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COSTA, Giselle Calasans de Souzavestigacdo de mutacdes nos genes da CCR5 e
Langerina e suas associacdes com a infeccdo p&dalH125 f. il. Tese (Doutorado) —
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RESUMO

O HIV-1 é o agente etiologico da AIDS. Sabe-se fgieres virais e do hospedeiro podem
influenciar na susceptibilidade a infeccao pelovie na progressao para a AIDS. Em relacéo
aos fatores intrinsecos ao hospedeiro, tem sidoxdsmado que algumas alteracdes na CCR5
podem afetar sua ligagdo com a gp120 do HIV-1uamitiando na infeccéo pelo virus. Além
disso, a proteina Langerina, encontrada na sugeri@s Células de Langerhans (LCs),
apresenta um papel importante em relacao a infqoel@oHIV-1, por ter a capacidade de se
ligar & gp120 viral através de seu Dominio de Reecimento de Carboidrato (CRD). Esta
interacdo permite que as LCs internalizem o viros @ranulos de Birbeck, os quais
degradam a particula viral, inibindo a apresenta@dilV-1 para os linfécitos T. Desta
forma, diferencas na funcéo da langerina, devidwmtacoes no promotor do geln@ngerina

e na regidao codificante do CRD, por exemplo, podefluenciar a susceptibilidade a
infeccdo pelo HIV-1. Sendo assim, o objetivo pmati deste trabalho foi verificar a
existéncia de mutacdes nas regides do gR5que codificam para os dominios N e C-
terminal da proteina, no promotor do gene da Langer na regido codificante do CRizm
como verificar a existéncia de possiveis assocta@igre as mutacfes encontradas e a
infeccdo pelo HIV-1. Para tal, através de sequemmiao, foi analisado um total de 128
amostras de DNA de individuos infectados pelo HIdel Feira de Santana, Bahia e 197
amostras de DNA de individuos nao-infectados deafal, Bahia. Os possiveis sitios de
ligacdo para fatores de transcricdo da regido piamamodo gene da Langerina foram
analisados pela ferramenta Matinspector implemantaa software Genomatix. Analises
fisico-quimicas, de dominios protéicos potencials, predicdo da estrutura proteica
secundéria e de modelagem tridimensional proteicant também realizadas, utilizando
diferentes ferramentas de bioinformatica. Os estuda regido N-terminal da CCR5
revelaram a existéncia de uma mutacdo de senti@ado no aminoacido 55 (p.L55Q)
apenas em individuos néo-infectados, com uma frem@édo alelo mutante de 1,8%.
Andlises fisico-quimicas demonstraram que esta gaataaumentou a flexibilidade e a
acessibilidade da CCR5 e a modelagem protéica dgmonque a mutacdo levou a um
pequeno desvio para a direita, bem como alteremente a carga eletrostatica dessa regiao
da proteina. Foi observada diferenca estatisticmneignificante entre as frequéncias
alélicas (p=0,039) e genotipicas (p=0,038) da ndatap.L55Q quando os individuos
infectados e nao-infectados foram comparados. @&l@s na regido C-terminal da CCR5
demonstraram a existéncia de trés mutacdes sitawiem individuos infectados pelo HIV-
1: ¢.3,765C>T, ¢.3,777A>T e ¢.3,831A>G. Em relagdanalise da regido promotora do
gene da Langerina, foram observadas trés mutacdésTeC, -517T>C e -160T>C) que,
segundo o Matlnspector, criaram novos sitios daclig para fatores de transcricéo, tais
como: NFAT5, HOXB9.01 e STAT6.01. Entretanto, conapalo as frequéncias alélicas e
genotipicas dessas mutacdes entre os individuestados e nado-infectados, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significaléeas andlises realizadas na regido génica
que codifica 0 CRD da Langerina demonstraram atéis@a de trés mutacoes:K313l
(c.937T>A), c.941C>T (g.4728C>T) e ¢.983C>T (g.4C*0). As andlises fisico-quimicas
revelaram que a mutagéo p.K313l aumentou a hidicttdze e as hélices transmembranares



e diminuiu a hidrofilicidade, a acessibilidade ardigenicidade da proteina. Entretanto, a
presenca do alelo mutante ndo alterou a predi¢c&stdatura secundaria da Langerina e néo
foi observada diferenca estatisticamente signifeearas frequéncias alélicas e genotipicas
quando os dois grupos estudados foram comparadtes Esultados sugerem que a mutagéo
p.L55Q, encontrada no dominio N-terminal da CCRijepafetar a entrada do HIV-1 na
célula. Foi possivel, também, observar que as resagncontradas no gene da Langerina
nao apresentam associacdo com a infeccao pelo HNG Entanto, é importante que novos
estudos sejam realizados com o intuito de comperentelhor o verdadeiro papel da
mutacéo p.L55Q na infeccdo pelo HIV-1, assim conuwas analises voltadas para a busca
de variacdes no gene da Langerina também devamosduzidas, uma vez que este é o
primeiro estudo que investiga muta¢des na Langermandividuos infectados pelo HIV-1.

Palavras-chave:HIV-1, CCR5, Langerina, mutagdes
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ABSTRACT

HIV-1 is the etiologic agent of AIDS. It has beeenibnstrated that the mechanisms
underlying HIV-1 infection and pathogenesis reqareombination of viral and host factors.
Concerned to the host intrinsic factors, some nanatatCCR5human gene can affect the
interaction between CCRS5 protein and HIV-1 gpl8@uencing the virus infection. Besides,
the Langerin protein, located exclusively on Lahges cells surface, has an important role
in HIV-1 infection due to its ability of binding tapl20 through its Carbohydrate
Recognition Domain (CRD). This interaction ablesVHI! internalization into Birbeck
granules, which degrade the virus and prevent Lf€ction and viral dissemination. So,
differences in Langerin function due to mutatiohp@moter and CRD encoding regions of
the humariLangeringene, for example, might influence the suscejutiytid HIV-1 infection.
Thus, the main purpose of this study is to inveséghe existence of mutations at the regions
of CCR5gene that encodes the N- and C-terminal protemadas and at promoter and CRD
encoding regions of the hum&mangerin gene, and finally to stablish possible association
among the observed mutations and HIV-1 infectiosing DNA sequencing, it was studied a
total of 128 DNA samples of HIV-1 infected indivials from Feira de Santana, Bahia and
197 DNA samples of HIV-1 non-infected individuaterh Salvador, Bahia. The transcription
factors binding sites were analyzed using the Maictor tool implemented in the
Genomatix softwarePhysico-chemical, potential protein domain, predictof protein
secondary structure and protein modeling analys¥e also performed, using Bioinformatic
tools. The studies into the N-terminal protein dom&vealed a newnissensemutation at
aminoacid 55 (p.L55Q), only in HIV-1 non-infecteddividuals, with allelic frequency of
1.8%. Physico-chemical analysis revealed that tmigation magnified the flexibility and
accessibility profiles and the modeling of CCRRustures showed that this mutation resulted
in a small deviation to the right, as well as, atdophobic to hydrophilic property alteration.
When HIV-1 infected and non-infected groups werengared, the allelic and genotypic
frequencies of the p.L55Q mutation were statidijcaignificant (p=0.039 and 0.038,
respectively). Three novel silent mutations weranfb at encoding region of C-terminal
protein domain in the HIV-1 infected individuals3&65C>T, ¢.3,777A>T and c.3,831A>G.
Concerned to the analyses at promatangerinregion, the studies revealed three mutations:
-577T>C, -517T>C and -160T>C. The search for pdsgianscription factors binding sites
using MatIinspector demonstrated that these pronmotgations created new binding sites to
some transcription factors, such as NFAT5, HOXB&Ad STAT6.01. However, when HIV-
1 infected and non-infected groups were compatesiatlelic and genotypic frequencies of
the analyzed promoter sites were not statistiGdwificant. It was observed three mutations
at Langerin gene region that encodes to the protein CRD: BK8d.937T>A), c.941C>T
(9.4728C>T) and ¢.983C>T (g.4770C>T). The physiceraical analysis revealed that the
p.K313I polymorphism magnified the hydropathy arahsmembrane profiles and reduced
the hydrophilicity, accessibility and anitigeniciprofiles. However, this mutation did not
modify the protein secondary structure predictiod ewhen HIV-1 infected and non-infected
individuals were compared, it was not observedatissically significant difference in the
allelic and genotypic frequencies from the p.K3a8lymorphism. These results suggest that



the p.L55Q mutation can affect HIV-1 infection thgh CCR5 entry. It was also observed
that the mutations detected at the promoter and @REoding regions of the human
Langerin gene are not associated with HIV-1 infection spsbédity. However, it is
important to accomplish future studies in ordebétter understand the role of the p.L55Q
mutation at HIV-1 infection, as well as, conductwneearch for variations afangeringene
that could influence HIV-1 infection, since thistlee first study that analyzes mutations at
promoter and encoding regionsl@ngeringene in a HIV-1 infected population.

Key words: HIV-1, CCR5, Langerin, mutations
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1.0- INTRODUCAO

A resposta imune intrinseca do hospedeiro, assmodatores virais, desempenham
um papel importante no controle da infeccdo porovétus. Em relacdo ao Virus da
Imunodeficiéncia Humana do tipo 1 (HIV-1, do ingldsman Immunodeficiency Virus type
1), diferentes hospedeiros apresentam variacdo seestibilidade a infeccao e no nivel de
replicacdo do virus. Tal variacdo pode ser decterda fatores virais, como o fendtipo do
virus, e/ou de fatores relacionados ao préprio éxsipo, tais como a magnitude de resposta
dos linfocitos T citotdxicos, o haplétipo do comymeprincipal de histocompatibilidade de
classe | (MHC-I, do ingléMajor Histocompatibility Complex clas$ & polimorfismos em
receptores de quimiocinas (LI&t al, 1996; SCHMITZet al, 1999; KAWASHIMA et al,
2009). Além disso, tem sido sugerido que fatoradanao-definidos do hospedeiro também
contribuem para o nivel de controle viral em indiMds infectados pelo HIV-1, enfatizando a
importancia do estudo de variacbes genéticas husneorao forma de combate a agentes
infecciosos (FELLAYet al, 2007). Alguns desses fatores que contribuem pa@ntencao
da infeccdo pelo HIV-1 podem ser responsaveis ipalautencdo da replicacado deste virus
(ROGERSet al, 2010).

Diversos estudos tém demonstrado a associacao goliraorfismos nas regioes
codificantes e promotora de genes humanos e aestagio de doencas (LICASTR®Oal,
2003; SABOURIet al, 2004; YOSHIKAWA et al, 2002). No que diz respeito a infeccao
pelo HIV-1, sabe-se que a proteina CCR5 (Recemdipd 5 de quimiocina CC) funciona
como correceptor para as cepas R5 do virus, queesfionsaveis pela maioria das novas
infeccBes e predominam durante as fases iniciabeica da infec¢do pelo HIV-1. Sabe-se
ainda gue a glicoproteina de superficie gp120 desviterage com a regido amino-terminal
(N-terminal) e com o segundo “loop” extracelulaC{E2) da CCR5. Neste ambito, tem sido
demonstrado que algumas mutagdes no gene huma@& & podem alterar sua ligagao
com a gpl20 do HIV-1, influenciando a infec¢cdo pelaus (SAMSONet al, 1996;
O'BRIEN et al., 1997; BLANPAIN et al., 1999; FARZAN et al, 1999; ZHANGet al,
2004).

A Lecitina do tipo C, Langerina (CD207), € encod&rana superficie das Células de
Langerhans (LC), abundantes em mucosas, assim oommrddo umbilical e no canal

vaginal. Essa proteina desempenha um papel imperéam relacdo a infeccédo pelo HIV-1,
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por ter a capacidade de internalizar este viruse@mulos de Birbeck, os quais degradam a
particula viral, inibindo a apresentacdo do HIVdrgos linfocitos T (DE WITTEet al.,
2007a, 2007b). Por conseguinte, a langerina de ¢ @dcosa integra funciona como um
mecanismo protetor contra a infeccdo por cepas &RBIW¥-1. Diferencas na funcdo da
langerina devido a fatores genéticos do hospegeidem influenciar na susceptibilidade a
infeccéo pelo HIV-1. E possivel que mutacdes nges promotora e codificantes do gene
humano da proteina Langerina contribuam para elaencas funcionais (WARIBt al.,
2006). Entretanto, ainda ndo existem estudos desara literatura que tratem da analise de

mutacdes no gerieangerinano contexto de infec¢ao pelo HIV-1.

Neste contexto, o estudo de mutacdes nas regidewofora e codificantes dos genes
da CCR5 e Langerina nos individuos infectados B#l61 pode ser Gtil para a compreensao
do mecanismo de infec¢cdo do virus e do desenvohtomdas patologias associadas ao

mesmo.
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2.0- REVISAO DA LITERATURA

2.1- VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA DO TIPO 1 (HIV-1)

2.1.1- HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA DO HIV-1
Em 1983, o Virus da Imunodeficiéncia Humana do figdVVIH-1 ou HIV-1, do inglés

Human Immunodeficiency Virusfoi isolado pela primeira vez por um grupo de
pesquisadores liderados por Luc Montaignier doitiitet Pasteur de Paris, Franga, sendo
entdo denominado LAV Lymphadenopathy Associated Virwal Virus Associado a
Linfoadenopatia) (BARRE-SINOUSSit al, 1983). Em 1984, a equipe do pesquisador Dr.
Robert Gallo, nos Estados Unidos, isolou este megnus, denominando-o de HTLV-III
(Human T-Lymphotropic Virus type Iblu Virus Linfotrépico de Células T-Humanas do tipo
) (GALLO & WONG-STAAL, 1985). Em 1986, a Orgarazdao Mundial da Saude
recomendou o termo HIVHuman Immunodeficiency Virusu Virus da Imunodeficiéncia
Humana) para denominar o virus causador da Sinddaanénunodeficiéncia Adquirida
(SIDA ou AIDS, do inglésAcquired Immunodeficiency Syndrom@ partir de entdo, os
esforcos foram direcionados para o desenvolvimel@ovacinas e medicamentos para
combater a doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). N@#l, o Boletim Epidemioldgico
divulgado pelo Ministério da Saude reporta o primeaso de AIDS identificado no ano de
1980, assim como o primeiro Obito relacionado andae Em 1988, uma equipe de
pesquisadores do Instituto Oswaldo Cruz, no Ridaleeiro, liderada pelo pesquisador Dr.
Bernardo Galvao Castro Filho, isolou o HIV-1 nosppéla primeira vez, representando um

marco simbélico para a pesquisa no Brasil (GALVRQ)?2).

Atualmente, de acordo com dados da Organizacaalidiuda Saude, estima-se que
34 milhdes de pessoas estao infectadas pelo HIw+hundo, sendo que mais de 60% destas
vivem na Africa Subsaariana (Figura 1). Em 201@, rhjlhdo de pessoas morreram em
decorréncia da AIDS no mundo. No entanto, desd®,18&nhhecido como 0 ano em que a
epidemia atingiu seu pico globalmente, o nUmeroa@s infecgdes diminuiu cerca de 19%,
incluindo nessa estatistica os dados do nimercdesrinfectados na Africa Subsaariana,
que reduziu de 2,2 milhGes de pessoas, em 200 1gamilhdo, em 2010 (UNAIDS, 2010).

Essa tendéncia na reducdo de casos novos refletecoimbinacdo de fatores, incluindo o
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impacto dos esfor¢os na prevencgao da infeccdoHii®dl e o curso natural da epidemia do

virus.

Prevaléncia:

Semdados <0.1% 01%-<05% M05%-<1.0% MW1.0%-<50% M50%-<150% [W15.0%-28.0%

Figura 1 — Prevaléncia do HIV-1 no mundo (AdaptdddJNAIDS, 2010 em
http://www.unaids.org/documents/20101123 2010 HidvBlence Map em.pdf

No Brasil, estima-se que 630 mil pessoas vivam @oidlV-1. Destas, 250 mil
(aproximadamente 40%) ndo sabem que estdo infegbaiia virus. A taxa de prevaléncia da
infeccdo pelo HIV-1 no Brasil, em individuos adsl{d@5 a 49 anos), no ano de 2010, foi de
0,61 %, sendo de 0,41% entre as mulheres e de ®B2%0s homens, mantendo-se estavel
desde 0 ano 2000. Entre os anos de 1980 a 2018 ferastradas 241.469 mortes no pais em
decorréncia da AIDS (UNAIDS, 2011). De acordo cotvotetim epidemiolégico, divulgado
pelo Ministério da Saude, no ano de 2009, forarstreglos 38.538 novos casos de AIDS. Ja
no ano de 2010 foram diagnosticados 34.212 casassrda doenca. Dos casos acumulados
até 2010, tem-se a seguinte distribuicdo: 56,5%egéo sudeste, 20,2% na regido sul,
12,9% no nordeste, 5,8% no centro-oeste e 4,6%egia norte (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

Conforme visto anteriormente, as taxas de incidéme Brasil foram crescentes até o

ano 2000 e estdo estabilizadas desde entdo, endporgatamares elevados quando
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comparadas a parametros internacionais. Por regiBserva-se a partir de 2002 um
decréscimo da incidéncia no sudeste, tendénciatabilesacdo na regido centro-oeste e
crescimento nas demais regides (Figura 2). Comaaraich anos anteriores (1991 a 2009), a
taxa de incidéncia de casos novos de AIDS diagraaiis no Brasil em 2010 apresentou
reducdo ainda maior. Apesar da reducdo do numeroages novos de AIDS no pais,
pesquisas sugerem o0 aumento na taxa de prevateneld/-1 na populacéo jovem brasileira
(17 a 20 anos) de 0,09% para 0,12%, de acordo @mlosdde 2009. Seguindo o mesmo
padréo, a taxa de incidéncia de casos de AIDS @@mniil habitantes, notificados no SINAN
(Sistema de Informag&o de Agravos de Notificac@ostado da Bahia, aumentou de 5,5%
em 1999, para 12,4% em 2009, e a incidéncia nadeidie Salvador também vem
aumentando progressivamente desde o ano de 2008I03N 2011; Ministério da Saude,
2011).

A epidemia da infeccéo pelo HIV-1 e da AIDS reprega um fendbmeno complexo,
global, instavel e dinamico, sendo que a formaateréncia nas diferentes regiées do mundo
depende, dentre outros fatores, do comportamentatmo. Como um dos resultados das
desigualdades sociais enfrentadas pela populag&idira, a propagacédo da infeccdo pelo
HIV no pais revela uma epidemia multifacetada, \vpra sofrendo profundas transformacgdées
em seu perfil epidemiolégico, passando a ser araatla, principalmente, pelos processos
de heterossexualizacdo, feminizacdo, interiorizagm@uperizacdo em curso na sociedade
brasileira (BRITCet al, 2001).
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Figura 2 — Taxa de Incidéncia dos casos de AID$ 16 mil habitantes), segundo regiao
geografica de residéncia e ano de diagnostico rasiBe regides, 1997/2009 (Fonte:
MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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A AIDS foi primeiramente relatada em 1981 nos &ssaUnidos e esteve associada a
individuos adultos do género masculino que aprasant alguns aspectos em comum, como
sarcoma deKaposj pneumonia polPneumocystis cariniicomprometimento do sistema
imune e comportamento homossexual. Logo apoés difidagdo da AIDS, as pesquisas se

voltaram para a identificacdo do agente etioldédiesta sindrome, o HIV.

O comportamento homossexual foi o principal corgmento de risco associado a
infeccdo pelo HIV-1 nos primeiros anos da epided@aAIDS (1980 a 1986). Em seguida,
entre 1987 a 1991, a epidemia passou a se caractgela transmissdo sanguinea,
principalmente na subcategoria de uso de drogesugis, particularmente em regides como
a Asia e o Leste Europeu, dando inicio a um processacterizado pela pauperizagio e
interiorizagdo da epidemia. Outro modo de transiwisk virus que passou a contribuir para
a disseminacgéo do HIV-1, nesse periodo, foi petodeshemocomponentes, o qual diminuiu
drasticamente na maioria dos paises desenvolwdos.a implantacdo de testes soroldgicos
nos bancos de sangue (GAYLE & KOPLAN, 2001). Aogordos ultimos 20 anos, um
grande aumento na quantidade de casos por expdetamssexual vem sendo observado.
Este fato reflete o nimero de 50 milhdes de muthetgendo com HIV no mundo,
caracterizando a feminilizacdo da epidemia do HIW®, com consequente aumento do
namero de casos de transmisséao vertical (formaamsrissdo do virus de mae para filho
durante a gestacéo, o parto ou por meio da amagdentde fato, a exposi¢ao heterossexual
representa, atualmente, a forma predominante desmiiasdo do HIV no mundo.
Particularmente, a transmisséo do HIV de mae pHma fesponde pela maioria dos casos
pediatricos de AIDS. Esse tipo de transmissao eamm maior frequéncia durante o parto e

0 periodo de amamentacédo (UNAIDS, 2010).

2.1.2- ESTRUTURA, CLASSIFICACAO E CARACTERISTICASO HIV-1

O HIV é um membro da familietroviridae subfamiliaLentivirinag que exibe
extrema variabilidade genética. Existem duas fordistintas de virus humanos que causam
a AIDS: HIV do tipo 1 (HIV-1) e do tipo 2 (HIV-2 Human Immunodeficiency Virtigpe 2
ou Virus da Imunodeficiéncia Humana do tipo 2).sEke diferenciam com base na
organizacdo de seus genomas e nas suas relaggeséiticas com outros lentivirus primatas
e foram subclassificados, também, com base naiorfitbgenético. O HIV-1 é subdividido

em 3 grupos distintos (grupos M, N e O), sendoup@iM predominante e consistindo de 11
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subtipos (A, B, C, D, E, F, G, H, |, J e K). Senagitemente, as cepas do HIV-2 que infectam
humanos abrangem 6 diferentes linhagens filogeagéticonsistindo do subtipo A até o
subtipo F (HAHNet al, 2000).

O HIV-1 apresenta uma estrutura morfolégica corgpg®r um nucleocapsideo
central de 100 nm de diametro circundado por umelepe circular. Este envelope é
composto por uma proteina de superficie extrageldEnominada gp 120, e uma proteina
transmembranar, denominada gp 41, que atravessannana viral. O core interno é
constituido por trés tipos de proteinas: a do dapsfp24), a do nucleocapsideo (p6 e p7) e a
proteina da matriz (p17). Esta estrutura abriggewinterior o genoma viral composto por
duas fitas de RNA, de 9,2 kb de comprimento, assgestdo associadas outras proteinas
importantes no processo de integracdo do DNA vi@lgenoma da célula hospedeira
(Transcriptase reversa - p24 e integrase — p3@)desenvolvimento do papel catalitico antes
do ciclo de replicacéo viral (protease — p10) (WAET al, 2009) (Figura 3).

pi10

& 9
Transcriptase reversa

—

Figura 3 — Desenho esquematico da estrutura dolHR#8aptado de

http://www.niaid.nih.gov)

O ndcleo do HIV-1 apresenta um genoma constitp@d@® fitas simples de RNA e da
enzima transcriptase reversa responsavel pela g@o/do RNA em uma fita dupla de DNA.
Este processo ocorre dentro da célula hospedegioaapds a infeccdo e o DNA produzido ird

incorporar-se ao DNA da célula. O genoma assim ogtopé chamado de provirus. Devido
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as altas taxas de erro da transcriptase revemaséncia de um sistema de correcao desses
erros, a dindmica da replicacdo viral e a sua @mdpde de recombinacdo, o HIV-1 é
caracterizado por uma marcante variabilidade geicatiROBERTSet al, 1988). Isto faz
com que, praticamente, cada particula viral cordemh genoma diferente das demais. Essa
taxa elevada de variacdo € responsavel pelo apemeiti de cepas virais que apresentam
caracteristicas bioldgicas diferentes (SIMMON&SI, 1990) e/ou pela resisténcia a terapia
anti-retroviral (COFFIN, 1995). Como resultadoaegtande variabilidade genética do virus
se constitui em um dos maiores obstaculos paraensielvimento de uma vacina universal
(COFFIN, 1995).

O genoma do HIV-1 é composto por trés genes n&gesyara a replicacdo do virus
(gag enve pol) e outros genes adicionais que regulam a expressd@ sao importantes na
patogénese do virusat, nef rev, vif, vpre vpu. O geneenv codifica as glicoproteinas do
envelope viral e seus produtos, as glicoproteieasugerficie (gp120) e transmembranar (gp
41), sédo responsaveis pelo reconhecimento e paktrpedo do virus na célula-hospedeira.
O genegag codifica as proteinas da matriz protéica e doidapsviral (p17 e p24) e o gene
pol codifica a transcriptase reversa, a protease &egrase, responsaveis pela conversao da
fita simples de RNA na fita de DNA, pela maturagéiotéica dos componentes dos virions
infecciosos de HIV-1 e pela integracdo do mateg@hético do virus ao DNA da célula
infectada, respectivamente. Os outros genes adisi@@o responsaveis pela transativacao da
transcricdo tat), pela regulacdo da expressdao do RNA mensageaw pela infectividade
do HIV (nef), pela formacdo do complexo de integragdf),(pela localizacdo nuclear deste
complexo ypr) e pela liberacao do viruggu). As extremidades do genoma sao flanqueadas
por duas regides repetidas, chamadas de LTR (désihgng Terminal Repept cujas
sequéncias sédo essenciais para a integracao dofdAal no genoma do hospedeiro e
também para a regulacéo da transcricdo do genorh\a através da ligacdo dos fatores

de transcricdo, como MB (WATTS et al, 2009) (Figura 4).
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Figura 4 — Organizacdo gendmica do HIV-1 (adapteeldOHN WILEY & SONS, Inc.)

2.1.3- CICLO DE REPLICACAO VIRAL

O ciclo de replicacdo do HIV-1 é semelhante aod#waais retrovirus, dependente da

presenca da transcriptase reversa, e se caraqiel&axisténcia de sete etapas (Figura 5):

1%. Etapa: Fusdo do HIV-1 a superficie da célula hosgleira- A glicoproteina de
superficie do HIV (gp120) liga-se, inicialmente,sau receptor na ceélula hospedeira, a
molécula CD4, sofrendo, dessa forma, uma mudang@moacional que expde seu sitio de
ligacdo a um dos receptores de quimiocinas cebjldenominados correceptores (UGOLINI
et al, 1999; SCARLATA & CARTER 2003; BANNWARTH & GATIGNOL et al., 2005).

Os correceptores mais utilizados pelo HIV-1 sdoreseptores de quimiocinas CCR5
(receptor do tipo 5 de quimiocinas CC) e CXCR4dptor do tipo 4 de quimiocinas CXC)
(CORMIER et al, 2000; DRAGICet al, 2000). A interagao entre gpl120/CD4/correceptor
induz uma mudancga conformacional que expde a regmdoo-terminal (N-terminal) da
glicoproteina transmembranar do envelope viral {ypd qual contém um peptideo de fusao
que entra em contato com a membrana da célula theispepermitindo a justaposicdo das
membranas do virus e da célula-alvo (NAZARI & JOSHI08).

2%, Etapa: Entrada das proteinas virais na célula hgmedeira- Ap6és a fusdo das
membranas do virus e da célula-hospedeira, o reapeadeo do HIV-1, contendo o genoma
e as enzimas virais, como a transcriptase reveasmtegrase, entra no citoplasma da célula
(DOMSet al, 1997; SCARLATA & CARTER 2003).
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3% Etapa: Formacdo do DNA viral- A fita simples de RNA é reversamente transcrita em
DNA de fita dupla pela enzima transcriptase revdpgaante a transcricdo, o0 RNA molde é

removido pela atividade RNase H da enzima. Devglaltas taxas de erro da transcriptase
reversa, a auséncia de um sistema de correcacsdassg, a dinamica da replicagéo viral, e
a sua propriedade de recombinacéo, o HIV-1 é aaiaatio por uma marcante variabilidade

genotipica (ROBERTSt al, 1988).

4%, Etapa: Transporte do DNA viral para o ndcleo-A Integrase, por sua vez, insere o
DNA viral no nucleo da célula hospedeira e promswa integracdo ao DNA do hospedeiro.
Esse processo marca o fim da fase inicial do delonultiplicacdo do virus e inicia a fase

mediada por enzimas do hospedeiro. Ocorre entadess do RNA viral, tendo como molde

o DNA proviral integrado no genoma do hospedeir@r@virus pode permanecer inativo em
termos de transcricdo durante meses ou anos, cacau nenhuma producdo de novas
proteinas virais (PETERLIN & TRONO, 2003).

5%. Etapa: Producdo de proteinas viraisA nova fita do RNA viral é transportada para o
citoplasma da célula hospedeira, onde ocorre asgrdas proteinas virais nos ribossomos a
partir do RNA messangeiro (MRNA) do virus (PETERI&AN'RONO, 2003).

6°. Etapa: Formacdo da nova particula de HIV-1 imatwo- As proteinas e os RNAs
virais, recém-sintetizados, movem-se em direcaoparficie da célula, formando um novo
virus, ainda imaturo (PETERLIN & TRONO, 2003).

7°. Etapa: Brotamento e maturacdo da nova particula @ HIV-1- A acdo da protease
permite a liberagdo das proteinas individuais dwoisyio que, por sua vez, favorece a
maturacao da nova particula viral e seu brotamempiartir da célula hospedeira (PETERLIN
& TRONO, 2003).
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Figura 5 — Abordagem global do ciclo de replicagédHIV-1 (adaptado de PETERLIN &
TRONO, 2003)

2.1.4- CORRECEPTORES DO HIV-1

Conforme citado anteriormente, a entrada do Hivalcélula depende de uma série
de interacbes entre a subunidade de superficiQypda glicoproteina do envelope viral
(env), o receptor celular (a molécula CD4) e ospamres de quimiocinas (CCR5 ou
CXCRA4, principalmente), que agem como correceptoaesélula-alvo (CHOet al, 2003;
NAZARI & JOSHI, 2008; GORRY & ANCUTA, 2010).

Quimiocinas (forma abreviada de citocinas quimio&s) sdo pequenas proteinas
(polipeptideos) de cerca de 8-12 kDa, que contéms duontes dissulfeto internas e
apresentam um papel importante na regulacao fualctmsistema imune, estimulando, por

exemplo, o movimento de diversas subpopulacdesedeodtitos. Algumas quimiocinas
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podem ser produzidas por varias células, em resposistimulos inflamatdrios, e recrutar
leucdcitos para os locais de inflamacdo. Outrasniginas, entretanto, sdo produzidas
normalmente em varios tecidos e recrutam leucopiéma esses tecidos mesmo na auséncia
de inflamacdo. As quimiocinas séo classificadasfamilias com base no numero e na
localizacdo dos residuos de cisteina N-terminas.dAas principais familias sdo a das
guimiocinas CC, nas quais os residuos de cistéimadjacentes, e a das quimiocinas CXC,
nas quais esses residuos sédo separados por umaaitknABBAS & LICHTMAN, 2005).
Alguns linfécitos T ativados secretam quimiocinesmo RANTES, MIP - & MIP - 18 e
CCL-5, que diminuem a infec¢do por algumas cepadlfel por competirem com o virus
pelo mesmo receptor, 0 CCR5, para atuarem na d€l@&Hl et al, 1995).

Onze receptores diferentes para quimiocinas CQOnatdas CCR1 a CCR11) e seis
para quimiocinas CXC (chamados CXCR1 a CXCR6) janfoidentificados. Todos os
receptores de quimiocinas exibem uma estruturactearstica com sete dominios-
helicoidais transmembranicos. Tais receptores exibma superposicao de especificidades
para as quimiocinas dentro de cada subfamilia eadrdp de expressédo celular destes
receptores determina quais os tipos celulares gspondem a cada quimiocina. Certos
receptores de quimiocinas, especialmente CCR5 eRZX&tuam como correceptores para o
HIV-1 (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

Os receptores CCR5 e CXCR4 s&o expressos tantoéknasc T CDZ4 como em
macrofagos. O CCR5 é um receptor natural patpimiocinas (RANTES, MIP -d, MIP -
1B, CCL-5) (COCCHilet al, 1995; NAZARI & JOSHI, 2008), enquanto o CXCR4eéeptor
parac—quimiocinas, como SDFel(BLEUL et al, 1996; OBERLINet al, 1996). Embora
com frequéncia menor do que as moléculas CCR5 e R#X@utros receptores de
quimiocinas, como CCR2b, CCR3, CCR8, CCR9 e CXCgfijem ser utilizados por
algumas cepas de HIV-1, inclusive na auséncia de30dli CXCR4, durante a efetivacédo da
infecgdo (DORANZt al, 1996; NAZARI & JOSHI, 2008).

Cepas do HIV-1 que utilizam o correceptor CCR5,odeinadas cepas R5, causam a
maioria das novas infec¢oes e predominam durarfeesas inicial e cronica da infec¢ao pelo
HIV-1. Por sua vez, cepas do virus que utilizanowexeptor CXCR4, denominadas cepas
X4, surgem na infeccéo tardia, coincidindo com cdlide® da funcéo imune e contribuindo

para a progressdo mais rapida da doenca. Existada as cepas dual-trOpicas, que
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apresentam tropismo para os dois correceptores @CRSCR4, denominadas cepas R5/X4
(CONNOREet al,1997; GORRY & ANCUTA, 2010; REGOES & BONHOEFFER(5).

A glicoproteina de superficie gp120 do virus irgergaom a regido amino-terminal
(N-terminal) e com o segundoop extracelular (ECL2) da CCR5, enquanto a regido do
envelope viral das cepas X4 interage com o primeicosegundtoop extracelular (ECL1 e
ECL2, respectivamente) da molécula CXCR4 (étal, 1997; BRELOTet al, 1997). A
regido do envelope viral das cepas R5/X4 podeagitetanto com a regido N-terminal da
CCR5, quanto com o ECL1 e o ECL2 da CXCR4. Enttetaapesar destas cepas poderem
usar ambos os correceptores, 0 CXCR4 é utilizadde@ncialmente, para entrar nas células
(Yl et al, 2005).

Geralmente, cerca de 4 a 5 anos apos a infeccéialjrocorre uma evolugao das
cepas R5 para cepas X4 do virus em mais de 50%ndiegduos infectados pelo subtipo B
do HIV-1, que é correlacionada com o declinio rapigs células T-CD4e a progressao
para a AIDS. Os mecanismos moleculares envolvidogata do correceptor utilizado pelo
HIV-1 ainda ndo estdo bem compreendidos. Entretafgans estudos tém demonstrado uma
reducdo nditnessviral das cepas R5, permitindo o surgimento dossvR5/X4. Para evoluir
para as cepas X4, as cepas R5 do HIV-1 sofrem Gegata alca V3 (terceira alca variavel)
da gpl120, aléem de sofrerem mudancas na eficiémoia que env se liga ao correceptor
CCR5 (COETZERet al, 2008).

Mudancas no tropismo viral para células T-CB&n grandes impactos na patogénese
do HIV-1. Além disso, ha um crescente interesserelacdo ao uso dos correceptores
apresentado por diferentes cepas do HIV-1, deviddesenvolvimento de uma nova classe
de drogas antirretrovirais, os antagonistas doseceptores ou bloqueadores/inibidores de
fusdo. Estas drogas podem bloquear tanto os cptages CCR5 ou CXCR4 quanto a
molécula CD4, impedindo a fusdo do HIV-1 com a mema celular (SIERRAt al, 2007).

2.1.5- PATOGENESE DO HIV-1

Os mecanismos envolvidos na patogénese do HIV-t@@plexos e envolvem uma
combinacéo de fatores virais e do hospedeiro gid® eslacionados com o equilibrio entre a
replicagcdo viral e a resposta imune apresentadahmalpedeiro ao virus. Por este motivo, a
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taxa de progressdo da doenca relacionada a infeggio HIV-1 pode variar
substancialmente entre individuos infectados (GR@S$ et al, 2006).

A histéria natural da infecgdo pelo HIV-1 é cardetela, em 80% dos individuos
infectados, por uma fase aguda, com niveis elevdeagrus circulante e um rapido declinio
na contagem de células T CD4ima fase cronica, sem sintomas, e uma fase esdzacta
pela evolugao da AIDS no organismo (GROSSMetl, 2006 ) (Figura 6).
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Figura 6 — Histdria natural da infeccéo pelo HIVatlaptado de GROSSMA&t al, 2006)

A fase aguda ou primaria da infeccéo pelo HIV-k#nida como o primeiro periodo
da infeccéo a partir da deteccdo do RNA viral d@macado de anticorpos especificos contra
0 virus, cerca de 3 a 4 semanas apoés a infeccaWIBHAEL et al, 2010). A infeccao
primaria ocorre quando virions do HIV-1 no sangémen ou outros fluidos corporais de
um individuo ingressam nas células de outro indiwjgelos eventos de fusdo mediada pelo
receptor e correceptor celulares e as glicopratettta envelope viral, conforme descrito
anteriormente. Dependendo do sitio de exposicagiainho virus, células T CD4e
mondcitos no sangue ou células T CD#acrofagos e Células Dendriticas (DC) na mucosa,
todas expressando CD4 e CCR5, podem ser as praimetalas infectadas. Estas células
infectadas, entdo, atingem os linfonodos, ondela=ld CD4CCRS5 ativadas estdo
presentes e representam novo alvo para a infeDEO(TTE et al, 2007a, 2007b, 2007c;
POPEet al, 1994; REECEet al., 1998; KAWAMURA et al, 2005). Neste processo, as
particulas virais infectam DC e linfocitos B, aurt@mo a replicacéo viral e a disseminacgéo
do virus no organismo (MOGENSEBt al, 2010). Além disso, estudos recentes tém
demonstrado que DC no epitélio, em sitios de pag&@rdo virus, podem captura-lo, através
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de suas Lecitinas do Tipo C, que funcionam comepteces virais, e depois migrar para os
linfonodos, exercendo um papel crucial na dissegdioanicial do virus para estes tecidos.
Uma vez presentes nos tecidos linféides, as DCmddesmitir, por contato direto, o HIV-
1 para células T CD4DE WITTE et al, 2007a, 2007b, 2007c).

Nesta fase, além do aumento da viremia devido adamnie replicacéo viral, ocorre
uma deplecdo de células T CDde memoria, primeiramente no tecido de mucosare, e
seguida, no organismo como um todo, incluindo senginfonodos e bago. Esse rapido
decréscimo na contagem de células T CDds trés primeiras semanas da infeccdo, pode ser
explicado pela lise direta destas células, atralesiclo litico da infeccdo pelo HIV-1, e,
indiretamente, pela sua apoptose mediada por Raa, ligacdo a seus receptores na
superficie celular induz a recrutacdo de molécalamdoras, como as caspases, que acabam
ativando, por sua vez, o processo autocataliticet(ll, 2005). A viremia plasmatica atinge
um pico cerca de 21 a 28 dias ap0s a infeccao, @aramada da deplecdo no numero de
células T CDZ4 e do aumento do nimero de linfocitos T CD8leste momento, 0s
individuos infectados podem desenvolver a sindnatreviral aguda, com sinais e sintomas
inespecificos de muitas doencas virais. O sistemmeé torna-se altamente ativado, com o
sistema imunologico adaptativo produzindo respastasologicas com mediacdo humoral e
celular, ambas dirigidas aos antigenos virais. £8sgpostas imunoldgicas, tanto através da
eliminacdo das células que contém o virus por uncamsmo citotéxico quanto pela
liberacdo de citocinas supressoras da replicagat @mbos os mecanismos influenciados
pelos linfécitos T CD8(PANTALEO & FAUCI, 1996), controlam parcialmentérdeccdo e
a producéao do virus. Tal controle é refletido mplada na carga viral, entre 12 a 20 semanas
apos a infeccdo primaria, para niveis baixos masgaaassim, detectaveis. A contagem de
células T CD24 do sangue aumenta até um nivel subnormal, daricio i fase cronica da
infeccdo (GROSSMANMt al, 2006; MOGENSENMt al, 2010).

A fase cronica da infeccdo € caracterizada porangd periodo de laténcia clinica
(de 6 a 8 anos). A maioria dos individuos infectagipresenta, no inicio dessa fase, o retorno
da quantidade de células T CDdirculantes para niveis proximos do normal. Eatret,
apesar da auséncia de sintomas durante o desengotai da fase crbnica, observa-se a
ativacdo do sistema imune e a perda progressienta tle células T CD4&om o passar dos
anos. Esta diminuicdo na contagem de células T'GBgresenta uma consequéncia do

aumento da ativacdo imune e da elevada evolucabnéste estagio, caracterizada por uma
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excessiva taxa de mutacdo do virus e pela mudamg¢eopismo celular. Como resultado,
tem-se a progressao de cepas com tropismo pard&kd Q€pas R5) para cepas dual-trépicas
(R5/X4) ou X4-tropicas. Além disso, a viremia autaea a contagem de células T CRi¢
mucosa mantém-se reduzida (MOGENSENMI, 2010).

A progresséao para a fase de doenca clinicamenterdapaou de doenca definidora de
AIDS geralmente ocorre entre 8 a 10 anos apdadad priméria na maioria dos individuos
infectados. Quando a contagem de células T ‘CEsta abaixo de 200 célulals/ os
individuos infectados podem apresentar sinais tersas graves da infeccdo, associados ao
aumento da susceptibilidade a infecgcdes oportuistaneoplasias. A viremia do HIV-1
pode subir drasticamente, enquanto a replicac@b efin outros reservatorios acelera-se sem
controle (PANTALEO & FAUCI, 1996). A persisténcia dtivacao imune, o aumento rapido
e progressivo da viremia, assim como a diminuicd® ctlulas T CD4do sangue e das
mucosas para niveis muito baixos caracterizam &ssm (GROSSMANet al, 2006;
MOGENSENEet al, 2010).

2.2- CORRECEPTOR CCR5

2.2.1- ESTRUTURA E FUNCAO DA CCR5

O geneCCR}j localizado na posicdo 21 do braco curto do cremo® 3 (3p2l),
codifica o receptor de quimiocinas CC humano do SipCCR5, e é formado por 4 éxons e 2
introns, sendo que ndo existe intron entre os éRo@s3. A transcricdo € iniciada em 2
diferentes promotores, ambos ricos em adenina mainiPadroes dsplicing alternativo
podem originar dois transcritos diferentes da CGRECR5-A e a CCR5-B, que codificam
uma proteina idéntica (CCR5) em diferentes tipdslaes, variando apenas o padrédo de
regulacdo nessas células por uma variedade des smfiacelulares, como citocinas ou
quimiocinas (MUMMIDet al.,1997).

A proteina CCR5 é um membro da familia de receptate3-quimiocinas, que
apresenta sete dominios transmembranares comesésticas anfipaticas, semelhante aos
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (FEDERSR® al, 1993; HERZOGet al,
1993; NOMURAet al, 1993). Composta por 352 aminoacidos e disponddO¢e kDa, a

CCR5 apresenta um dominio amino-terminal (N-Teafjnvoltado para a superficie
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extracelular, e um dominio carboxi-terminal (C-Taral), voltado para o citoplasma da
célula. A CCR5 sofre modificagbes pos-traducioratimvés de sulfatacdo de tirosinas,
adjacentes a aminoacidos acidos, e de O-glicosileaéréscimo de polissacarideo em uma
hidroxila na cadeia lateral de residuos de setiganina e tirosina, por exemplo) no dominio
N-Terminal que favorecem sua interagcdo com seastéy, como gs-quimiocinas e o HIV-

1 (FARZAN et al, 2000; CORMIERet al, 2000). Além disso, a CCR5 apresentm@s
extracelulares (ECL1, ECL2 e ECL3) dddpsintracelulares (ICL1, ICL2 e ICL3), sendo
que no ICL2 (segunddéoop intracelular) observa-se o dominio de ligacdo aefma G
(Figura 7).

ooov 00-NH,
O
%V .&O' '% Delecio 32pb

Sulfatagdo de

atag 0®
tirosina oeo

.......

Ligacio de
proteina G

Figura 7 - Estrutura da CCR5 (adaptado de httpwvearipps.edu/newsandviews/e
20041018/enlarge.html)

A CCR5 é expressa na superficie de células T, éfegws, mondcitos, Células
Dendriticas do tipo DC-SIGN e Células de Langerh@@ARRINGTON et al, 1997;
NAZARI & JOSHI, 2008). Sua expressao € reguladartograzo, em nivel proteico, através
de mecanismos como internalizacédo, sequestro @sibdieacdo, e a longo prazo, pela taxa
de transcricdo do gene e estabilidade do RNA menmsagVUMMID et al., 1997). Os
ligantes para este receptor incluenfaguimiocinas MCP-2, MIP-bi, MIP-1 3 e RANTES
e sua ligagdo causa a migracdo de leucocitos pastias de inflamacdo (CARRINGTOM
al., 1997; NAZARI & JOSHI, 2008).
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Uma segunda classe de ligantes para a CCR5 axlcgpas R5 do HIV-1, através da
gp210. Neste contexto, a proteina CCR5 funcionaocoonreceptor para o virus (DRAGIC
et al, 1996; DENGet al, 1996). Isto pode ser confirmado pelo fato de tuemas como
MIP - 1a, MIP - 18 e RANTES inibirem a infec¢éo de células T C[pér cepas R5 do HIV-

1 no estagio de entrada do virus, bloqueando a fodBula-célula mediada por env, por
competirem pela mesma proteina, CCR5, para atuaaerglula (DRAGIC:t al, 1996).

Em relac&o ao papel apresentado pela CCR5 comeceptor para o HIV-1, sabe-se
que determinadas regiées ou dominios da molécuRS5G@0 importantes na interagdo com
a gpl20 viral (ATCHISONet al, 1996; RUCKERet al, 1996). Mais especificamente, a
glicoproteina de superficie gpl20 do virus interagen a regido amino-terminal (N-
terminal), entre os residuos 2 e 18, e com o segloog extracelular (ECL2) da CCR5, de
forma que alteragbes nestes dominios podem interfes processos de ligacdo entre a
CCR5 e a gp120 e de fusdo da membrana do HIV-1aonembrana celular, afetando a
entrada do virus na célula (FARZAH al., 2000; CORMIERet al, 2000; LUet al, 1997;
BRELOT et al, 1997). Por este motivo, individuos com padrao dwgoto mutante no gene
da CCR5 (genotipd32/A32) para uma delecao de 32 pares de bases, cordipl@eentre os
nucleotideos 794 e 825 na regido do gene que cadifisegundoléop’ extracelular da
proteina CCR5 (Figura 7), possuem resisténcia @antinfeccdo por cepas R5 do HIV-1,
pelo menos por via sexual, corroborando o fato uke @ CCR5 é o principal correceptor
utilizado por cepas primérias do HIV-1 (SAMS@Nal, 1996).

Ademais, como as cepas R5 predominam duranteeacid primaria do HIV-1, a
CCRS5 tornou-se alvo atrativo para o desenvolvimeetderapias contra a infecgao por este
virus. Diferentes mecanismos tém sido elaboradas f@oquear sua fungcdo como
correceptor do HIV-1 ou diminuir sua expressao npedicie da célula-alvo. A terapia
génica, por exemplo, utiliza intra-quimiocinas (gigcinas intracelulares que se ligam aos
receptores de quimiocinas), para prevenir a ex@oeda CCR5 na superficie da célula; intra-
anticorpos (fragmentos de anticorpos intracelujacestra a regido N-Terminal da CCRS5,
para diminuir a expressao de CCR5; e ainda pequeh#ss de interferéncia (SIRNA) e
RNA antissense, que diminuem a sintese do correc@pAZARI & JOSHI, 2008).
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2.2.2- MUTACOES NA CCRS5 E INFECCAO PELO HIV-1

A delecdo de 32 pares de bases no gene da CCR&c&nA32) resulta em uma
mudanca no quadro de leitura durante a transcdgagene e na terminacdo prematura da
tradugdo do transcrito, ap0s o aminoacido 174, amflet as ultimas trés regides
transmembranares da CCR5 e o sitio de ligacdoataipa G, responséavel pela transducéo
de sinais extracelulares (SAMSQGH al, 1996). A geracdo de uma proteina truncada, que
ndo permite a fusédo de células T C24m células que expressam a gp120 viral e que pode
nao ancorar adequadamente na membrana da célidaasesponsavel pela resisténcia a
infeccdo pelo HIV-1 nos individuos que apresentata enutacdo em homozigose (L&
al., 1996; SAMSONet al, 1996).

J& os individuos que possuem essa mutacdo enozigtese (CCRR32) parecem ser
parcialmente resistentes a infeccdo, apresentaiogogssédo mais lenta para a AIDS, quando
comparados aos homozigotos selvagens (CCR5/CCHRNI@®t al. 1996; DRAGICet al,
1996; DEANet al.,1996; O’ BRIEN & DEAN, 1997; DE RODAHUSMAN al, 1997). A
resisténcia parcial atribuida a heterozigose € empréncia do decréscimo do nivel de
expressdo da CCR5 na membrana celular nessesdmav(LITTMAN, 1998). Na América
do Sul, inclusive no Brasil, a frequéncia do aleloR5A32 varia de 0 a 6,5% (PASSOS &
PICANCO, 1998; MANGANOEet al, 1998; DESGRANGE®t al.,2001; GRIMALDI et al.,
2002). Mais especificamente, na Bahia, a prevaédaigenotipo heterozigoto (CCR3L2)
foi de 5,3% em individuos néo-infectados (GRIMAL&Ilal.,2002).

No entanto, o alelo CCRA32 ndo é o unico fator responsavel pela modulagédo d
infeccdo pelo HIV-1 através da utilizacdo do capor CCR5. Até 0 momento, ja foram
descritas 25 mutagfes diferentes no ge@&R5(CARRINGTON et al, 1999; O'BRIENet
al., 2000; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/GeneGt.ggflelD=1234) as quais apresentam
distribuicdo geografica e étnica diferentes (ZIMMERN et al, 1997; O'BRIENet al.,
2000). Entre estas mutacdes, existem determinagiu&igos e/ou haplétipos que conferem
ao individuo resisténcia a infeccdo pelo HIV-1. Aitatdo p.C101X, caracterizada pela
criacdo de um codon de parada antes do terceirondoimansmembranar da CCRS5, por
exemplo, gera uma proteina incapaz de mediar adentto HIV-1 na célula, devido a sua
expressdo diminuida na superficie celular, comroggedo semelhante a mutags?.
Logo, individuos que apresentam essa mutacdo enozigonse possuem resisténcia a
infeccdo pelo HIV-1 (BLANPAINet al, 2000).
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Aléem das mutacdes identificadas na regido codifecamlgumas mutagbes no
promotor do gen€CR5podem, também, interferir no curso clinico da AlB&nferindo ao
individuo infectado pelo HIV-1 aceleracdo ou retadd progressédo para a doenca, mesmo
nao influenciando na infeccdo por cepas R5 do (MARTIN et al, 1998). Essas mutacdes
podem comprometer a regulagédo génica, afetandanacticdo e/ou a expresséo da proteina
na superficie celular e, provavelmente, a patoiggade do HIV-1 (McDERMOTTet al,
1998). Algumas mutacdes descritas nessa regiaem® ¢pmo, por exemplo, a -2733A>G
(29 A/IG) e a -2459A>G (303 A/G), estdo associadaxeleracdo da progressao para a
doenca por acarretarem um aumento no nivel de &dweda CCR5 na membrana
(McDERMOTT et al.,1998; CLEGGet al, 2000; OMETTOet al.,2001; BRUMMEzEet al.,
1999; ROMANet al, 2002). Por outro lado, as variacdes com efeitdrddo conduzem a
uma progressao lenta da doenca, como a mutacabCG283(927 C/T) (BRUMMEet al,
2001; LEWANDOWSKAEet al, 2002).

Conforme citado anteriormente, a proteina CCR5 esofnodificacdes pos-
traducionais, como sulfatacdo de residuos de n@ssino dominio N-Terminal, que
favorecem sua ligagdo as quimiocinas MP&-MIP1f, assim como facilitam a entrada do
HIV-1 na célula hospedeira (CORMIER al, 2000; FARZANet al, 2000; HOFFMANet
al., 2002; SEIBERTet al., 2002). Como a regido compreendida entre os reside18 do
dominio N-Terminal da CCR5 compde o sitio espezifie interacdo entre a alga V3 da
gpl20 do HIV-1 e a CCR5, a sulfatacdo das tirosmzs aminoacidos 3, 10, 14 e 15 é
importante na interacdo entre esse correceptopmtaina viral e a perda de um ou mais
desses grupamentos sulfato pode inibir a fusédoids vom a célula-alvo (FENG@t al.,
1996; FARZANet al., 1999; CORMIERet al, 2000; FARZANet al.,2000). Dessa forma,
mutacdes no gen€ECR5que tém a capacidade de interferir na producaorekisiuos de
tirosina do dominio amino-terminal da proteina podestar relacionadas a habilidade da
CCR5 em se ligar a gpl120. Entretanto, novos estadtda questionam a possibilidade
desses sitios especificos ndo serem o0s UnicosnsEsmis pela interagdo entre o correceptor
e o0 virus (CONNIEet al, 2009). Alguns autores acreditam que a associ@jéal entre a
CCR5 e a gpl120 € mediada pelo dominio N-Terminsiedeorreceptor, enquanto a maior
especificidade da interacdo é mediada pelos dedwisinios extracelulares da CCRS5,
principalmente o ECL2 (GERARD & GERARD, 1996; MONCEARO & CHARO, 1996).

O dominio carboxi-terminal da CCR5 néo interagetdimente com a gp120 do HIV-

1 pelo fato de estar localizado no meio intracel(fFegura 7). Entretanto, tem sido sugerido
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que outras modificacdes pos-traducionais, como glidésilacdo (acréscimo de poli ou
oligossacarideo em um nitrogénio da cadeia lateyaksiduos de asparagina ou arginina) e a
O-glicosilacdo da CCR5 na regido C-Terminal, tamipéatem influenciar a entrada do HIV-

1 em suas células-alvo. AlteracOes de sitios degjlacdo podem representar consequéncias
dramaticas para uma proteina, por afetar seu deimtane sua conformacéo, interferindo em
partes distantes da mesma. Dessa forma, a perdéiae de glicosilagdo no dominio C-
Terminal da CCR5 pode interferir na insercdo dagbna na membrana celular pela geracéo
de uma proteina que sofreu uma conformacédo at(MEUNIER et al, 1998; LAND &
BRAAKMAN 2001; SLATER-HANDSHY et al, 2004). Além disso, demonstrou-se
também que elementos criticos para a interacdo @ohilV-1, que funcionam como
peptideos imunogénicos, estdo localizados no EQ@L2odreceptor. Algumas mutacdes no
ECL2 podem comprometer a eficiéncia da entrada ld61Hha célula-alvo, levando a uma
diminuicdo da progressdo para AIDS (GERARD & GERARDB96; MONTECLARO &
CHARO, 1996). Ainda ndo h& dados sobre essas magatds regides do ge@€R5que
codificam para os dominios N-Terminal, C-TerminaE€EL2 da proteina na populacéo
brasileira. Portanto, diante da realidade da irffeqeelo HIV-1 e da AIDS no Brasil, essas
informacgBes podem ser importantes para o estugmedid epidemiolégico da infeccéo pelo
HIV-1 em nosso pais.

2.3- LANGERINA

2.3.1- CARACTERISTICAS E FUNCOES DAS CELULAS DENDRCAS

As Células Dendriticas (DCs), células apresentadal@ antigeno profissionais,
presentes nos tecidos de mucosa genital, possuenpapel importante em relacdo a
transmissdo do HIV-1 para células T Cldravés de suas Lecitinas do tipo C, uma familia
de receptores da superficie celular que reconhédenentes estruturas de carboidratos com
alta afinidade e que estdo envolvidas em muitagtesdo sistema imune, como inflamacéao
e defesa contra patdgenos invasores, como VviruBTERBEEK et al, 2000; TURVILLE
et al, 2004; VEAZEYet al, 2005).

Em tecidos de mucosa, os subtipos de DC podenifeegntiados pela expressao de

suas Lecitinas do tipo C: as Células de Langerl{a@s) expressam, especificamente,
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Langerina e as Células Dendriticas do tipo DC-SIEN-SIGN-DCs) expressam DC-
SIGN. Tanto a DC-SIGN quanto a Langerina reconheestruturas de carboidratos com
especificidade elevada a manose e, por este matsvduas Lecitinas do tipo C se ligam a
gp120 do HIV-1, que apresenta uma regiao rica nesswssacarideo. Ambos os subtipos de
DCs apresentam localizacdo anatdmica especifica:s&G encontradas na epiderme da pele
e na maioria dos tecidos de mucosa, como a ectoegepitélio vaginal, glande peniana e
prepucio, enquanto DC-SIGNDCs s&o encontradas no subepitélio (Figura 8)s®é&sma,
durante a transmissao sexual, as LCs séo o prirmebtipo de DCs que entram em contato
com o HIV-1 em tecidos de mucosa genital intacE WITTE et al, 2007a, 2007b,
2007c).
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Figura 8- Localizacdo especifica das LCs e DC-SHBRs no tecido epitelial da
mucosa genital (adaptado de DE WIT@&tal, 2007b)

As DCs imaturas do epitélio tém a capacidade déucapantigenos da periferia e
migrar para os linfonodos, adquirindo fendétipo nraddurante a migracédo. Ja no tecido
linféide, as DCs maduras apresentam os antigemagggados em moléculas de MHC para
células T, resultando em uma resposta imune adaptabntra o patdgeno. No caso da
infeccdo pelo HIV-1, acredita-se que este virussigandesviar a funcdo das DCs: estas
capturam o HIV-1, migram para os linfonodos e, mee$ de induzir uma resposta imune
eficiente contra o virus, mediam a transmissao W6Hpara as células T do tecido linféide.
Entretanto, nem todos os subtipos de DC mediararsirissao do HIV-1. Alguns estudos
tém demonstrado que as LCs formam uma barreir@tpratque impede a transmissao do
HIV-1 para células T (ABBAS & LICHTMAN, 2005; DE WITE et al, 2007a, 2007b)
(Figura 9).
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As LCs sdo caracterizadas pela expressdo de CDdlaoima da familia da classe |
do MHC, associada B, microglobulina, cuja funcdo é a apresentacao digyeos néao-
peptidicos a alguns linfécitos T) e Langerina, tdmbchamada de CD207. As LCs contém
os Granulos de Birbeck, os quais sdo organelasifisps desse tipo de célula e estédo
relacionados com o processo de endocitose de ydadiestranhas ao organismo. Neste
processo, a Langerina esta associada aos Granel@rloeck por ser responsavel pelo
reconhecimento dos patégenos, direcionando-osuergosterior e rapida degradacdo nos
granulos. J4 as DC-SIGNDCs n&o possuem granulos de Birbeck e, dessa foosa
patogenos internalizados por estas células sofresnegsamento e seus antigenos sao
apresentados em moléculas de MHC de classe Il. Aisso, tanto as Células de Langerhans

quanto as DC-SIGNDCs expressam CD4 e CCR5 (DE WITEE al, 2007a, 2007b;
THEPAUT et al, 2009).

a) Apresentacio de antigeno do HIV-1 b) Transmissao do HIV-1
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Figura 9- Papel das DCs na apresentacdo de ardigena transmissdo do HIV-1
para células T (adaptado de DE WIT@&tal, 2007a)

As LCs contribuem com menos de 1% do total dadakepiteliais. Entretanto, por

possuirem longos dendritos, formarem uma rede raomtatravés da barreira epitelial e se
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estenderem até o limen da mucosa sédo capazes dmiraaxsua funcdo de protecdo
(THEPAUT et al, 2009; DE WITTEet al, 2007a, 2007b).

2.3.2- ESTRUTURA DA LANGERINA

O genelangerina ou CD207 esta localizado na posi¢cdo 13 do bragto aio
cromossomo 2 (2p13) e tem 5,6kb. Ele codifica atirecdo tipo C Langerina, com 328
aminoacidos, e é formado por 5 introns e 6 éxom®s3quais codificam para o Dominio de
Reconhecimento de Carboidratos (CRD) (VALLADEAUal, 2002).

A Langerina (CD207) é um receptor da superficialaeldo tipo Il, transmembranar,
encontrada exclusivamente em Células de Langerliarsbservada tanto na membrana
plasmatica quanto em endossomos primarios e est&iada com os Granulos de Birbeck
(STAMBACH & TAYLOR, 2003). A proteina Langerina éna Lecitina do tipo C que se
liga a carboidratos de maneira Calcio-dependerdwéd do Dominio de Reconhecimento de
Carboidratos (CRD). E caracterizada por uma regidimcelular que consiste de um dominio
N-Terminal (dominio NecK) e um dominio C-Terminal com um CRD somados agges
transmembranar e intracelular. O dominio N-Teriniolea Langerina media a formacao
trimérica, enquanto o dominio CRD se liga, prefei@mente, a manose, &-
acetilglicosaminae a fucose, por conter o trio de amino&cidos Giata-Prolina-Asparagina
(Glu-Pro-Asn) (McGREALet al, 2004; TADAet al, 2006). O dominio citoplasmatico da
Langerina aparenta estar envolvido na internalzal@s ligantes externos, apesar de néo
apresentar os motivos de internalizacdo identiicaém outros receptores endociticos
(WARD et al, 2006).

Como outras Lecitinas do tipo C, a Langerina extst@o um oligdbmero, formando
trimeros estabilizados porhélices no dominioNecK. A formacéo de trimeros € essencial
para a ligacdo de oligossacarideos uma vez que [ @R Langerina apresenta baixa
afinidade por monossacarideos. A oligomerizacdeoreantre os CRDs de trés mondémeros
de Langerina, com participacdo dos dominidgeck (Figura 10). Esta oligomerizacdo
também é importante para a determinacdo da espeade e da afinidade por estruturas
particulares de oligossacarideos enddgenos e ex®geomo a regido rica em manose da
gpl120 do HIV-1 (FEINBERGet al, 2010). Por esse motivo, a Langerina é o principal
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receptor de antigenos glicoprotéicos nas LCs, indoza formacédo de Granulos de Birbeck
(STAMBACH & TAYLOR, 2003).

Dominio “Neck”

A

Figura 10 — Diagrama da estrutura da Langerfaestrutura secundaria de um
mondmero de Langerina com o CRD e o Domimeck”. As a-hélices estdo mostradas em
vermelhg as folhasB, emamarelg osloops emverde O fon C&" estd mostrado como a
esfera azulB, vista de cima da estrutura trimérica da Langei@ada cor (amarelo, rosa e
azul) representa um mondémef®. vista lateral do trimero (adaptado de STAMBACH &
TAYLOR, 2003).

2.3.3- PAPEL DA LANGERINA NA INFECCAO PELO HIV-1

A principal forma de infeccdo pelo HIV-1 ocorre aatés da transmissdo sexual
mediante contato do virus com o tecido epitelialitgé Entretanto, os eventos que ocorrem
desde o0 momento em que o0 virus encontra a badeiepitélio genital até a producédo de
uma infeccdo sistémica permanecem apenas parci@mempreendidos. Neste contexto,
um melhor entendimento dos mecanismos que contraléransmissao do HIV-1 é crucial
para o desenvolvimento de estratégias para premenas infecgdes pelo virus (DE WITTE
et al, 2007a, 2007b; SCHWARTZ, 2007; VAN DER VLIST & GEENBEEK, 2010;).
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Conforme citado anteriormente, as LCs sdo as mameielulas que entram em
contato com o HIV-1 durante sua transmissao sexmatecido de mucosa intacto. Uma vez
que essas células tém a capacidade de internaizaraior quantidade de virus, via
Langerina, e degrada-lo em granulos de Birbeclenel®-se que a camada epitelial pode
funcionar como uma importante barreira contra a&dgdo pelo HIV-1, reduzindo sua
transmissdo. Entretanto, é importante citar que pagaena fracdo das particulas virais pode
escapar da degradacdo nos granulos de Birbeck teasemitida para os linfocitos T nos
linfonodos (Figura 11) (DE WITTEt al, 2007a, 2007b; SCHWARTZ, 2007; VAN DER
VLIST & GEIJTENBEEK, 2010;).
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Figura 11- Papel da Langerina e dos Granulos deeBlirna infecgao pelo HIV-1
(adaptado de SCHWARTZ, 2007)

Além disso, a transmissdo do HIV-1 é aumentadacendi¢cbes de trauma ou
ulceracdo anus-genital que danificam a camada itiEliepica em LCs e permitem o acesso
do HIV-1 ao subepitélio rico em DC-SIGNDCs. Como as DC-SIGNDCs néo apresentam
granulos de Birbeck, elas sdo responsaveis petgsamento do HIV-1 e pela transmissao
para as Células T CD4os linfonodos. Dessa forma, o virus pode encomtifarentes
subtipos de DCs, a depender do sitio de infecgd® @utros fatores, como a integridade da
camada epitelial (Figuras 9 e 12) (DE WIT&g&al, 2007a, 2007b).

Outro aspecto importante em relacédo ao papel dasnaGnfeccao pelo HIV-1 é que,

em cargas virais elevadas ou durante um bloqueioLalayerina através de drogas
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especificas, co-infecgbes ou mutagbes, por exenopld|V-1 pode ser internalizado via
CD4/CCRS5, sendo processado e transmitido paralata€d CD4 nos linfonodos (Figuras

9 e 13) (DE WITTEet al, 2007a, 2007b). Assim, uma infec¢éo realizada loaixa carga do
HIV-1, em tecido de mucosa intacto onde a Langapr@asenta sua funcado também intacta,
pode ser controlada, e até mesmo evitada, devidestuicdo do virus nos granulos de
Birbeck presentes nas Células de Langerhans.

Lc Langerina Y 9 Langerina

)
S

& Hiv-1
£l CD4/CCRs

DC-SIGN*-DC

Lisossomo / \
T@“ \D

MVB
\ Proteossomo

MVB: Corpo multivesicular

Figura 12- Diferentes formas de interacéo entre ¢ O€-SIGN-DCs e o HIV-1
(adaptado de DE WITTEt al, 2007b)
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Figura 13- Diferentes subtipos de DCs no epitélioselbepitélio de mucosa e suas
participacdes na infecgao pelo HIV-1 (adaptado HAMITTE et al, 2007a)

2.3.4- MUTACOES NA LANGERINA E INFECCAO PELO HIV-1

Alguns estudos tém demonstrado que mutacfes elmopiismos de um unico
nucleotideo (SNP, do ingl&ngle Nucleotide Polymorphisinso gene da Langerina podem
resultar em deficiéncia dos Granulos de Birbeckeua da atividade de ligacdo a manose e
a oligossacarideos apresentada por esta protelBROMK et al, 2005; WARD et al,
2006).

A troca de uma timina (T) por uma citosina (C) waigao 837 do gene da Langerina,
mais especificamente no éxon 5 deste gene, foiifabanla em um individuo com o genatipo
heterozigoto (T/C), que apresentava deficiéncia @adnulos de Birbeck. Tal substituicdo
pontual leva a troca do triptofano (W) pela arginifR) no aminoacido 264 da proteina
(mutacdo p.W264R), afetando um residuo altamenteerwvado no CRD da Langerina, o
que, por sua vez, abole a capacidade de ligacfootizina a oligossacarideos. Além disso, a
expressdo da Langerina com a mutacdo p.W264R ewoblistos induziu a formacéo de

estruturas tubulares que ndo eram reconhecidaan@orpos anti-Granulos de Birbeck e
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que ndo tinham os padrbes estruturais caractedstiestes Granulos. Como esta mutacao
aboliu completamente a ligagdo a oligossacaridelasliangerina, € possivel que a ligagdo a
um carboidrato seja requerida para a formacédo déasulbs de Birbeck (VERDIJKt al,
2005; WARDet al, 2006).

Até o momento, ja foram descritas 175 variantegurabs destas polimorficas, no
gene humano da Langerina. Desse total, 3 SNP gu#ae em mudancas de aminoacidos
no CRD da Langerina (p.A278V, p.N288D e p.A300Pfpjam analisados funcionalmente.
Os SNP p.A300P e p.N288D reduziram a habilidadeLdagerina de interagir com
glicoconjugados encontrados na superficie de migesasmos, apesar dos mecanismos para
diminuicdo na atividade de ligacdo a oligossacagdeerem diferentes para as duas
variantes. Em relacdo a mutacédo p.A300P, a atieidedligacdo é reduzida como resultado
indireto da diminuicdo da estabilidade do CRD devdduptura do nucleo deste dominio. Ja
a mutacdo p.N288D, observada na superficie do GREsentou um efeito mais local na
estrutura ao redor do sitio de ligacdo a manoses#pde nenhuma destas variantes abolirem
a habilidade da Langerina de endocitar seus ligapirece que as interagdes da Langerina
com estes ligantes, tais como patégenos, podeeamrsgjudicadas por estas mudangas. Em
contraste, a mutacado p.A278V néo teve alteradaasudade de ligacdo a oligossacarideos
(WARD et al, 2006).

Estas variantes, observadas no gene humano darlenge que podem levar as
diferencas na estabilidade do CRD e na atividadkgdedo a oligossacarideos, podem ter
implicacbes na susceptibilidade a infec¢cdes deviddos com certos haplétipos da
Langerina. No caso da infeccdo pelo HIV-1, mutagde@sgene da Langerina que, como
consequéncia, afetam a estrutura do CRD, podemfantena ligacdo da gpl20 a esta
proteina, impedindo a entrada do virus via Langeiesta forma, o HIV-1 entraria nas LCs
através do complexo CD4/CCRS5 e seria, posteriomnéransmitido para as células T CD4

dos linfonodos.

Aléem das mutacdes identificadas na regido codifecamlgumas mutagbes no
promotor do gene da proteina Langerina podem tambtarferir na infeccdo pelo HIV-1.
Estas mutacfes, conforme citado anteriormente &gae a CCR5, podem comprometer a
regulacdo génica, afetando a transcricdo e/ou eesdo da proteina na superficie celular e,
provavelmente, a entrada do HIV-1 na célula porprometerem o nivel de expressao da

Langerina na membrana. Apesar de poderem apresdettys interessantes em relacdo a
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expressao da Langerina, mutacdes na regido proandésie gene ainda nao foram estudadas
em associacao com a infeccao pelo HIV-1, assim coan@acdes na regido codificante do

CRD da proteina nao foram avaliadas em relacafeag#o por este virus.
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3.0- OBJETIVOS

Objetivo geral: Analisar mutacdes nos genes da CCR5 e da Langersuas possiveis

associagoes com a infec¢éo pelo HIV-1.

Objetivos especificos:

- Verificar a existéncia de variacdes nas regidegaie da CCR5 que codificam para os
dominios N-terminal e C-terminal da proteina emitiios infectados e ndo-infectados pelo
HIV-1,

- Caracterizarjn silico, as possiveis variacdes encontradas no gene d& QG&hto a
perda ou ao ganho de sitios de O-glicosilacdo eutias modificacbes pos-traducionais,
quanto ao perfil fisico-quimico e a alteracdo denithios proté€icos, da estrutura secundaria e

dos modelos tridimensionais da proteina;

- Verificar as possiveis relacdes existentes entre@asig¢Oes encontradas no gene da
CCR5 e ainfecgéo pelo HIV-1

- Verificar a existéncia de variagdes na regido ptonaodo gend.angerinae na regiao
codificante do Dominio de Reconhecimento de Carbatid da Langerina em individuos

infectados e néo-infectados pelo HIV-1;

- Caracterizar,in silico, as possiveis variagbes encontradas na regiadicenté do
Dominio de Reconhecimento de Carboidrato da Langeguanto a perda ou ao ganho de
sitios de O-glicosilacdo e de outras modificacdestpaducionais, quanto ao perfil fisico-

quimico e a alteracdo de dominios protéicos e tiatesa secundaria da proteina,

- Avaliar as consequéncias das possiveis variagdamneadas na regido promotora da

Langerina,

- Verificar as possiveis relacbes existentes entreaaim¢cdes encontradas no gene da

Langerina com a infeccéo pelo HIV-1.
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4.0- JUSTIFICATIVA

As variacdes na susceptibilidade a infeccao peld-He no nivel de replicacéo viral
pés-infeccdo apresentadas por diferentes indivigooem ser decorrentes tanto de fatores
virais quanto de fatores intrinsecos do proprigbdsiro. Alguns destes fatores relacionados
ao hospedeiro ja foram identificados como tendopael determinante na susceptibilidade
a infeccdo pelo HIV-1 e na evolucdo para a AlDSiedividuos infectados. Entretanto, €
possivel que existam outros fatores relativos aspédeiro, ainda desconhecidos, que
estejam relacionados com o controle da infeccapneftes motivos e, considerando também
que a epidemia de HIV/AIDS €& um sério problema @@ds publica em nosso pais, € de
grande importancia obter melhor conhecimento aeraspda influéncia das variacoes
genéticas humanas na infecgdo pelo HIV-1 e a psegcepara a AIDS (LIt al, 1996;
SCHMITZ et al, 1999; FELLAY et al, 2007; KAWASHIMA et al, 2009; ROGER&! al,
2010).

Neste ambito, muitos trabalhos tém demonstradoistéexia de associacado entre
mutacfes em genes humanos, manifestacdo de doengfiséncia em infeccbes virais
(YOSHIKAWA et al., 2002; LICASTRO et al., 2003; SARJRI et al., 2004). No caso da
infeccdo pelo HIV-1, sabe-se que a proteina CCRSidma como um correceptor para as
cepas R5 do virus e que algumas mutacdes na negidmtora e em regides codificantes do
gene humano da CCR5 tém influéncia tanto na inéepefo virus quanto na progressao para
a AIDS. Estas mutacdes tém potencial para modukxpaessao génica por localizarem-se
em sitios de ligacao a fatores de transcricdo og@@rem uma proteina truncada, podendo
influenciar a expressao da proteina CCR5 na cddando a uma alta ou baixa producao
proteica. Estes diferentes fendtipos de producégrdeeina podem estar relacionados a
funcionalidade da mesma e afetar seu papel na naealmelular, tanto em relagcéo a sua
ligacdo ag3-quimiocinas, sua funcédo primordial, quanto emg&baao seu papel na entrada
do HIV-1 na célula. Além disso, a CCR5 sofre madifides pos-traducionais em
aminoacidos, presentes nos seus dominios N e CiT@rmue sao necessarias a interacao
desta proteina com a gp120 do HIV-1, permitindosé® das membranas celular e do virus e
a posterior infeccdo da célula-alvo. Dessa formatagbes no gen€CR5 que tém a
capacidade de interferirem na producdo dos resideaaminoécidos dos dominios amino-

terminal e carboxi-terminal da proteina podem est&cionadas a habilidade da CCR5 em
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se ligar a gp120 e afetarem a entrada do virus (8@Nlet al, 1996; FARZANEet al.,2000;
O'BRIEN & MOORE 2000; SLATER-HANDSHYet al, 2004;).

A proteina Langerina, encontrada exclusivamenteL@ss apresenta um importante
papel em relacdo a transmisséo sexual do HIV-igva capacidade de se ligar a gp120 do
virus, através de seu dominio de reconhecimentoadmidratos (CRD), internaliza-lo em
Granulos de Birbeck, os quais degradam a partidtd inibindo a apresentacdo do HIV-1
para os Linfécitos T (DE WITTIEt al.,2007a, 2007b). Por conseguinte, a Langerina de LC
de mucosa integra funciona como um mecanismo pratehtra a infeccado por cepas R5 do
HIV-1. Diferencas na funcédo da Langerina devidatares genéticos do hospedeiro, como
mutacdes na regido codificante do CRD proteico pramotor do gene da Langerina, podem
influenciar na susceptibilidade a infeccao pelo Hiyor terem a capacidade de interferirem
na estabilidade do CRD e na expressédo da protaim@embrana das LCs, respectivamente.
(WARD et al.,2006).

Embora os fatores genéticos do hospedeiro sejaroriantes na pesquisa basica do
HIV/AIDS, ha poucos relatos sobre a frequéncia dgagbes no gene da CCR5 entre as
populacdes de individuos infectados e nédo infestaéto HIV-1 no Brasil. Até o momento
nao existe nenhum estudo publicado em relacdo aciesg no gene da Langerina nem nas
regides N-terminal e C-terminal da CCR5 em popwadirasileiras. Uma caracterizacao das
modificacdes do correceptor CCR5 e do gene da laragde pacientes infectados oriundos
da populacéo em geral pode nos levar a entendéomeimecanismo de infec¢éo pelo HIV-
1 e o desenvolvimento da AIDS. Portanto, pesquasenfluéncia dos fatores genéticos do
hospedeiro na infeccdo pelo HIV-1 é de fundamemtpbrtancia para a elaboracéao de novas

formas terapéuticas, preventivas e profilaticaa paratamento da AIDS.
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5.0- RESULTADOS
Os resultados deste trabalho estdo divididos esrs&€bes subsequentes:

- Capitulo 1, referente a submisdo para publicacdoadigo cientifico contendo os
resultados das analises do gene da CCRYS5, intitdlddw amino-terminal CCR5 mutation
can affect HIV-1 infection”

- Capitulo IlI, referente & submisdo para publicac&oadigo cientifico contendo os
resultados das analises do gene da Langerinajlaakit“Polymorphisms at Langerin gene
and HIV-1 infection”;

- Analises complementares, referentes ao perfil epimlégico da popula¢éo de individuos
infectados pelo HIV-1 de Feira de Santana, Bahia.
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5.1- CAPITULO |

New amino-terminal CCR5 mutation can affect HIV-1 nfection

COSTAG.C.S., JESUS J.G., CARDOSO J.F., NUNES M.R.T, S@BX., SANTOS E.S,,

GALVAO-CASTRO B., GONCALVES M.S., ALCANTARAL.C.J.

O fato da proteina CCR5 ser o principal correcepmra as cepas R5 do HIV-1
somado com a descricdo prévia na literatura de gdesana CCR5 que interferem na
infeccdo e na patogénese do HIV-1, tornam o esdedariagcdes no gene humano da CCR5
uma ferramenta importante na busca pelo entendoragwg mecanismos de infeccdo e do
desenvolvimento da AIDS. O presente trabalho ttatanvestigacdo de mutacdes nas regides
do gene da CCR5 gque codificam para os dominiosamicarboxi-terminal da proteina em
individuos infectados e néo-infectados pelo HIVdl Bhhia. A identificacdo de mutagbes
ainda nao descritas na literatura, nas regidesasiigdas do gen€ECR5 podem apresentar
uma relacdo tanto com a infeccdo pelo virus quaato a progressao para a AIDS nos
individuos analisados pelo fato de poderem intieffée alguma maneira, na expressao e na
conformacdo da CCR5 e até na ligacdo com a gpl26ildel. Devido a esta Ultima
caracteristica, as sequéncias obtidas das regtietadas do gene da CCR5 foram avaliadas
em busca de variagcbes que poderiam alterar a wstrda proteina, seus perfis fisico-
quimicos e sua conformacéo proteica, podendo afetarsequentemente, a afinidade de

ligacdo com a gp120 viral e a infeccao pelo HIV-1.
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Abstract

Genetic factors from HIV-1 host can affect the rafeprogression to AIDS and HIV
infection. Tyrosine sulfatation and O-glycosilatiah N-terminal domain of CCR5 (HIV-1
coreceptor) are crucial for mediating interactionth HIV-1 envelope protein. In addition,
some mutations at C-terminal domain of CCR5 canmdsponsible for an atypical protein
conformation and finally to an improperly attachmanthe cell membrane. In order to better
understand mechanisms of HIV-1 infection and AlID&selopment related to the host
genetics, regions o€CR5 gene that encode to N- and C-terminal protein diosnavere
sorted for mutations in 118 and 120 HIV-1 infectadividuals and in 197 and 128 non-
infected individuals, respectively, by sequencifpysico-chemical, CCR5 modeling and
potential protein domain analyses were also peddinThe studies into N-terminal protein
domain revealed a nemissensanutation at aminoacid 55 (p.L55Q), only in HIV-bm
infected individuals, with allelic frequency of ¥8 Physico-chemical analysis revealed that
this mutation magnified the flexibility and accdskiy profiles and the modeling of CCR5
structures showed that this mutation resulted small deviation to the right, as well as, a
hydrophobic to hydrophilic property alteration. Tped.55Q mutation resulted in a light
modification of the eletrostatic load of this regioVhen HIV-1 infected and non-infected
groups were compared, allelic and genotypic freq@snof the p.L55Q mutation were
statistically significant (p=0.0395 and 0.036, espvely). Three novel silent mutations were
found at coding region of C-terminal protein domainthe HIV-1 infected individuals:
c.3,765C>T, ¢.3,777A>T and ¢.3,831A>G. These ressliggest that the p.L55Q mutation

can affect HIV-1 infection through CCR5 entry.

KEY WORDS: HIV-1, CCR5, MUTATIONS.
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Introduction

The HIV-1 entry into target cells requires sequantiteractions among the surface
subunit (gp120) of the viral envelope glycoprotéiimv), the cellular receptor (the CD4
molecule) and the chemokine receptors (CCR5 or CXCRat act as coreceptbfs CCR5-
using viruses (R5-tropic strains) cause the mgjafinew infections and predominate during
the early and chronic phases of HIV-1 infection,evdas variants that use CXCR4 (X4-
tropic or R5/X4- dual tropic strains) emerge latdrifection, coincident with the decline of
immune function, and contributing to more rapidedise progressidrf>. The gp120 of R5-
tropic isolates interacts with the N-terminus ahe $econd extracellular loop (ECL2) of the
CCRS5 coreceptor, whereas the Env from X4-tropiasas interacts with the first and second

extracellular loops (ECL1 and ECL2, respectivelfjhe CXCR4 coreceptdt.

The mechanisms underlying HIV-1 infection and pgtesis require a combination
of viral and host factors. Concerning to that, @@R5 coreceptor is essential at initial steps
of HIV-1 infection, in all routes of transmissioand then, it has an important role at the
disease progressibrf® Individuals carrying the CCRE2 allele are resistant to R5- and
R5/X4- HIV-1 strains. This mutation results in frashift and generates a truncated protein
that cannot be exported to the cell surface, nespuih reduced receptor expression at the cell
membran&*? Besides CCRA32 mutation, other mutations that lead to posttediosal
modifications, like tyrosines sulfatation and Ogggilation of the amino terminus (N-
terminus) domain of CCR5 can affect the R5-HIV-faisis entry into the target cells. The
tyrosine sulfatations, at positions 10 and 14, 6R5 N-terminal domain facilitate the HIV-1
entry because they contribute in the recognitiothef CCR5 binding region at the HIV-1
gp12G ¥ Glycosylation of CCR5 may also play some rolenimdulating the efficiency of

HIV-1 entry at specific target celfs In addition, some mutations at carboxi termif@s
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terminus) domain of CCR5 can impact the proteinlif@d and conformation, generating an

atypical protein that may not anchor properly atd¢kll membrane affecting the virus eftry

In order to better understand the host geneticshamesms of HIV-1 infection and
AIDS development, the regions GICR5gene that encodes the N- and C-terminal protein
domains were sorted for mutations, in HIV-1 infectend non-infected individuals, that

could affect HIV-1 infection.



55

Materials and methods
Study population

HIV-1 infected individualsThe regions of£CR5gene that encodes the N-terminal and C-
terminal protein domains were studied in a convasgesample of 118 and 120 HIV-1
infected individuals, respectively, followed at tReference Center for Sexual Transmitted
Disease (RCSTD)/AIDS of Feira de Santana, BahiaziBrDuring 2007, blood samples
were collected and then processed at the Advancaedorhtory of Public Health
(LASP)/CPgGM/FIOCRUZ in Bahia, Brazil.his population was comprised of 114 women,
recruited during gynecological follow-up, and 6Idhen (2-11 years, all infected through
mother-to-child transmission). The ages ranged frdth to 73 years among women
(mean=37.9 years). Clinical and epidemiologicabdatre obtained from medical records.

Informed consent was obtained from the patientsaairtde children’s parents or guardians.

Control group: A total of 197 DNA samples from HIV-1 non-infecteddividuals were
randomly selected to obtain control frequency, udolg: 104 samples consisted of
volunteers with median age of £285.2 years, 50 males and 54 females attended at the
Faculty of Pharmacy of the Federal University ohBa Salvador for laboratory analysis;
and 93 samples selected from sentinel surveillaareas of Salvador, Bahia, previously
established for the investigation of various infees diseaséd The 93 samples from
sentinel surveillance areas of Salvador were usedtudy, at first, bottCCR5 regions.
Concerned to the region GCR5gene that encodes the N-terminal domain, all émepdes
from the Faculty of Pharmacy were also analyzedwéi@r, concerned to the region of
CCR5gene that encodes the C-terminal domain, it wadiest only 35 samples from the
Faculty of Pharmacy due to the results initiallysetved. All analyses were performed

separately in the control group from Faculty of irecy of the Federal University of Bahia
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and from the sentinel surveillance areas of Salvabwere were no differences at genotypic
and allelic frequencies of theCR5gene mutations detected when these populations were
stratified (data not shown). For this reason, thé-H non-infected individuals from the two

control groups were compiled and studied in theeseaference group.

The local ethical committee’s approval was obtairsedl all subjects provided written

informal consent.

DNA extraction and mutation detection: GenomicDNA was extracted from peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) using the QlIAamp DRIdod Mini Kit (QIAGEN Inc.,
Valencia, CA). The analyses of the N- and C-Terinegion of the CCR5 protein were
performed through PCR amplification of the generegonding region (300bp and 344bp,
respectively) followed by sequencing. The primeonstructed for these analyses were:
5TTTGCATTCATGGAGGGCA3'and 5TGGCCAGGTTGAG CAGGTAG3, for the N-
terminal region, and 5TCTCTTCTGGGCTCCCTACAZ and
5'CCAGCCCACTTGAGTCCGTGZ, for the C-Terminal regiodll sequences obtained
were analyzed with the SeqScape progréapplied Biosystems) and the nucleotide
variations observed at the sequences were confimséty the BioEdf® and GeneDdt

Programs.

Physico-chemical and potential protein domain analses:In order to investigate possible
influences of mutationshe physico-chemical analyses of thessensenutations observed in
the sequences was performed using the Network iRr@equence Analysis (NPSA)

(http://npsa-pbil.ibcp.frff. Sulfatation and O-glycosilation sites and othestgranslational
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modification sites were identified using the Prestbol implemented in the GeneDoc
software. The potential protein domain analysis wedormed using the Pfam datatfdse
Finally, the SWISS-MODEL online tool (http://swisedel.expasy.org?f was used as a fully
automated protein structure homology-modeling seneeinfer about possible influence of

the amino acid changes at protein secondary steictu

Homology Modeling of CCR5: The Homology Model of Human CCR5 was generated
using the Modeller 9.10 softwarewith the crystal structure (PDB: 3EML) as Template
chosen from PDB BLAST hit (http://www.rcsb.org/pbdbme/home). The obtained model

was validated using Procheck softwfre

Statistical Methods: The allelic frequencies were estimated by direldlalcounting. The
conformity with Hardy-Weinberg equilibrium and etdace of linkage disequilibrium were
tested using the Genepop vZ.4The heterogeneity between population samples was
evaluated by Fisher's exact test onytest using the BioEstat v.5.0 progr@nThe median
HIV-1 virus load and CD4 counting in infected pat®e was also calculated using the

BioEstat v.5.0 program. A p-value ©f0.05 was considered statistically significant.
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Results

The HIV-1 infected individuals consisted of 114 wamand 6 children. Concerned to
the time of antiretroviral (ARV) treatment, the a&jgpance of HIV-1 constitutional
symptoms, viral load and CD4 T cell counting, ttehowed high heterogeneity into the
group. The median HIV-1 viral load was 23#.02 copies/ml and the median CD4 T cell
counting of the HIV-1 infected individuals was 48@&llsjul+ 99.87. Eighty-eight (73.3%)
patients were under ARV therapy, while 24 (20.0%Yeavtherapy naive. Eight patients did

not have available data in medical records.

The CCR5 N-Terminal domain study revealed a nowedsensemutation at 165
position of theCCR5 gene in 7 samples from HIV-1 non-infected indivatiu (allelic
frequency of 1.8%), characterized by a substitugba Thymine nucleotide to an Adenine
nucleotide, which results in a change of a Leu@nenoacid to the Glutamine aminoacid
(p.L55Q mutation) at 55 position of CCR5 proteineTp.L55Q mutation was not observed
in HIV-1 infected individuals and the physico-chealianalysis revealed that this mutation
magnified the flexibility and accessibility profdie When the mutant protein sequence was
submitted to potential protein domain analysis reestigate if the p.L55Q mutation had
changed any signature into the N-Terminal proteomdain, we did not observe any
modification. Also, this mutation did not changey gost-translational modification site and
it did not influence the prediction of the proteacondary structure. When HIV-1 infected
and non-infected individuals were compared, it vadserved a statistically significant
difference in the allelic (p=0.039%?=4.24) and genotypic frequencies (p=0.086;4.329)

from the p.L55Q mutation (Table 1).

The Homology Model of Human CCR5 generated thel fetable CCR5 structure

(Figure 1). After the refinement process, validatmf the CCR5 Models with mutant and
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wild residues was carried out using Ramachandrangallculations. Altogether 90.1% and
87.6% of the residues from mutant and wild modedspectively, were in favored and
allowed regions, demonstrating that both model®tegood stereochemistry quality (Figure
2). Overlapped structures showed that there wadl sieaation to the right, as well as, a
hydrophobic to hydrophilic property alteration (&ig 3). The p.L55Q mutation resulted in a

light modification of the eletrostatic load of thisgion (Figure 4).

The study from the coding region of the CCR5 C-teahprotein domain revealed
three novel silent mutations in the studied indinal$ (c.3,765C>T, ¢.3,777A>T and
c.3,831A>G), which characterized th@CR5 gene region as more divergent than the
encoding region of the N-Terminal protein domaircé&pt for the ¢.3,831A>G mutation, the

other mutations were considered as polymorphis sité¢he studied populations (Tabel 1).

Genotypic and allelic frequencies of the analyziéessdid not differ significantly
from those expected under Hardy-Weinberg equilibri(p=1.00,%°=0.0001). It was not
observed any linkage disequilibrium between thenébmutations when infected and non-

infected individuals were compared together oregmsate groups (p=1.0g=0.0001).
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Discussion

Viral and host factors have been associated withatans in the infection
susceptibility and post-infection replication leva different HIV-1 infected individuals.
Some of these host factors have already been i@ehtis determinant in HIV-1 infection
susceptibility and AIDS progression. However, ifpessible that others not identified host
factors are related to the infection control highting that human genetics variations studies

are an useful tool in the knowledge of HIV-1 infeotand AIDS progressidf 2°32

At this context, many studies have demonstratedsanciation between mutations at
human genes, diseases manifestation and viraltiofiscinfluencé®®. Related to the HIV-1
infection, the chemokine receptor CCR5 act as tineaeptor for R5-tropic strains and some
mutations at promoter and encoding regionsC&fR5 gene influence the virus infection
and/or AIDS progression. These mutations couldcaffiee CCR5 protein expression in the
cell leading to a high or low protein productionepbtype and they can also change the
protein structure, which could be related to itachionality and affect its activity at cell
membrane. Besides, CCR5 protein suffers post-tiiasbl modifications at specific
aminoacids at its amino and carboxi domains, thatraportant for the interaction between
this coreceptor and HIV-1 gp120, leading to the toemes fusion and the posterior target
cell infection. SoCCR5gene mutations that change N- and C-Terminal aracds could
interfere in the CCRS5 ability to bind gp120 andeaffHIV-1 entry® %% Regard to the HIV-

1 infection, this is the first study that analynestations at coding regions of CCR5 N and C-

terminal protein domains and virus infection susibdly in Brazilian population.

The novel p.L55Q mutation, observed at N-termoh@ainain of the CCR5 protein, is
characterized by a change from a nonpolar aminog@dcine or L) to a polar aminoacid

(Glutamine or Q), which did not modify any postrséational modification site. The
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physico-chemical analysis revealed that the mutatkdde of p.L55Q mutation was more
flexible than the wild allele and the modeling leswulemonstrated that this mutation altered
the CCR5 3D structure. Altogether, these resultddcandicate that, since this mutation is
placed next to the region that interact with the/HlIl gpl120, which comprehends the
aminoacids 2 to 18 of the N-terminal domain, timsreacid change interfered in the CCR5

N-terminal conformation, possibly affecting thedrgction region and the gp120 binding.

As p.L55Q mutation was observed only in HIV-1 nofected individuals and our
results demonstrated an statistically significarifetence between allelic and genotypic
frequencies from p.L55Q mutation, it is suggestikiat the 55 aminoacid change in the
CCR5 N-terminal domain could interfere in HIV-1 entthrough CCR5 coreceptor.
However, to confirm these results more studies lshbe taken comparing the frequency of
the mutant allele in a subset of exceptional irdilgls which deviate from the expected
response to HIV exposure, such as: long-term nogfpssors (LTNP), who maintain stable
CD4 levels and low virus load for ten or more yedest progressors (FP), who cannot
control viremia and develop AIDS within three yeafsnfectior?® and elite controllers (EC),

who control HIV replication to <50 copies/Hfil

The three mutations (c.3,765C>T, ¢.3,777A>T argJ881A>G) observed afCR5
gene region that codifies to the C-terminal protdomain do not cause any aminoacid
change in the protein sequence. The number of nsatletected at this region of t6€R5
gene shows that it is more divergent than the @ngagkgion of N-terminal protein domain
suggesting that the C-Terminal CCR5 domain suféemsinor positive selective pressure
when compared to the N-Terminal domain, probablye do its localization at the

cytoplasmatic side of the cell.
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These results suggest that the novel p.L55Q mutatbserved in the N-terminal
CCR5 domain of HIV-1 non-infected individuals, cduhave an important role in HIV-1
infection not yet understand. So, more human gengiiiations studies concentrated in the
N- and C-Terminal CCR5 domains should be takenrdeioto investigate the CCR5 major
role in the HIV-1 infection as this protein becarae attractive target for therapeutic

development against virus infection.
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Figure 1. The final model of stable structure ofREC
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Figure 2. Validation of the model using Ramachangiat computed with the PROCHECK
program with 90.1%a) and 87.6%(b) of the residues from the mutant and wild models,

respectively, in favored and allowed regions.
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(b)

Figure 3. Overlapped CCRS5 structures. In greend wihinoacid (L) and in blue, mutante

aminoacid (Q)(a) Complete structuregb) Wild and mutant alleles in focus.
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(b)

Figure 4. Eletrostatic load of the wild and mutarddels.(a) Wild model.(b) Mutant model.
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Table 1-Allelic and genotypic frequencies of p.L55Q, ¢.C8T6c.A3777T and c.A3831G

mutations in HIV-1 infected and non-infected indivals

Mutation Genotypes (%) Alleles (%)
p.L55Q* TIT T/IA A/A T A
HIV-1 infected individuals 118 (100) 0 (0,0)0 (0,0) 236 (100) 0 (0,0)
HIV-1 non-infected individuals 190 (96,4) 7 (3,6) 0(0,0) 387 (98,2) 7(1,8)
c.C3765T C/C CIT T/T C T
HIV-1 infected individuals 111 (92,5)9 (7,5) 0(0,0) 231 (96,3) 9 (3,7)
HIV-1 non-infected individuals 123 (96,1) 5(3,9) 0(0,0) 251 (98,0) 5 (2,0)
C.A3777T A/A AT T/T A T
HIV-1 infected individuals 119 (99,2) 1 (0,8) 0(0,0) 239 (99,6) 1(0,4)
HIV-1 non-infected individuals 124 (96,8) 4 (3,2) 0(0,0) 252 (98,4) 4 (1,6)
c.A3831G A/A AIG GIG A G
HIV-1 infected individuals 119 (99,2) 1 (0,8) 0(0,0) 239 (99,6) 1(0,4)
HIV-1 non-infected individuals 128 (100) 0 (0,0) 0 (0,0) 256 (100) 0 (0,0)

* Genotypic and allelic frequencies with statistisgnificance (p=0.036;2=4.276 and

p=0.0395x2=4.324, respectively)
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5.2- CAPITULO II

Polymorphisms atLangerin gene and HIV-1 infection

COSTA G.C.S., JESUS J.G., SANTOS E.S., MONTEIRO J.P., GAQ-CASTRO
B., GONCALVES M.S., ALCANTARAL.C.J.

O papel protetor, recentemente descrito, da Langera transmissao sexual pelo HIV-
1 juntamente com a auséncia de estudos de mutagd@esteina relacionadas a infec¢éo por
este virus, fazem do gem@ngerinaum importante alvo na busca pela compreensdo dos
mecanismos envolvidos na infeccédo pelo HIV-1 eatagénese da AIDS. Este trabalho trata
da investigacdo de mutacdes nas regibes promotomiécantes do gene da Langerina
responsaveis pela codificacdo do Dominio de Rewimiemto de Carboidrato (CRD) da
proteina em individuos infectados e nao-infectguie HIV-1 na Bahia. A identificacdo de
mutacfes nas regibes supracitadas do gemgerina podem apresentar uma associacao
tanto com a infeccdo pelo virus quanto com a pssg@ para a AIDS nos individuos
analisados pelo fato de terem a capacidade ddentena expressdo da Langerina e na
estabilidade do CRD, afetando, por conseguinteligagdo a gpl120 do HIV-1, através do
CRD, e a internalizacdo e degradacao do virus enuBos de Birbeck. Por este motivo, as
sequéncias obtidas das regides estudadas do gemmglerina foram avaliadas em busca de
mutacdes que poderiam alterar a afinidade de ligagén a gp120 viral ou afetar o nivel de

expressdo da Langerina e, consequentemente, adofpelo HIV-1.
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SUMMARY

Human genetics variations studies are an usefuiceoaf knowledge of HIV-1
infection. At this context, the Langerin proteiouhd at the surface of Langerhans cells, has
an important protective role into HIV-1 infectiobifferences in the Langerin function due to
host genetic factors could influence in the HIVhafection susceptibility. The promoter and
Carbohydrate Recognition Domain (CRD) encodingamegiof Langerin gene were sorted
for mutations, by sequencing, in 128 HIV-1 infectedividuals and in 99 non-infected
individuals. TheLangerin promoter studies revealed three mutations thaatede new
binding sites to some transcription factors, sushN&ATS, HOXB9.01 and STAT6.01,
according to Matlnspector tool. However, when HIMrfected and non-infected groups
were compared, the allelic and genotypic frequencfehe analyzed promoter sites were not
statistically significant. It was observed threetations at_angeringene region that encodes
to the CRD of the protein: p.K313l, ¢.941C>T an€88C>T. When both studied groups
were compared, it was not observed a statisticsiliyificant difference in allelic and
genotypic frequencies from the identified polymasgoims at CRD encoding region. These
results suggest that the mutations detected inptbmoter and CRD encoding regions of

Langeringene do not interfere in HIV-1 infection susceititjp
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INTRODUCTION

Dendritic cells (DCs) play an important role in thaly HIV-1 infection due to their
ability to mostly capture the virus in peripheliabties, such as genital mucosa, migrate to the
secondary lymphoid organs and present HIV-1 premkssitigens to CO4T lymphocytes,
their major cell target. Different DCs subsets tiate with HIV-1 via selected C-type lectin
receptors (CLR), independently of CD4 and chemokoreceptors (CCR5 and CXCR4), the
classical pathway used by HIV-1 to enter in CO4lymphocytes and macrophages. These
CLRs are used to distinguish the DCs subsets irosaldissues (Turvillet al, 2002; Tada

et al, 2006; Hirbockt al,, 2009).

In the genital mucosa, two different DCs subsets @esent: the Langerhans cells
(LCs), which specifically express the C-type ledtingerin (CD207), and the DC-SIGN
DCs, characterized by the expression of the CLRIIGN. These subsets have an specific
anatomical localization: while LCs reside in theasfied mucosal epithelia of the vagina,
ectocervix, epidermis of foreskin, glan penis akit,sthe DC-SIGN-DCs are located at the
subepithelium layer. Thus, HIV-1 encounters differBCs subsets depending on the site of
infection and the integrity of the epithelial lay@&ue to its location, LCs are potentially the
first DC subset to encounter HIV-1 during sexuahimission within intact genital epithelial

tissues (de Wittet al, 2007 de Witteet al, 2007; Hirbod et al, 2009).

Langerin is a cell surface C-type lectin locatedlesively on Langerhans cells and it
Is constitutively associated with Birbeck granulesgdosomal recycling organelles consisting
of superimposed and zippered membranes. The antiggeture is a Langerin function and
the induction of Birbeck granules formation in fbtasts is a consequence of this function in
order to process the antigen (Watdal, 2006; de Witteet al, 2007; Fahrbactet al, 2007).

Langerin protein is comprised of extracellular ngcainsmembrane and intracellular portions
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and Carbohydrate Recognition Domains (CRDs), whicid preferentially glycoconjugates
containing mannose, N-acetylglucosamine and fu€galadeauet al, 2002; Stambach &

Taylor, 2003; McGreatt al, 2004; Tadat al, 2006).

Specially about HIV-1, langerin has the abilitylwhding the mannan rich region of
gpl120 through CRD, capture and internalize HIV-1oinhe Birbeck granules, which
degrades the virus and prevents LC infection an@l viissemination at low virus
concentration, providing a different pathway to ttlassical antigen processing. However,
HIV-1 transmission to T-cells mediated by LCs cacw at high viral load, suggesting that
the inhibition of Langerin by inhibitors or througaturation enables HIV-1 binding to CD4
and CCR5, and subsequent LC infection and trangmige T cells (Wardet al, 2006;
Schwartz, 2007; de Wittet al, 2007 de Witteet al, 2007; Feinberget al, 2010; Van der

Vlist & Geijtenbeek, 2010).

As Langerin on LCs functions as a protective maigm in intact mucosa by HIV-1
clearance, during sexual transmission of the vidif§erences in Langerin function due to
genetic, cellular or infectious factors might irghce the susceptibility to HIV-1 infection (de
Witte et al, 2007). At this context, polymorphisms afngeringene that result in different
protein carbohydrate-binding capacities and/or th#ittence the protein expression could
result in different HIV-1 susceptibility and transsion rates by LCs. Some polymorphisms
that result in amino acid changes in the CRD of &itangerin have been identified (Verdijk

et al, 2005; Warcet al, 2006)

In an effort to find polymorphisms that could be@dated to the HIV-1 infection and
susceptibility, the promoter and CRD encoding regiof the humarangerin gene were

analyzed in HIV-1 infected and non-infected indivads from Bahia, Brazil.
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MATERIALS AND METHODS

Study population

HIV-1 infected individuals: The promoter and CRIxeding regions ofangeringene were

studied in a convenience sample of 116 and 124 Hikfected individuals, respectively,
followed at the Reference Center for Sexual TrattehiDisease (STD)/AIDS of Feira de
Santana, Bahia, Brazil. During 2007, blood samplese collected and then processed at
Advanced Laboratory of Public Health (LASP)/CPQGMIERUZ in Bahia, Brazil.This
population was comprised of 118 women, recruitedndugynecological follow-up, and 6
children (2-11 years, all infected through mottechild transmission). Clinical and
epidemiological data were obtained from medicabrés. Informed consent was obtained

from the patients and/or the children’s parentguardians.

Control group: A total of 99 DNA samples from HIV+ion-infected individuals were

randomly selected to obtain the frequency of polghsms at a control group. These
samples consisted of volunteers who went to theulBaof Pharmacy of the Federal

University of Bahia, Salvador for laboratory anays

The local ethical committee’s approval was obtairsdl all subjects provided written

informal consent.

DNA extraction and mutation detecticdBenomic DNA was extracted from peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) using the QlAamp DNA Blodini Kit (QIAGEN Inc.,
Valencia, CA). The analyses of the promoter andéimg CRD regions of Langerin gene

were performed through PCR amplification followeg $equencing. PCR products were
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purified using the QIAquick PCR Purification Kit @&en, Inc., Valencia, CA) and
sequenced in an ABI Prism 3100 DNA Sequencer (&ppBiosystems Inc., Foster City,
CA). The sequences obtained were analyzed with SlegScape program (Applied
Biosystems) and the nucleotide variations obseatdbe sequences were compared with the
wild-type Langerin gene sequence (NM_015717.3) and confirmed utgiZine BioEdit

(Hall, 1999) and GeneDoc (Nicholas &t 4997) Programs.

Promoter region — The promoter regionlangerin gene analysis was performed in two

steps in order to improve the amplification of thegion, comprised of, about, 900bp. The
first step resulted in the amplification and anelysf a 331bp longer fragment with the
following constructed primers: 5AGAGGTCCAGCTCCTT@&ATGAT3'(F) and
5AGTCCTTGCA CCAAGCAGCTCATA3'(R). The second stepesulted in the
amplification and analysis of a 429bp longer fragmevith the constructed primers
sequencing 5AATGGATGGGTGGATGGATGACGA3'(F) and

5'CAAAGGGCAGGTTTGCACACAG AA3'(R).

CRD Encoding region The Langerin CRD coding region was also analyzetvim steps in
order to eliminate the amplification of introns.€Tfirst step resulted in the amplification and
analysis of a 556bp longer fragment using the Walhy primers:
5’AGGAAGAAGCTTGAGAGGCCAGTT3'(F) and 5’ACCCACCACTTTBAGTCCCTA
CA3'(R). The second part, named LanC2, resultedhan amplification and analysis of a
445bp longer fragment using the primers sequencing
STTGGGTGCAGACATTTGCTATGC C3'(F) and

S’ATTTCCAGCCAAGACAGACGGACT3'(R)
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Transcription Factor binding sites analyse$o investigate if the detected mutations at
Langerin promoter region could modify the possible trarmsen factors binding sites,
mutated and wild sequences were analyzedg the Matinspector tool implemented in the

Genomatix softwareQarthariuset al, 2005).

Physico-chemical and potential protein domain asal In order to investigate possible
influences of mutations at protein structutteg physico-chemical analysis of thaessense
mutations obgwed in the sequences was performed using the NktRotein Sequence
Analysis (NPSA) (http://npsa-pbil.ibcp.fr/) (Combedt al, 2000). Sulfation and O-
glycosilation sites and other posttranslational iincation sites were analyzed using the
Prosite tool implemented in the GeneDoc softwatee $earch for potential protein domain
was performed using the Pfam database (fehal, 2010). Finally, the SWISS-MODEL
online tool (http://swissmodel.expasy.org/) (Arnoéd al, 2006) was used as a fully
automated protein structure homology-modeling seneeinfer about possible influence of

the amino acid changes at protein secondary steictu

Statistical Methods:Allelic frequencies were estimated by direct all@eunting. The

conformity with Hardy-Weinberg equilibrium and etdace of linkage disequilibrium were
tested using the Genepop v.3.4 (Raymon & Rous$®15)1 The heterogeneity between
population samples was evaluated by Fisher's ¢gscor byx? test using the BioEstat v.5.0

program (Ayrest al, 2005). A p-value ok 0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

Sample characterization

The sampling of this study consisted of 124 HIVAfected individuals (118 women
and 6 children) and 99 HIV-1 non-infected indivitué49 males and 50 females), used as
control group. The ages of the HIV-1 infected indials ranged from 20 to 73 years among
women (mean=37.9 years) and from 2 to 11 years grobiddren (mean=6 years). Clinical
factors, as the time of antiretroviral treatmerite tappearance of HIV-1 constitutional
symptoms, viral load and CD4 T cell counting fronivHL infected individuals showed a
high heterogeneity into the group. The median HIViAl load was 38617.93 copies/ml
and the median CD4 T cell counting was 382 %03 cellgil. Eighty-eight (75.9%) patients
were under antiretroviral therapy, while 28 (24.1%@re therapy naive. The main form of
HIV-1 infection, among women, was through sexuahsmission (66.2%), while one patient
reported a blood transfusion (1.5%) and one wastaavenous drug use (IDU) (2.2%). All
the children were infected through vertical trarssian. 12 patients did not have available
data in medical records. The median age of theimi@eted individuals (control group) was
29+15.2 years. All the blood samples from the congrolup had negative serology for HIV-

1/2 and HTLV-1/2.

Molecular analysis of Langerin gene promoter region

The Langerin gene promoter studies revealed thng@trans, all characterized by a
substitution of a Thymine nucleotide to an Adenmecleotide, at -577, -517 and -160
positions of the Langerin gene promoter region {35¥C, -517T>C and -160T>C). Except

for the frequency of the -577T>C mutation in HIVabn-infected group (0.5%), the other
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mutations were considered as polymorphic sitehénstudied populations. Genotypic and

allelic frequencies of the analyzed sites are shaiviable 1.

Genotypic and allelic frequencies of the analyzieessdid not differ significantly
from those expected under Hardy-Weinberg equilibrigpp=0.2608,x*=5.2686). A strong
linkage disequilibrium was observed when infectedl awon-infected individuals were
compared as separate groups between the -577T>€60d>C mutations, at control group
(p=0.027520x°=12.34). There were no differencesliangerin-577T>C, -517T>C and -
160T>C mutations genotypic and allelic distribusobetween HIV-1 infected and non-

infected individuals.

According to the transcription factors binding sitanalyses accomplished at
Matlnspector tool, the mutation -577T>C createdeav rbinding site to the transcription
factor HOXB9.01 (Homeobox 9.01), from the family BB (Abdominal B-type domain),
with the highest level of similarity (1.0). Concerthto the -517T>C mutation, the analyses
revealed that it is placed at AIRE 01 (Autoimmueguiatory element 01) binding site and
that the nucleotide change from thymine to cytosieduced the similarity of the core
sequence from 0.857 to 0.774 and created a newnlgirsite to NFAT 5 (Nuclear factor of
activated T-cells 5) transcription factor with dianity of 1.0. As regards to the -160T>C
polymorphism, the substitution from thymine to @grtee nucleotide created two new binding
sites to the following transcription factors: STAD® (Signal transducer and activator of
transcription 6.01) with similarity of 0.94 and ETW2 (Human and murine ETS1 factors
1.02) with similarity of 0.961; and also excluddtk thinding sites to MEL1.03 (EVI 1-

myeloid transforming protein) and the NF1.01 (Nacl&actor 1) transcription factors.
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Molecular analysis of Langerin CRD encoding region

It was observed three mutationsLaingerin gene region that encodes to the CRD of
the protein: p.K313I (c.938T>A), ¢.941C>T (g.47280>and c.983C>T (g.4770C>T). The
genotypic and allelic frequencies of the analyzesssare shown at Table 1. Except from the
p.K313l mutation, which is characterized by a smsbn from thymine to adenine
nucleotide at 4724 gene position and results inhange of lysine amino acid to the
isoleucine amino acid (p.K313I mutation) at 313ipas of Langerin protein, all the others
mutations did not result in amino acid changes. Ak mutations were considered as

polymorphic sites in both studied groups.

The physico-chemical analysis revealed that the3p3K polymorphism magnified
the hydropathy (Kyte & Doolittle, 1982) and transni@ane profiles (Argost al, 1982) and
reduced the hydrophilicity (Hopp & Woods, 1983),cessibility (Janin, 1979) and
antigenicity profiles (Hopp & Woods, 1983) (Figut® Our results about the identification
of post-translational modification sites showedt taay modification occurred at wild and
mutated alleles and the same potential protein d@mmaere found among the wild and
mutated sequences. This mutation is placed atrideoéthe Langerin CRD and it did not
alter the protein secondary structure predictioterafubmission of wild and mutated

sequences to SWISS-MODEL server.

Genotypic and allelic frequencies of the analyzieessdid not differ significantly
from those expected under Hardy-Weinberg equilibrigpp=0.9023,x*=1.0486). A strong
linkage disequilibrium was observed when infectedl awon-infected individuals were
compared as separate groups between the c¢.941CdT c&83C>T polymorphisms

(p=0.02186,x°=12.42) at control group (p=0.02686>=12.39). When HIV-1 infected and
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non-infected individuals were compared, it was obkerved a statistically significant

difference in the allelic and genotypic frequendiesn the identified polymorphisms.
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DISCUSSION

Sexual transmission of HIV-1 is the most common enotlinfection worldwide. The
stratified epithelium of genital mucosa containgyamne specific DC subset, so that the first
DC subset to encounter HIV-1 during sexual transiois within intact genital epithelial
tissues is Langerhans Cell (LC). Their extensiveddiées form a barrier against pathogens,
and concerned to HIV-1, the binding and degradatibnhe virus through Langerin and
Birbeck granules, respectively, prevents HIV-1 atilen and posterior transmission to CD4
T-cells. HIV-1 gp120 recognition by Langerin depsrh the presence of the Carbohydrate
Recognition Domain (CRD), which binds the gp120 nwae rich region allowing the HIV-1
entry (Turvilleet al, 2002; Tadat al, 2006; de Witteet al, 2007, de Witteet al, 2007

Hirbod et al, 2009; Van der Vlist & Geijtenbeek, 2010).

However, the co-expression of CD4 and CCR5 by E@ables HIV-1 infection at
high viral load or after Langerin inactivation, snHIV-1 entry in LCs may occur by the
classical pathway of infection: via CD4/CCRS5. Aistleontext, Langerin genetics variations
could interfere in its expression and/or in itsauiginding activity, affecting HIV-1 infection
susceptibility and AIDS progression (Waetlal, 2006; de Wittet al, 2007; de Witteet al,
2007; Schwartz, 2007; Feinberg al, 2010; Van der Vlist & Geijtenbeek, 2010). Alttubu
the role of Langerin in HIV-1 infection has a rekesle importance, there are no studies
associating mutations aangeringene and the virus infection susceptibility. Suvs ts the
first study that analyzes mutations at promoter amcbding regions dfangeringene in a
HIV-1 infected population. The samples from HIViifacted individuals analyzed in this
study proceeded from the city of Feira de Santananner city in the northeast of Brazil.
This city is placed at one of the major road jumusi of the northeast of the country,

connecting it with the Midwest, the south and th&t 10f the northeast regions.
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Many studies have demonstrated an association betpalymorphisms at promoter
regions of human genes and disease manifestationasl been suggested that SNP at
promoter region of human genes could influenceptiogein expression in the cell leading to
a high or low protein expression (Yoshikaetaal, 2002; Licastreet al, 2003; Sabouet al.,
2004). These different protein phenotypes coulddbated to its functionality and affect its
activity. As regards HIV-1 infection, polymorphisras promoter region of humdrangerin
gene could interfere in the virus entry through genn and HIV-1 susceptibility. For this
reason, we investigated the presence of polymarghetlLangerinpromoter region and our
results showed three mutations at this region: 757 -517T>C and -160T>C. According
to the transcription factors binding sites analygesomplished at Matinspector tool, all of

these mutations created new binding sites to trgotsm factors.

The -577T>C mutation, for example, created a bigdirte to the transcription factor
HOXB9.01, which encodes a nuclear protein that fione as a sequence-specific
transcription factor that is involved in cell pfeliation and differentiation (Btrglin, 2005).
Concerned to the -517T>C polymorphism and accordmdvatinspector analyzes, it is
placed at AIRE 01 binding site which is expresseg@earipheral monocyte and differentiated
dendritic cell lineage (Kogowaet al, 2002). This mutation reduced the similarity loé tore
sequence from 0.857 to 0.774, however this reduictias not expressive. It also created a
new binding site to NFAT 5 transcription factor vgimilarity of 1.0. The NFAT family of
transcription factor plays a central role in indiei gene transcription during immune
response (Rinnet al, 2009). And finally, the -160T>C polymorphism ated binding sites
to the STAT6.01 and ETV1.02 transcription factorghwsimilarity of 0.94 and 0.961,
respectively. STAT proteins are involved in the elepment and function of the immune
system and play a role in maintaining immune teleesand tumor surveillance (Vinkemeier

et al, 1998). Concerned to the ETV1.02 transcriptiandg it belongs to ETS family, which
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is involved in a wide variety of functions includirthe regulation of cellular differentiation,

cell migration and proliferation, apoptosis andiaggnesis (Leet al, 2005).

Although the mutations observed at thangerin promoter region created binding
sites for several transcription factors, as reduliter submission of wild and mutated
sequences to Matinspector tool, we did not obsanyeassociation between these mutations
and susceptibility to HIV-1 infection. As Matlnsgiec is a software tool that uses a large
library of matrix descriptions for transcriptionctar binding sites, it is possible that the
creation of the new binding sites through the mutalie substitutions does not really impact
on the Langerhans Cells functionality, since ttangcription factors that bind to the new
binding sites created by the mutations may not ooclangerhans Cells. Otherwise, there
are no functional studies based laangeringene promoter that could confirm or refuse the
results presented by these Matlnspector analysesdé&spite the absence of association
between the mutations detected in this study asdegtibility to HIV-1 infection, it would
be interesting to investigate the functional impafdhese mutations once the creation of new
binding sites for transcription factors suggested Ndatinspector analyses can not be
confirmed due to the lack of information about ttranscription factors existent in

Langerhans Cells.

Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) are very camnm Langeringene. Some
of them have been researched in different populatand can alter the amino acid sequence
of Langerin protein, resulting in changes at thetgin functionality. p.A300P and p.N288D
polymorphisms, for example, decrease the langergarsbinding activity by the decreased
stability of the CRD and the local effect on theusture around the sugar binding site,
respectively. In addiction, the W264R mutation ctetgly abolishes langerin sugar binding

activity, preventing langerin binding to microorggms, such as HIV-1 (Verdijkt al, 2005;
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Ward et al, 2006). Differences in the distribution of SNPhdae observed in populations
with different ethnic backgrounds (Cet al, 2001; Meenaglet al, 2002; Verdijket al,

2005; Wardet al, 2006; Van der Vlist & Geijtenbeek, 2010). Oundst demonstrated the
existence of three polymorphisms at CRD encodimgjore two synonymous (c.941C>T -

rs2080390 and ¢.983C>T - rs13421115) and one nongymous (p.K313l - rs57302492).

Previous results have shown that the p.K313l, €941 and c.983C>T alleles
frequencies are highly heterogeneous among differenpopulations
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?typse&rs=57302492,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?typegars=2080390 and
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cqi?typeSars=13421115). The samples
analyzed in this study proceeded from the citiesSalvador and Feira de Santana, both
belonging to Bahia state, at Brazilian NorthernaagAs Brazil is a South American nation
characterized by the admixture of several ethnimugs such as Portuguese, Africans,
indigenous tribes and a variety of other Europeamigrants, the contribution of these
different ethnic groups varies among the diffenagions of Brazil. In Northern Brazil, the
most important contributions to the gene pool regoe from Europeans and Africans, and
there is a smaller influence of Amerindians, asnsh the city of Salvador (capital of the
state of Bahia) (Salzano & Freire-Maia, 1967; QuleJacques & Salzano, 1999; Alves-
Silva et al., 2000; Costa et al., 2010). Our adleleequencies results from the p.K313l,
€.941C>T and ¢.983C>T polymorphisms (Table 1) wegher than the African American
and European alleles frequencies previously regorféhis could be explained by the
miscegenation suffered by Brazilian population dgrihe colonization period, which could
interfere in the allele frequencies of sevéoai due to the contribution from different ethnic

groups.
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The p.K313Il polymorphism resulted in a substitutfoom Lysine (K) to Isoleucine
() amino acid at the end of the Carbohydrate Reitimyp Domain of the protein (position
313). The magnificence of hydropathy and transmambrprofiles and the reduction of
hydrophilicity, accessibility and antigenicity pilek at this polymorphism site, as resulted of
the physico-chemical analysis, could diminish th&H gp120 access to this CRD region
and affect HIV-1 entry through Langerin. Howevdristmutation did not alter the protein
secondary structure prediction and when HIV-1 itddcand non-infected individuals were
compared it was not observed a statistically sigait difference in the allelic and genotypic
frequencies in our population, suggesting that tiigtation do not interfere in HIV-1

susceptibility.

In summary, the results presented in this studgeasigthat the mutations detected in
the promoter and CRD encoding regions of the hubzargeringene (-577T>C, -517T>C, -
160T>C, p.K313l, ¢.941C>T and c.983C>T) are notoaissed with HIV-1 infection
susceptibility. Since this is the first study tivatestigateLangeringene mutations in HIV-1
infected individuals, we believe that more exteasiwuman genetic variations analyses

should be taken in order to understand the Langeaijor role in HIV-1 infection.
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Figure 1. Physico-chemical analysis of wild and awed alleles of p.K313I polymorphism.
A. Hydrophilicity for wild allele and hydrophilict for mutated allele, respectively. B.
Hydropathy for wild allele and hydropathy for maatallele, respectively. C. Accessibility
for wild allele and accessibility for mutated afietespectively. D. Transmembranous helices
for wild allele and Transmembranous helices forated allele, respectively. E. Antigenicity

for wild allele and antigenicity for mutated alletespectively.



Table 1- Allelic and genotypic frequencies of -577T>C, -52ZT -160T>C, p.K313l, ¢.941C>T and ¢.983C>T mutasan HIV-1 infected and

non-infected individuals

Mutation HIV-1 infected individuals HIV-1 non-infec ted individuals

Genotypes (%) Alleles (%) Genotypes (%) Alleles (%

-577T>C TIT (%) T/C (%) C/C (%) T (%) C (%) TIT (%) T/IC (%) CIC (%) T (%) C (%)

112 (96.5) 4 (3.5) 0(0.0) 228(983)4(L.7) 97(99.0) 1(1.0) 0(0.0) 195(99.5) 1)J05

-517T>C TIT (%) T/IC (%) C/C (%) T (%) C (%) TIT (%) T/IC (%) CIC (%) T (%) C (%)

93(80.2) 22 (19.0) 1(0.8) 208 (89.7R4 (10.3) 73 (74.5) 24(245)  1(1.0) 170(86.7) (28.3)

-160T>C  T/T (%) T/IC(%) CIC (%) T (%) C(%) T/T(%) T/IC(%) CIC(%) T (%) C (%)

22(20.0)  65(59.1)  23(20.9) 109 (49.5)11 (50.5) 23 (23.2) 46 (46.5) 30(30.3) 92 (46.3)06 (53.5)

p.K313I  T/T (%) TIA(%) AA%) T (%) A%)  TIT (%) TIA(%) AA%) T (%) A (%)

100 (80.6) 23 (18.6) 1(0.8) 223(89.9p5(10.1) 77(78.6) 21(21.4) 0(0.0) 175(89.3) (PL7)

c.941C>T CIC (%) CIT (%) T/IT(%) C(%)  T(%) CIC(%) CIT%) T/T(%) C (%) T (%)

87 (70.2) 33 (26.6) 4(32) 207 (83541 (16.5) 70(71.4) 24(245) 4(41) 164(83.7) (Br3)

c.983C>T CIC (%) CIT (%) T/IT(%) C(%)  T(%) CIC(%) CIT®%) T/T(%) C %) T (%)

74 (59.7) 47 (37.9) 3(2.4) 195(78.6p3 (21.4) 52(53.1) 43(43.9) 3(3.0) 147 (75.0) (28.0)

99
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5.3- ANALISES COMPLEMENTARES

5.3.1- PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS INDIVIDUOS INFECT2OS PELO
HIV-1

A populacéo de individuos infectados incluidos tenestudo consta de 118 mulheres
e 6 criancas todas HIV-1 positivos. De acordo caalod coletados dos prontuarios, o perfil
epidemioldgico da amostra refere-se a uma populdedmaixa escolaridade com 59,6% dos
individuos analfabetos, 11,0% apresentando nivsicbade escolaridade e apenas 0,7%
possuiam nivel médio (Figura 19). Nao foi encortnaenhum individuo com nivel superior.
Baseado na auto-denominacao para cor da pele, Ipdagimminio de individuos de cor parda
(44,1%), seguidos por brancos (36%). A minoria ekesindividuos (5,2%) se auto-
denominou como tendo cor negra (Figura 20). Aas#io financeira € limitada, sendo a
grande maioria dos pacientes infectados (81,6%pifleados como Classe E (Figura 21). A
totalidade da amostra é heterossexual, excetuamdoiancas que entraram no escopo de
“sem orientagao” (Figura 22). A via de transmisdadilV-1 entre as mées, na sua maioria,
foi horizontal (66,2%) e a totalidade entre asrg@s foi vertical (16,2%). Observou-se
também a transmissao do HIV-1, nesta populacado,yss de drogas injetaveis (2,2%) e por
transfusdo sanguinea (1,5%) (Figura 23). A popolagdn estudo possui uma
heterogeneidade grande referente ao tempo de @atame ao aparecimento de
manifestacbes clinicas relacionadas a infeccdo H&61. Entretanto, a grande maioria
(80,1%) possui cinco anos ou menos de tratamermodos que 69% dos individuos

apresentaram menos de dois sintomas relacionadéecaao por ano.
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Figura 19- Nivel de escolaridade dos individuosdtddos pelo HIV-1 de Feira de Santana,
Bahia
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Figura 20- Caracterizagdo dos pacientes infectpdlis HIV-1 de Feira de Santana, Bahia,
de acordo com a auto-denominagé&o para cor da pele
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Figura 21- Caracterizacdo dos pacientes infectpdlis HIV-1 de Feira de Santana, Bahia,
de acordo com a classe social baseada na rendiafai@iasse E compreende individuos
gue pertencem a familias com até 2 salarios mini@@sse D compreende individuos que
pertencem a familias que somam entre 2 e 4 saldiiisnos de renda e Sem classificacdo
refere-se a auséncia de dados).
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@ Heterossexual @ Sem orientagéo* Dados ausentes

Figura 22- Orientacao sexual dos pacientes infestpdlo HIV-1 de Feira de Santana, Bahia

* Sem orientacédo refere-se as criancas menored deds participantes do estudo

@® Horizontal @ Vertical
) Drogas injetaveis @ Transfusdo sanguinea
@ Dados ausentes

Figura 23- Caracterizagao dos pacientes infectpdiosHIV-1 de Feira de Santana de acordo
com a via de transmissao do virus
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6.0- DISCUSSAO

Diversos fatores do hospedeiro e do HIV-1 tém siaesociados com a
susceptibilidade a infeccédo pelo virus e com olnieereplicacdo viral pos-infeccdo em
diferentes individuos infectados. Algumas variacgenéticas nesses organismos ja estao
bem caracterizadas como determinantes na sustidpiilei & infeccdo pelo HIV-1 e na
progressao para a AlIDS. Entretanto, é possivebgtres fatores ainda néo identificados do
hospedeiro estejam relacionados com o controlenfdgdo pelo virus (FELLAYet al,
2001; KAWASHIMA et al, 2009; LIUet al, 1996; ROGER®t al, 2010; SCHMITZet al,
1999).

No contexto da transmissao sexual do HIV-1, a formaés comum de infecgao por
este virus no mundo, as LCs s&o o primeiro sulttgp®Cs que entram em contato com o
virus. Estas células expressam, exclusivamenteptaipa Langerina, na sua superficie. A
Langerina tem a capacidade de internalizar o HlWas LCs, através de seu CRD, e
direciona-lo aos Granulos de Birbeck, que, por wem® pode impedir a infeccdo destas
células através da degradacédo viral. Sendo assmmyne epitélio genital intacto, as LCs
podem reduzir e até mesmo evitar a infeccdo peM-Hbevido a sua destruicdo nos
Granulos de Birbeck (DE WITTEt al, 2007; DE WITTE et al, 2007; HIRBOD et al,
2009; TADA et al, 2006; TURVILLEet al, 2002; VAN DER VLIST & GEIJTENBEEK,
2010).

Pelo fato da Langerina interagir com a gp120 \atehvés de seu CRD, é posssivel
que variacdes neste dominio protéico possam afeta interacao e interferir na entrada do
HIV-1 nas LCs através da Langerina. Além dissoiagéies na regido promotora do gene da
Langerina também podem afetar sua expressao ndisigeelular, o que também poderia
interferir na susceptibilidade a infeccdo pelo HIVEntretanto, como as LCs também co-
expressam as moléculas CD4 e CCR5, em carga \eahda e/ou na incapacidade de
interacdo entre a Langerina e a gpl120 viral, deeid@riagbes na propria Langerina, por
exemplo, o HIV-1 pode entrar nas LCs através doamiemo classico de infeccdo: via
CD4/CCR5, o que, por sua vez, evitaria a destrud@wirus nos Granulos de Birbeck e
facilitaria a infeccdo das LCs e a transmissdo dd-Hpara os linfocitos T CD4(DE
WITTE et al, 2007 DE WITTE et al,, 200?; FEINBERGet al, 2010; SCHWARTZ, 2007;
VAN DER VLIST & GEIJTENBEEK, 2010; WARZL®et al, 2006).
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A proteina CCR5 age como correceptor para as c®mgo HIV-1 e sofre
modificacdes pés-traducionais em aminoacidos effpexidos dominios N- e C-terminais
que sdo importantes para sua interacdo com a gpitdl levando a fusdo entre as
membranas e a infeccdo da célula-alvo. Por estévananutacbes no gen€ECRS5 que
alteram aminoacidos nesses dominios proteicos paaenferir na habilidade de ligacdo da
CCR5 a gpl20 e afetar a entrada do HIV-1 (FARZ&NL, 2000; O'BRIEN & MOORE,
2000; SAMSONet al,, 1996; SLATER-HANDSHYet al, 2004).

Neste estudo, nés observamos a existéncia dentrég;des na regido promotora do
genelLangerina(-577T>C, -517T>C e -160T>C) que, de acordo comaradises realizadas
com a ferramenta Matlnspector, levaram a criagéoodes sitios de ligacao para fatores de
transcricdo. Entretanto, ndo foi observada umaedifga estatisticamente significante quando
as frequéncias alélicas e genotipicas das tré;ordgdoram comparadas entre os individuos
infectados e nao-infectados pelo HIV-1. Como o Kikctor é uma ferramenta que utiliza
uma matriz com todos os sitios de ligacao paradatde transcri¢cdo ja descritos, € possivel
que a criacao dos novos sitios, sugeridos pelanfiemta apds as substituicdes nucleotidicas,
nao tenham um verdadeiro impacto na funcédo dagd.Gse os fatores de transcricdo que se
ligam aos novos sitios de ligacao criados por essaacdes podem ndo ser encontrados nas
LCs. Além disso, ndo existem estudos funcionais aprdirmem ou refutem os resultados

apresentados pelas analises realizadas no Mattospec

O estudo da regido do gebangerinaque codifica para 0 CRD da proteina revelou a
existéncia de trés polimorfismos ja descritos tadiura: ¢.941C>T (rs2080390), ¢.983C>T
(rs13421115) e p.K313I (rs57302492). O SNP p.K3&8ulta na substituicdo de uma lisina
(K) por uma isoleucina (I) no final do CRD da Lariga (posicdo 313). Esta mutacao
aumentou os perfis de hidrofobicidade e de hélitamsmembranares e diminuiu os perfis
de hidrofilicidade, acessibilidade e antigenicidade sitio protéico que envolve o
polimorfismo, como resultado das andlises fisicmrigas realizadas, o que poderia diminuir
0 acesso da gpl20 a esta regido do CRD e afetairagl@ do HIV-1 através da Langerina nas
LCs. Entretanto, a mutacdo p.K313l ndo alterou edipfo da estrutura secundaria da
proteina e quando as frequéncias alélicas e geradiplos individuos infectados e néao-
infectados pelo HIV-1 foram comparadas, ndo foieobsda uma diferenga estatisticamente
significante, sugerindo que esta mutacdo ndo ereema susceptibilidade a infeccdo pelo

HIV-1 através da Langerina.
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Em relacdo ao estudo da regido do ge@&5que codifica para o dominio N-terminal
da proteina, foi observada uma mutagdo ndo-sinéapeaas em individuos nao-infectados
pelo HIV-1: a mutacdo p.L55Q. Esta mutacéo é caraeida pela troca de um aminoéacido
apolar (leucina ou L) para um aminoacido polartgghina ou Q) que, de acordo com as
analises fisico-quimicas e de modelagem por horiekbg proteina realizadas, aumentou o
perfil de flexibilidade desta regido proteica eemti a estrutura tridimensional da CCR5 e a
carga eletrostatica, respectivamente. Esses rdsslfgoderiam indicar que, uma vez que a
mutacéo p.L55Q esta localizada préxima a regid@CR5 que de fato interage com a gp120
do HIV-1, a qual compreende o aminoacido 2 ao 18aioinio N-terminal, essa mudanca de
aminoacido interfere na conformacdo do dominio Neal da CCRS5, possivelmente
afetando a regido de interacdo viral e a ligacdogpdd20 a este dominio proteico,

consequentemente.

Além disso, a mutacao p.L55Q apresentou uma difarestatisticamente significante
entre os individuos infectados e nao-infectados pY/-1 quando suas frequéncias alélicas
e genotipicas foram comparadas. Sendo assim, ap@ise de todos esses resultados, pode-
se sugerir que essa alteracdo de aminoacido padesiterir na entrada do HIV-1 na célula
através do correceptor CCR5. Entretanto, para moafi essa hipétese e entender o
verdadeiro papel da mutagdo p.L55Q na infeccdo H&G1 é necessaria a realizacdo de
estudos adicionais com o intuito de comparar auffrgia da mesma em individuos com
diferentes perfis de infeccdo e verificar, atradésrealizacdo de analises de ancoramento
molecular, se essa mutacao interfere na estal@idadnteracéo entre o dominio N-terminal
da CCR5 e a gp120 do virus.

As trés mutacBes observadas na regido do &5 que codifica o dominio C-
terminal da proteina (c.3,765C>T, ¢.3,777A>T e833A>G) ndo causaram alteracdo na
sequéncia de aminoacidos da proteina. O numerauthges detectadas nessa regido génica
demonstra que a mesma é mais divergente do qugéa e codifica o dominio N-terminal
da proteina, sugerindo que o dominio C-terminaL@#&k5 sofre uma menor pressao seletiva
quando comparado com o dominio N-terminal, provaeete, devido a sua localizacdo na

regido citoplasmatica da célula.

Em resumo, os resultados apresentados por ess#o esigerem que as mutacoes
detectadas na regido promotora do dearggering na regiao codificante do CRD da proteina

Langerina e na regido do ge@€R5 que codifica o dominio C-terminal da proteina nao
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apresentam um papel na susceptibilidade a infepeBimHIV-1 e que a mutagédo p.L55Q,
encontrada no dominio N-terminal da CCR5 em indiofdnao-infectados pelo HIV-1, pode
afetar a infeccdo pelo virus por um mecanismo aimta completamente compreendido.
Sendo assim, novos estudos de variagcfes genéticagnhs devem ser realizados com o

intuito de se compreender melhor o papel da Langerida mutacéo p.L55Q do dominio N-
terminal da CCR5 na infecg&o pelo HIV-1.
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7.0- CONCLUSOES

* A mutacaamissens®.L55Q identificada na proteina CCR5:

- N&o alterou nenhum sitio de modificacao pos-tramhal nem a estrutura secundaria da
proteina;

- Aumentou os perfis de acessibilidade e flexihilid da proteina;

- Alterou a estrutura tridimensional da proteina earga eletrostatica do dominio N-
terminal da CCR5

- Apresentou diferenca estatisticamente signifeamtas frequéncias alélicas e
genotipicas entre os individuos infectados e nfaziados pelo HIV-1.

* As mutacgdes silenciosas c.3,765C>T, ¢.3,777A>T.3e881A>G identificadas no gene
CCR5nao apresentaram diferenca estatisticamente is@gmi€ em relacdo as frequéncias
alélicas e genotipicas entre os individuos infaxtasl ndo-infectados pelo HIV-1, sendo que
as mutagbes ¢.3,765C>T e ¢.3,777A>T caracterizammemo sitios polimoérficos nas

populacdes analisadas.

* As mutagdes 577T>C, -517T>C e -160T>C foram idmatifas na regido promotora do gene
da Langerina, sendo que:
- A mutacao -577T>C criou um sitio de ligacédo parator de transcricdo HOXB9.01 com
similaridade de 1.0;
- A mutacgdo -517T>C criou um sitio de ligacdo paréator de transcricdo NFAT5 com
similaridade de 1.0;
- A mutacédo -160T>C criou sitios de ligacdo parafaisres de transcricdo STAT6.01 e
ETV1.02 com similaridades de 0.94 e 0.961, respattente, e excluiu os sitios de ligagdo
para os fatores de transcricdo MEL1.03 e NF1.01;
- N&o apresentaram diferenca estatisticamente signté nas frequéncias alélicas e

genotipicas entre os individuos infectados e néaxiados pelo HIV-1.

» Das mutacOes observadas na regido codificante dd d@R_angerina (p.K313l, ¢.941C>T e
€.983C>T):
- A mutacdo p.K313l aumentou a hidrofobicidade kcag transmembranares e reduziu os

perfis de hidrofilicidade, acessibilidade e antigetade.
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- A mutacdo p.K313l ndo alterou nenhum sitio de ifra@t6es pos-traducionais nem a
estrutura secundéria da proteina.
- Nao apresentaram diferenca estatisticamente fisgmie nas frequéncias alélicas e

genotipicas entre os individuos infectados e néexiados pelo HIV-1.
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9.0- APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de pesquisa.

“Variabilidade genética dos isolados do HIV-1, em mlheres e criancas infectadas de Feira de
Santana”.

Pesquisadores: Prof. Dr. Luiz Carlos Junior Alcén{@®rientador ) e Dr Edson de Souza Santos.

Assino o presente Termo de Consentimento Livreatakeido, que foi por mim lido e entendido
nos seguintes aspectos:

Que o presente estudo, pretende verificar as \atésdgenéticas dos isolados do virus HIV-1, nas
mulheres e criancas infectadas deste Centro deréRefas de DST/HIV de Feira de Santana,

possibilitando um melhor conhecimento da doencaaerslagcdo com evolucao clinica . Isto podera
trazer melhores beneficios para 0 acompanhamert@alcentes. O presente estudo faz parte do
trabalho de dissertacé@o, para o Curso de Pos- égaduem Medicina e Saude Humana, nivel de
Mestrado,da Fundacéo para o Desenvolvimento dai@idascola Bahiana de Medicina.

Inicialmente o pesquisador ira coletar 02 (dois)dalsangue, no momento em que serd coletada
amostra para 0s exames de rotina das pacierdssquais serdo encaminhados ao LASP,
Laboratério Avancado de Saude Publica, Centro dsqitsa Gongalo Muniz(CPqGM) da Fundacao
Osvaldo Cruz, localizado em Salvador a Rua Walddrm#rdo, em Brotas onde serdo realizados os
exames de biologia molecular, que permitir@miificar os variantes genéticos do HIV-1.

Apos o conhecimento dos resultados, estes serassagos aos médicos assistentes das pacientes,
que as informardo no momento propicio, no CergrBeferéncias DST/HIV

E importante ressaltar, que a realizacdo destujsesndo acarretara nenhum custo aos pesient
envolvidos. E garantido também, que ndo serdageem hipétese alguma o nome e/ou dados que
possam identificar os envolvidos, mantendo-s@rincipio da sigibilidade absoluta. A participacao
nesta pesquisa € voluntaria e a qualqguer momemdividuo podera sair dela, além do que as
davidas poderdo ser tiradas, a respeito do teom,as pesquisadores ou com as instituicdes
envolvidas neste estudo, e com o Comité deaHtir FBDC, Escola Bahiana de Medicina,
localizado Av D.Jodo VI, 274 Brotas, Salvador ,8&P, 40-290-000.

Os resultados deste estudo,serdo publicados estagvhédicas e/ou congressos, mas o nome dos
participantes ndo sera citado . A recusa em qiaati desta pesquisa na me causard nenhum
prejuizo,nem interrupgédo, ou alteracao no tipossésténcia que venho recebendo.

Feira de Santana, de de 2007

PartiCipante. -—-=---rn=rrm=rereom e e e e RG-------------

o [ Lo To (o] RG-----------
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10.0- ANEXO

? FUNDAGAQ BAHIANA PARA DESENVOLVIMENTO DAS CIENCIAS
P endacio Babinns ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

para Desenvolvimento
_gdas Citncias

¢
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Salvador, 22 de fevereiro de 2008.

DOC.N. 013/2008

REFERENTE AO PROTOCOLO N. 86/2007

“Variabilidade genética dos isolados do HIV-1 em mulheres € criancas infectadas de Feira de Santana

3

Pesquisador: Dr. Luiz Carlos Jinior Alcantara.

O Comité de Ftica em Pesquisa da Fundagdo Bahiana para o Desenvolvimento das Ciéncias,
ap6s a anilise do ponto de vista bioético do Protocolo acima citado considera que o Protocolo
atende aos principios éticos em pesquisa em seres humanos, segundo a Resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP CNS-MS). Diante do exposto julga o
protocolo supracitado como APROVADO.

Lembramos a necessidade do envio de ralatério anual do andamento da pesquisa, dentro do

cronograma citado no mesmo protocolo.

Profa. Dra. Crisostomo
Coordenadora do CEP/FBDC.

[Imo. Sr.

PROF. LUIZ CARLOS JUNIOR ALCANTARA
Rua Cicero Simdes, 225 — Apart. 301 - Pituba
CEP.41.830-475 ~ Salvador-Bahia.

Av. D. Jodo VI, 274 - Brotas / CEP 40285-001- Salvador-Ba
Fones: (071) 2101-1900 - Email: cgeral-comite@fbdc.edu. br— www.fbde.edu.br



