune.
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Dada a elevada diversidade genética da populacdo brasileira, que é
caracterizada por um grau elevado de miscigenacao, € importante comparar as
frequéncias alélicas entre caucasianos e ndo caucasianos. Os resultados estéo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Distribuicdo das frequéncias dos alelos HLA-B dos individuos com

tuberculose infectados pelo HIV-1 entre caucasianos e nao-caucasianos.

Alelos Caucasianos Nao-caucasianos Cauc vs. Ndo-caucasianos

HLA-B 2n=56 2n=66

n fg n fg p-valor* OR
B*07 07 0.125 02 0.030 0.078 4.57
B*08 03 0.053 02 0.030 0.660 1.81
B*14 04 0.071 02 0.030 0.411 2.46
B*15 07 0.125 11 0.166 0.612 0.71
B*18 01 0.017 01 0.015 1.000 1.18
B*27 01 0.017 01 0.015 1.000 1.18
B*35 07 0.125 06 0.090 0.540 1.42
B*37 00 0.000 02 0.030 0.499 0.22
B*38 02 0.035 00 0.000 0.208 6.10
B*39 02 0.035 00 0.000 0.208 6.10
B*40 01 0.017 01 0.015 1.000 1.18
B*41 01 0.017 01 0.015 1.000 1.18
B*42 00 0.000 04 0.060 0.123 0.12
B*44 04 0.071 12 0.181 0.105 0.34
B*45 02 0.035 02 0.030 1.000 1.18
B*48 00 0.000 01 0.015 1.000 0.38
B*49 01 0.017 02 0.030 1.000 0.58
B*50 01 0.017 01 0.015 1.000 1.18
B*51 04 0.071 02 0.030 0.411 2.46
B*52 03 0.053 00 0.000 0.093 8.70
B*53 01 0.017 05 0.075 0.216 0.22
B*55 00 0.000 01 0.015 1.000 0.38
B*57 03 0.053 01 0.015 0.332 3.67
B*58 01 0.017 04 0.060 0.373 0.28
B*81 00 0.000 02 0.030 0.499 0.22

*Teste exato de Fisher. As diferencas foram consideradas significativas com valor de p<0.05.

fg: frequéncia génica; n: nimero de individuos; 2n= namero total de alelos; OR= Odds radio.
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A fim de verificarmos se a distribuicdo dos alelos HLA-B encontrados em
nosso estudo esta de acordo com os dados reportados para a populacao
Brasileira, comparamos as frequéncias dos alelos dos individuos com
tuberculose infectados pelo HIV-1 aqui estudados com as frequéncias dos
alelos HLA-B disponiveis no Registro Nacional de Doadores de Medula Ossea

(REDOME). Tais resultados séo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Distribuicdo das frequéncias dos alelos HLA-B dos individuos com tuberculose infectados pelo HIV-1 e da populacéo

Brasileira (dados do REDOME) estratificada em grupos étnicos.

Individuos com TB e AIDS Brasileiros (REDOME) or"
p valor
(2n=122 alelos) (2n=5.706.717 alelos)
Alelos
HLAB Total Brancos Negros Pardos Total** Brancos Negros Pardos
(2n=122) (2n=56) (2n=72) (2n=112) |(2n=5.706.717) (2n=364.014) (2n=345.703) (2n=352.271) | Total Brancos Negros Pardos
n fre@q n freq n freq n freq n freq n freq n freq n freq

B*07 |09 0.073 07 0.125 02 0.666 00 0.000|393.814 0.069 27.961 0.071 26.602 0.068 25.937 0.066|0.838 0.226 0.127 0.018
B*08 |05 0.041 03 0.053 01 0.033 01 0.028|291.107 0.051 16.302 0.056 12.422 0.043 12.867 0.044|0.618 0.737 0.353 0.131
B*13 |00 0.000 00 0.000 00 0.000 00 0.000|90.593 0.016 1.631 0.018 1.132 0.013 1.123 0.012|0.159 0.616 0.627 0.543
B*14 |06 0.049 04 0.071 01 0.033 01 0.028|300.037 0.053 15.902 0.053 15.728 0.052 16.151 0.052|0.868 0.369 0.206  0.086
B*15 |18 0.147 07 0.121 02 0.066 09 0.250|518.155 0.091 42.489 0.082 58.500 0.113 54.064 0.104|0.032 0.840 0.050 0.057
B*18 |02 0.016 01 0.017 01 0.033 00 0.000|270.883 0.048 14.086 0.052 10.648 0.039 11.038 0.041|0.108 0.439 0.408 0.074
B*27 |02 0.016 01 0.017 00 0.000 01 0.028|126.605 0.022 3.165 0.025 2.178 0.017 2.371 0.019|0.646 0.460 0.499 0.776
B*35 |13 0.106 07 0.125 03 0.100 03 0.083|673.880 0.118 82.887 0.123 72.530 0.107 76.054 0.113|0.696 0.083 0.901 0.456
B*37 |02 0.016 00 0.000 01 0.033 01 0.028|60.869 0.011 670 0.011 523 0.009 605 0.010|0.546 0.726 0.942 0.065
B*38 |02 0.016 02 0.035 00 0.000 00 0.000|121.887 0.021 2.925 0.024 1.837 0.015 2.070 0.017|0.706 0.296 0.535 0.416
B*39 |02 0.016 02 0.035 00 0.000 00 0.000|197.423 0.035 6.515 0.033 6.953 0.035 7.579 0.038|0.275 0.315 0.224 0.117
B*40 |02 0.016 01 0.017 01 0.033 00 0.000|273.605 0.048 13.133 0.048 11.820 0.043 13.319 0.049|0.104 0.486 0.355 0.453
B*41 |02 0.016 01 0.017 01 0.033 00 0.000|73.500 0.013 956 0.013 936 0.013 892 0.012|0.727 0.357 0.068 0.594
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B*42
B*44
B*45
B*47
B*48
B*49
B*50
B*51
B*52
B*53
B*55
B*56
B*57
B*58
B*67
B*73
B*78
B*81
B*82

04
16
04
00
01
03
02
06
03
06
01
00
04
05
00
00
00
02
00

0.032
0.131
0.032
0.000
0.008
0.024
0.016
0.049
0.024
0.049
0.008
0.000
0.032
0.041
0.000
0.000
0.000
0.016
0.000

00
04
02
00
00
01
01
04
03
01
00
00
03
01
00
00
00
00
00

0.000
0.071
0.035
0.000
0.000
0.017
0.017
0.071
0.053
0.017
0.000
0.000
0.053
0.017
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

01
06
01
00
01
00
00
01
00
04
00
00
00
01
00
00
00
02
00

0.033
0.200
0.033
0.000
0.033
0.000
0.000
0.033
0.000
0.133
0.000
0.000
0.000
0.033
0.000
0.000
0.000
0.066
0.000

03
06
01
00
00
02
01
00
00
01
01
00
01
03
00
00
00
00
00

0.083
0.166
0.028
0.000
0.000
0.055
0.028
0.000
0.000
0.028
0.028
0.000
0.028
0.083
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

79.525
615.800
98.905
12.556
41.436
158.232
136.173
475.056
110.700
153.283
62.186
20.859
159.435
151.176
1.579
5.648
4.956
24.196
2.658

0.014
0.108
0.017
0.002
0.007
0.028
0.024
0.083
0.020
0.024
0.011
0.004
0.028
0.027
0.001
0.001
0.001
0.004
0.001

716
69.585
1.385
25

249
4.430
3.268
42.280
1.993
2.759
746

83
4.464
3.326
0

6

3

73

1

0.009
0.113
0.014
0.002
0.006
0.028
0.024
0.089
0.018
0.018
0.012
0.004
0.028
0.022
0.000
0.001
0.0007
0.003
0.0003

2.343
58.717
2.552
23

340
4.249
3.061
32.380
2.304
6.392
493

50
4,702
6.053
0

4

5

224

2

0.029
0.095
0.026
0.002
0.008
0.027
0.022
0.068
0.021
0.042
0.008
0.002
0.029
0.040
0.000
0.001
0.001
0.009
0.001

1.747
62.608
2.129
25

376
4.264
3.283
36.014
2.397
5.014
555

60
4.456
5.102

0.022
0.102
0.022
0.002
0.009
0.027
0.024
0.076
0.022
0.033
0.009
0.003
0.028
0.034
0.000
0.001
0.001
0.007
0.001

0.075
0.376
0.200
0.615
0.896
0.836
0.593
0.057
0.685
0.133
0.778
0.506
0.719
0.325
0.854
0.728
0.745
0.059
0.811

0.740
0.056
0.107
0.950
0.845
0.698
0.481
0.296
0.238
0.375
0.734
0.909
0.053
0.493

0.976
0.983
0.915
0.990

0.462
0.073
0.519
0.944
0.107
0.344
0.422
0.423
0.487
0.057
0.748
0.918
0.318
0.815

0.977
0.974
0.458
0.984

0.093
0.453
0.694
0.929
0.729
0.488
0.958
0.059
0.381
0.636
0.059
0.890
0.725
0.276

0.972
0.965
0.822
0.979

*Teste exato de Fisher. As diferengas foram consideradas significativas com valor de p<0.05.

freq: frequéncia génica; n: nimero de individuos; 2n= nimero total de alelos; OR= Odds radio.
REDOME: Registro Nacional de Doadores de Medula Ossea.
** A soma do nimero observado de alelos HLA-B (n) em brancos, negros e mulatos ndo corresponde ao numero total de cada alelo porque os dados
notificada.
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4.3 HOMOZIGOSE E HETEROZIGOSE DOS ALELOS HLA-B

O loci HLA-B apresentou uma alta taxa de heterozigose (90,2%) em
relacdo a homozigose (9,8%), considerando a tipagem com baixo nivel de
resolucao (dois digitos). Porém, genoétipos HLA s6 podem ser definidos como
verdadeiros heterozigotos ou homozigotos através da analise em alto nivel de
resolucdo. Deste modo, observa-se que individuos caracterizados como
homozigotos, em nivel alélico (dois digitos), passam a ser considerados
heterozigotos na analise de seus alelos especificos (terceiro e quarto digitos)
(Li et al, 2007). No presente estudo, ao analisar a tipificacdo em alta resolucao,
observou-se que apenas 3,3% dos individuos que eram considerados
homozigotos em nivel alélico permaneceram com essa classificacdo apés a
analise mais refinada.

Além disso, os alelos HLA-B podem ser divididos em dois grupos com
base na expressdo dos epitopos moleculares HLA-Bw4 e HLA-Bwe.
Encontramos a homozigose do HLA-Bw4 em 8 (13,1%) individuos e
homozigose do HLA-Bw6 em 19 (31,2%), enquanto que a heterozigose
abrangeu o maior nimero de individuos, 34 (55,7%). As andlises dos grupos
Bw4 e Bw6 do gene HLA-B entre os individuos com IRIS e sem IRIS n&o
apresentou significancia estatistica, como observado na Tabela 6.
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Tabela 6: Frequéncia dos grupos Bw4, Bw6 e Bw4/Bw6 entre os individuos

com IRIS e sem IRIS.

Bw4/Bw6 IRIS N&o-IRIS IRIS vs. Nao-IRIS
2n=14 n=108

n fg n fg p-valor* OR

Bw4 00 0.000 08 0.148 0.594 0.40

Bw6 03 0.429 16 0.315 0.456 1.56

Bw4/Bw6 04 0.571 30 0.537 1.000 1.04

*Teste exato de Fisher. As diferencas foram consideradas significativas com valor de p<0.05.
fg: frequéncia génica; n: nimero de individuos; 2n= namero total de alelos; OR= Odds radio;
IRIS: Sindrome Inflamatéria da Reconstituicdo Imune

4.4 FREQUENCIA DOS ALELOS HLA-DRB1

Os resultados das frequéncias alélicas do locus HLA-DRB1 dos
pacientes incluidos no estudo estdo apresentados na Tabela 2. A tipagem dos
genes HLA-DRB1 pdde ser determinada em 60 dos 61 individuos incluidos no
estudo. Para uma amostra, ndo obtivemos resultado mesmo apoés a realizacao
de repetidas tentativas de tipagem.

Os resultados mostram a ocorréncia de 13 grupos alélicos HLA-DRBL1,
onde os mais frequentes foram: DRB1*07 (17,92%), DRB1*11 (14,15%),
DRB1*04 (11,32%) e DRB1*15 (9,43%) (Figura 25).
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Figura 25: Frequéncia dos alelos HLA-DRB1 dos individuos com tuberculose
infectados pelo HIV-1 incluidos no estudo.
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Na determinacdo dos alelos especificos, verificamos a distribuicdo
desses nos grupos alélicos mais frequentes em nosso estudo (DRB1*07,
DRB1*11, DRB1*04 e DRB1*15) (Figura 26). Os resultados apontam para uma
maior diversidade alélica no grupo DRB1*04 seguido do DRB1*11.
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Figura 26: Distribuicdo dos alelos especificos do gene HLA-DRB1 encontrados

nos grupos alélicos predominantes em nosso estudo.
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Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados das frequéncias alélicas
do HLA-DRB1 nos grupos com IRIS e sem IRIS.

Tabela 7: Distribuicdo das frequéncias génicas dos alelos HLA-DRB1 entre os

individuos com tuberculose infectados pelo HIV-1.

Alelos IRIS N&o-IRIS IRIS vs. Nao-IRIS
HLA-DRB1 2n=14 2n=106
n fg n fg p-valor* OR
DRB1*01 01 0.071 09 0.179 1.000 0.83
DRB1*03 01 0.071 10 0.094 1.000 0.74
DRB1*04 03 0.214 12 0.113 0.381 2.14
DRB1*07 03 0.214 19 0.179 0.720 1.25
DRB1*08 00 0.000 08 0.075 0.594 0.40
DRB1*09 00 0.000 01 0.009 1.000 2.42
DRB1*10 01 0.071 02 0.019 0.313 4.00
DRB1*11 01 0.071 15 0.142 0.690 0.47
DRB1*12 00 0.000 06 0.057 1.000 0.53
DRB1*13 01 0.071 08 0.075 1.000 0.94
DRB1*14 01 0.071 05 0.047 0.533 1.55
DRB1*15 02 0.143 10 0.094 0.630 1.60
DRB1*16 00 0.00 01 0.009 1.000 2.42

*Teste exato de Fisher. As diferencas foram consideradas significativas com valor de *p<0.05.
fg: frequéncia génica; n: nimero de individuos; 2n= nimero total de alelos; OR= Odds radio;

IRIS: Sindrome Inflamatéria da Reconstituicdo Imune.
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A comparacao das frequéncias alélicas DRB1* entre caucasianos e ndo-
caucasianos esta representada na Tabela 8. Nenhuma diferenca significativa

foi encontrada.

Tabela 8: Distribuicdo das frequéncias génicas dos alelos HLA-DRB1 dos
individuos com tuberculose infectados pelo HIV-1 entre caucasianos e nao-

caucasianos.

Alelos Caucasianos Nao-caucasianos Cauc vs. Nao-cauc
HLA-DRB1 2n=56 2n=64

n fg n fg p-valor* OR
DRB1*01 05 0.089 05 0.078 1.000 1.16
DRB1*03 04 0.071 07 0.109 0.540 0.63
DRB1*04 08 0.143 07 0.109 0.594 1.36
DRB1*07 10 0.179 12 0.188 1.000 0.94
DRB1*08 04 0.071 04 0.063 1.000 1.15
DRB1*09 00 0.000 01 0.016 1.000 0.37
DRB1*10 01 0.018 02 0.031 1.000 0.56
DRB1*11 08 0.143 08 0.125 0.794 1.17
DRB1*12 02 0.036 04 0.063 0.684 0.55
DRB1*13 03 0.054 06 0.094 0.500 0.55
DRB1*14 02 0.036 04 0.063 0.684 0.55
DRB1*15 08 0.143 04 0.063 0.222 2.50
DRB1*16 01 0.018 00 0.000 0.466 3.49

*Teste exato de Fisher. As diferengas foram consideradas significativas com valor de *p<0.05.

fg: frequéncia génica; n: nimero de individuos; 2n= namero total de alelos; OR= Odds radio.
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A comparacao dos alelos HLA-DRB1 dos individuos com tuberculose
infectados pelo HIV aqui estudados e as frequéncias desses genes na
populacdo brasileira (dados depositados no REDOME) esta apresentada na
Tabela 9.
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Tabela 9: Distribuicéo das frequéncias dos alelos HLA-DRB1 dos individuos com tuberculose infectados pelo HIV-1 e da populacéo

Brasileira (dados do REDOME) estratificada em grupos étnicos.

Individuos com TB e AIDS

Brasileiros (REDOME)

p valor’
(2n=120 alelos) (2n=5.695.729 alelos)

del;::m Total Brancos Negros Pardos Total** Brancos Negros Pardos

(2n=120) (2n=56) (2n=28) (2n=36) |(2n=5.695.729) (2n=364.014) (2n=345.703) (2n=352.271) | Total Brancos Negros Pardos

n freq n freq n freq n freq n freq n freq n freq n freq
DRB1*01 |10 0.083 05 0.089 00 0.000 05 0.139|566.297 0.103 52.666 0.093 55.497 0.098 56.063 0.099|0.555 0.239  0.021 0.740
DRB1*03 |11 0.092 04 0.071 00 0.000 07 0.194|554.348 0.097 53.771 0.097 48.783 0.088 52.663 0.095|0.834 0.108 0.032 0.449
DRB1*04 |15 0.125 08 0.143 03 0.107 04 0.111|714.038 0.125 89.969 0.126 97.823 0.137 92.111 0.129(0.990 0.070  0.063 0.062
DRB1*07 |22 0.183 10 0.179 05 0.179 07 0.194|734.549 0.133 91.080 0.124 88.084 0.120 94.757 0.129|0.076 0.216  0.355 0.313
DRB1*08 |08 0.067 04 0.071 02 0.071 02 0.056|353.438 0.056 25.447 0.072 23.327 0.066 22.266 0.063|0.834 0.964 0.934 0.850
DRB1*09 (01 0.008 00 0.000 01 0.036 00 0.000|98.364 0.014 1.967 0.020 2.557 0.026 1.672 0.017|0.452 0.581 0.080 0.679
DRB1*10 (03 0.025 01 0.018 02 0.071 00 0.000|11.919 0.018 262 0.022 226 0.019 226 0.019|0.730 0.068 0.563 0.879
DRB1*11 |16 0.133 08 0.143 04 0.143 04 0.111|691.651 0.128 74.698 0.108 77.465 0.112 82.998 0.120(0.689 0.248  0.303 0.078
DRB1*12 |06 0.050 02 0.036 02 0.071 02 0.056(93.570 0.019 1.590 0.017 1.778 0.019 1.497 0.016|0.011 0.011  0.003 0.006
DRB1*13 |09 0.075 03 0.054 04 0.143 02 0.056|763.148 0.134 99.380 0.135 100.735 0.132 101.499 0.133|0.058 0.059 0.084 0.002
DRB1*14 (06 0.050 02 0.036 01 0.036 03 0.083|240.546 0.042 10.343 0.043 10.584 0.044 10.343 0.043|0.672 0.742 0.876 0.055
DRB1*15 |12 0.100 08 0.143 04 0.143 00 0.000 |554.413 0.093 55.996 0.101 57.659 0.104 53.224 0.096|0.921 0.820 0.734 0.021
DRB1*16 |01 0.008 01 0.018 00 0.000 00 0.000|219.448 0.039 8.778 0.040 7.242 0.033 8.339 0.038(0.086 0.760  0.439 0.350

*Teste exato de Fisher. As diferengas foram consideradas significativas com valor de p<0.05.

freq: frequéncia génica; n: nimero de individuos; 2n= niimero total de alelos; OR= Odds radio.
** A soma do nimero observado de alelos HLA-B (n) em brancos, negros e mulatos ndo corresponde ao numero total de cada alelo porque os dados
REDOME também incluem frequéncias de alelos de indigenas, orientais e individuos cuja etnia nao foi notificada.
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4.5 FREQUENCIA DOS GENES KIR

A tipagem dos genes KIR foi determinada em todos os 61 individuos
incluidos no estudo. Foram examinados 14 genes (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4,
2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 3DS1) e 2
pseudogenes (2DP1 e 3DP1) KIR para cada amostra em nosso estudo. As
frequéncias dos individuos positivos para cada gene entre toda a populacéo
estudada foi calculada e listada na Tabela 10 para os individuos sem IRIS e na
Tabela 11 para os individuos com IRIS. Uma vez que os genes KIR estéo
funcionalmente relacionados aos epitopos HLA-Bw4 e Bw6 (ver item 1.12 na

Introducéo), essas tabelas apresentam também esta informacéo.
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Tabela 10: Gendtipos KIR, motivos HLA-B e haplétipos dos pacientes com tuberculose infectados pelo HIV-1 sem IRIS.

Identificagdo Genotipos KIR HLA Bw4/Bw6 | Haplétipo
2DS3 2DS2 2DS1 2DL5 2DL4 2DL3 2DL2 2DL1 3DP1 2DP1 3DS1 3DL3 3DL2 3DL1 2DS5 2DS4
th 001 Bw6 B
th 002 Bw4 B
th 004 Bw4/Bw6 A
th 005 Bw6 B
th 009 Bw4/Bw6 A
th 011 Bw4/Bw6 A
th 013 Bw4/Bw6 B
tb 014 Bw4/Bw6 A
th 015 Bw4/Bw6 B
tb 016 Bw6 A
th 017 Bw6 A
th 018 Bw4/Bw6 B
th 019 Bw4/Bw6 B
th 020 Bw4 B
th 021 Bw4/Bw6 A
th 023 Bw4/Bw6 B
th 024 Bw4 A
th 026 Bw4/Bw6 B
th 027 Bw6 B
th 028 Bw4/Bw6 B
th 029 Bw4/Bw6 B
th 030 Bw4 A
th 034 Bw4/Bw6 B
th 041 Bw4/Bw6 A
th 042 Bw4/Bw6 B
th 047 Bw6 B
th 048 Bw4/Bw6 A
th 049 Bw4/Bw6 B
tb 050 Bw4/Bw6 A
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Tabela 10. Continuacéo

e Genotipos KIR .
Identificacdo HLA Bw4/Bw6 | Hapldtipo
2DS3  |2DS2  |2Ds1  |2DL5  |2DL4 |2DL3  |2DL2  |2DL1  |3DP1  |2DP1  |3DS1  |3DL3  |3DL2  |3DLL  |2Ds5  |2Ds4
tb 051 Bw6 B
tb 052 Bw4/Bw6 B
tb 053 Bw6 B
tb 058 Bw4 B
tb 062 Bw4/Bw6 A
tb 063 Bw4/Bw6 B
tb 064 Bw6 B
tb 065 Bw4/Bw6 B
thb 067 Bw4/Bw6 A
tb 069 Bw4 B
tb 071 Bw4/Bw6 B
tb 072 Bw6 B
tb 075 Bw6 A
tb 076 Bw6 B
tb 077 Bw6 B
tb 078 Bw4/Bw6 B
tb 080 Bw4 A
tb 081 Bw6 B
tb 083 Bw4/Bw6 A
tb 086 Bw6 B
tb 087 Bw6 B
tb 089 Bw4 B
th 091 Bw4/Bw6 B
tb 094 Bw4/Bw6 A
tb 096 Bw6 B
Total 12 26 20 19 54 51 29 52 53 52 17 54 53 54 19 53
‘Frequéncia 22,22% | 48,15% | 37,04% | 35,19% | 100,00% | 94,44% | 53,70% | 96,30% | 98,15% | 96,30% | 31,48% | 100,00% | 98,15% | 100,00% | 35,19% | 98,15%

genoatipica (%)

! Frequéncia genotipica: frequéncia de individuos positivos para cada gene/nimero total de individuos estudados.

Células preenchidas: presenca do gene KIR; Células em branco: auséncia do gene KIR.
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Tabela 11: Gendtipos KIR, motivos HLA-B e haplétipos dos pacientes com tuberculose infectados pelo HIV-1 com IRIS.

Identificagdo

Gendtipos KIR

HLA Bw4/Bw6|Hapldtipo
2DS3 2DS2 2DS1 2DL5 2DL4 2DL3 2DL2 2DL1 3DP1 2DP1 3DS1 3DL3 3DL2 3DL1 2DS5 2DS4
tb 003 Bw6 B
tb 006 Bw6 B
th 012 Bw4/Bw6 B
th 040 Bw4/Bw6 B
th 060 Bw6 A
th 079 Bw4/Bw6 B
th 092 Bw4/Bw6 B

" Frequéncia genotipica: frequéncia de individuos positivos para cada gene/niimero total de individuos estudados.
Células preenchidas: presenca do gene KIR; Células em branco: auséncia do gene KIR.
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O numero total de genes KIR presentes na composi¢do do repertorio KIR de
cada individuo variou entre um minimo de 8 e um maximo de 16. Houve uma grande
variacdo em relacdo a presenca dos alelos entre as amostras analisadas. Contudo,
foi detectada a presenca de trés alelos presentes em todas as amostras analisadas
(2DL4, 3DL1 e 3DL3). Dentre as amostras de individuos com IRIS, foram detectados
nove alelos com 100% de frequéncia (2DL4, 2DL3, 2DL1, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DP1,
3DP1 e 2DS4).

Os genes KIR2DS3 e KIR3DS1 foram os menos frequentes em pacientes
com IRIS, estando presentes em 3 dos 7 individuos (42,8%). No grupo dos
individuos sem IRIS, os mesmos genes foram os menos frequentes, sendo
encontrados em 22 dos 54 individuos incluidos nesse grupo (40,7%). A frequéncia
do gene KIR2DS2 foi a mais discrepante entre pacientes com IRIS (85,7%) e sem
IRIS (48,1%), porém esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p= 0,359,
OR=1,78). Todos 0s outros genes obtiveram valores de p proximos de 1,000 (Tabela
12).
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Tabela 12: Frequéncias génicas KIR entre individuos com tuberculose infectados
pelo HIV-1.

Identificacdo IRIS Nao-IRIS IRIS vs. Nao-IRIS
KIR n=7 n=54

Genes (16) n f(%) n f (%) p-valor OR
2DL1 07 (100.0) 52  (96.3) 1.000 1.03
2DL2 06 (85.7) 29 (53.7) 0.532 1.59
2DL3 07 (100.0) 51 (94.4) 1.000 1.05
2DL4 07 (100.0) 54 (100.0) 1.000 1.00
2DL5 03 (42.8) 19 (35.2) 0.720 1.21
2DS1 03 (42.8) 20 (37.0) 1.000 1.15
2DS2 06 (85.7) 26 (48.1) 0.359 1.78
2DS3 02 (285) 12 (222 0.671 1.28
2DS4 07 (100.0) 53  (98.1) 1.000 1.01
2DS5 03 (428) 19 (35.2) 0.720 1.21
2DP1 07 (100.0) 52  (96.3) 1.000 1.03
3DL1 07 (100.0) 54 (100.0) 1.000 1.00
3DL2 07 (100.0) 53  (98.1) 1.000 1.01
3DL3 07 (100.0) 54 (100.0) 1.000 1.00
3DS1 02 (285 14 (25.9) 1.000 1.10
3DP1 07 (100.0) 53  (98.1) 1.000 1.01

* Teste exato de Fisher. As diferengas foram consideradas significativas com valor de *p<0.05.
fg: Frequéncia génica; n: numero de individuos; 2n= numero total de alelos; OR: Odds radio.

A fim de estabelecer comparacédo entre os padrées genéticos encontrados no
presente estudo das frequéncias dos genes KIR foram incluidos neste trabalho
dados referentes a populacdo Brasileira depositados no banco de dados Allele
Frequencies Net Database (Tabela 13). A frequéncia do alelo 2DL5 mostrou-se
significativamente diminuida entre os individuos incluidos em nosso estudo, com

relacdo a populacao Brasileira.
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Tabela 13: Distribuicdo das frequéncias do gene KIR nos individuos com tuberculose
infectados pelo HIV-1 e a populagcéo Brasileira (dados do Allele Frequencies Net
Database).

Identificacéo Individuos Individuos
KIR coinfectados Brasileiros *pvalor OR
2n=122 2n=412
n fg n fg

2DL1 59 0.967 202 0.980 0.918 0.97
2DL2 35 0.574 105 0.510 0.484 1.18
2DL3 58 0.951 172 0.835 0.298 1.26
2DL4 61 1.000 206 1.000 1.000 1.00
2DL5 22 0.361 123 0.595 0.010 0.52
2DS1 23 0.377 97 0.473 0.323 0.75
2DS2 32 0.525 105 0.510 0.906 1.04
2DS3 14 0.229 70 0.338 0.158 0.63
2DS4 60 0.984 192 0.932 0.680 1.11
2DS5 22 0.361 77 0.374 1.000 0.96
2DP1 59 0.967 203 0.985 0.918 0.96
3DL1 61 1.000 182 0.882 0.300 1.26
3DL2 60 0.984 206 1.000 0.918 0.97
3DL3 61 1.000 206 1.000 1.000 1.00
3DS1 16 0.311 87 0.422 0.050 0.56
3DP1 60 0.984 206 1.000 0.918 0.97

*Teste exato de Fisher. As diferencas foram consideradas significativas com valor de *p<0.05.
fg: Frequéncia génica; n: nimero de individuos; 2n= ndmero total de alelos; OR: Odds radio.

4.6 HAPLOTIPOS KIR

Com relacdo a composicdo de Haplotipos A e B dos genes KIR, nenhuma
tendéncia a associagao foi observada comparando os grupos com IRIS e sem IRIS,
apesar do haplétipo A ter sido encontrado em apenas 1 individuo do grupo com IRIS
(14.3%). (Tabela 14).
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Tabela 14: Frequéncia dos Haplotipos A e B entre os individuos com IRIS e sem
IRIS.

Haplotipos IRIS Nao IRIS IRIS vs. Nao IRIS
n=7 n=54

n | f(%) | n f (%) p-valor OR

A 01 ] (14.3) | 18 | (33.3) 0.672 0.42

B 06 | (85.7) | 36 | (66.7) 0.766 1.28

*Teste exato de Fisher. As diferencas foram consideradas significativas com valor de *p<0.05.

f: Frequéncia génica; n: nimero de individuos; OR: Odds radio; IRIS: Sindrome Inflamatéria da
Reconstituicdo Imune.
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5 DISCUSSAO

O crescente interesse na investigacdo do papel dos fatores genéticos do
hospedeiro em diversas patogéneses se da pela possibilidade de encontrar
marcadores que estejam associados com o desfecho de certas doencas. Dessa
forma, se é sabido que determinado gene confere susceptibilidade a uma infeccao
e/lou doenca € possivel desenvolver estratégias de prevencdo, diagndéstico,
tratamento e monitoramento visando melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
Diversos relatos na literatura tém associado genes polimérficos com doencas em
diferentes populacdes e grupos étnicos (Carvalho et al.,, 2013; Wu et al., 2013;
Yamakawa et al., 2014; Tan et al., 2015). No caso das infec¢bes pelo HIV e pelo
Mtb, diversos estudos tém sido realizados envolvendo polimorfismos de genes
atuantes nos dois tipos de respostas imunes do hospedeiro: inata e adaptativa
(Lakshimi et al., 2006; Figueiredo et al., 2008; Shankarkumar et al., 2012; Wu et al.,
2012).

A relevancia desse tipo de estudo na populacao Brasileira se da devido ao alto
grau de miscigenacédo caracteristico de nossa populacéo, resultando nos diferentes
grupos étnicos encontrados no Brasil. Além disso, a frequéncia de diversos genes
com associacdes com doencas previamente descritas na literatura pode nao refletir
a real situacdo desses genes na populacdo Brasileira, visto que eles podem
apresentar variacfes importantes entre diferentes populacbes e grupos étnicos.
Portanto, a obtencdo de dados acerca da frequéncia e distribuicdo dos genes
polimérficos na populagdo Brasileira € de grande valia, podendo servir como
marcadores de prognéstico as doencas estudadas.

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo determinar a distribuicdo de genes
de resposta imune do hospedeiro (HLA e KIR) e verificar suas possiveis associacdes
com duas importantes doencas — AIDS e Tuberculose -, em uma populacdo de
pacientes com tuberculose infectada pelo HIV-1 dividida em dois grupos, com IRIS e
sem IRIS.

Os mecanismos imunologicos subjacentes ao desenvolvimento da IRIS ainda
nao estao claramente compreendidos (Chang et al., 2014; Tan et al., 2015). Sabe-se
que a baixa contagem de linfocitos T CD4*, o aparecimento de tuberculose
disseminada e um curto periodo de tempo entre o tratamento da TB e do inicio da

HAART séo fatores de risco para o desenvolvimento da IRIS (French et al., 2004;
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Shelburne et al., 2005; Laureillard et al., 2013). A IRIS no paciente HIV positivo é
consequéncia da intensa resposta imunoldgica a um patdégeno especifico devido ao
inicio da HAART. A medida que a resposta inflamatéria do hospedeiro se inicia,
infeccbes subclinicas s&@o desmascaradas ou infecgbes oportunistas séo
exacerbadas (Lawn et al., 2005; Goebel et al., 2005).

Além disso, ndo ha um algoritmo que sirva como base para o diagnéstico da
IRIS. Na maioria das vezes, o diagnéstico € feito através da observacdo de
manifestacbes clinicas comuns a esses pacientes, como linfadenopatia, fistula
linfatica e aparecimento de granuloma com necrose caseosa exuberante (Robertson
et al., 2006). No projeto anterior, do qual este se desdobra, para fechar o diagndstico
dos pacientes com IRIS foram utilizados como referéncia diversos critérios citados
no estudo de Meintjes e colaboradores em 2008, como mecionado no item 3.2
(Meintjes et al., 2008).

A terapia com corticosteroides tem sido efetiva em pacientes que desenvolvem
IRIS, entretanto, existem poucas evidéncias para essa recomendacdo, o que limita
significativamente a sua utilizacado (Meintjes et al., 2010). Dessa forma, nos diversos
estudos sobre a sindrome, o objetivo dos autores é identificar marcadores que
caracterizem a doenca, potencialmente servindo como preditores do aparecimento
da mesma. Tan e colaboradores, estudando a referida sindrome em pacientes com
tuberculose infectados pelo HIV-1, observaram que o nivel de interleucina 18 no
plasma de pacientes com IRIS foi maior do que em pacientes sem IRIS, sugerindo
que a IL-18 se comporte como um candidato a biomarcador que pode prever o
aparecimento da sindrome (Tan et al., 2015). Conesa-botella e colaboradores,
analisando uma gama de citocinas em pacientes com IRIS e sem IRIS no sul da
Africa, observaram que o TNF, IFN-y, IL-6, IL-18 foram significativamente maiores no
grupo de pacientes com a sindrome (Conesa-botella et al., 2012). Narendran e
colaboradores confirmaram que a IL-6 esta fortemente associada com a IRIS em
pacientes com tuberculose e aids na populacdo da india (Narendran et al., 2013).
Pean e colaboradores analisaram o nivel de degranulagdo das células NK na
ocorréncia de IRIS em pacientes com tuberculose infectados pelo HIV e mostraram
gue esse marcador teve associagao significativa entre pacientes que desenvolveram
a sindrome versus pacientes que nao desenvolveram (Pean et al., 2012). No
entanto, ndo esta completamente elucidado qual desses potenciais biomarcadores

podem ter utilidade clinica na predicdo da IRIS. Além disso, até 0 momento ndo ha
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estudos brasileiros que possam auxiliar nessa busca de marcadores para a

sindrome, o que ressalta o pioneirismo do presente estudo.

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

As caracteristicas sociodemograficas dos pacientes com tuberculose infectados
pelo HIV-1 no presente estudo sdo semelhantes as caracteristicas de pacientes
descritas em diversos estudos realizados nacionalmente, onde ha predominio no
sexo masculino (De Carvalho et al.,, 2006; Santos et al., 2009; Rodrigues et al.,
2010; Barbosa et al., 2012). No entanto, ainda ndo esta claro se existe uma real
disparidade na prevaléncia das infeccbes entre 0os sexos ou se sdo fatores de
confusdo, como diferencas em relacdo ao acesso do tratamento, estigmatizacéo,
autocuidado com a saude, estilo de vida ou até o subdiagnostico em mulheres (Boffo
et al., 2004).

A faixa etaria mediana de 37 anos mostra que os pacientes sdo adultos, em
fase produtiva da vida profissional, trazendo perdas econdmicas e desdobramentos
sociais para as familias e a sociedade. Esses dados estdo de acordo com os da
literatura (De Carvalho et al., 2006; Rodrigues et al., 2010) que confirmam tal faixa
etaria como alvo das epidemias de tuberculose e aids. A razdo de esse grupo etario
ser 0 mais atingido pode estar relacionada ao estilo de vida dessa populacédo, que
muitas vezes apresentam comportamentos de alto risco, resultando em maior
exposicdo ao HIV e ao Mtb.

Em nossa casuistica observou-se uma predominancia de pacientes de cor
branca (46%), o que contradiz a literatura nacional, visto que na maioria das vezes o
observado € que pacientes de cor negra sejam os mais afetados pela aids e pela
tuberculose (CDC, 2004; Batista et al., 2005). Porém, se incluirmos os pacientes
pardos e negros numa mesma amostragem, a frequéncia desse grupo seria de 54%
contra 46% de pacientes de cor branca, concordando com a literatura nacional.
Sobre o fato do grupo de cor negra/parda estar sob maior risco, 0os estudos mostram
que os fatores socioecondmicos provocam grandes impactos na saude, podendo
associar as piores condi¢des de vida e acesso a servigos de saude de qualidade ao
aumento do risco as infec¢des. Dessa forma, uma vez que a populacdo negra é a
gue apresenta em nossa sociedade os piores indices de condi¢cfes de vida, justifica-
se a predominancia das infeccbes em estudo nesse grupo (Batista et al., 2005;

Silveira et al., 2006).
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Com relacdo a localizacdo da micobactéria, a forma pulmonar foi encontrada
em 44% dos pacientes e a disseminada foi responsavel por 48% dos casos. Essas
taxas mostram claramente que, em pacientes com coinfeccdes, a TB apresenta
caracteristicas diferentes, havendo um decréscimo no percentual de casos
pulmonares em relagdo a outras formas da doenga. Nesses pacientes, a forma
disseminada torna-se tdo frequente quanto a pulmonar devido a dupla infeccao,
além da maior possibilidade do desenvolvimento de resisténcia (Garcia et al., 2000;
Carvalho et al., 2006; Barbosa et al., 2012).

5.2 GENOTIPOS E ANALISE DE ASSOCIACAO (HLA-B)

Uma grande dificuldade existente em estudo de associacdo genética é a
obtencdo de uma casuistica de caso e controle que atenda a todos os critérios para
o enquadramento nas analises realizadas. A coorte deve ser bem estabelecida para
gque as andlises estatisticas tenham peso adequado e estejam proximos da
realidade. Nesse contexto, estudos de investigacdo imunogenética com pacientes
com aids e TB séo bastante restritos e escassos na literatura, ainda mais quando se
divide esse grupo entre pacientes com IRIS e sem IRIS como feito no presente
estudo. Varios estudos reportaram a mesma dificuldade, sendo a maioria deles
estudos de casos (Blum et al., 1993; Trindade et al., 2005; Girdo et al., 2005; Caruso
et al., 2007).

Os alelos HLA de classe | B mais encontrados na populacdo brasileira sao
HLA-B*44, HLA-B*35, HLA-B*15 e HLA-B*51 (Teixeira et al., 2009; Bardi et al.,
2012; Carvalho et al.,2013; Teixeira et al., 2014; Ayo et al., 2014). Nossos resultados
corroboram com esses dados, uma vez que os alelos mais frequentes foram: B*15
(14,75%), B*44 (13,11%), B*35 (10,66%) e B*07 (7,38%). Recentemente, foram
disponibilizadas a comunidade cientifica informagdes referentes a distribuicdo dos
genes HLA-A, -B, -C, -DRB1 e -DQB1 que constam no banco de dados do
REDOME (Registro Nacional de Doadores de Medula Ossea), que conta com
2.847.869 pacientes registrados. Além disso, essas informac¢des podem subsidiar
um “mapa” da distribuicdo nacional dos alelos HLA e de suas respectivas
frequéncias, ja que € possivel observar a frequéncia de cada alelo em diferentes
estados brasileiros, bem como os alelos raros ou novos que constituem a genética
de nossa populacdo. No REDOME, os alelos HLA-B mais frequentes foram: HLA-

B*35, HLA-B*44, HLA-B*15 e HLA-B*51, corroborando com nosso estudo.
79



Nesse trabalho pioneiro com relagdo ao estudo dos alelos HLA em pacientes
com tuberculose infectados pelo HIV-1 foi possivel observar diferencas nas
frequéncias de alguns alelos HLA-B entre os pacientes com IRIS e sem IRIS (Tabela
3). Porém, nédo foi possivel evidenciar nenhuma associacéo significativa entre as
frequéncias destes alelos e o aparecimento da sindrome da reconstituicdo imune.
Esse fato sugere que nossa avaliacdo pode ter sido influenciada pelo namero
relativamente pequeno de individuos analisados. Vale ressaltar que, em geral, o
namero de individuos das coortes de pacientes com IRIS é bastante reduzido devido
a dificuldade de diagnéstico da sindrome e estudo dessa populacdo (Narendran et
al., 2013; Tan et al., 2015).

No entanto, € importante salientar que, na comparacédo entre individuos com e
sem IRIS, encontramos uma tendéncia a significancia estatistica para o alelo HLA-
B*42 (p=0.064, OR 8.83) (Tabela 3), refletindo uma possivel associacdo com a
ocorréncia de IRIS (14,3% vs. 1,8%, respectivamente). Esse alelo ainda nédo teve
nenhum papel descrito no contexto da infec¢do pelo HIV-1, nem da tuberculose. Na
literatura, encontramos esse alelo relacionado a doenca renal crdonica (DRC): um
estudo de Yamakawa e colaboradores avaliou o polimorfismo das moléculas HLA
em pacientes com e sem DRC no sul do Brasil, observando-se maior frequéncia do
HLA-B*42 em pacientes com a doenca do que no grupo controle (Yamakawa et al.,
2014).

Dada a elevada diversidade genética da populacdo brasileira, é importante
comparar as frequéncias alélicas entre caucasianos e ndo-caucasianos. A partir das
analises observamos que o alelo HLA-B*42 teve uma frequéncia maior em nao
brancos (6,0% vs. 0% respectivamente; p=0.123, OR=0.12), apesar da falta de
significAncia estatistica. A predominancia do HLA-B*42 em n&o-caucasianos €
consistente com a literatura (Paximadis et al., 2013) e no conjunto de dados do
REDOME. Para os outros alelos analisados n&o houve diferencas significativas
(Tabela 4).

Uma vez que a determinacao dos alelos especificos é de grande importancia
para os estudos que investigam associa¢cdes com doencgas, em virtude da extensa e
crescente diversidade alélica encontrada nos loci HLA, verificamos a distribuicdo dos
alelos especificos nos 25 grupos alélicos encontrados em nosso estudo. NOSSO0s
resultados mostram a distribuicdo dos alelos especificos para os 4 alelos mais
frequentes (B*15, B*44, B*35 e B*07). Os resultados apontam para uma maior
diversidade alélica nos grupos B*15 e B*35, com sete diferentes especificidades
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cada um. Esses dois grupos alélicos ja foram associados a progressao mais rapida
para a aids e pior desfecho clinico da aids na literatura (Hendel et al., 1999; Gao et
al, 2001; Gao et al., 2005). Vale lembrar que ha uma diferenca de associacdo entre
os distintos alelos especificos do grupo B*35 (grupos Px e Py) (Gao et al., 2001). Em
nosso estudo, foram encontrados os alelos B*35:01, B*35:02, B*35:27, B*35:05,
B*35:23, B*35:08 e B*35:03, sendo que os alelos B*35:01 e B*35:08, pertencentes
ao grupo Py — que é associado a progressao mais lenta para a aids, enquanto que
os alelos B*35:02 e B*35:03 pertencem ao grupo Px — associado a progressao mais
rapida (Gao et al., 2001). Nas doencas analisadas, esses grupos alélicos ainda nédo
foram associados a um desfecho favoravel ou desfavoravel, porém é notavel sua
grande diversidade alélica.

Além do HLA-B*35 classicamente associado com a progressao rapida, outros
alelos possuem igual importancia com relacdo a associacdo com diferentes
desfechos (susceptibilidade, resisténcia, progressao). Sao eles o HLA-B*27 e o HLA-
B*57 que foram descritos por diversos autores por conferir uma progressdo mais
lenta para a aids (Revisto por Carrington & O’Brien, 2003). As associagdes desses
alelos (e também de outros) séo consideradas consistentes, uma vez que ja foram
confirmadas por diversos estudos. Esses achados estimulam a busca de novas
associacfes com base na analise das frequéncias desses alelos em diferentes
grupos (casos vs. controles).

Lakshimi e colaboradores em 2006 fizeram um estudo de associacdo dos
genes HLA-B em pacientes com TB e HIV, pacientes apenas com TB e pacientes
sadios, e mostraram que o numero de individuos saudaveis portadores do gene
HLA-B*52 foi significativamente maior quando comparado com 0s demais grupos.
Em contraste, o nimero de pacientes com TB e HIV e s6 com tuberculose com o
alelo HLA-B*51 foi significativamente maior quando comparado com o grupo sadio.
Esses resultados sugerem que o alelo HLA-B*52 possui uma associacdo de
protecdo para a tuberculose e o alelo HLA-B*51 possui uma associacdo de
suscetibilidade a tuberculose e ao HIV associado a TB (Lakshimi et al., 2006). Na
infecc@o pelo HIV-1 também ja foi reportado a associacao do alelo HLA-B*52 com a
nao progressao para a aids em brasileiros (Teixeira et al., 2014).

No Brasil, Figueiredo e colaboradores avaliaram o perfil dos genes HLA em
pacientes com aids e tuberculose versus grupos controles (apenas com aids e
sadios). Os alelos HLA-A*31 e HLA-B*41 foram significativamente mais frequentes
no grupo de pacientes com aids e tuberculose em comparacdo com pacientes sé
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com aids e pacientes sadios. Os autores sugeriram que esses alelos estariam
associados a susceptibilidade a aids e a tuberculose no estado de S&o Paulo
(Figueiredo et al., 2008). Além disso, estudos na India relataram que o alelo HLA-
A*11:01 poderia estar associado com a resisténcia, enquanto que o alelo HLA-
B*40:06 poderia estar associado com a susceptibilidade ao HIV e desenvolvimento
de tuberculose (Selvaraj et al., 2006; Raghavan et al., 2009). Em nosso estudo, 0s
alelos HLA-B*41 e HLA-B*40, destacados nos estudos supracitados, apresentaram
uma baixa frequéncia nos pacientes com tuberculose infectados pelo HIV-1 (ambos
1,64%) enquanto que o alelo HLA-B*51 apresentou uma frequéncia de 4,92%, o que
nao nos permitem estabelecer associacfes entre esses alelos e as doencas
analisadas.

Uma vez que nosso grupo possui dados de frequéncia dos genes HLA-B
publicados em outros contextos populacionais (usuarios de drogas injetaveis -
Teixeira et al., 2009) e desfechos (progressédo para a aids - Teixeira et al., 2014), a
titulo de comparacéao fizemos uma analise das frequéncias aqui encontradas com as
frequéncias reportadas no estudo mais recente, onde nenhuma associagéo
estatistica pode ser observada (Anexo ).

Com relacdo a comparacdo das frequéncias alélicas dos genes HLA-B
encontrados em nosso estudo frente a dados da populacdo Brasileira registrados no
REDOME (Tabela 5), com excecao do alelo HLA-B*15 que se apresentou acima da
média no nosso estudo quando comparado com os dados gerais do REDOME
(14,7% vs. 9,1%, respectivamente; p=0.032) todos os outros alelos foram igualmente
distribuidos entre os grupos. A predominancia do HLA-B*15 é consistente na
literatura (Carvalho et al.,2013; Teixeira et al., 2014). Vale ressaltar que devido a
elevada diversidade genética da populacdo brasileira, que € caracterizada por um
elevado grau de miscigenacéo, € importante comparar as frequéncias alélicas entre
diferentes etnias. Nessa comparacdo, apenas o alelo HLA-B*07 apresentou
significancia entre individuos declarados como pardos no nosso estudo com relacao
aos dados registrados no REDOME (0,0% vs. 6,6% respectivamente; p=0,018).
Essa diferenca se deve principalmente ao baixo numero de individuos analisados,
visto que, apesar do alelo B*07 ser um dos mais frequentes em nosso estudo
(7,4%), quando estratificamos em grupos étnicos sua frequéncia diminui
consideravelmente. N&o ha relatos na literatura de associacdo entre o alelo B*07 e

individuos pardos.
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As moléculas HLA-B codificadas por alelos HLA-B com o epitopo Bw4, mas
nao o epitopo Bw6, servem como ligantes para os receptores inibitorios das células
NK (KIR). Flores-Villanueva e colaboradores associaram significativamente a
homozigose para alelos HLA-Bw4 com a resisténcia a aids e manuteng&o normal da
contagem de células TCD4+ em um grupo de individuos infectados pelo HIV-1
(Flores-Villanueva et al., 2001). Associac¢des entre os grupos Bw4 e Bw6 na aids e
na tuberculose em conjunto ainda ndo puderam ser observadas na literatura, além
disso, em nosso estudo, na avaliagdo dos diferentes epitopos encontrados nas
moléculas HLA-B entre os individuos com IRIS e sem IRIS nenhuma associagado
pdde ser visualizada.

Embora nosso estudo ndo tenha encontrado associacdes significativas nas
diferencas entre as frequéncias dos alelos HLA-B nos grupos de pacientes
analisados, nossos dados fornecem uma descricdo desses alelos em uma coorte de
individuos infectados por agentes causadores de agravos importantes, que,
somados aos dados de outros estudos brasileiros, enriguecem o conhecimento ndo
s6 acerca das informacbes genéticas caracteristicas da nossa populacdo, como

também a respeito da imunogenética no contexto de doencas infecciosas.

5.3 GENOTIPOS E ANALISE DE ASSOCIACAO (HLA-DRB1)

Os alelos HLA de Classe Il DRB1 mais encontrados na populacdo brasileira
sdo HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*13 (Bardi et al., 2012;
Carvalho et al., 2013; Yamakawa et al., 2014; Ayo et al., 2014; REDOME). Nossos
resultados corroboram com esses dados, uma vez que os alelos mais frequentes
foram: DRB1*07 (17,9%), DRB1*11 (14,1%), DRB1*04 (11,3%) e DRB1*15 (9,4%).

Dado a grande diversidade genética da populacdo brasileira, € importante
comparar as frequéncias alélicas encontradas em nosso estudo frente a dados
disponiveis em banco de dados. Para isso utilizamos novamente o REDOME que
nos apresentou as frequéncias dos alelos HLA-DRB1 de 5.695,729 individuos.
Alguns alelos apresentaram diferencas significativas nas frequéncias entre os
grupos étnicos analisados, como os alelos HLA-DRB1*01 e HLA-DRB1*03 que
apresentaram diferencas nas frequéncias entre os individuos declarados como
negros em nosso estudo quando comparados com os dados do REDOME. (HLA-
DRB1*01: 0,0% vs. 9,8%; p=0,021; HLA-DRB1*03: 0,0% vs. 8,8%; p=0,032). O HLA-

DRB1*15 também apresentou diferenca significativa entre os individuos pardos
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(0,0% vs 9,6%; p=0,022). Essas diferencas se devem muito provavelmente ao
namero de amostras analisadas. O alelo HLA-DRB1*13 teve uma baixa frequéncia
em nosso estudo com relacdo aos dados do REDOME em todos 0s grupos étnicos
analisados, apresentando diferenca significativa entre individuos pardos (5,6% vs.
13,3% respectivamente; p=0.002). Ao procurar na literatura nacional dados
referentes a esse alelo, observamos que sua frequéncia € considerada elevada em
diversos trabalhos: 13,8% (n=1,559) (Ayo et al., 2014), 13.7% (n=21,943) (Carvalho
et al., 2013) e 13,6% (n=3,978) (Bardi et al., 2012). Em nosso estudo esse alelo teve
uma frequéncia menor provavelmente devido ao numero de individuos genotipados
(n=60).

Com relacdo ao alelo HLA-DRB1*12, foi encontrado diferencas significativas
entre os dados do nosso estudo e os dados da populacdo do REDOME em todos o0s
grupos étnicos analisados (brancos: 3,6% vs. 1,7%; p=0.011; negros: 7,1% vs. 1,9%;
p= 0.006; pardos: 5,6% vs. 1,6%; p= 0,003). Ao procurar dados publicados sobre
esse alelo, observamos que sua frequéncia € baixa, ndo ultrapassando os 5% em
diversos estudos (Carvalho et al., 2013; Yamakawa et al., 2014; Ayo et al., 2014).

Associacoes entre a aids e a TB e polimorfismos de genes HLA Classe Il s&o
escassos na literatura. A grande maioria dos trabalhos envolvendo essas doencas
avalia o papel dos genes HLA de Classe | (Kaur & Mehra, 2009). Porém, algumas
doencas ligadas aos genes HLA j& foram associadas com polimorfismos em genes
que codificam a molécula de Classe Il (Morran et al., 2015), como a diabetes mellitus
e a hanseniase. A capacidade destas moléculas de Classe Il em apresentar
antigenos é dependente, em parte, da composicdo de aminodcidos das suas
cadeias alfa e beta. Substituicbes em uma ou duas posi¢cdes criticas podem
aumentar ou diminuir a ligacdo desses antigenos e, portanto, conferir a
suscetibilidade ao diabetes tipo 1 (DM1) (Khalil et al, 1990 e Rowe et al, 1994). Ja foi
documentado que mais de 90% dos pacientes com diabetes do tipo 1 possuem 0s
alelos HLA-DR3 e HLA-DQB1*0201. Além disso, o alelo DRB1*0405 parece conferir
susceptibilidade DM1 na maioria dos grupos étnicos, enquanto DRB1*0403 e DRB1
0406 parecem conferir protecdo DM1 (She, 1996).

Diversos estudos de associagcdo apontam para o envolvimento de variantes
HLA-DR no controle da resposta imune ao bacilo da hanseniase (Visentainer et al.,
1997; Meyer et al., 1998; Hegazy et al., 2002; Mira et al., 2003). Vanderborght e
colaboradores encontraram associagdo entre o HLA-DRB1 e a hanseniase em duas
populacdes: brasileira e vietnamita. Eles verificaram que HLA-DRB1*04 estava

84



associado a protecdo contra a hanseniase, enquanto o alelo HLADRB1*10
determinava a susceptibilidade (Vanderborght et al., 2007).

Alelos DRBL1 ja foram associados separadamente a tuberculose e a aids, como
se segue: Na China, um estudo conduzido por Wu e colaboradores mostrou que o
alelo HLA-DRB1*04 foi significativamente associado com a ocorréncia de
tuberculose (Wu et al., 2012). Kim e colaboradores encontraram que os alelos HLA-
DRB1*08:03 e HLA-DRB1*06:01 estavam envolvidos com a susceptibilidade a
tuberculose pulmonar na populagdo Coreana (Kim et al., 2005). Na India, dois
estudos mostram que o alelo HLA-DRB1*15:01 aparece numa maior frequéncia nos
individuos com TB (Mehra et al., 1995; Rani et al., 1998). No sul da Africa, uma
significante associacdo entre o HLA-DRB1*13:02 e a susceptibilidade a TB foi
observada (Lombard et al., 2006). Uma alta frequéncia dos alelos HLA-DRB1*05:01
e HLA-DRB1*15:01 foi encontrada em individuos mexicanos com TB (Teran-
Escandon et al., 1999). Com relacéo a infeccéo pelo HIV-1, na india, Shankarkumar
e colaboradores associaram o0 alelo HLA-DRB1*09:02 com a susceptibilidade a
infecgao pelo HIV-1 (Shankarkumar et al., 2012). No Quénia, trés alelos DRB1 foram
associados com a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1: DRB1*03:02:01,
DRB1*07:01:01 e DRB1*15:03 (Lacap et al., 2008). Motta e colaboradores
associaram o alelo HLA-DRB1*13 a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1 na
populacdo Argentina (Motta et al., 2002). Apesar das associa¢cdes entre 0s genes
HLA-DRB1 e essas doencas serem observadas em diversas populagdes, 0s
resultados permanecem inconsistentes, pois trata-se de associa¢des pontuais.

Quando se trata da associacdo entre as duas doencas, apesar dos poucos
trabalhos, ja existem descri¢cdes de associacdes potenciais dos alelos DRB1 com a
coinfeccdo. Em um estudo realizado na India por Raghavan e colaboradores em
2009, foram recrutados 82 pacientes (HIV+ TB+), 151 (HIV+TB-), 162 (HIV- TB+) e
186 controles saudaveis. Nesse estudo os autores avaliavam a frequéncia de
diferentes alelos HLA, dentre eles, o HLA-DRB1. Os resultados indicaram uma
associacdo do alelo HLA-DRB1*15:02 com a susceptibilidade a tuberculose em
pacientes HIV", visto que sua frequéncia em pacientes HIV+ TB+ foi maior quando
comparado aos controles saudaveis (p = 0.019, OR 2.33) (Raghavan et al., 2009).
Na mesma populacdo indiana, um estudo de Shankarkumar & Shankarkumar com
102 individuos com tuberculose infectados pelo HIV e 200 controles saudaveis,
mostrou uma associagdo significativa dos alelos HLA-DRB1*04:03:02, HLA-
DRB1*09:01:02 e HLA-DRB1*14:01:03 com a susceptibilidade a tuberculose em
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individuos HIV" entre os indianos (Shankarkumar & Shankarkumar, 2012). O estudo
Brasileiro conduzido por Figueiredo e colaboradores, ja citado anteriormente,
mostrou que o alelo HLA-DRB1*10 estava associado com a susceptibilidade a
tuberculose em pacientes com aids no Estado de Séo Paulo (Figueiredo et al.,
2012).

Em nosso estudo, o alelo HLA-DRB1*15 apresentou uma frequéncia de 10,0%,
porém, quando avaliamos os alelos especificos dentro desse grupo, ndo
encontramos o HLA-DRB1*15:02 e sim o HLA-DRB1*15:01 e HLA-DRB1*15:03.
Com relacdo ao HLA-DRB1*04, este foi um dos mais frequentes em nossa
populacdo de estudo (12,5%), além disso, esse alelo foi 0 que apresentou um maior
namero de alelos especificos. Com relacdo ao alelo HLA-DRB1*04:03, apenas 2
individuos possuiam tal gene, ndo podendo assim ser associado com as doencas
analisadas. Apenas um individuo apresentou o alelo HLA-DRB1*09:01:02 e o HLA-
DRB1*14 teve uma frequéncia de apenas 5,0% em nosso estudo com nenhum
sendo HLA-DRB1*14:01:03. Por fim, o alelo HLA-DRB1*10 encontrado associado a
susceptibilidade a tuberculose em pacientes com aids na populacdo Brasileira
(Figueiredo et al., 2012) apresentou-se com uma baixa frequéncia nos pacientes do
nosso estudo (1,9%).

Com relagdo a diferenca nas frequéncias dos genes HLA-DRB1 nos pacientes
com IRIS e sem IRIS nenhuma associagao significativa foi evidenciada. A maior
diferenca entre os pacientes com IRIS e sem IRIS foi encontrada no alelo HLA-
DRB1*11 (7,1% vs. 14,2% respectivamente; p=0.690, OR=0,47). Da mesma forma,
Na comparacgéo entre as frequéncias alélicas entre caucasianos e ndo-caucasianos,
nenhuma associacéo significativa foi evidenciada. As frequéncias dos alelos entre os
grupos estavam bem proximas, com excecdo do HLA-DRB1*15 (14,3% vs. 6.3%
respectivamente; p=0.222, OR=2.50).

5.4 GENOTIPOS E ANALISE DE ASSOCIACAO (KIR)

As células NK expressam uma gama de receptores em sua superficie que
pertencem a duas familias principais, como ja mencionado anteriormente. Porém,
dentre suas familias de correceptores, apenas o0s receptores KIR s&o genes
altamente polimorficos, o que poderia explicar em parte a resposta diferencial dos

individuos as infeccdes.
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Estudos de associacdo genética mostram que a interagcdo HLA-KIR possui um
papel importante na infeccdo pelo HIV. Geralmente esses estudos indicam a
associacdo entre o HLA-Bw4 e KIR3DL1 e a progressao lenta para aids, além do
aumento da funcionalidade das células NK (Martin et al.,, 2002; Carrington et
al.,2008). Em um estudo realizado em pacientes com aids na Zambia, a presenca do
alelo KIR3DL1 em combinacdo com o HLA-B*57 mostrou-se protetora (Lopez-
Vazquez et al., 2005). Embora a maioria dos estudos relate que o KIR3DL1 seja um
alelo que confira protecdo contra o HIV, diferentes conclusdes sobre a exigéncia de
estar ligado ao Bw4 para que essa funcéo protetora ocorra tém surgido (Carrington
et al.,2008).

Além disso, o papel da interacdo HLA-KIR no desenvolvimento da tuberculose
em pacientes com HIV ainda n&do foi bem caracterizado e tais estudos s&o
necessarios, uma vez que diferentes genes KIR tém sido associados com a aids
(Jennes et al., 2006) e com a tuberculose (Méndez et al.,, 2006). Recentemente,
Pean e colaboradores realizaram um estudo randomizado na populacdo do Camboja
com pacientes de um ensaio clinico. Nesse trabalho, os autores examinaram o papel
das células NK na ocorréncia de IRIS em pacientes com tuberculose infectados pelo
HIV e mostraram que pacientes com a sindrome apresentaram uma propor¢cado maior
de marcadores de citotoxidade nas suas células NK, concluindo que os niveis de
degranulacdo dessas células podem servir como um marcador preditivo para o
maior risco do aparecimento da IRIS em pacientes infectados pelo HIV com
tuberculose (Pean et al., 2012).

Na investigacdo dos polimorfismos genéticos dos genes KIR em nosso estudo
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas relativas a
distribuicdo das frequéncias dos diferentes gendtipos KIR quando se comparou o
grupo de pacientes com IRIS versus o grupo de pacientes sem IRIS. Essa falta de
significAncia estatistica pode estar relacionada ao niumero de pacientes analisados.
O alelo que apresentou maior diferenca entre os grupos com IRIS e sem IRIS foi 0
KIR2DS2 (85,7% vs. 48,1%, respectivamente; p=0.359, OR= 1.72). Esse alelo ja foi
associado com uma progressao mais rapida para a aids (Gaudieri et al., 2005;
Carrington et al., 2008). Gaudieri e colaboradores associaram a presenca desse
alelo a um acelerado declinio dos niveis de T CD4 e com isso, um menor tempo
para a aids (Gaudieri et al.,, 2005). Em estudos que associam a aids com a

tuberculose, ainda nao foi descrito o papel desse alelo.
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As frequéncias dos genes KIR obtidas nos pacientes incluidos no estudo foram
semelhantes as descritas para a populacao brasileira (Ewerton et al., 2007; Rudnick
et al., 2008; Jobim et al., 2009). Nesses trés trabalhos e no nosso estudo os genes
KIR2DL4 e KIR3DL3 estavam presentes em 100% das amostras analisadas.

A fim de estabelecer uma melhor comparacéo entre os genes KIR encontrados
em nosso estudo e dados referentes a populacdo Brasileira, obtivemos as
frequéncias dos genes KIR de um banco de dados denominado Allele Frequencies
Net Database (Gonzalez-Galarza et al.,, 2011). Esse banco fornece uma fonte
disponivel gratuitamente para o armazenamento e busca de frequéncias alélicas de
diferentes genes em diferentes regi6es do mundo. As amostras em comparagao
foram provenientes do Estado do Mato Grosso do Sul (n=206) (Tabela 11). Para
quinze dos dezesseis genes analisados ndo observamos diferencas significativas
nas analises de frequéncias, porém, o gene 2DL5 mostrou-se com uma frequéncia
menor em nossa populacédo (36,1%) do que na populacdo de referéncia (59,5%)
(p=0.010; OR=0.52). A fim de observar se esse dado se reproduzia em diferentes
populacdes, analisamos esse gene frente a dados divulgados na literatura por
Rudnick e colaboradores que avaliam os 16 genes KIR na populagéo Brasileira e na
populacao de diferentes paises (Rudnick et al., 2008). Na populacdo estudada no
trabalho proveniente do Parand, o gene 2DL5 aparece com uma frequéncia de
52,6% nos 289 individuos incluidos no trabalho (Rudnick et al., 2008). Ja quando se
analisa esse gene em diferentes populagdes, as frequéncias encontradas variam
consideravelmente: 85,0% no Amazonas, 56,0% na Argentina, 52,8% nos Estados
Unidos, 49,0% no México, 39,0% no Japdo, 34,6% na China e 33,0% na Italia
(Rudnick et al., 2008). Esses dados evidenciam que frequéncias discrepantes dos
genes KIR podem ser encontradas em distintas populacdes devido ao seu alto grau
de polimorfismo. Essas informacdes reiteram a importancia de estudos genéticos
gue analisam diferentes populac¢des, principalmente a nossa, visto o elevado grau de
miscigenagao.

Uma vez que nosso grupo também possui dados de frequéncia dos genes KIR
resultante de um trabalho de monografia ainda nédo publicado (OLIVEIRA, 2014),
que avaliou esses genes em individuos HIV® com diferentes perfis de progresséo
para aids, comparamos os dados e observamos a similaridade das frequéncias aqui
encontradas com as frequéncias reportadas neste estudo. Além disso, o alelo menos
frequente em nosso estudo, KIR2DS3 foi associado a progressédo mais rapida para a
aids no estudo de Oliveira. Na literatura cientifica, a presenca desse alelo ja foi
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associada com a resposta ao tratamento em individuos coinfectados pelo HIV e HCV
(Keane et al., 2013).

Com relacéo aos haplotipos A e B, compostos por diferentes combinacdes de
genes KIR, nenhuma tendéncia de associagdo com os grupos com IRIS e sem IRIS
foi observada, uma vez que as frequéncias de tais haplétipos mostraram-se
similares entre os grupos. De fato, ndo ha relacdo dos haplétipos KIR com a aids e a
tuberculose em conjunto na literatura. O estudo desse gene e seus haplétipos séo
pioneiros, uma vez que ndo h& na literatura cientifica relatos de associacdo entre
genes KIR e IRIS.

As pesquisas de genes do hospedeiro que buscam explicar diferencas nas
respostas imunes dos individuos frente a diferentes patogenias representam uma
grande éarea a ser explorada. Diversos grupos de pesquisa no mundo buscam
identificar fatores genéticos que possam estar associados a doencas e, dessa forma,
compreender melhor a heterogeneidade da resposta imune dos individuos frente a
invasdo de um microorganismo, bem como no contexto de doengas autoimunes e
canceres. Com mencionado, muitos estudos ja esclareceram o papel de genes do
hospedeiro em diversas infecgcbes, mas muitas perguntas ainda permanecem sem
resposta, incluindo as infec¢des pelo HIV e pelo Mth. A descricdo de marcadores
genéticos e sua distribuicdo no contexto dessas duas infec¢cbes podem trazer
informagdes importantes para o desenho de estratégias terapéuticas e vacinais,
aumentando a qualidade de vida dos individuos infectados e o manejo clinico. A
partir desse estudo pioneiro na avaliacdo da distribuicdo dos alelos HLA e KIR em
individuos com tuberculose infectados com HIV com ou sem IRIS conseguimos
mostrar a existéncia de diferencas nas frequéncias desses genes nos dois grupos
analisados, mesmo que sem significancia estatistica, além de apresentar um
panorama atual da distribuicdo destes genes. Dessa forma, mais estudos nessa
populacdo sdo importantes, e devem incluir maior namero de individuos, na tentativa
de se melhor entender a importancia e o papel dos marcadores genéticos do

hospedeiro no contexto dessas duas doencas.

89



6 PERSPECTIVAS

Um novo projeto ja se iniciou no laboratério de AIDS e Imunologia Molecular
com a proposta de identificar biomarcadores preditivos da ocorréncia da IRIS em
uma coorte de pacientes melhor estabelecida, incluindo, além de individuos
coinfectados, individuos monoinfectados — (1) soronegativos para a infeccédo pelo
HIV e (2) sem diagnostico de TB -, e voluntarios saudaveis ndo portadores de HIV
e/ou TB. Este projeto, intitulado : “Imunidade inata e adquirida, carga proviral e
genética do hospedeiro na coinfeccdo HIV-tuberculose”, esta sendo realizado em
colaboracdo com o Instituto Pasteur (Franca), e tem como objetivos determinar o
envolvimento das respostas imunes inata, especificamente respostas de células NK,
e adquirida, das subpopula¢ces de linfécitos T, de marcadores sollUveis (citocinas,
marcadores inflamatorios e fatores de translocacdo microbiana), do perfil genético
do hospedeiro (principalmente os genes HLA-B, HLA-DRB1 e KIR) e da carga de
provirus em pacientes HIV-TB submetidos as terapias antirretroviral e
tuberculostatica.

Desta forma, de modo mais imediato, nossa perspectiva é dar continuidade a
caracterizacdo genética de individuos acometidos por dois agravos de indiscutivel
importancia em termos de saude publica, que séo a aids e a tuberculose, bem como
a busca de biomarcadores que possam estar associados a ocorréncia de IRIS,
auxiliando o melhor entendimento e caracterizacéo desta sindrome.

Outra perspectiva, de longo prazo, € ampliar o repertério dos marcadores
genéticos analisados (por exemplo, HLA-C, citocinas e inflamassoma), visto que ja
encontramos relatos na literatura da associacdo desses genes e a coinfeccdo
TB/AIDS.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos a partir da andlise de marcadores genéticos
do hospedeiro na populacéo de pacientes com tuberculose infectados pelo HIV-1 do

Rio de Janeiro, pode-se concluir que:

e A realizacdo da tipagem molecular dos alelos HLA de Classe | B, HLA de
Classe Il DRB1 e KIR dos pacientes com tuberculose infectados pelo HIV-1
nos permitiu conhecer a distribuicdo desses genes nessa populacdo, além de

suas frequéncias;

e Os alelos encontrados em maior frequéncia em nosso estudo concordam, em
grande parte, com os alelos dos genes HLA-B e HLA-DRB1 (Bardi et al.,
2012; Carvalho et al., 2013; Teixeira et al., 2009; Teixeira et al., 2014; Ayo et
al., 2014) e dos genes KIR (Ewerton et al., 2007; Rudnick et al., 2008; Jobim

et al., 2009) descritos para a populagéo Brasileira,

e A comparacao dos dados de distribuicdo dos genes HLA-B, HLA-DRB1 e KIR
entre os individuos com e sem IRIS mostrou que existem algumas diferencas
nas frequéncias destes alelos entre os dois grupos. Entretanto, nao foi
encontrada significancia estatistica nessa populacao.

e Uma tendéncia de associacdo do alelo HLA-B*42 com a ocorréncia da IRIS
foi observada, reforcando a importancia do estudo de marcadores genético do
hospedeiro e evidenciando o papel dos genes HLA na resposta imune as

doencas infecciosas.

e Embora nosso estudo nédo tenha encontrado associac¢des significativas entre
os genes HLA-B, HLA-DRB1 e KIR e a ocorréncia de IRIS, provavelmente por
conta da influéncia do numero restrito de pacientes analisados, nossos dados

fornecem uma descricdo desses alelos na populacdo estudada, contribuindo
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para o0 conhecimento das caracteristicas genéticas dos individuos com

tuberculose infectados pelo HIV-1 na nossa populacgéo.
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9 ANEXOS

Anexo 1- Tabela da distribuicdo das frequéncias génicas dos alelos HLA-B dos
individuos com tuberculose infectados pelo HIV-1 e individuos infectados pelo HIV-1

com diferentes padrbes de progressao para a aids (Teixeira et al., 2014).

Anexo 2 - Trabalho cientifico realizado no nosso grupo, que contém dados
referentes a distribuicdo aos alelos HLA-B em individuos infectados pelo HIV-1 com
diferentes perfis de progressédo para aids. Esta publicacdo originou-se a partir dos
resultados obtidos durante a Iniciacdo Cientifica e publicados durante o Mestrado.

O artigo intitula-se: “Association of the HLA-B*52 allele with non-progression to AIDS

in Brazilian HIV-1-infected individuals”.
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ANEXO 1

Tabela: Distribuicdo das frequéncias génicas dos alelos HLA-B dos individuos com
tuberculose infectados pelo HIV-1 e individuos infectados pelo HIV-1 com diferentes
padrdes de progressao para a aids (Teixeira et al., 2014).

Alelos AIDS/TB HIV-1

on=122 n= 436 AIDS/TB vs. HIV-1

n f n f p-valor* OR
B*07 09 0.073 28 0.064 0.683 1.16
B*08 05 0.041 23 0.053 0.814 0.76
B*14 06 0.049 31 0.071 0.536 0.67
B*15 18 0.147 49 0.112 0.343 1.36
B*18 02 0.016 12 0.028 0.744 0.58
B*27 02 0.016 06 0.011 0.688 1.19
B*35 13 0.106 48 0.110 1.000 0.96
B*37 02 0.016 03 0.007 0.301 2.40
B*38 02 0.016 07 0.016 1.000 1.02
B*39 02 0.016 12 0.027 0.744 0.58
B*40 02 0.016 14 0.028 0.541 0.50
B*41 02 0.016 05 0.011 0.619 1.77
B*42 04 0.032 08 0.018 0.305 1.81
B*44 16 0.131 43 0.099 0.318 1.38
B*45 04 0.032 13 0.030 0.772 1.10
B*48 01 0.008 06 0.011 1.000 0.59
B*49 03 0.024 11 0.025 1.000 0.97
B*50 02 0.016 08 0.018 1.000 0.89
B*51 06 0.049 28 0.067 0.670 0.75
B*52 03 0.024 15 0.034 0.775 0.70
B*53 06 0.049 17 0.039 0.609 1.27
B*55 01 0.008 00 0.000 0.218 10.7
B*57 04 0.032 17 0.039 1.000 0.83
B*58 05 0.041 15 0.037 0.782 1.19
B*81 02 0.016 02 0.002 0.209 3.61

*Teste exato de Fisher. As diferencas foram consideradas significativas com valor de p<0.05.

f: frequéncia génica; n: nimero de individuos; 2n= nimero total de alelos; OR= Odds radio;
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ORIGINAL ARTICLE

Association of the HLA-B*52 allele with non-progression
to AIDS in Brazilian HIV-1-infected individuals

SLM Teixeira’, MBR de 53", DF Campos®, AB Coelho®, ML Guimardes’, TCHF Leite’, VG Veloso® and MG Morgado'

Several human leukocyte antigen [HLA) class | alleles are associated with the susceptibility to buman immunodefidency virus1
[HIV-1) infection and/for AIDS progression. Of these, the HLA-E alleles are considered the strongest genetic determinant of disease
outcome, We evaluated the influence of the HLA-B alleles on AIDS progression among HIV-1-paositive individuals from Rio de Janeiro,
Brazil, who were ategorized as rapid progressors (RPs), typical progressors (TPs) or long-term non-progressors (LTHNP=. In this study,
significant differences in HLA-B allele frequendes were observed among the three progresson groups for the B*48, B*49 and B*52
alleles. After controlling for other factors associated with AIDS progression, the presence of the B*52 allele was shown tobe a
significant protective factor (hazard ratio [HR) 049 [95% confidence interval [Cl) 0.27-0.90) = 0.03). Although no direct assodation
was observed between the presence of the B*27 or B*5 7 allele and the LTNP profile compared with the TP or RP groups, the adjusted
model confirmed that these alleles are protective factors against AIDS progression [HR 0L62 [95% CI 0.38-0.99) P<0.05), as previoushy
described. These data corroborate the existence of significant differences in HLA-B allele frequendes among the distingt AIDS

progression profiles and further elucidate the role of HLA alleles in the outcome of HIV infections in diverse populations.

Genes and Immunity advance online publication, 10 Aprl 2014; doi:10.1038/gene 201414

INTRODUCTION

The natural dinizal course of human immunodeficiency virus-1
[HN-1) infection is extremely variable, ranging from the develop-
ment of AIDS in less than a year to no evidence of progression in
=10 years. The majority of HM-infected individuals [70-80%)
present with a typical course of infection that progresses to
disease within 10 years. Approximately 10-15% of HN-1-infected
individuals progress to AIDS within 3 years of seroconwersion, and
these individuals are known as rapid progressors (RPs). A smaller
proportion of individuals [5-10%) remains as}rrrpmrnaﬁc and
presents 04~ T-cell counts =500 cells mm ~* for =10 years;
these patients are termed long-term non-progressors (LTMPs). To
help explain the high varability amaong AIDS progression profiles,
several studies have examined the roles of viral factors ™™ the
innate and adaptive immune IEPCII'IS-\E?_“ and host genetic
factors ™% in disease progression.

Host genetic variation is presently estimated to account for
about onedourth of the observed wvariation in HIV control®™
Among the genetic factors imvolved in the immune response to
HW, the human leukocoyte antigens (HLAs) exert the strongest
influence on  wiral control, immune escape and disease
prug'essbn.m‘ Several HLA class | alleles are associated with
the susceptibility to HIV-1 infection and/or AIDS progression. The
HLA-B alleles in particular impose substantially greater selection
pressure on HW-1 and are considered the strongest genetic
determinart of disease outcome 2 "**® Some assodations are well
characterized; for example, the impact of HLA-B*27 and B*S7
alleles in slower progression to AIDS and long-term control of HIV-
1 replication ** whereas the B*35 and B*53 alleles lead to
faster prugrssim.“m

Based on this background, this study aimed to evaluate the
impact of host genetics on AIDS progression based on the

distribution of HLA-B dass | aleles among HN-1-infected
individuals classified as RPs, typical progressors [TPs) or LTNP=.

RESULTS
Clinical epidemiological characteristics
Of the 3809 HN-1-seropositive individuals induded in this cohort,
496 fulfilled the aiteria for the disease progression classification
[see Materials and methods section) and were @ategorized as 182
RPs B6.7%); 289 TPs [58.3%) and 25 LTMPs (5.0%). From this group,
a subset of 218 individuals {86 RPs, 39.4%; 115 TP, 52.6% and 17
LTNPs, 7.8%) had their HLA-B alleles genotyped

In order to chedk the representativeness of this subset of 218
individuals, we compared the sociodemographic data of the 3313
undassified individuals with data from individuals who had their
HLA-B alleles genotyped (n=218) and those whose dleles could
not be determined (n=278 Table 1). Mo difference regarding
ethnicity, which could hawe influence on the HLA-B allele
distribution, was observed from these comparisons, indicating
that the subgroup of 218 individuals matches the 3313 group in
this aspect. Similar results were observed when the sociodemao-
graphic data were compared considerning the different groups of
AIDS progression (Supplementary Table 51, Supplementary
Material).

HLA-B alleles

Of the 218 HN-positive individuals genotyped for their HLA-B
alleles, roughly 29 HLA-B allelic groups were identified. The maost
frequent HLA-B alleles were B*15, B*35, B*44 and B*14 at 11.2%,
1100, 99% and T.1% prevalence, respectively. These four
common alleles accounted for 39.2% of the overall HLA-B allele
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Table 1. Sociodemographic data from HIV-1-positive individuals from Rio de lansing Brazil, incuded in the study
Uirnchers sifiedt Classified indvickrals Povetlure® P-vilure®™
irndivickials
imn=3313) HLA-B nal Iyped HLA-B Iyped
L1 in =278 in=218
i} i}
Gender B85 025
Male &3 6.4 657
Female 27 356 303
Erhicity [T ] 046
Whiite: 5.8 554 5748
Wula o .t 18R 257
Black 150 15.1 16.5
Onhiar® ol 04 [1T1]
MR 03 0.4 [1X4]
Age (redrs) (A1) =0.001
<30 EER ] 475 394
30-30 TR 320 385
=40 82 0.5 220
MR 02 0.0 [1X1]
Mean age (sd) 34.7 2.2) 32015 334 B8 <0001 < 0001
Schooling 038 < 0.001
Fundamental™ 519 06 a45
Middle 323 353 381
Graduation 136 223 174
HR 22 0.7 [1X4]
Expesure camgory g 00z
WS MY se sl 352 40.6 45.1
Haterod sl A5.7 54.5 408
iouw 25 32 14
Onhar® is 4.1 3z
MR 129 138 55
Abbreviations: HV, human immunodeficiency virs: HLA, human leukocyie antigen IDU, injecting drug users: MSM, men wheo have sex with men: NR. not
reported. Bold numbers indicate Povalue 005 *Chi-square test, Fishers exact test or Mann-Whitney test betwesn HLA-B nat typed {n = 278) and HLA-B
typed 1= 218). "Chi-square test, Fisher's exact test or Mann-Whitney st between unclassified individuals {n=3313) and all clasified individuals, including
HLA-B typed and rutt)'pnd.‘Oth-nr =indigencus jn = 1), ariental jn = 5). Sncludes illiterate {n = 94). "Other = bload transhsion = 124), hemophilisc fn= 11
wertia | transmission §n = 4] and perostaneous exposune 1= 61

frequency. Another 12 alleles presented moderate frequendes
ranging from 2 to 7% and accounted for 48.3% of the overall aliele
frequency. The remaining 12 alleles had frequendes = 2% and
accounted for 125% of the owerall alkle frequency. Owerall,
desiation from Hardy-Weinberg equilibrium was not observed in
the distribution of HLA-B genotypes in this population (P:= QU05).

Given the miscegenation of the Brazilian population, we first
analyzed the difference in frequencies of each HLA-E alkelk
between Caucasian and non-Caucasian [Mulattoes and Bladk)
individuals (Supplementary Table 52 Supplementary Materall.
Except for HLA-B*42 [04% wvs 16%, respectively, P=002), no
statistically significamt differences were evident. Therefore, the
following analysis of the HLA-B allele frequendes agoss the three
AIDE progression groups were performed withouwt accounting for
the ethnic background of the individuals studied (Table 21 In our
study, the frequency of the B*49 allele was higher in the TP group
[4.0¢%) than in the RP group (0U6%, P= 005, odds ratio (OR) = 0.14).
On the other hand, the frequency of the B*48 alele was higher in
the LTMP group [5.9%) compared with the RP group (0%, P=0.03,
OR=0.0{). Motably, the B*52 allele frequency was higher in the
LTNP group (11.6%) than in either the RP group [2.9%, P=0.05,
OR=0.22) or the TP group (26%, P < 005, OR = 0.27; Table 2). The
HIV-1 -positive individuals in our study had gquite diverse HLA-B
genotypes, resulting from the combination of the four more
commaon alleles dted above: B*15, B*35, B*44 and B* 14. Each one
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of genotypes B*15:B"44 and B"14:B*15 were found in five
individuals; followed by B*35:B%44 and B"14:B*44, with four
occumences each one and B*14:B*35 presented by three
individuals. Only 13 individuals (6.0%) presented with a homo-
zygous genotype (data not shown).

The comparison of the three HLA-BE aleles signifiantly
associated to disease progression profiles (Table ) with their
respective frequencies reported for the Brazilian general popula-
tion (REDOME data zet] is presented in Table 3. From this analysis,
no statistically significant difference was werified in the owerall
comparison o stratified by ethnidty (white, black and mulattoes)
showing that our studied population matched the HLA-B allelic
distribution of the Brazilian population.

Survival analysis

In general, the median time between the diagnosis of HW-1
infection and AIDS development for the 218 evaluated patients
was 1816 days @5% confidence interal (Cl: 1624-2004 days).
The sododemographic variables identified as having signifiant
differences in the time to AIDS progression were gender (P=002),
age at date of positive serology (P=005) and exposure categony
(P=0.02). The time until progression to AIDS was significantly
different for the clinical variables presence of the B*4& allele
[P= 005 median 4470 v 1792 days) and presence of the B*52

& 200 4 Macmill an Pulblishes Limitad
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Table 1 Digribution of HLAE alldes and statistical comparison of the allale frequencies among the three dinical progresion groups from Rio de
langiro, Brazil (n=218)

Allaks RPs Zn=172 TR (2n =308 LTNPs 2n=234] RPw TP RP v LTNFP TP vs LTNP

n of n af n af P-walurd o P-wanlue OR Powaplure® o
g 13 0075 15 Q065 [11] i Tis] [T ] 117 013 — 023 —
B*08 13 0075 111 0035 o 0059 oW 227 1.00 131 062 058
B*13 o1 0006 a5 0027 [11] i Ti] 0 a6 1.00 — 1.00 —
E*14 1] 046 i [T ] o 0059 0u0e [1 5] 1 1. 078 075 181
E*15 k) oo .| 0104 06 LA [13: 2] 07 026 058 024 054
E*18 L] 0035 06 0026 11} [T sl 135 059 — 1.0 —
By [i] [T ) 0 am7 m 0o29 014 L1 T4 1] (1R 1144 050 058
B35 23 0134 | Q100 o Q059 029 139 039 247 075 178
B*3r 1) 0006 o LT ] 11} [T .00 067 1.00 — 1.0 —
B*38 02 002 0 am7 (1] 0o29 .00 1177 042 039 050 058
B35 02 ooz 1] LTS E ] 11} [T 006 026 1.00 — 037 —
B 1] 0052 111 0035 11} [T 039 153 036 — 06D —
B*11 02 ooz L1} a3 11} [T .00 13 1.00 — 1.0 —
B2 03 oam?7 0 am7 m 0o29 .00 1.0 052 059 050 058
B¢ 18 0105 | Q100 w T ] 088 105 0.54 187 0.75 178
E*45 05 0029 o 0030 m 0o29 0.5 095 1.00 1] 1.0 1.04
By 02 ooz L1 1] LT ) 11} [T 018 — 1.00 — — L1 T4 1]
B*a8 [i] [T ) L1} a3 o 0059 026 L1 T4 1] [i 1 F] 1144 013 21
B 1) 0006 [1.2] LTS 1) m 0o29 [i X%} w14 030 oy 1.0 134
B*50 a5 0029 o] @013 o i Ti] 030 237 055 — 1.00 —
E*51 15 0087 " Qa8 L1} [iTi ) on 190 1.00 1] 00 052
B*52 05 0029 06 0026 o RRE:] 1.00 112 0.04 027 0,04 a7
B*53 05 0029 " Qa8 m 0o29 034 [ 171 1.00 1] 1.0 .66
B*56 [i] [T ) 1] LTS m 0o29 .00 L1 T4 1] (1R 1144 024 w14
B*57 L] 0035 111 0035 L1} [iTi ) 099 1.0 (1R a37 L1 A1 037
B*58 05 0029 1] LTS E ] m 0o29 05 117 1.00 1] 1.0 150
B*&7 [+51] 0000 o LTt ] 1] i Ti] 1.00 LiT] — 1 T4] 1.00 —
B*81 02 ooz L1 1] LT ) 11} [T 018 — 1.00 — — L1 T4 1]
B2 1) 0006 L1 1] LT ) 11} [T 013 — 1.00 — — L1 T4 1]

Abbrevistions af, allele freguency; HLA, human lkeukocyte antigen; LTNE long-rm non-progressor 1, observed number of a HLAE allele; 2n, total numibser
of sllsles {sllele cound); OR, odds ratio; RR rapid progessorn; TR typial progeessor. Bold numbsers indicate Pvslue 005 —, undefined Pyvalhe or OR valus
Mhisquare test or Fishers exsct test

Table 3. Allelic frequendies of the three HLA-B allels significantly associsted with disease prog resson, comparing HIV-1-positive individuals from
Rio de Jlandno, Brazil, and Brazilian general population (data from Brazilian Registry of Bone Marmow Donors- REDOME, stratified acoording to ethinic
background

Al HODT ity Brepilion [REDOME) Povaba®
En=A458 alees) @ =5 F0E FIT ok
Tl Wi Black MulTios Tl L Bhxk Muonoes Tooen! Witk Bk Mulhios
=434 Pn=157) @ =73) En="3 En=51& 717 =358 004 2n = 5703 En=35%I7)
B4 aon o1z aon4 aos QT QLS Qo0E Qo Q45 Q45 048 s
E4G QO QoEE Qumo Q0T iTar= X ) QoET QOET 045 04s [ ]
B*52 Q034 QoS Qodz QT QUG oms Qo QOFE o3s Q39 043 o4s

Abbrevistione af allele fraguency; HM homsn immunodeficiency vinus HLA, homasn leukocyte antigen; n, observed nuomber of 5 HLA-B sllele; 2n, totsl
rurmibser of albeles {alk=le countl OR, odds ratio —..unduﬁnadP-mluL’F@efsexacttﬁLbThesun of the obse rved nwmiber of HLA-B alleles {n) in white, black
and mulattoes does not cormspond 1o the total number because REDOME dats also indudes frequencies of alleles in indigenous, oriental and individuals
whose ethnicity was not reported. For punposes of compaison with owr data broken down by ethnicity, we included only allele frequencies from white, black
and mulattoes” individuals.

allele (P=0.02, median 2618 vs 1775 days), indicating a possible
assodation of these factors with nonprogression to AIDS
(Figures 1a and bl

In the multivarate analysis, in addition to the warables
significantly associated with the nsk of progression to AIDS,
desgibed above, we also evaluated the variables schooling
presence of the rapid progression allele (B*35) and presence of
the slow progression allele (B*27/B* 57; Table 4). From this analysis,
the wvariables independently assodated with AIDS progression

£ 20714 Macmillan Publishers Limited

were gender, age at date of positive serology, presence of the
slow progression allele [B*27/B*57) and presence of the alele
B*52. Although the variable presence of the B*48 allele was not
significantly associated with AIDS progression (P-=0.08) in the
multivariate model, this variable was included in the analysis
because it added explanatory power. Controlling for these factors,
the risk of developing AIDS was significantly higher among the
male patients (hazard ratio [HR) 1.45 (95% CI 1.06-1.97) P<0.03)
who were diagnosed with HV-1 at a later age (HR 1.02 [95% C|

Genes and Immunity {2014) 1-7

115

=]



HLA-B*52 asseciated with non-progression to AIDS
SLM Teivzina af al

&

a [+]
= 1.0 10
: No No
4o 04 |— Yas a8 — Yag
i
E 08 06
c
2 04 04
k]
%‘ 02 a2
o 00 Qo
Li] 2000 4000 BO00 o 2000 4000 G000

Time Since sarocomversion (days)

Figure 1.

Analysis of disease progression. Kaplan-Meler survival curves forthe progression to AIDS from the estimated time of serocomversion

stratified by (a) the presence of the B*48 allele and (b) the presence of the B*52 allde.

Table d. Bivariate and multivariste analyses of the Boors assodsted
with AIDS {n =218

Facor Bhariae Adjursed mioded
HA P Ha P
LT ] Wald
Soclademographic chamciristcs
Gender
Femade 1 (Ref) 1 {Hef)
Male 147 {1.08; 2.00) o.m 145 {1.06; 1.97) oz
Ethnicity
Whine 1 {hef)
8 e 092 JLAZ 1.38) as7
Mubatines 054 AR 1.31) ar2
Age fyear) 099 {099 103 aos 102 (100;10%) ol
Sthaaling
Grduwtion 1 {Ref)
Fundamenta 074 05 1.10) a4
Mid e 098 (LGS 1.45) a3
Epasure caegory”
H i el 1 {Ref)
MEMhisemol 152 (113 2.04) 005
rther 156 j080; 204) g

linimal characherisics

Pz sence of the mpid pmo. n allele B035)

Ha 1

ez 122 {087 1) aze
Presence of the show progression allele [#° 278757

Mo 1 {Ref ] 11

Ves UG (AT 1.03) o7 OUA2 {038, %) o.ns
Presence of the 8728 allele

Mo 1 [fef) 1 {Ref)

ez 037 014 09 .04 041 {aas; 1.11) o8
P sence of the B°49 allele

Mo 1 {fef)

Yes OUET (043 154 ns3
Presence of the 8752 allele

Mo 1 {fef) 1 {Ref)

ez 0.49 {027, 0.90) .02 0,48 {026; 0.89) oz

Abbevistions: HR, hazard rafig MSM, men who have sex with men;
n, number of indhiduals ref, reference. Bold numbers indicate Povaluse
o (L0512 missing (n = 2061

1.00-1.03) P=0uD4) Although no direct assodation was observed
between the B*27 or B*57 alleles and the LTNP profile (Table 2, in
the adjusted model these alleles were confirmed as protective
factors against AIDS progression (HR 062 (95% 1 0.38-0.99)
P 005). The B*52 allele was found to be a protective factor
against AIDS in both the bivariate [HR 049 [95% (1 0.27-0.90)
P<003) and multivarate models (HR 048 [95% Cl 0.236-0.89)
P<003).
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When selecting the variables to be evaluated in the multivariate
madel, the variable presence of the rapid progression allele [B*35)
wa included although the Pwvalue 0.26) was =020 in the
bivariate anahysis. However, no assodation between this allele and
the time to AIDS progression was found using the multivariate
maodel (Table 41 By contrast, the warable exposure category.
which was considersd significant using the bivarate model, was
nat evaluated in the adjusted model because it would exdude 12
patients, including 2 from the LTHP group. The final model fit the
data propery and was in accordance with the assumptions of Cox
model

DISCUSSION

Haost genetic factors have been consistenty linked to variations in
both sustepthl;n:{ and resistance to HW-1 infection and disease
progression.’*"™ In a previous study, we tied to assess the
possible assodation of CCRS genotypes and HLA-B aleles with the
susceptibility or resistance to HWV-1 infection in injecting drug
users from Rio de Janeiro, Brazil, but no assodation was evident ™™
Here we focused on AIDS progression, evaluating the influence of
the HLA-B alleles on disease outcome.

The dassifiation of HV-1-positive individuals based on their
AIDS progression profile is not consistent acoss the studies, mainty
because of the different clinical aiteria used to distinguish the RP,
TP and LTMP groups Here we defined these three groups of AIDS
progressors based on the time from the estimated date of infection
to the ocoumence of the first AlIDS-defining event. AlDS-defining
events included a CM+ Tdymphooyte count  below
350 cdls mm ™~ 3 AlDS-defining illne =, the initiation of antiretroviral
therapy or AlD5-related death. The need to apply a standardized
and accepted set of dinical definitions for the purpose of dissase
stratifiation has already been emphasized*® As a result of the strict
indusion diteria adopted in this study to dassify the HW-positive
patients agoss the three AIDS progression profiles, a high
proportion of the individuals induded in our databank could not
be classified. The major obstade to classifhation was the late HIV
diagnaosis, which is common in our country, as in many other
regicns. This factor impeded the clasifiation of a large
number of individuals with a potential TP profile. Similardy, the ladk
of information about the last negative HN serclogy limited the
clazifiation of possible RPs in our databank.

The HLA class | locus has been characterized as the main factor
influencing the cutcome of HV irfection®" This study presents
the first evidence of a signifiant association between HLA-B®S52
and slower progression to AIDS. This observation contradicts a
previous study in which this allele was not assodated with either
slower or faster AIDS progression.™ The association of the BSZ
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antigen mth r&u:lanua to HW was first described in 1992 by
Fabio er al®' but since then there has been no other study
comoborating this finding. Recently, HLA-B*52 was linked to a
strong effect on wviral load during eardy time points but had no
significant effect on the longterm control of HIV-1 . This allele
has also been described as a protective factor for pulmonary
tuberculosis.*

We alzo detected other HLA-B alleles associated with slower
progression of non-progression to AIDS that were less striking
than that observed for the B®5Z allele. In fact, a possible
association between the B*48 allele and non-progression to AIDS
was initially observed in this study but was not confirmed by the
multivariate model results. For the HLA-B*27 and B*57 dleles, we
did not find a direct association with non-progression to AIDE, but
a correlation was observed based on the higher frequencies of
these alleles in the LTNP group Table 2) and the confirmation of
the protective role of these alleles by the multivariate analysis
[Table 4). Thus, we may have lacked the statistical power to detect
this assodation becuse of the low number of individuals with an
LTNP profile in our databank. The protective effect of these alleles
on the different aspects of HIV-1 nfenlunhashemmmannuely
documented in the literature,” % ***% jnjiding the patent
antiviral immunity conferred by the B*27 and B*S7 alleles through
limiting central memory T-cell infection in LTNP individuals.® On
the other hand, the previously reported deleterious effect of the
HLA-E*35 allele on disease progression™ " was not observed in
this study despite the higher frequency of this allele in the RP
group (13.4% vs 10.0% in the TP group vs 5.%% in the LTNP groupl.
Unlike our findings for the B*27 and B*57 alleles, the multivariate
anaysis did not confirm the B*35 allele as a risk factor for AIDS in
our study group.

Given the high genetic diversity of the Brazilian population,
which is characterized by an elevated degree of miscegenation, it
is important to compare the alkelic frequencies between
Caucasians and non-Caucasians. With the exception of the HLA-
B*42 allele, which was owemepresented in non-Caucasian indivi-
duals [P=0.02), all other HLA-B alleles were equally distributed
across different ethnicities within the sh.ldy group. The predomi-
nance of HLA-B*42 in non-Caucasians is consistent with the
literature™ and ethnidty information m the REDOME data set and
in the Allele Frequency Met Database**

In condusion, despite the limitations in the classification of the
HMN-1-positive individualks because of unavailable data, this study
comoborates the importance of the HLA-B alleles in determining
the outcome of HIV-1 infection. Here we have described for the
first time the protective role of the B*S2 allele in disease

ssion and confirmed the assodation of the B*27 and B*S7
alleles with the LTNP profile. These results reinforce the hypothesis
that HLA class | alleles are key determinants of the host immune
response against HW-1 infection and expand our knowledge of
the distribution and effects of these alleles in the Brazilian
population, where additional studies examining host genetic
characterization in the context of infectious diseases are still
nesded

MATERIALS AND METHO DS

Study group

This retrespective study included HIV-14empositive individuals whe were
undemgeing clinical follow-up 21 Evandre Chagas Clinical Research Institule
{IFECRIOCRUZ), Fio de lansiro, Brazil, from 1986 10 2011 (n=4015) and
were regiitened in the IPEC database The incltion criteria for further
classification according 1o e progresion profiles were as follows: (1) the
patfent hed been clinically followed up for a0 least 60 days, (2 HW-1
infection was disgnosed befom 2010 and (3] the patient was =13 years
old. Clinical and laborstory data fiom & towl of 3809 individuals that
fulfiled these criteria were considered lor the siratification of the HIV-1-
infected individuals inte the three clinical progredion profiles AP (AIDS
progresgon within 3 years of seroconverson; =1 0D T-cell mes surement
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HLA-B*S2 associsted with non-progressian o AIDS
SLM Teixaira of al

e

available time betwesn e negative semlogical test and the pogitive
semlogical 11 <3 yeas] TP JAIDS progresion =4 yess afer
semoonversion =2 004 T-csll massurement =350 cellsmm ™" before
AIDG event) and LTNP {aspmpiomatic HIV-1 infection for = 10 year aﬁer
semoonverson; all C04 Toell measurements = 500cells mm ~L

material was svailable in the |aborstory biorepositery far 218 individuals.
These samples were used for genefic characterization and subsequent
statistical analyses

Faor the BP group, the dates of the lst seronegatve test and the firit
dempodilive 1ol were wed o calouate the stimated date of infection
(defined as the midpoint of theta two dates with & madmem ineral of 36
maonthsl. For the other groups, when the date of the last seronegative test
was nol available, the esEmated date of infection was caloulsted a5 &
months before the date of the first seropositive et Time 1o disease
progresion was defined as the Bme elapsed (in days, alter conversion 1o
yaars] betwvesn he sfmated date of infection and the first AIDS-defining
ewnLMA[:s-daimrgmeﬂeda:ymedm Tollowing: D4+
T-lymphocyte count balow 350 cells mm 7, AIDS-da illess | sccord-
|qwmmmmwdmmmm], initiation of
antiretroviral therapy o AlDSvelated death.

Based on the criteria wed to estimate the seroconversion date, we were
nol able te precisely olasily individusls whe progressed 1o AIDS within 3
1o 4 years of infection becawse these individuals were in e threshad
between e RP and TP groups after applying the estimated semconver-
sion cfera The present wodk was appreved by the ROCRUZ Ethical
Research Committes &8 an anonymows unlinked stedy (Ethics Commities
CAF (002 00005 0:00-08).

DMNA extraction

DA was extracted from whole blood wsing the QlAamp DNA Blood Mini
it | Qiagan, Hilden, Germany) acc ording i te manula clurers indtructions.
All DNA samples were siored a1 — 20 °C until the genomic analyses

HLA-B typing

The HLA-B typing was performed wsing & oom bination o two oommendial
kit the INND LifA HLA-E Mulliplex Phs kit and the INNO LiPA HLA-B
Update Phs kit INNOGENETICS, Ghent, Bedgiem]. The first kit was wed 1o
POR amplify 2 fragment betwean the second and fowrth exons of he HLA-
B locus according 1o the manulacturer’s proicol After this step, the PCR
products wer submitted 1o a hybridization asay wing the second kit,
which s based on the line probe assay methodology. The identification of
the HLA-E alleles was performed wsing the LiRAS interpretation software,
LiPA HLA w&0d (INNOGENENCS).

Statistical analyses
Sodiedemographic characteristia o the subgroups of individuals were
tested by the ¢ test, Fisher's exact st or Mann-Whitney test fthe most
appropristed in esch ststion). The HLA-B alide frequencies and
genolypss were estimated wiing the PyPop package ™ Devistions frem
Hardy-Weinberg equilibrism were calculated using the mathod of Guo
amnd Thampson, ™ which was akio parfommed wsing PyPap. The freguencies
of each HLAE allde were compared (1] among the three clinical
progresion groups and [2) betwesn HIV-1-positive individuali and the
genomic profile from the Brazilian Mational Registry of Bone Marrow
Drecrs, | REIDOMIE) redeased in March 201 3, which e presents a reliable and
representative sample of the Brazilian with slmest 3 million
registerad donors www imunoganetica oryl. For all com parisons, a 3 test
of Fishers exact tedl was perormed wing he datistics program Epi info
Vergon 6.7

The Kaplan-Mesier method and Cox proportional hazards modsls were
wsed 1o evaluate the sapsed time from the first HV-1-positive serology 1o
the progressicn to AIDS for individuals who could be categorized inte one
of the twee progresdon groups and lor whom HLAE data were svailable.
Swrvival curves were deicribed by the Kaplan-Meier sitimaton, and the
categoried of each analymd varisble were compared through a bog-rank
test For the svalustion of the (oo asoristed with AIDS progredsion,
variables with a Ggnificant efect on the HR and an oocwirence of the svent
< 2% |based on the Wald &) wer evalusted in the modal. The models
were compared using the likelihood ratio rest (analysis of variance) The
asmumplions of the Cox models and the quality of the adjustment were
made, respectively, based on the residusts and cosfficient of determing-
o, &5 woell &s the likelihood of agreement, 1o evalsate the discriminaiony
power and predictive sccurscy of the model All tests were conddened
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HLA-E*52 associated with non-prograsson to ADS
SLM Teixeira ef al

o

ggnificant i the Pvalee was <005 R osolteare version 2152
i Foundsation for Statistical Em‘pu.ni'lg-,l'ﬁerna, Aarstda) with the Surdival
library wias wsed to ren these analyses
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