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Influéncia dos geneKIR eHLA de classe | na patogénese do HIV-1/aids em paciesida
regido noroeste do Estado do Paran4, Brasil.

RESUMO:
Introducdo: O objetivo desse estudo foi investigar a contagemélulas NK e a associacao
dos geneKIR e HLA de classe | com a infeccdo pelo HIV-1 e progresiséaids Métodos:
Foram coletadas 99 amostras de sangue de indivpduaso grupo controle e 99 para o grupo
HIV. A quantificacéo das células NK foi realizadgdgmetodologia de citometria de fluxo e as
tipificacdes dos genes HLA de classe | e KIR peétado de PCR-SSOR. A analise estatistica
foi realizada pelo teste do Qui-quadrado com céoede Yates ou Teste de Fisher, para as
variaveis categoricas, e o teste de Mann Whitneg pariaveis continuafkesultados: A
contagem de células NK foi menor no grupo HIV etag&o ao controle e no grupo aids em
relacdo ao sem aids. O aldll A-A*68:02 e o haplétipoHLA- A*68_C*07 foram mais
frequentes no grupo HIV em relacdo ao grupo caoatflaleloA*01:01 e alguns haplétipos
formados por esse alelo foram mais frequentes opogaids em relacdo ao sem aids. A
frequéncia da combinacdo KIRD3L1-Bw4/Bw4 foi maioo grupo HIV em relacdo ao
controle.Conclus6es:O presente estudo mostrou que a contagem de cBIKlés menor no
grupo de pacientes HIV em relagéo ao controle grapo aids em relagcdo ao sem aids. Em
relacdo ao polimorfismo genético, houve suscefdule a infeccédo pelo HIV-1 na presenca
do aleloHLA-A*68:02 e do haplotipoHLA-A*68 C*07. O aleloA*01:01 foi associado a
progressao para a aids, assim como alguns hamdfipmados por esse alelo. Os grupos
alélicosB*35, B*51, B*44 e B*08se mostraram importantes na progressao para &aloen
apenas quando associados formando haplétipos. [Bgiioeaos gend€IR, houve associacao
do gene&KIR3DL1com seu ligantelLA-Bw4em homozigoze com a infeccao pelo HIV-1.
Palavras-chave:Virus da immunodeficiéncia humana 1; Genes MHGsdd; Polimorfismo
genético; Receptores KIR; Células natural killer.



Influence of KIR and HLA class | genes in the pathogenesis of HIV-1/aids patients from
northwest region of Parana State, Brazil.

ABSTRACT
Introduction: The aim of this study was to investigate the NK ceunt and the association
of KIR and HLA class | genes with HIV infection apbgression to AIDSVlethods: 99 blood
samples from individuals were collected for thetomingroup and 99 for the HIV group. The
quantitation of NK cells was performed by flow aytetric methodology and classifying the
KIR and HLA genes by PCR-SSOR. Statistical analysis performed by Chi-square test with
Yates correction or Fisher's exact test for categbvariables and the Mann-Whitney test for
continuous variable®kesults: The NK cell count was lower in the HIV group comgrto the
control group and aids group in relation to withaigls. TheHLA-A*68:02allele and théiLA-
A*68_C*07 haplotype were more frequent in HIV group comparethe control group. The
A*01:01 allele and some haplotypes formed by this alledeawnore frequent in the aids group
in relation to without aids. The frequency of KIRIO3Bw4 / Bw4 combination was higher in
the HIV group compared to the contr@onclusions: This study showed that NK cell count
was lower in the group of HIV patients in the cohgroup and AIDS in relation to without
aids. In relation to genetic polymorphism, thereswgasceptibility to HIV-1 infection in the
HLA-A*68:02 and HLA-A*68_C*07 presence. TheA*01:01 allele was associated with
progression to aids, as well as some haplotypesdrby this allele. ThB*35, B*51, B*44
and B*08 allelic groups proved to be important in diseasegpssion associated only when
forming haplotypes. RegardingJR genes, there was association ofKhi@3DL1gene with its
HLA-Bw4ligand in homozygous with HIV-1.
Keywords: Human immunodeficiency virus 1; MHC Class | Gern@snetic Polymorphism;

KIR Receptors; Natural Killer Cells.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCAO:

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids)doanca provocada pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e é caracterizadaa p@ehunossupressao profunda com
infec¢des oportunistas associadas, tumores malgdegeneracédo do sistema nervoso central
(ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012). Foi reconhecida fee primeira vez em 1981, mas
somente em 1983 o virus foi descoberto e caraatByizomo agente etioldgico da doencga. O
teste sorolégico para deteccédo de anticorpos kerdelvido nessa mesma época e mostrou
que a infeccao pelo HIV estava concentrada em heemaais masculinos, usuarios de drogas
intravenosas e hemofilicos (BLATTNER, GALLO e TEMIRNB88).

O HIV pode ser transmitido sexualmente, por pratlegterossexuais e homossexuais,
0 que o caracteriza como uma doenca sexualmensatissivel (DST). Ainda, o contagio pode
ocorrer de mée para filho, por meio de sangue nuntdo decorrente da utilizacdo de produtos
hemoterapicos infectados, compartiihamento de agulltontaminadas e acidentes
ocupacionais. O risco de adquirir a infeccdo pel% lurante o ato sexual aumenta
significativamente na presenca de outras DSTsicpgasexuais agressivas e se 0 parceiro for
HIV positivo com carga viral elevada. Por contapdeticularidades morfofisiologicas, as
mulheres apresentam maior probabilidade de adddi¥rdurante ato sexual que os homens
(KLIMAS, KONERU e FLETCHER, 2009).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

De acordo com doint UN Programme on HIV/AID@NAIDS), 36,9 milhdes de pessoas
no mundo s&o portadoras do HIV, das quais ceré&b¥ese encontram na Africa, 14% na Asia
e 5% na América Latina. A Africa Subsaariana cémst epicentro da epidemia de HIV,
possuindo a maior taxa de infeccdo do mundo e armadporcdo de casos novos, cerca de
4.000 casos novos todos os dias (UNAIDS, 2015).

Menos de 20 milhdes dos portadores do HIV no mestio diagnosticados e apenas 15,8
milhdes estdo em tratamento antirretroviral. DeXa@0, 25,3 milhdes de pessoas morreram de
doencas relacionadas com a aids. Em 2014, cer2anuthdes de pessoas foram infectadas
com o HIV (UNAIDS, 2015).

No Brasil, desde o inicio da epidemia até junh@®@#5, foram registrados 798.366
casos de HIV/aids. Destes, 65 % sao representadb®mens e 35% por mulheres. Individuos

com idade entre 25 e 39 anos representam a maicewwacado dos casos de aids; entre os
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homens, essa faixa etaria corresponde a 53,6%re,ammulheres, 49,8% do total de casos.
Nos primeiros 15 anos da epidemia no Brasil, oe<a® HIV/aids se concentravam nas
capitais da regido Sul e do Sudeste. Nos anosrdeguiouve uma expansdo da concentracao
para regido Nordeste e Centro-Oeste e atualmeamtgo o territorio nacional. As regides Sul

e Sudeste apresentam a maior parte dos casos daids$l\sendo que Porto Alegre é a capital
com maior taxa de deteccdo da doenca, 94,2 casaada 100 mil habitantes (BRASIL,
2015). No Parana, o numero de individuos com HEyisteado nesse periodo foi de 44.460
(PARANA, 2015).

A transmissao vertical representa a principal weatdnsmissédo do HIV entre os
individuos menores de 13 anos. Entre o grupo coan8 ou mais de idade, a principal via de
transmissao é a sexual. Em 2014, essa categorgspondeu a 95,4% entre os homens e 97,1%
entre as mulheres. Entre os homens, observa-seresorpinio da categoria de exposi¢do
heterossexual, porém, tem-se observado uma teddaeciumento na proporcao de casos em
homens que fazem sexo com homens (HSH) nos Ultiemanos, a qual passou de 34,9% em
2005 para 44,9%em 2014. A proporcao de usuariosadms injetaveis (UDI) infectados pelo
HIV-1 esta diminuindo ao longo dos anos em todoasB(Figura 1) (BRASIL, 2015).

T T I T T T T I T
2008 2009

2007 2010 2011 2012 2013 2014

100%

0%
BO% -
T0%
B0% -
50% -
40%
0% -
0% -
10% -
0% - T T
2005 2006

HHSH MHeterossexual BUDI  BHemofilico M Transfusdo M Transmissdo vertical

Ano de diagndstico

Figura 1. Distribuicdo percentual dos casos de e homens de 13 anos
ou mais segundo categoria de exposi¢cdo por andadaastico. Brasil,
2005 a 2014.

FONTE: BRASIL, 2015.

Em 2014, haviam 734.000 pessoas vivendo com Hipam®e a prevaléncia da infeccao
ficou estimada em 0,4% da populacdo. Neste mesmpestima-se que ocorreram 44.000
novas infecgdes pelo HIV e 16.000 mortes relaciasai aids no Brasil. Desde o inicio da
epidemia de aids até dezembro de 2014, foram aggistquase 300 mil ébitos tendo como

causa basica a aids. Do total de ébitos por agistrados, 71,2% ocorreram entre homens e
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28,8% entre mulheres (BRASIL, 2015). No Paranaxa tle mortalidade por aids, mantém-se
estavel nos ultimos 9 anos, oscilando entre 5,09abbitos por aids por ano por 100.000
habitantes entre 2007 e 2015. Na 152 Regional déeSaram registrados em 2015 registados
4,5 obitos por 100.000 habitantes (PARANA, 2015).

1.3 AESTRUTURA DO HIV

O HIV é uma particula esférica, com 100 a 120 nndideetro, pertence ao género
Lentivirinae e familiaRetroviridaee apresenta em seu ndcleo duas copias de RNAdd&aca
simples, encapsuladas por uma camada proteica enualope externo composto por uma
bicamada fosfolipidica (Figura 2). O genoma do ki&ui trés principais genes que codificam

as proteinas estruturais e enzimas vigasgy, env e polSTEFFY e STALL, 1991).

PROTEINA DO
ENVELOPE gp120
PROTEINAS

MATRIZ p17
PROTEINA DO

ENVELOPE gp41

MEMBRANA RNA

LipiDIcA

TRANSCRIPTASE
REVERSA

CAPSIDEO P24

Figura 2. A estrutura do HIV-1.
FONTE: BRASIL, 2014.

O genegag codifica as proteinas estruturais do nucleo, oegamv codifica as
glicoproteinas, gp120 e gp4l, que sdo encontraal@nvelope viral e o gergol codifica a
enzima transcriptase reversa, a integrasse e amanzia protease viral, necessarias a
replicacdo do HIV. Além destes, o HIV possui outBogenes reguladores, os getsds ver,
vif, nef, vpre vpu, cujos produtos regulam a replicacao viral e evagdsistema imunoldgico
(STEFFY e STALL, 1991).

Andlises filogenéticas dividem o HIV em tipo 1 eQ.tipo 1 € o responsavel pela
pandemia mundial. HIV-1 & subdividido em 4 grupgsipo M, N, O e P. A maioria das
infec¢Bes ocorre com HIV-1 do grupo M, o qual @dihciado em 9 subtipos (A, B, C, D, F,
G, H, J e K). Os subtipos A e F, por sua vez, sédigididos em Al, A2, A3, A4 e A5, e em
F1 e F2, respectivamente. Quando ocorre transfar@gc material genético entre virus de

linhagens diferentes, no caso de um individuo cafec¢do mista, surgem as formas
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recombinantes. Caso a transmissao de uma formanbéitante tenha sido documentada em
mais de trés individuos, passa a ser denominada domrma recombinante circulante.
(ROBERTSON et al., 2000)

1.4 RESPOSTA IMUNE

A defesa contra micro-organismos € mediada pode=aipiciais da imunidade inata e
tardias da imunidade adaptativa. A imunidade ipatgorciona a primeira linha de defesa
contra o HIV. Possui, como mediadores, barreirgsisd$ e quimicas (epitélios e substancias
guimicas produzidas pelas células epiteliais),l@gltagocitarias (neutréfilos e macréfagos),
células dendriticas e células Natural Killer (c&uNK), proteinas do sistema complemento e
citocinas. Ao contrario da imunidade inata, quegesposta sem uma sensibilizacdo prévia, a
imunidade adaptativa € estimulada pela exposicdageante infeccioso. Dentre as células
efetoras da imunidade adaptativa estdo os linf@cit@CD4+, responsavel pela producédo de
citocinas que tem a funcéo de auxiliar a respostee; linfécitos T CD8+, que se diferenciam
em linfocitos T citotoxicos (CTL) que destroem adutas que contém o virus em seu
citoplasma e linfécitos B, responsaveis pela praduge anticorpos (ABBAS, LICHTMAN,
PILLAI 2012).

1.5 CELULAS NK E HIV

Células NK sao efetores que desempenham um pdpeamée na imunidade inata,
principalmente na vigilancia tumoral e na defesatreoos virus, pela sua capacidade de lise
celular, sem sensibilizacao prévia, e pela prodagioitocinas e quimiocinas que mediam a
resposta inflamatoria. Sdo derivadas de precurstagsedula 0ssea e apresentam-se como
grandes linfécitos com numerosos granulos citopfdiems. Pelo seu fendtipo de superficie e
sua linhagem, ndo sao linfécitos T nem B, congtitde 5 a 15% das células mononucleares
do sangue e baco e sdo raras em outros 6rgaaddiaf@ RINCHIERI, 1989).

Durante a resposta imune inata, varias alterac@esremn sobre as células NK
provocadas pelo HIV, como alteracdes na distrilbugi@s seus subconjuntos e da expresséo de
receptores NK, que prejudicam a sua atividade (MAWI et al., 2005; MARTIN E
CARRINGTON, 2013; LUGLI E MAVILIO, 2014). Essas oéhs podem ser divididas em duas
subpopulacdes, de acordo com o nivel de expres&D86 e CD16 em sua superficie: 0s
linfocitos CD56"" CD16™9% os linfécitos CD58™ CD16°S(LANIER et al., 1986a; LANIER
et al., 1986b; COOPER, FEHNIGER, E CALIGIURI, 200®s linfécitos CD5B'9" CD18'¢9
definem-se por possuirem uma capacidade elevagaodeicdo de citocinas e quimiocinas
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reguladoras, exibindo simultaneamente uma baix&ogitcidade e baixa expressao de CD16.
Os linfocitos CD58™ CD16° definem-se por manifestarem uma baixa capacidade d
producao de citocinas e quimiocinas, porém altdaxicidade e, ainda, por expressarem niveis
elevados de CD16 (LUGLI E MAVILIO, 2014). No sanqueriférico de individuos saudaveis,
células NK CD58MCD16° sdo maioria, representam 90% das células NK eintes,
enquanto que as células NK CO%8'CD16"*9s&0 um menor grupo (LANIER et al., 1986b).

Apos a infeccdo pelo HIV-1 ocorrem alteracfes ndscaenjuntos das células NK,
ocorrendo um aumento do subconjunto das células6®DED16° e diminuicdo do
subconjunto CD589" CD16Y Com a progressdo da infeccdo ocorre um declinio d
subconjunto CD58"CD16°°e simultaneo acimulo do subconjunto CIS86D16°°S que n&o
demonstrou capacidade de producdo e secrecao abtnag (ROBERTSON et al., 2000;
MARTIN E CARRINGTON, 2013)Embora as células NK CD%8 CD16* existam em
individuos saudaveis, sao raras e representam goepe percentual do total de células NK
do sangue (MAVILIO et al., 2005; BJORKSTROM, LJUNBEN e SANDBERG, 2010).

Durante a infeccdo crénica pelo HIV-1, a citotostazde das células NK, assim como a
sua producao de citocinas, estdo diminuidas (BRUMEHUDSPETH, e MAVILIO, 2010).
Esta perda da atividade pode estar associada @umento dos subconjuntos das células NK
que expressam niveis de CD56 relativamente baGd5§°°CD16°9. Além disso, 0 aumento
desse subconjunto de células pode influenciar alpgfo total das células NK (MAVILIO et
al., 2005).

1.6 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

O complexo principal de histocompatibilidad#o (inglés: major histocompatibility
complex-MHC), que no ser humano é denominado sistema awatigeicocitario humano (do
inglés:Human leukocyte antigerHLA), esta localizado no braco curto do cromossomo 6. A
regido do MHC contém mais de duzentos genes, mddesquais codificam proteinas que
apresentam funcdes imunoldgicas. Estas fun¢desoidginas incluem o processamento e
apresentacdo de antigenos, inflamacdo, maturacidewd®citos cascata do sistema
complementpimunologia materno-fetal e regulagéo imunologicAPBEY e MCPHERSON,
2006).

O MHC é classificado enMHC de classe |, Il e lll. Na regidao de classe | estdo
localizados os locddLA-A, B e Cresponsaveis pela producéo de glicoproteinas céasdiem
como os loco$iLA néo classicodILA-E, F, G e HFE, MICA MICB. Na regido de classe |l
estdo os locodLA-DRA, DRB1-5, DQA1-3, DQB1-2, DPA1, DPB1, DOAB, DMA e DMB
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Também nesta regido estéo localizados varios pgends e os genédMP1, LMP2, TAP1,
TAP2 A regido de classe lll contém os locos que coalifi para componentes do sistema
complemento (C2, C4), fator B e para a enzima #iekkilase. Também é nessa regido que
estdo os locos de algumas citocinas, dentre efasdkina-alfa (L), linfotoxina-beta (LPB)

e Fator de Necrose Tumoral (TNF) (Figura 3) (MASSEMcPHERSON, 2006).
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Figura 3. Locos do MHC classes |, Il e lI.
Fonte: ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012.
O sistemaHLA apresenta um extenso polimorfismo para os genedadse | e I,

caracterizado por um numero muito elevado de al@aslos do sitéttp://hla.alleles.org/

indicam que até janeiro de 2016 foram descrito@3alelos HLA, sendo 10.574 alelos de
classe | e 3.658 alelos de classe IHIA-B é o loco mais polimdrfico do sisterrth A atéhoje
identificado, com 4.179 alelos ja identificados.

A nomenclatura de um determinado aleloHicA pode ser composta por quatro, seis
ou oito digitos. Os dois primeiros digitos descneve grupo alélico, que frequentemente
corresponde com a sua especificidade soroldgidard@iro e quarto digitos correspondem a
ordem em que a sequéncia do alelo foi descobestaldlbs cujos niameros diferem nos quatro

primeiros digitos devem diferir por uma ou maisssibicoes de nucleotideos que altera a
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sequéncia de aminoacidos na proteina codificada.al®es que diferem somente por
substituicdes sinbnimas devem ser distinguidos psbodo quinto e sexto digitos. Ja os alelos
que diferem entre si somente por diferencas nasnisite nas regides nao traduzidas sao
distinguidos pelo uso do sétimo e oitavo digitagfFa 4) (MARSH et al., 2010).

M (Null) - Alelo nulo
Hifen usado para separar o prefixo

HLA do gene especifico
} Sufixo usado para indicar
mudangas na expressio

Separador Separadores de Campo

L (Low) - Alelo de baixa expressio
S (Secreted) - Expressao da molécula HLA na forma solavel
C (Cytoplasm) - Expressdo da molécula HLA somente no citoplasma

A (Aberrant) - Expressao aberrante da molécula HLA

HLA-A*02:101:01:02N

Prefixo HLA + Gene Diferengas em regides

¥ nao codificantes (introns)
Grupo Alélico

Alelo HLA Especifico

Mutagdo silenciosa

Figura 4. Nomenclatura do sistema HLA.

Fonte: IPD. Disponivel emhttp://hla.alleles.org/nomenclature/naming.htmi>.

Existem alguns sufixos que podem ser adicionadasoate do alelo para indicar seu
statusde expressao. O sufixo 'N' indica alelos nulos, mfio sdo expressos. O sufixo ‘L' indica
alelos que apresentam baixa expressao na superéitiar. O sufixo 'S' é utilizado para
designar um alelo que codifica uma proteina queesgressa como uma molécula
soluvel/secretada, ndo estando presente na su@edialar. Alelos com os sufixos 'C', 'A’ e
'‘Q', sdo mais incomuns e indicam expressdo cito@iisa, aberrante e questionavel,
respectivamente (TAIT, 2011).

As moléculas HLA de classe | se expressam congttuente em todas as células
nucleadas e nas plaquetas, e sua funcao primeérdaligar a antigenos estranhos e apresenta-
los aos linfocitos T CD8+ especificos, pela intéago HLA associado ao peptideo antigénico
com o receptor de células T (TCR). Na apresentdedantigenos via HLA de classe |, as
moléculas HLA de classe | se ligam a peptideoslteegas da fragmentacdo de proteinas
endogenas localizadas no citosol. Os peptideom@atados séo transportados do citoplasma
para o reticulo endoplasmatico pela proteina demeadai transportador associado ao
processamento de antigeno (TAP), onde ocorre ligdg&eptideo com a fenda da molécula
HLA de classe |. Em seguida, o complexo HLA/pepiiddransportado através do aparelho de
Golgi para a superficie celular, onde sera expasi® receptores dos linfécitos T CD8+
(ABBAS, LICHTMAN, PILLAI 2012).
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1.7 GENEXIR

As células NK reconhecem moléculas HLA de clasgerl meio de receptores de
superficie que inibem a sua funcéo e matam céllasyue tenham perdido moléculas de HLA
de classe |, 0 que ocorre em tumores ou célulastadas por virus (MORETTA et al., 2014).

Para acdo efetiva sobre as células-alvo, as cdlidadependem de sua habilidade em
reconhecer a expressao anormal, que pode ser RuiljA® ou a auséncia, de moléculas HLA
na superficie dessas células, diferenciando-aséaks normais ou proprias do organismo
gue expressam constitutivamente moléculas HLA. Bssganismo é conhecido como teoria
do missing selfperda do préprio) e depende dos receptores diasdilK, capazes de detectar
a variabilidade de expressao das moléculas HLA [&R/e ROMAGNE, 2007).

Receptores KIRKjller immunoglobulin-like receptorepresentam uma das familias de
receptores que sdo expressos em células NK. Pemeasuperfamilia de imunoglobulinas e
reconhecem moléculas HLA classe | como seus ligamteregido codificadora desses
receptores compreende 15 genes e dois pseudogdmasgem 100-200 kb no complexo
receptor de leucdcitos no cromossomo humano 19dK2WR, TROWSDALE e FUGGER,
2013).

A expressdo destes receptores da superficie cekgatamenta as atividades dessas
células e a integracdo dos sinais recebidos pes esteptores que podem determinar o seu
estado de ativacao (VIVIER, et al.,2008; ORR e LBRJ 2010). Uma vez ativadas, essas
células produzem citocinas que regulam o desemaeilio de uma resposta imune, assim
como a morte de células alvo (VIVIER, et al., 2008)

A nomenclatura para os genkfR é baseada na estrutura das moléculas que eles
codificam. Na denominacéo, ap0s a expre$d&y o primeiro digito corresponde ao numero
de dominios extracelulares na molécula, seguida fmta D que denota “dominio.” As
moléculas podem ter dois ou trés dominios, senalbamto, 2D ou 3D, respectivamente. As
caudas citoplasmaticas podem ser designadas pealale(do ingléslong), indicando que séo
caudas longas, ou pela letra “S” (do ingtésr), demonstrando ser de cauda curta ou, ainda,
pela letra “P”, se forem pseudogenes. O digitadl fimdica o nimero do gene que codifica a
proteina com essa estrutura. Sendo adsiR2DL3 codifica receptor contendo dois dominios
extracelulares e cauda citoplasmatica longa. Casall mais genes codifiguem estruturas
moleculares e sequéncias semelhantes, deverdesgnados pelo mesmo numero, seguido
de uma letra final, por exempl&IR2DL5A e KIR2DL5B (VILCHES e PARHAM, 2002;
GOMEZ-LOZANO et al., 2002).
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As porcdes citoplasméticas e transmembrana dasculade estdo relacionadas a
atividade funcional dos receptores KIR. Os de caoiiga sao inibitoérios porque possuem um
ou dois motivos denominados ITI{vhotivos de inibicdo a base de tirosina do imunepéar)
que liberam sinais inibitérios. Apés a interacadigante com o receptor inibidor, os residuos
de tirosina séo fosforilados, o0 que leva ao reanatdo e ativacédo de fosfatases que removem
fosfatos de uma série de proteinas ou lipideosddwes nas vias de sinalizacdo gerados
durante a ativacdo de receptores de células Nks@ltado final € o bloqueio das funcfes de
sinalizacdo dos receptores de ativagdo. Os de cautdapossuem um aminoacido no dominio
transmembrana que permite associacdo com a molacaksoria denominada proteina de
ativacdo do DNAX de 12kDa (DAP-12) que libera sinde ativacdo por meio de ITAM
(motivos de ativacdo a base de tirosina do imunepter). Apds a interacdo entre o ligante e
0s receptores de ativacao das células NK, os m@side tirosina dos ITAM séo fosforilados
por cinases citoplasmaticas e outras proteinasesnsfo recrutadas, interagem com os ITAM
fosforilados e séo ativadas, resultando em mortehlda-alvo e producéo de citocinas (Figura
5) (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI 2012).

KIR2D KIR3D
A A
Type 1 Type 2
A h KIR3IDS KIR3DL

I BT Y | A
KIRZDS KIRZDL ¥

v : : :

i %
-g:'.{i{-i-.J;' [m mm @ﬁﬁm Eﬁm Li:ru':m::‘s:::-:- ARG Jlotan
DAP1Z 2ITM Unknown 2ITIM DAP1Z 2 I 11ITIM
(2 TTAM) Adaptor (2 ITAM)
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1 1TiM

KIR2DS1 KIRZDL1 KIRZDLS KIRZ2DL5A KIR3IDS51 KIR3IDL1 KIR3DL3
KIR2DS2 KIR2DL2 KIRZDLSB KIRIDL2
KIR2DS3 KIRZ2DL3
KIRZDS4

KIRZDSS

Figura 5. Estrutura dos receptores KIR.
Fonte: IPD. Disponivel emttp://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/images/figure_06.jpg

Dois grupos de haplétipdsIR foram descritos. O haplétipo B é caracterizado pela
presenca de um ou mais dos seguintes geid@R2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
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KIR2DS5 E KIR3DS#& o haplétipo A é caraterizado pela auséncia deggsess. Dessa forma,
oshaplotipos do grupo A contém sete geldR e dois pseudogenes, que sao todos inibidores,
exceto para o gerldR2DS4 que codifica um receptor de ativacdo. O hapld@ipmssui genes
que codificam receptores de ativagéo e inibidoRessui entre dois a cinco receptores de
ativacdo e apresenta extrema diversidade em tetenosntetddo génico, porém possui menor
variabilidade alélica (UHRBERG et al., 1997; HSUakt 2002; MARANGON et al., 2009;
MARTIN e CARRINGTON, 2013).

1.8HLA e HIV

Entre os diferentes fatores genéticos do hospedaga@fetam a infecgédo pelo HIV, as
meléculaHLA de classe | apresentam os efeitos mais signifeaimo controle da replicacao
do virus, afetando assim, a progresséao para aid®{W e CARRINGTON, 2013).

Ha relatos de associacdes de protecdo e suscktildlientre os gene A de classe |
e o0 HIV. As principais associa¢cfes de suscetildidiacluem os grupos alélicég23, B*35,
B*53, B*58:02, C*07 e C*16. J& as associacdes de protecdo relatadas com megjoéficia
incluem os grupo#\*32, B*14, B*27, B*57, B*58:01, C*08, C*14 C*18. Alguns grupos
alélicos, comoB*51, B*52 e C*04 apresentam associacdes, ora de protecdo, ora de
suscetibilidade. Os relatos envolvendo os grig¥@3, B*57e B*35 constituem as associacoes
mais consistentes envolvendo geh#sA de classe | e o HIV, tendo sido constantemente
relatadas em diferentes estudos envolvendo pasidatdiferentes etnias (STEPHENS, 2012).

Estudos indicam uma associacdo significativa esnthemozigose nos genkek A de
classe | e réapida progressao para aids, tanto @oasianos quanto em afro-americanos. Os trés
locos de classe | contribuem de modo independemtegassociacao, e a progressao para aids
€ mais pronunciada em individuos homozigotos par#és locos de classe I. A heterozigose
para os genddLA de classe | € considerada uma vantagem seletivaaohllV, pois permite
a apresentacdo de uma grande variedade de antigemiesaos linfécitos T CD8+, gerando
uma resposta imunoldgica mais ampla e diversifi(ftRTIN e CARRINGTON, 2013).

Diferentemente dos genkd A de classe |, os aleld$LA de classe Il ndo apresentam
associacbes consistentes com a infeccdo pelo Hprogressdo para aids (MARTIN e
CARRINGTON, 2013).

1.9 JUSTIFICATIVA
A resposta imune inata é a primeira barreira imagioh para o combate a infeccdes e

as células NK fazem parte dessa linha de defesaurfero de células NK de individuos
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portadores do virus HIV-1 parece estar alteradarelividuos com a infeccdo, porém essa
informacdo ndo estad confirmada na literatura, uea nao foi observado alteracdo no
quantitativo de células NK por alguns autores.

Além do numero, a funcdo dessas células pode depeedseus receptores KIR de
membrana e de suas interacdes com ligantes HLAidg associagcoes da infecgao pelo HIV
e 0s geneBILA e KIRja estdo bem estabelecidas, outras ainda mereganvestigadas.

Dessa forma, identificar o comportamento das cellN& em relacdo ao numero,
confirmar associacdes estabelecidas dos gehds e KIR e investigar outras possiveis,
poderiam ser Uteis para prever as taxas de prégrelssdoenca e auxiliar no delineamento de

estudos que podem levar ao desenvolvimento de nopedes terapéuticas e de vacinas.

1.10 OBJETIVOS
1.10.1 Objetivo geral:

O objetivo desse estudo foi investigar a contagencédulas NK e a associacdo dos
genesKIR e HLA de classe | com a infeccdo pelo HIV-1 e progrestfaids em individuos
infectados e nao infectados pelo HIV-1 acompanhapel® Servico de Assisténcia
Especializado em DST/Aids (SAE) da Secretaria déd&ado Municipio de Maringa e
atendidos no Laboratério de Ensino e Pesquisa ethisés Clinicas (LEPAC) da Universidade

Estadual de Maringda, no periodo de abril a dezemer2015.

1.10.2 Objetivos Especificos:

- Determinar o nimero de células NK de individudedtados e néo infectados pelo HIV-1

acompanhados pelo SAE e atendidos no LEPAC.

- Genotipar as variantéf_A dos individuos infectados e nédo infectados pel-Hl

- Genotipar os gend€dR dos individuos infectados e ndo infectados pel-Hl

- Comparar o grupo HIV com o grupo controle emg&baao nimero de células NK, genes
HLA de classe I, genes KIR e a combinacdo KIR comresectivo ligante HLA de classe I.

- Comparar o grupo aids com o grupo sem aids eagdelao numero de células NK, genes

HLA de classe I, genes KIR e a combinacao KIR comresqectivo ligante HLA de classe I.
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RESUMO:
Introducédo: O objetivo desse estudo foi investigar a contagemélulas NK e a associacéo
dos geneXIR e HLA de classe | com a infec¢do pelo HIV-1 e progresiséaids Métodos:
Foram coletadas 99 amostras de sangue de individuas grupo controle e 99 para o grupo
HIV. A quantificacdo das células NK foi realizadgdgmetodologia de citometria de fluxo e as
tipificacdes dos genes HLA de classe | e KIR pe#tatio de PCR-SSOR. A analise estatistica
foi realizada pelo teste do Qui-quadrado com céoede Yates ou Teste de Fisher, para as
variaveis categoricas, e o teste de Mann Whitneg pariaveis continuafkesultados: A
contagem de células NK foi menor no grupo HIV efag& ao controle e no grupo aids em
relacdo ao sem aids. O aldltiA-A*68:02 e o haplotipoHLA- A*68 C*07 foram mais
frequentes no grupo HIV em relacdo ao grupo coatlaleloA*01:01 e alguns haplétipos
formados por esse alelo foram mais frequentes opogaids em relacdo ao sem aids. A
frequéncia da combinacdo KIRD3L1-Bw4/Bw4 foi maioo grupo HIV em relacdo ao
controle.Conclusdes:O presente estudo mostrou que a contagem de cBIlé&s menor no
grupo de pacientes HIV em relacdo ao controle grapo aids em relacdo ao sem aids. Em
relacdo ao polimorfismo genético, houve susceptdalle a infec¢do pelo HIV-1 na presenca
do aleloHLA-A*68:02 e do haplotipoHLA-A*68 C*07. O alelo A*01:01 foi associado a
progressao para a aids, assim como alguns hamdipmados por esse alelo. Os grupos
alélicosB*35, B*51, B*44 e B*08se mostraram importantes na progressado para galoen
apenas quando associados formando haplotipos. IBgéoeaos gend§iR, houve associacao
do gene&KIR3DL1com seu ligantelLA-Bw4em homozigoze com a infeccao pelo HIV-1.
Palavras-chave:Virus da immunodeficiéncia humana 1; Genes MHGsdd; Polimorfismo

genético; Receptores KIR; Células natural killer.
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ABSTRACT
Introduction: The aim of this study was to investigate the NK ceunt and the association
of KIR and HLA class | genes with HIV infection aptbgression to AIDSMethods: 99 blood
samples from individuals were collected for thetomingroup and 99 for the HIV group. The
quantitation of NK cells was performed by flow aytetric methodology and classifying the
KIR and HLA genes by PCR-SSOR. Statistical analysis performed by Chi-square test with
Yates correction or Fisher's exact test for caiegbvariables and the Mann-Whitney test for
continuous variablefResults: The NK cell count was lower in the HIV group conmgrto the
control group and aids group in relation to withaiats. TheHLA-A*68:02allele and th&lLA-
A*68_C*07 haplotype were more frequent in HIV group comparethe control group. The
A*01:01 allele and some haplotypes formed by this alledeawnore frequent in the aids group
in relation to without aids. The frequency of KIRIO3Bw4 / Bw4 combination was higher in
the HIV group compared to the contr@onclusions: This study showed that NK cell count
was lower in the group of HIV patients in the cohgroup and AIDS in relation to without
aids. In relation to genetic polymorphism, thereswsasceptibility to HIV-1 infection in the
HLA-A*68:02 and HLA-A*68_C*07 presence. TheA*01:01 allele was associated with
progression to aids, as well as some haplotypesdory this allele. ThB*35, B*51, B*44
and B*08 allelic groups proved to be important in diseasggpession associated only when
forming haplotypes. RegardifgR genes, there was association ofKh@3DL1 gene with its
HLA-Bw4ligand in homozygous with HIV-1.
Keywords: Human immunodeficiency virus 1; MHC Class | Gen@snetic Polymorphism,;
KIR Receptors; Natural Killer Cells
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Introducao

Nos ultimos anos, tém-se prestado especial atergfapel do sistema imune inato no
combate a infeccdo pelo virus da imunodeficiénaiemdna (HIV), com o intuito de
compreender melhor qual a importancia da respoasacélulas Natural Killer (NK) no
impedimento da progressao da doenca e no comioafecgdo [1].

As células NK constituem uma populacdo heterogé&leedinfécitos citotoxicos e
produtores de citocinas com origem na medula éssepresentam cerca de 5 a 15% do total
de células mononucleares na circulacdo sanguinea@oswlicbes normais. Sua funcéo é
proporcionar uma resposta defensiva de primeitaajicom capacidade de detectar e lisar
células tumorais ou infectadas por virus sem gjgerseessaria uma sensibilizacao prévia [2,
3].

Essas células podem ser divididas em duas subpdesiaos linfocitos CDB&M
CD16"%¢e os linfocitos CD58" CD16°°°[4-6]. Os linfécitos CD5B'9" CD16"9 possuem
capacidade elevada de produc&o de citocinas eagimas reguladoras, e os linfécitos CH%36
CD16°° manifestam baixa capacidade de producdo de c®anquimiocinas, porém alta
citotoxicidade [4-6]. Durante a resposta imunednaérias alteracdes ocorrem sobre as células
NK provocadas pelo HIV, podendo ocorrer acumuloude terceiro subconjunto, CD%8
CD16° que sao raras em individuos saudaveis e ndoeampaes capacidade de producao e
secrecédo de citocinas [7, 8]. Alguns autores pr@@us que o aumento desse subconjunto de
células pode influenciar a populacgédo total daslagINK [7], que parece estar aumentada ou
com 0 mesmo numero de individuos sem a infecca®| [7,

Além destes, a atividade da célula NK dependetdaaigéo entre os receptores KIR (do
inglés: Killer Immunoglobulin-like Receptorsle membrana e seus ligantéisA (do inglés:
Human Leucocyte Antiggpresentes nas células-alvo [10]. Esses recep&iiesnembros de
um grupo de moléculas regulatorias presentes rexfstip de células NK e o balanco entre a
ativacéo e inibicao da célula NK se da pela ligad@i&IR com as moléculd$LA de classe |
presentes em todas as células nucleadas de uridinli8]. Para acéo efetiva sobre as células-
alvo, as células NK dependem de sua habilidadeeeanhecer a expressao anormal, que pode
ser a diminuicdo ou a auséncia, de moléculas HLsuperficie dessas células, diferenciando-
as das células normais ou préprias do organismexpieessam constitutivamente moléculas
HLA [11].
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Essa interacdo foi associada com a susceptibilidadgrotecdo contra doengas
infecciosas, inclusive com a aids. Todas as evidérdisponiveis apontam paradbA como
0 mais significante no controle diferencial do HHwA humanos [8].

O namero de células NK parece estar alterado eividhwtbs com a infecgéo pelo HIV-
1, porém essa informagéo ndo esta confirmadaanatlira, uma vez que nenhuma alteracao no
quantitativo de células NK, foi encontrada por akjautores. Além do numero, a funcéo
dessas células depende de seus receptores KIRnderama e de suas interacdes com ligantes
HLA. Algumas associa¢des da infeccdo pelo HIV egesesHLA e KIR ja estdo bem
estabelecidas, outras ainda merecem ser investigaDassa forma, identificar o
comportamento das células NK em relacdo ao nuroendiymar associacdes estabelecidas dos
genesHLA e KIRe investigar outras possiveis, poderiam ser (n@ia prever as taxas de
progressao da doenca e auxiliar a delinear modopapem levar ao desenvolvimento de novas
opcOes terapéuticas e de vacinas. Portanto, awabgste trabalho foi investigar a contagem
de células NK e a associacdo dos gdfi€se HLA de classe | com a infec¢cao pelo HIV e

progressao para aids.

Materiais e Métodos
Grupos de Estudo

Os individuos participantes do presente estudarfanaluidos a partir da assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido aproyalo Comité Permanente de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos (COPEP) da Univergtdtatiual de Maringa (UEM) (Parecer
n° 1.022.484/2015).

As informacdes para caracterizacdo epidemiolédaadé, sexo, carga viral, CD4+,
CD8+) foram coletadas por meio de investigacdo emtparios no Servico de Atendimento
Especializado (SAE) em DST/AIDS do municipio de iMg#a, Estado do Parana, e por meio
de aplicacdo de questionario no momento da abomddgegpaciente no Laboratério de Ensino
e Pesquisa em Analises Clinicas (LEPAC) da Unidate Estadual de Maringa, quando da
realizacdo da quantificagdo da carga viral e libd6cT CD4+/CD8+, no periodo de abril a
dezembro de 2015.

Este foi um estudo transversal com obtencdo de temsode forma consecutiva e
seriada, por conveniéncia de tempo e local. A amdst constituida por 99 pacientes

infectados com HIV-1, atendidos no SAE, que també&nde aos pacientes provenientes dos



35

outros 29 municipios pertencentes a 15% Region@alele do Estado do Parana. O grupo
controle foi composto por 99 individuos que comparam ao LEPAC para a realizacdo de
exames nao relacionados a infeccao pelo HIV-1 sg@sn convidados a participar da pesquisa,
sendo que, foi realizada a consulta dos homes almernies do grupo controle no Sistema de
Controle Logistico de Medicamentos (SICLOM) e net&ha de Controle de Exames
Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de tito® CD4+/CD8+ e Carga Viral
(SISCEL), ambos do Ministério da Saude, para cogdo de ndo se tratar de um paciente
infectado pelo HIV-1.

Foram incluidos pacientes maiores de 18 anos die,idambos os sexos, e que
apresentaram sorologia nédo reagente para as lespatiis B e C, conforme consultado nos
prontuéarios dos pacientes infectados pelo HIV-Qjoe alegaram ndo serem portadores, para
0s pacientes do grupo controle. Além disso, osep#es de origem oriental ndo foram incluidos
no estudo. Os grupos de pacientes com HIV-1 (grlp® e controle foram pareados conforme
sexo e idade. O grupo HIV foi classificado em dygigpos: O grupo aids, constituido por 19
individuos que apresentaram contagem de linf6git0®4+ < 350 células/mine o grupo sem
aids, com 80 individuos que apresentaram contagelinfdcitos T CD4+ > 350 células/nim
[12].

Quantificacdo de Células NK

A quantificacdo de células NK foi realizada a patt sangue periférico, coletado em
tubo a vacuo de 5 mL contendo EDTA, com o empregoitdmetria de fluxo utilizando o kit
Tritest CD3 FITC/CD16 + CD56 PE/CD45 PerCP Rean@Bbx Biosciences, San Jose, CA)
usando o aparelho FACSCalibur (Becton-DickinsonwNé&ersey, USA), conforme as

instrucbes do fabricante, e os resultados expresaastlulas/mrh

Extracdo do DNA

Foi coletado sangue periférico em tubo a vacuo deL5contendo EDTA. O DNA
gendbmico foi extraido da camada leucocitaria, p€ib de extracdo DNA BIOPUR®
(Biometrix, Curitiba, Parana, Brasil). Em seguidaioncentracdo e a pureza das amostras de
DNA foram determinadas por NanoDrop® 2000 UV-Vipexdrofotdmetro e a concentragao e
integridade do DNA foram confirmadas em gel de eggmra 2%. As concentracdes foram

ajustadas para 20 ndy/.
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Técnicas de genotipagem

As amostras foram tipificadas para os ge€i€se HLA-A, B e (Qoela metodologia PCR-
SSOR Polymerase Chain Reaction — Sequence Specific fgeotide Rever3e
empregando-se a tecnologia Luminex® (One Lambda®pGa Park, CA, USA), utilizando o
kit LABType SSO TYPING TESTS (One Lambda®, CanogakPCA, USA), de acordo com
instrucdes do fabricante. Resumidamente, o DNA dhioamplificado por PCR com
iniciadores do loco especifico, o produto foi dtéido e detectado pela R-ficoeritrina
conjugada com estreptavidina (SAPE). O produto @R Bi desnaturado e hibridizado com
sondas de DNA complementares conjugadas a micrasdbeads fluorescentes. O citdmetro
de fluxo LABScan 100 (Luminex® 100/200), identifica intensidade de fluorescéncia em
cada microesfera e os resultados foram analisaglogppograma HLA FusionTM verséo 3.0.
Para genotipagem do gerndR, foi utilizado o Kit LABType® SSO (One Lambda®,
CanogaPark, CA, USA), par&lLA-A e HLA-B foi utilizado um Kit LABType®
higherresolution (HD) alta resolucédo (One Lambd@anoga Park, CA, USA) e para o locus
HLA-C foi utilizado o Kit LABType® SSO (One Lambda®anoga Park, CA, USA). Quando
nao foi possivel determinar o alelo especificogisesdHLA-A, HLA-Be HLA-C por meio de
dos Kits, este foi determinado utilizando o siteell® Frequencies disponivel no link:

http://www.allelefrequencies.net/

Para analise da influéncia dos geK#&’ com seus respectivos ligantes, os pacientes e
controles foram classificados em pacientes Bw4 ndoaeste epitopo se apresentou em
heterozigose, ou em Bw4/Bw4, em homozigose. Foaamda, classificados em individuos que
possuem ligante HLA-C do grupo C1 (-Cwl, -Cw3, -Cwlw8, -Cwl2, -Cw14, -Cwl6) e
grupo C2 (-Cw2, -Cw4, - Cw5, -Cw6, -Cw15, -Cwl7wB) [13].

Analise Estatistica

As frequéncias alélicas paraHbLA de classe | foram obtidas pelo software Arlequin
3.5.1.2— Population Genetics CMPG lgli4] e as frequéncias dos geriR e dos seus
ligantes deHLA de classe | foram obtidos através de contagemadiret

Para verificar a existéncia de diferencas estisente significativas entre as
frequéncias alélicas de cada grupo das amostrgmaentes e controles e para comparar
variaveis categoricas foram realizados o testeudgupdrado com correcao de Yates ou teste
exato de Fisher bicaudal, utilizando-se a tabelzdéngéncia 2x2, com intervalo de confianca
(IC) de 95%.
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O risco de desenvolver aids foi calculado por nd@iaeterminagéo dedds RatiqOR
ou razéo de probabilidade) para valorep<d&05, usando-se o progra@paenEpiversédo 3.03a
(http://www.openepi.com/TwobyTwo/TwobyTwo.htm).

Para comparar os dados continuos o teste de Maiitnéd/ffioi utilizado por meio do
programa Bioestat [15]. O valor de p<0,05 foi cdesado estatisticamente significativo. Para
HLA de classe |, a correcdo de Bonferrd?g)(foi realizada quando os alelos apresentaram
valores de p significativos.

Para verificar se as frequéncias genotipicakllda de classe | estavam em equilibrio
segundo o Teorema de Hardy-Weinberg se utilizeoftwareArlequin 3.5.1.2 -Population
Genetics CMPG labo qual aplica o método de Guo e Thompson [14hs@erando que
KIR2DL2 e KIR2DL3 segregam como alelos do mesmo loco [16], 0 eqialitle Hardy-
Weinberg para os gen&$R também foi calculado por meio deste método.

Resultados

Os grupos HIV e controle foram pareados em relagieexo e idade, portanto, ndo
houve diferenca entre essas variaveis em ambasipegy(p>0,05). A idade variou entre 21 a
72 anos para o grupo HIV, que apresentou idadeamadie 45 anos, com quartil inferior§6)
de 35 anos e superior {6@) de 53 anos. Entre o grupo controle, variou eb@e 71 anos,
apresentando mediana de 46 anos, cesm€)30 anos e €= 58 anos. Para os individuos do
grupo aids, a mediana foi de 46 anos, cam.Q 34 de e @«= 51, e entre 0 grupo Sem aids,
a mediana foi de 44,5 anos, comsdx 35,5 Qs = 53.

Contagem de células NK e carga viral

Os dados referentes a contagem de células NK a eaajestdo apresentados na Tabela

O numero absoluto de células NK, sua porcentagemekgao aos linfocitos totais e a
contagem de linfocitos totais foram maiores no gropntrole (333 células/min14,51%;
2.316 células/mr) respectivamente) em relacdo ao grupo HIV (266la$imni; 13,18%;
2.144 células/m#) respectivamente) e no grupo sem aids (291 céiuta’s 13,03%; 2.243
células/mm, respectivamente) em relacdo ao grupo aids (1lidasémn?; 12,88%; 1.381
células/ mm, respectivamente).

No grupo aids a carga viral foi detectada em 52¢8% individuos, enquanto que o

grupo sem aids apresentou 15,0% de deteccéo.
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GenesKIR
A distribuicdo de frequéncias dos geKéR para os grupos estudados esta apresentada
na Tabela 2. Nao houve diferenca na distribuicabretpiéncia desses genes entre 0s grupos
estudados, assim como para os haplétipos A e Bestée distribuidos igualmente nos grupos.
Os dados da distribuicdo dos gekdR juntamente com seus ligantes HLA classe |
estdo apresentados na Tabela 3. Para a combind€&a3Kl-Bw4/Bw4, o grupo HIV
apresentou maior frequéncia em relagéo ao cor(ppceted.03; OR= 2,36; IC = 1,13 — 4,915).

GenesHLA

A analise da distribuicdo dos alelosHbA das amostras dos pacientes infectados pelo
HIV-1 e controles indica que a populacdo encorgrara equilibrio de Hardy-Weinberg para
0s trés locos analisaddsl(A-A, HLA-B e HLA-Ce para os genddR.

Os alelos, grupos alélicos e haplotipos associad@supo HIV comparado ao controle
estdo descritos na Tabela 4. Os alelos, grupasadé haplotipos associados ao grupo aids
comparado ao sem aids estdo descritos na TabAla05.a Correcédo de Bonferroni, todos os
valores de P foram maiores que 0,05.

HIV vs. controle

O aleloA*68:02 apresentou uma frequéncia maior no grupo HIV daté® ao grupo
controle (p = 0,015; OR = 13,41; IC = 0,2814 — fiddo; Pc = 0,082). Porém, quando foi
considerado somente o grupo alélico, o alelo A*&8 mostrou diferenca (Tabela 4). O alelo
A*23:01 foi mais frequente no grupo controle enagdlo ao HIV (p = 0,05; OR = 0,26; IC =
0,07 — 0,95).

Observou-se que os haplotiph02 B*44 C*05(p = 0,003; OR = 17,72; IC = 2,029
— indefinido),A*32_B*35_C*04(p = 0,015; OR = 13,41 IC = 1,468 — indefinido;#@,015),
A*32_B*35(p =0,03; OR =11,29; IC = 1,19 — Indefinidd)30_C*06(p = 0,01; OR =11,29;
IC =1,19 — indefinido)A*68_C*07(p = 0,01; OR =11,29; IC = 1,19 — indefinido)dor mais
frequentes no grupo HIV em relacdo ao grupo conffbhbela 4).

Os haplétipos A03:01_C*04:01(p =0,01; OR =0,05; IC = 0,002 - 0,78)*®®3_C*04
(p=0,01; OR = 0,09; IC = 0,002 - 0,68) foram nfeagjuentes no grupo controle em relacéo
ao Grupo HIV.
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aids vs. sem aids

Observou-se que os alela¥1:01 (p<0,05; OR =3,612; IC =1,34 -9,73; pc = 0,342)
A*33:01 (p<0,05; OR = 22,46; IC = 1,794 — indefinido; p©,247) foram mais frequentes no
grupo aids em relagéo ao sem aids (Tabela 5).

Os haplotipos A*01 _B*51 C*15 A*01_B*53 C*04 A*68_B*44 C*15,
A*01:01_B*51:01_C*15:02, A*68:01_B*44:02_C*05:0dpresentaram maior frequéncia no
grupo aids em relacdo ao sem aids (p = 0,015; @R,27; IC = 1,701 — indefinido). Essa
mesma associagao foi encontrada para o haplotipes.01_B*08:01_C*07:01(p = 0,002;
OR = 32,36; IC = 2,927 - indefinido)A*29:02_B*15:01, A*01_B*51, A*0l1l_B*53,
A*23 B*44, A*30_B*58, A*68:01_C*05:01, A*01_C*15*88_C*05 (p = 0,01; OR =22,46;
IC = 1,79 — Indefinido) &*01_C*07(p = 0,03; OR =4,69; IC = 1,28 — 17,15).

Discussao

Os principais resultados do presente estudo ema®las células NK foram que essas
células, em individuos infectados pelo HIV, mostnarse com numero reduzido em relacdo ao
grupo controle, e no grupo aids em relacdo ao gsepo aids. No grupo aids, que possui a
contagem de células NK inferior aos individuos dgpg sem aids, a carga viral foi detectada
em 52,6% dos individuos, enquanto que o grupo sdsrapresentou 15,0% de deteccado. Esses
dados corroboram a importancia das células NK plecegéo do HIV e controle da carga viral.

Na infeccéo por HIV-1, as células NK tém demonginaatencial controle da replicacédo
viral. Durante a fase aguda da doenca, essas £&kilaxpandem em decorréncia da infeccao
[7, 9]. Durante a fase crénica pelo HIV-1, a citatiade das células NK, assim como a
producdo de citocinas, estdo diminuidas [17]. Mangt al. (2005) propuseram que as suas
subpopulacées (CDSB, CD56"" e CD56°9 podem influenciar a populacgéo total de células
NK. Alter et al. (2005) sugeriram que as célulass6th e CD56"" estdo significativamente
em menor numero na infecgdo cronica pelo HIV, mas@numero total de células NK ndo
esta alterado em relacéo aos individuos que n&u@uso virus. Essa diferenca foi associada
com o0 aumento da subpopulacao de células NK CPBhg 9]. Em nosso estudo, verificou-se
que as células NK estdo diminuidas em relacéo isichebs do grupo controle, havendo a
necessidade de melhor se avaliar, em estudos ijpostera relacdo dessas células Cl%6n
individuos HIV positivo em que a populacéo totakdkilas NK est4 diminuida, uma vez que

essa relacéo nao foi encontrada na literatura tadsi
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Outro importante resultado do presente estudonfioietacéo a combinacao KIR3DL1
— Bw4/Bw4 em homozigose, onde esteve presente eor mamero nos individuos com a
infeccdo pelo HIV do que em individuos do grupotaae, indicando maior vulnerabilidade
para os individuos infectados pelo HIV-1.

Em inimeros estudos, os genes KIR tém sido assxcaasuscetibilidade ou a protecéo
contra o HIV [17-21]. Ao estudarem a expressaoKdR3DL1, producdo de citocinas e
degranulacao das células NK em pacientes com Hsitipo e HIV negativo, Parsons et al.
(2012) encontraram efeito protetor para a infeqglo HIV. O mecanismo proposto é que 0
KIR3DL1com o liganteHLA Bw4 seja inibitorio, mas o HIV diminui a expressimHLA-B
na superficie celular e, dessa forma, ha um recimeato pela célula NK (ndo ocorre a
inibicdo dessa célula) e ela medeia a sua citattade sobre a célula infectada [20]. Porém,
nao fizeram a diferenciagéo se o ligante Bw4 sesgmtava em homozigose ou heterozigose.

Hernandez-Ramirez et al. (2015) propuseram queitogirotetor é observado tanto
quando o KIR3DL1 é ligante de Bw4 em homozigosentpuam heterozigose [21], diferindo
do encontrado nesse estudo.

Diferente do encontrado por Parsons et al. (2012¢r@andez-Ramirez et al. (2015),
nesse estudo, a associagcédo do ligante KIR3DL1 —/Bwm4 apresentou susceptibilidade a
infeccdo pelo HIV. Dessa forma, seria necessamioggtudos futuros, avaliar se a expressao do
ligante Bw4 realmente esta diminuida nos pacieptas,se nao estiver alterada, seria esperado
que a interacdo do ligante Bw4 com o receptor tiiln 3DL1, inibiria a célula NK e essa
poderia ter suas fun¢des sobre a célula alvo pogjdds.

Em relacdo ao grupo aids comparado ao grupo sesy @sdgeneKIR, com seus
respectivos ligantes, ndo mostraram influencianognessao da doenca, nenhuma diferenca foi
encontrada em relagdo ao KIR3DL1-Bw4 e a progrepaémaids. O fato de ndo se encontrar
significancia estatistica pode ter ocorrido pelmatp reduzido de participantes. Em estudos
futuros poderia se aumentar o niumero de indivigadscipantes no grupo aids para confirmar
a associacdo do KIR3DL1 com seu ligakieA-Bw4 com a progressao para a doenca,
considerando que muitos estudos tém mostrado gaeembinacdo controla a replicagao viral
do HIV-1 e gera protecdo contra infec¢coes oportasifl8, 20, 22-24].

Sabe-se que o HIV diminui a expressadili@d\. Isso faz com que as células NK figuem
ativadas para efetuar a lise das células alvoetamio, também é de conhecimento que o virus
diminui a expressdo das moléculdsA-A e B, mas pode manter a expressaoHicA-C,

auxiliando a evaséo do reconhecimento pelas NK [8].
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Em relacao a distribuicdo de frequén€iR entre os grupos, ndo houve associagao entre
esses genes e a infeccdo pelo HIV ou progress@godoenca. Os haplétipos A e B se
mostraram distribuidos igualmente nos grupos delesiessa pesquisa.

Outro resultado importante foi a associacao do &eA-A*68:024a infeccdo pelo HIV,
do aleloA*23:01 a protecéo a infeccdo e do aléltD1:01 a progresséo para a aids.

Em relacéo ao alela*68:02 que, nesse estudo, foi associado a infeccéo p#&lpddke
resultado também foi observado por Sebh@l (2011), que conduziram um estudo onde foi
avaliado o impacto dos genesldbA classe | na aquisicdo do HIV por casais heterossex
sorodiscordantes [25]. Além do alelo, n6s tambémmarestramos que o haplotigdLA-
A*68_C*Q7 estava associado a infeccdo pelo HIV. A predig@osdeste haplétipo sugere ser
fornecida pelo alel&*68:02, pois mesmo associado ao grupo alélitd7, que é protetor [26,
27], foi associado a infeccao pelo HIV.

Em um estudo realizado no Peru com a participagd8é individuos HIV-positivos e
222 HIV-negativos, o alelo déLA-A"23:01foi associado a predisposi¢éo para a infecgéo [26].
Diferente disso, nesse estudo, a presenca do &t@i01 sugeriu protecdo a infeccao pelo
HIV.

Além disso, em nosso estudo, enquanto o haplétp8:01 C*04:01foi associado a
protecdo contra a infeccdo pelo HIV, os haplotips32_ B*35 e A*32_B*35_ C*04oram
associados a susceptibilidade contra a doencasdciagdo do grupo alélidd*35 com a
infeccd@o pelo HIV ja foi observada [28]. Nessaidst quando esse grupo alélico foi analisado
isoladamente, ndo houve associacdo com a infeeadiv e progresséo para aids, contudo,
quando nos haplotipos*32_B*35e A*32_B*35_C*04,indicou influenciar na infec¢do pelo
HIV.

Na literatura, o grupo alélicd*01 esta associado ora a protecdo [26, 27], ora a
progressao para aids [28]. Nesse estudo, alémtdeissladamente associado a progressao
para a doenca, a presenca desse grupo alélicepodeeriguada em haplétipos que mostraram
suscetibilidade, como HLA-A*01_B*51, A*01_B*53, A*01_C*15, A*01_C*07,
A*01:01_B*51:01_C*15:02, A*01_B*53_C*04,indicando forte associagcdo deste na
progressédo para a doenca. Da mesma forma que parpmalélicoA*68, a presenca do grupo
alélicoA*01, mesmo na presenca do grupo aléli¢07, que esta associado a protecdo para a
progressao para a aids [26, 27], gerou suscetbidid

Vérios estudos mostraram que 0s grupos aléBzéd, B*44, B*08foram associados
com a progressao para aids [28]. Nesse estuds akdes ndo se mostraram associados ao
desenvolvimento da doenca quando analisados iso&ada, porém quando associados ao
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haplotipo, mostraram-se importantes no desenvolvionda doenca. A presenca do haplétipo
A*01_B*51 foi associado a susceptibilidade ao desenvolvimelat aids. Na literatura, a
presenca do grupo aléli&¥ 51 foi associada a maior vulnerabilidade ao desemnwvelnto da
aids; porém, nesse estudo, embora nao tenha ssdtvpbdetectar a influéncia do grupo alélico
B*51 isoladamente, o0 mesmo, associado ao a¥élal, conseguiu mostrar sua forca no
desenvolvimento da doenca. O grupo aléliés01l foi isoladamente associado ao
desenvolvimento da aids, assim como quando assoa@slhaplotipos contendo este alelo. A
presenca do grupo aléli®r44 é indicativo de progresséo para aids [28]. Nesi&le, esse
alelo ndo foi associado ao desenvolvimento da @idsdo avaliado isoladamente, porém,
guando associado aos haplotipa23 B*44, A*68:01_B*44:02_C*05:0lessa associacao foi
evidenciada. Da mesma forma, o grupo aléB&08 néo foi associado com a doenca quando
analisado isoladamente, somente quando no hapktipn01_B*08:01_C*07:01

Na literatura, o grupo alélic€*15 néo foi associado ao desenvolvimento da aids.
Porém, nesse estudo, este grupo alélico, quandisadaem haplétipos, péde ser associado
ao desenvolvimento da aids*Q1_C*15 A*01:01_B*51:01_C*15:02.

O grupo alélicoA*29 que ja foi associado ao desenvolvimento da ai@§ fsse
estudo, se mostrou importante apenas quando peasefiaplotipdd*29:02_B*15:01

Embora o grupo alélicB*57 seja 0 mais evidente protetor contra a infeccém g8/

[8], a associacao entre esse alelo e protecacapan@gressao para o HIV néo foi evidenciada
nesse estudo. Este grupo alélico esta presenteaan frequéncia em pacientes chamados
“controladores de elite”, estimados em 1% dos iicldios infectados pelo HIV, com sorologia
positiva, que apresentam consistentemente (pompethms 1 ano) carga viral inferior ao limite
de deteccéo, sem utilizarem a medicacéo antirieat¢29]. Todos os pacientes infectados pelo
HIV desse estudo faziam uso da medicacao antiviedfce, portanto, ndo sado considerados
“controladores de elite”. Dessa forma, nesse estaie grupo alélico foi encontrado na mesma
frequéncia que a observada na populacdo em gerapmximadamente 10% dos individuos
[8, 30, 31].

Outro grupo alélico importante na patogénese do é&bB*27, o qual est4 envolvido
na supressao da replicagdo viral e atraso no idecidoenca [32-34]. Embora essa associacao
nao tenha sido evidenciada nesse estudo, esse ghélpm foi encontrado em 3,0% dos
infectados e em 6,0% dos controles. Talvez, aumdata nimero de participantes na pesquisa,
o efeito protetor d®*27 poderia ser evidenciado.

Sampathkumar et al. (2014) encontraram rapida pssgo para aids em pacientes que
possuiam o haplétipB*53_C*04, corroborando com os dados obtidos nesse estude, &
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presenca do haplétipd*01_B*53_C*04 indicou suscetibilidade ao desenvolvimento da

doenca.
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Conclusodes

O presente estudo mostrou que a contagem de célidafi menor no grupo de
pacientes HIV em relag&o aos controles e no grigsoes relagdo ao sem aids.

Em relacdo ao polimorfismo genético, houve asséaoiatp gen&IR3DL1 com seu
liganteHLA-Bw4em homozigoze com a infec¢éo pelo HIV-1.

A suscetibilidade a infeccao pelo HIV foi verifiGada presenca do aldéth A-A*68:02
e do haplétipdHLA-A*68_C*07. A presenca do grupo aléliéo23 foi associada a protecao
contra a infeccao. O alely*01:01 foi associado a progressao para a aids, assim qoarao
presente em haplotipos. Os grupos alélgtss, B*51, B*44 e B*0&e mostraram importantes
na progressao para a doenca apenas quando assogiadtros grupos alélicos, formando
haplotipos.
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TABELAS

Tabela 1. Contagem de células NK e Carga Viraliggisiduos dos grupos HIV, aids, sem
aids e controle.

Grupos de Individuos
Variaveis HIV aids sem aids controle
N=99 (%) N=19(%) N=80(%) N=299 (%)

Linfécitos NK (mediand}

Células/mm 266 174 291 333
% 13,18 12,88 13,03 14,51
Linfécitos Totais (mediand) 2.144 1.381 2.243 2.316

Carga Vira (cépias/mL):
Detectad’ 22 (22,2) 10(52,6) 12 (15,0) NR

Indetectada ou < Limite Detecciio 77 (77.8) 9 (47.4) 68 (85,0)

N = total de individuos. NR = Nao Realizada.

NOTA:

a) p<0,05 quando comparados os grupos HIV vs. Cantfitls vs. Sem Aids.
b) Para Aids vs. Sem aids: p = 0,001; OR =6,30; Z14 — 18.72.

c¢) Para Aids vs. Sem aids: p = 0,001; OR = 0,16; @05 — 0,47.
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Tabela 2. Distribuicdo de frequéncia dos gefiése haplotipos A e B nos grupos HIV, aids,

sem aids e controle.

Grupos dendividuos

GeneKIR e HIV aids sem aids controle
Haplotipos N =99 N=19 N =80 N =99
n (%) n (%) n (%) n (%)
2DL1 97 (98,0) 19 (100,0) 78 (97,5) 95 (95,9)
2DL2 57 (57,6) 9 (47,4) 48 (60,0) 53 (53,5)
2DL3 88 (88,9) 17 (89,5) 71 (88,7) 92 (92,9)
2DL4 98 (99,0) 18 (94,7) 80 (100,0) 98 (99,0)
2DL5 58 (58,6) 11 (57,9) 47 (58,7) 59 (59,6)
3DL1 90 (90,9) 15 (78,9) 75 (93,7) 94 (94,9)
3DL2 99 (100,0) 19 (100,0) 80 (100,0) 99 (100,0)
3DL3 99 (100,0) 19 (100,0) 80 (100,0) 98 (99,0)
2DS1 48 (48,5) 10 (52,6) 38 (47,5) 38 (38,4)
2DS2 55 (55,5) 9 (47,4) 46 (60,0) 54 (54,5)
2DS3 24 (24,2) 3(15,8) 21 (26,2) 35 (35,3)
2DS4 88 (88,9) 15 (78,9) 73 (91,2) 94 (94,9)
2DS5 45 (45,4) 9 (47,4) 36 (45,0) 38 (38,4)
3DS1 46 (46,5) 9 (47,4) 37 (46,2) 38 (38,4)
2DP1 97 (98,0) 19(100,0) 78 (97,5) 96 (97,0)
3DP1 98 (99,0) 18 (94,7) 80 (100,0) 99 (100,0)
Haplétipo A 24 (24,2) 5 (26,3) 19 (23,8) 27 (27,3)
Haplotipo B 75 (75,8) 14 (73,4) 61 (73,2) 72 (72,7)

N = ndmero de individuos; n = nimero de individgas possuem o gedR indicado. Nao
houve diferencas na distribuicdo de frequénciaggoeKIR e dos haplotipos A e B nos grupos
estudados.



Tabela 3. Distribuicdo de frequéncia dos gd€l&com seus ligantadLA classe I.

GeneKIR com

Grupos dendividuos

ligantesHLA HIV aids sem aids controle
classe | N =99 N=19 N =80 N =99
n (%) n (%) n (%) n (%)

2DL1-C2 51/97(52,6) 10/19 (52,6) 41/78 (52,6)  50/95 (52,6)
2DL1 - C2/C2 24/97 (24,7) 5/19 (26,3) 19/78 (24,4) 18/95 (18,9)
2DL2 - C1 30/57 (52,6) 419 (44,4) 26/48 (54,2)  30/53 (56,6)
2DL2 - C1/C1 13/57 (22,8) 4/9 (44,4) 9/48 (18,8) 15/53 (28,3)
2DL3-C1 45/88 (51,1) 9/17 (52,9) 36/71 (50,7)  48/92 (52,2)
2DL3 - C1/C1 20/88 (22,7) 3/17 (17,6) 17/71 (23,9)  26/92 (28,3)
3DL1 - Bw4 47/90 (52,2) 6/15 (40,0) 41/75 (54,7)  59/94 (62,8)
3DL1 — Bw4/Bw4 26/90 (28,9 6/15 (40,0) 20/75 (26,7) 13/94 (13,8)
3DL2 — A*03/A*11 23/99 (23,2) 4/19 (21) 19/80 (23,7)  32/99 (32,3)
2DS1-C2 21/48 (43,7) 5/10 (50,0) 16/38 (42,1) 17/38 (44,7)
2DS1 - C2/C2 13/48 (27,1) 3/10 (30,0) 10/38 (26,3) 9/38 (23,7)
2DS2-C1 31/55 (56,4) 419 (44,4) 27146 (58,69)  29/54 (53,7)
2DS2 - C1/C1 10/55 (18,2) 419 (44,4) 6/46 (13,0) 15/54 (27,7)
3DS1 - Bw4 27146 (58,7) 5/9 (55,5) 22/37 (59,45)  23/38 (60,5)
3DS1 - Bw4/Bw4 10/46 (21,7) 3/9 (33,3) 7/37 (18,9) 8/38 (21,0)

52

N = namero de individuos. n: nimero de pacientesppssuem o receptor KIR associados ao
seu ligante de HLA de classe I; pvgdor; OR odds ratiq IC: intervalo de confianca

NOTA:

@ Para os grupos HIV vs. Controle: p = 0,020; OR532; IC = 1,205 — 5,316.
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Tabela 4. Alelos e haplétipos dos gehiks de classe | associados ao grupo HIV comparado
ao grupo controle.

Alelos e Grupos dendividuos
haplétipos dos HIV controle OR I
genes HLA de N =99 N =99
classe | n (%) N (%)
A*23 3(1,5) 11 (5,5) 0,05 0,26 0,07 -0,95
A*23:01 3 (1,5) 11 (5,5) 0,05 0,26  0,07-0,95
A*68:02 6 (3,0) 0 0,01 13,41 1,46 — |
A*32_B*35 6 (2,5) 0 0,01 13,41 1,47 -1
A*03:01_C*04:01 0 9 (4,5) 0,01 0,05 08% -
A*03_C*04 1(0,5) 10 (5,1) 0,01 0,09 08 % -
A*30_C*06 5(2,5) 0 0,03 11,29 1,19 - |
A*68_C*07 5 (2,5) 0 0,03 11,29 1,19 - |
A*02_B*44 C*05 8 (4,0) 0 0,003 17,72 2,03 -1
A*32 B*35 C*04 6 (3,0) 0 0,01 13,41 1,47 -1

N = numero de individuos; n: nimero de alelos/hgmé; p: valor de p; ORodds ratiq IC:
intervalo de confianca; | : indefinido.



54

Tabela 5. Alelos e haplotipos dos gehkks\ de classe | associados ao grupo aids comparado
ao grupo sem aids.

Grupos dendividuos

Alelos e haploétipos dos aids sem aids OR I
geneHLA de classe | N =19 N =80
n (%) N (%)
A*01:01 8(21,1) 11 (6,9) 0,02 3,61 134-974
A*33:01 2 (5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
A*29:02_B*15:01 2 (5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
A*01_B*51 2 (5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
A*01_B*53 2(5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
A*23 B*44 2 (5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
A*30_B*58 2 (5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
A*68:01_C*05:01 2 (5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
A*01_C*15 2 (5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
* * 1,29 —
A*01_C*07 5(13,2) 5(3,1) 0,03 4,70 17.15
A*68_C*05 2 (5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
B*53:01_C*07:01 2 (5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
B*15 C*16 2 (5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
B*53_C*07 2 (5,3) 0 0,01 22,46 1,79 -1
A*01_B*51_C*15 2 (5,3) 0 0,01 21,27 1,70-1
A*01_B*53_C*04 2 (5,3) 0 0,01 21,27 1,70 — |
A*68_B*44_C*05 2 (5,3) 0 0,01 21,27 1,70 -1
A*01:01_B*08:01_C*07:01 3(7,9) 0 0,002 32,36 2,93 -1
A*01:01_B*51:01_C*15:02 2 (5,3) 0 0,01 21,27 1,70 -1
A*68:01_B*44:02_C*05:01 2 (5,3) 0 0,01 21,27 1,70 -1

N = numero de individuos; n: nimero de alelos/hgmé; p:valor de p; ORodds ratiq IC:
intervalo de confianca; | : indefinido.
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CAPITULO 1l

CONCLUSOES
Neste trabalho, as analises das frequéncias deskgeA de classe I, assim como de
genes KIR com seus ligantes HLA de classe |, somadauantificacdo de células NK dos
individuos infectados pelo HIV e individuos do gouontrole, permitiram algumas
conclusodes:
* A contagem de células NK foi menor no grupo de gogels HIV em relacdo aos
controles e no grupo Aids em relagdo ao Sem aids.
» Emrelacao ao polimorfismo genético, a associagaedeKIR3DL1com seus ligantes
HLA de classe | Bw4/Bw4 sugeriu suscetibilidade acicdie pelo HIV-1.
» A suscetibilidade a infeccéo pelo HIV foi associadaresenca do alelbLA-A*68:02
e do haplotipddLA-A*68_C*07. A presenca do grupo aléliéd23 sugeriu protecao a
infeccdo. O aleld\*01:01 esta associado a progressao para a aids, assionq@mdo
presente nos haplétiposA*01 _B*51, A*01 B*53, A*01 C*15, A*01 C*07,
A*01:01_B*51:01_C*15:02 e A*01_B*53_C*0Ds grupos alélicd3*35, B*51, B*44
e B*08 se mostraram significantes na progressdo paraeacdoapenas quando

associados a outros grupos alélicos, formando tipp$d
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando a possibilidade de subpopulacdesuas@&K estarem alteradas e, com
isso, poderem manter a contagem de células NK norsogere-se a investigacdo das
subpopulagées de células NK (CH86CD56"9"e CD56°9, principalmente nesta populacio
onde a contagem de células NK esté diminuida eivithobs infectados pelo HIV-1 em relacao
aos nao infectados.

Poderia se verificar a expressdo de receptores @R células NK, expressao de
moléculas HLA-Bw4 e se essa expressao esté reardeninuida nos pacientes com HIV.

Avaliar a expressdo de moléculas HLA de classeebhbzar ensaios de citotoxicidade
para averiguar se as células NK, que estdo praseoteaciente, sdo realmente citotoxicas.

Além disso, sugere-se ampliar o numero de indivdduarticipantes da pesquisa para
melhor caracterizar a influéncia desses genes sl@osta imune, uma vez que algumas

associa¢fes foram evidenciadas, porém sem sigrsfac&statistica.
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LIMITACOES

Merece ser relatado como limitacéo o fato de néside realizado o exame soroldgico
para o grupo controle para confirmacao de nacasa tle um individuo infectado pelo HIV-1.
Porém, foi realizada a consulta dos nomes dos mtasi@lo grupo controle no Sistema de
Controle Logistico de Medicamentos (SICLOM) e net&ha de Controle de Exames
Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de tito® CD4+/CD8+ e Carga Viral
(SISCEL), ambos do Ministério da Saude, para esstirmacaoAlém disso, em estudos
futuros poderia se aumentar o numero de indivigadscipantes no grupo Aids para confirmar
a associacao do KIR3DL1 com seu ligante HLA-Bw4 canprogresséo para a doenca,
considerando que muitos estudos tém mostrado gaeembinacéo controla a replicacao viral
do HIV-1, baixa carga viral e gera protecao coimtfeccdes oportunistas.

Ainda, para determinar as ambiguidades, seria s@gesealizar sequenciamento ou
genotipagem em alta resolucédo (SSP), porém, quaédofoi possivel determinar o alelo
especifico dos genétfl A-A, HLA-Be HLA-C através dos Kits, este foi determinado por meio
das frequéncias alélicas presentes em nossa papuldisponiveis no siteAlelle

Frequencieglisponivel no linkhttp://www.allelefrequencies.net/
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAQAO DA RESPOSTA IMUNE INATA EM INDIVIDUOS PORTADORES
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.022.484
Data da Relatoria: 13/04/2015

Apresentagao do Projeto:
Trata-se de projeto de pesquisa proposto por pesquisador vinculado a Universidade Estadual de Maringa.

Objetivo da Pesquisa:

Caracterizar a resposta imune inata em individuos portadores do HIV-1 atendidos no Servigo de
Atendimento Especializado em DST/AIDS da Secretaria de Saude do Municipio de Maringa e em individuos
néo portadores do virus.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Avalia-se que os possiveis riscos a que estardo sujeitos os participantes da pesquisa seréo suplantados
pelos beneficios apontados.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Seré&o coletadas amostras de sangue periférico com anticoagulante EDTA de todos os pacientes para a
quantificacdo das células NK CD56neg e para a genotipagem de genes KIR e HLA, quando comparecerem
ao LEPAC para a realizacdo de exames laboratoriais rotineiros, no periodo de janeiro a agosto de 2015.0s
gendtipos de HLA e KIR serdo analisados pela metodologia da reagéo em cadeia da polimerase utilizando-
se oligonucleotideos (sondas) sequéncia-especificos, do inglés: Polymerase Chain Reaction-Sequence
Specific Oligonucleotide Probes (PCR-SSOP),
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empregando-se a tecnologia Luminex. Esta tecnologia consiste em um sistema de multianalise que trabalha
com um conjunto de microesferas codificadas por cores que representam diferentes comprimentos de onda,
as quais sdo analisadas num avangado Citdmetro de Fluxo. Microesferas codificadas por uma determinada
cor contém em sua superficie apenas oligonucleotideos-sonda de mesma sequéncia. Primeiramente, a
regiao alvo do DNA sera amplificada e desnaturada, seguindo-se a hibridizagédo com sondas marcadas e de
sequéncia conhecida. Sendo que a regido alvo do DNA sera amplificada com o uso de oligonucleotideos
iniciadores biotinilados, entédo, os produtos marcados sé&o desnaturados e hibridizados em um unico tubo
com as sondas acopladas as microesferas. Por ultimo, faz-se a marcag&o com estreptoavidina conjugada
com ficoeritrina e a leitura da reagdo em citdmetro de fluxo. A interpretacéo dos testes sera realizada no
programa de computador Fusion.A gquantificacdo das células NK CD56neg sera realizada pela metodologia
de Citometria de Fluxo (BD TrucountTM Tubes) usando o aparelho FACSCalibur (Becton-Dickinson, New
Jersey, USA) e os resultados expressos em células/mma3.Nos pacientes infectados com HIV-1 sera feita a
subtipagem do virus conforme descrito abaixo.Extracdo do RNA e obteng&@o do cDNA: A extragéo do RNA
do HIV-1 sera realizada utilizando-se o kit de extracédo QIAmp® Viral RNA Mini Handbook (QIAGEN,
Courtaboeuf, France). Amplificagdo do gene pol: Para a primeira etapa da rea¢&o de nested-PCR sera
amplificada a regiao do gene pol utilizando os iniciadores K1 (CAGAGCCAACAGCCCCACCA) e K2
(TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGACA) obtendo-se um fragmento de 1,2 Kb do gene da
polimerase. A segunda amplificagcdo permitira a obtengéo dos genes codificadores da PR e TR, com 400 pb
e 800 pb, respectivamente. Serdo utilizados os iniciadores DP10 (TAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG)
e DP11 (CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA) para a regidao da PR e os iniciadores
F1(GTTGACTCAGATTGGTTGCAC) e F2 (GTATGTCATTGACAGTCCAGC ) para a regido da TR.
Sequenciamento: Os produtos de PCR serdo submetidos a reagéo de sequenciamento conforme descrita
anteriormente, utilizando-se os iniciadores DP10 e DP11 parao geneda PR e, F1 e F2 parao geneda TR e
dideoxinucleotideos (ddNTPs) contendo marcadores fluorescentes, conforme o Kit ABI
Prism®BigDyeTMTerminatorversion 3.1 cyclesequencingreadyreaction (AppliedBiosystems, Foster City,
CA). Apos precipitacdo do produto da reagéo, as amostras serdo desnaturadas e sequenciadas utilizando o
sequenciador automatico ABI 3100 (AppliedBiosystems, Foster City, CA).Analise das sequéncias: A analise
da qualidade das sequéncias obtidas, bem como sua edi¢c&o, serdo realizados no programa
SegqManLasergeneDNAStar v7.0 (SWINDELL & PLASTERER, 1997). Os subtipos serao inicialmente
determinados utilizando o Rega HIV Subtyping Tool v. 2.0 (disponivel em
http://www.bioafrica.net/subtypetool/html/subtypinghiv.html) e entdo confirmados com base
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na arvore filogenética produzida no programa MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011). Para construgéo da arvore
serdo utilizadas sequéncias de referéncia obtidas do Los Alamos HIV Database (www.hiv.lanl.gov). A
analise filogenética sera feita pelo algoritmo de neighbor-joining usando o modelo de substituicdo de
nucleotideos de Tamura-Nei, com 1000 replicatas. Os perfis de recombinagéo serdo confirmados por analise
bootscanning feita pelo RecombinantldentificationProgram v. 3.0 - RIP 3.0.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Apresenta Folha de Rosto devidamente preenchida e assinada pelo responsavel institucional. O cronograma
de execugdo é compativel com a proposta enviada. Descreve gastos sob a responsabilidade do
pesquisador. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido contempla as garantias minimas preconizadas.
Apresenta as autorizagdes necessarias. Sanadas as pendéncias apontadas.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:
O Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de
Maringa é de parecer favoravel a aprovagado do protocolo de pesquisa apresentado.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Face ao exposto e considerando a normativa ética vigente, este Comité se manifesta pela aprovacédo do
protocolo de pesquisa em tela.

MARINGA, 14 de Abril de 2015

Assinado por:
Ricardo Cesar Gardiolo

(Coordenador)
Enderego: Av. Colombo, 5790, UEM-PPG
Bairro: Jardim Universitario CEP: 87.020-900
UF: PR Municipio: MARINGA
Telefone: (44)3011-4444 Fax: (44)3011-4518 E-mail: copep@uem.br

Pagina 03 de 03

60



APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa intitulada “CARACTERIZACAO
DA RESPOSTA IMUNE INATA EM INDIVIDUOS PORTADORES E NAO
PORTADORES DO HIV”, que faz parte do curso de Mestrado em Ciéncias da Saide e é
orientada pelo Prof. Dennis Armando Bertolini, da Universidade Estadual de Maringa. O
objetivo desse estudo é caracterizar a resposta imune inata em individuos portadores do
HIV-1 atendidos no Servico de Atendimento Especializado em DST/AIDS da Secretaria
de Saiide do Municipio de Maringa e em individuos nao portadores do virus. Para isto a
sua participacdo ¢ muito importante, e ela se daria da seguinte forma: sera realizada a coleta
de um volume de sangue suficiente para a realiza¢do do estudo. Desta forma, informamos que
os desconfortos e riscos a que o participante serd exposto serdo decorrentes quando da coleta
de sangue para a realizagdo da pesquisa, de modo que os mesmos serdo controlados e
minimizados a0 maximo, tendo em vista que serdo adotadas todas as providéncia e cautelas
para evitar e reduzir efeitos e condig¢des adversas, como: material asséptico e descartavel;
locais para coleta também assépticos; utilizacdo de equipamentos de prote¢dao individual e
coletiva durante a coleta das amostras de sangue. Esse procedimento ja ¢ realizado de forma
padronizada nos locais de coleta, independentemente de ser uma pesquisa ou ndo.
Gostariamos de esclarecer que sua participa¢do ¢ totalmente voluntaria, podendo vocé:
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer
onus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as informacdes serdo utilizadas somente
para os fins desta pesquisa, e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de
modo a preservar a sua identidade. As amostras biologicas restantes serdo armazenadas no
laboratorio e, para utilizacdo futura, um novo termo de consentimento sera solicitado ao
participante apds aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa. Os resultados esperados sio o
de caracterizar alteragdes na estrutura de células fundamentais para a resposta contra a
infeccdo pelo HIV. Caso vocé tenha alguma davida ou necessite maiores esclarecimentos,
pode nos contatar nos enderecos abaixo ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa da UEM,
cujo endereco consta deste documento. Este termo deverd ser preenchido em duas vias de
igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a voceé.

5 | (nome por extenso do sujeito de pesquisa)
declaro que fui devidamente esclarecido e concordo em participar VOLUNTARIAMENTE da
pesquisa coordenada pelo Prof. Dennis Armando Bertolini.

Assinatura ou impressao datiloscopica

Bu,. (nome do pesquisador ou do membro da
equipe que aplicou o TCLE), declaro que forneci todas as informagoes referentes ao projeto
de pesquisa supra-nominado.

Assinatura do pesquisador
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Qualquer davida com relacdo a pesquisa podera ser esclarecida com o pesquisador, conforme
o endereco abaixo:

Nome: Dennis Armando Bertolini

Endereco: Av. Colombo, 5.790, Bloco T20 — Sala 302.

Telefone: (44) 3011-5394

e-mail: dabertolini@uem.br

Qualquer davida com relacdo aos aspectos éticos da pesquisa podera ser esclarecida com o
Comité Permanente de Etica em Pesquisa (COPEP) envolvendo Seres Humanos da UEM, no
endere¢o abaixo:

COPEP/UEM

Universidade Estadual de Maringa.

Av. Colombo, 5790. Campus Sede da UEM.

Bloco da Biblioteca Central (BCE) da UEM.

CEP 87020-900. Maringa-PR. Tel: (44) 3261-4444

E-mail: copep@uem.br
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Tabela suplementar 1. Frequéncia dos alelos HL&akese | nos individuos dos grupos HIV,
aids, sem aids e controle.

Alelos HLA de Grupos de individuos
classe | HIV aids sem aids controle
N =199 N=19 N =80 N =199
n (%) n (%) n (%) n (%)
A*01:01 19 (9,6) 8 (21,0) 11 (6,9) 16 (8,1)
A*01:02 1(0,5) 1(2,6) 0 1(0,5)
A*02:01 47 (23,7) 7 (18,4) 40 (25) 45 (22,7)
A*02:02 4 (2) 0 4 (2,5) 1(0,5)
A*02:05 3(1,5) 0 3(1,9) 3(1,5)
A*02:11 1(0,5) 0 1 (0,6) 1(0,5)
A*02:22 1(0,5) 0 1(0,6) 0
A*02:33 1(0,5) 1(2,6) 0 0
A*03:01 14 (7,1) 1 (2,6) 13 (8,1) 22 (11,1)
A*03:02 2 (1,0) 0 2(1,2) 0
A*11:01 10 (5,0) 3(7,9) 7 (4,4) 11 (5,5)
A*23:01 3(1,5) 2 (5,3) 1(0,6) 11 (5,5)
A*24:02 13 (6,6) 1(2,6) 12 (7,5) 24 (12,1)
A*24:03 1(0,5) 0 1(0,6) 1(0,5)
A*25:01 1(0,5) 0 1(0,6) 3(1,5)
A*26:01 8 (4,0) 1(2,6) 7 (4,4) 6 (3,0)
A*29:02 5(2,5) 2 (5,3) 3(1,9 8 (4,0)
A*30:01 11 (5,5) 2 (5,3) 9 (5,6) 8 (4,0)
A*30:02 6 (3,0) 2 (5,3) 4 (2,5) 1(0,5)
A*30:04 1(0,5) 0 1(0,6) 1(0,5)
A*31:.01 11 (5,5) 2 (5,3) 9 (5,6) 9 (4,5)
A*32:01 10 (5,0) 0 10 (6,2) 8 (4,0)
A*33:01 2 (1,0 2 (5,3) 0 0
A*33:03 3(1,5) 0 3(1,9) 0
A*33:50 0 0 0 3(1,5)
A*34:01 0 0 0 1(0,5)
A*34:02 1(0,5) 0 1(0,6) 1(0,5)
A*36:01 1(0,5) 0 1(0,6) 0
A*66:20 0 0 0 1(0,5)
A*68:01 11 (5,5) 3(7,9) 8 (5,0) 8 (4,0)
A*68:02 6 (3,0) 0 6 (3,8) 0
A*69:01 1(0,5) 0 1(0,6) 3(1,5)
A*74:01 0 0 0 1(0,5)
B*07:02 8 (4,0) 0 8 (5,0) 8 (4,0)
B* 07:05 1(0,5) 0 1 (0,6) 2 (1,0)
B* 07:14 1(0,5) 0 1 (0,6) 0
B* 07:50 1(0,5) 0 1 (0,6) 0



B* 08:01
B* 13:02
B* 14:01
B* 14:02
B* 14:03
B* 15:01
B* 15:03
B* 15:04
B* 15:08
B* 15:10
B* 15:15
B* 15:16
B* 15:17
B* 15:18
B* 15:20
B* 18:01
B* 18:50
B* 27:05
B* 35:01
B* 35:02
B* 35:03
B* 35:04
B* 35:05
B* 35:08
B*35:19
B* 37:.01
B* 38:01
B* 39:01
B* 39:02
B* 39:03
B* 39:05
B* 39:06
B* 39:13
B* 40:01
B* 40:02
B* 40:04
B* 41:01
B* 41:02
B* 42:01
B* 42:02
B* 44.02
B* 44.03
B* 45:01
B* 49:01

9 (4,5)
4 (2,0)
0
6 (3,0)
0
6 (3,0)
1(0,5)
2 (1,0)
0
2 (1,0)
0
1(0,5)
2 (1,0)
2 (1,0)
1(0,5)
11 (5,5)
1(0,5)
3 (1,5)
12 (6,1)
7 (3,5)
3 (1,5)
1(0,5)
2 (1,0)
2 (1,0)
0
4 (2,0)
3 (1,5)
1(0,5)
1(0,5)
0
1 (0,5)
0
1(0,5)
2 (1,0)
3 (1,5)
1(0,5)
3 (1,5)
1(0,5)
4 (2,0)
1(0,5)
13 (6,6)
12 (6,1)
5 (2,5)
5 (2,5)

4 (10,5)
1 (2,63)
0
3(7,9)
0
2 (5,3)

0o © o0 oo

1 (2,63)
0

2 (5,3)
0

1 (2,63)

1 (2,63)
0

2 (5,3)
0

1 (2,63)

o000 oco0co0o©o

1 (2,63)
0
0
1 (2,63)
1 (2,63)
3(7,9)
3(7,9)
1 (2,63)
1 (2,63)

5(3,1)
3(1,9)
0
3(1,9)
0
4 (2,5)
1 (0,6)
2 (1,2)
0
2 (1,2)
0
1 (0,6)
2 (1,2)
1 (0,6)
1 (0,6)
9 (5,6)
1 (0,6)
2 (1,2)
11 (6,9)
7 (4,4)
1 (0,6)
1 (0,6)
1 (0,6)
2 (1,2)
0
4 (2,5)
3(1,9)
1 (0,6)
0
0
1 (0,6)
0
1 (0,6)
2 (1,2)
3(1,9)
0
3(1,9)
1 (0,6)
3(1,9)
1 (0,6)
10 (6,2)
9 (5,6)
4 (2,5)
4 (2,5)

10 (5,0)
3 (1,5)
3 (1,5)
9 (4,5)
1 (0,5)
9 (4,5)
1(0,5)
3 (1,5)
1 (0,5)
1(0,5)
1 (0,5)
0
1(0,5)
1 (0,5)
1(0,5)
9 (4,5)
0
6 (3,9)
12 (6,1)
8 (4,0)
5 (2,5)
1(0,5)
1(0,5)
5 (2,5)
1 (0,5)
4 (2,0)
3 (1,5)
3 (1,5)
0
1 (0,5)
0
2 (1,0)
0
2 (1,0)
5 (2,5)
1 (0,5)
1(0,5)
0
2 (1,0)
0
8 (4,0)
13 (6,6)
3 (1,5)
7 (3,5)
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B* 50:01
B* 50:02
B*51:01
B* 51:07
B* 52:01
B* 53:01
B* 55:01
B* 57:01
B* 57:03
B* 58:01
B*58:02
B*78:01
B*78:02
B*81:01
C*01:02
C*01:50
C*02:02
C*02:50
C*03:02
C*03:03
C*03:04
C*04:01
C*04:50
C*04:51
C*05:01
C*06:02
C*06:03
C*07:01
C*07:02
C*07:04
C*08:01
C*08:02
C*12:02
C*12:03
C*12:50
C*14:02
C*14:03
C*15:02
C*15:04
C*15:05
C*15:50
C*16:01
C*16:02
C*16:50

2 (1,0)
0
16 (9,6)
0
2 (1,0)
6 (3,0)
4 (2,0)
7 (3,5)
3 (1,5)
5
0
1 (0,5)
1 (0,5)
1 (0,5)
4 (2,0)
4 (2,0)
1 (0,5)
7 (3,5)
1 (0,5)
8 (4,0)
9 (4,5)
28 (14,1)
7 (3,5)
1 (0,5)
18 (9,1)
21 (10,6)
0
27 (13,6)
14 (7,1)
3 (1,5)
0
6 (3,0)
1 (0,5)
5(2,5)
0
4 (2,0)
0
6 (3,0)
0
1 (0,5)
0
9 (4,5)
1 (0,5)
0

0
0
2 (5,3)
0
0
2 (5,3)
1 (2,63)
2 (5,3)
0
2 (5,3)
0
0
1 (2,63)
0
1 (2,63)
1 (2,63)
0
0
1 (2,63)
2 (5,3)
1 (2,63)
5 (13,1)
2 (5,3)
1 (2,63)
5 (13,1)
4 (10,5)
0
6 (15,8)
0
1 (2,63)
0
3(7,9)

C o9 MO0 Ooo

1(2,63)
1(2,63)
0

2 (1,2)
0

14 (8,7)
0

2 (1,2)

4 (2,5)

3(1,9)

5(3,1)

3(1,9)

3(1,9)
0

1 (0,6)
0

1 (0,6)

3(1,9)

3(1,9)

1 (0,6)

7 (4,4)
0

6(3,7)

8 (5,0)

23 (14,4)

5(3,1)
0

13 (8,1)

17 (10,6)
0

21 (13,1)

14 (8,7)

2 (1,2)
0

3(1,9)

1 (0,6)

5(3,1)
0

4 (2,5)
0

4 (2,5)
0

1 (0,6)
0

8 (5,0)
0
0
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6 (3,0)
1 (0,5)
8 (4,0)
2 (1,0)
3 (1,5)
2 (1,0)
3 (1,5)
7 (3,5)
2 (1,0)
2 (1,0)
1 (0,5)
0
0
3 (1,5)
5(2,5)
3 (1,5)
2 (1,0)
6 (3,0)
2 (1,0)
8 (4,0)
9 (4,5)
38 (19,2)
0
0
10 (5,0)
19 (9,6)
1 (0,5)
28 (14,1)
13 (6,6)
2 (1,0)
1 (0,5)
10 (5,0)
3 (1,5)
10 (5,0)
1 (0,5)
3 (1,5)
1 (0,5)
6 (3,0)
1 (0,5)
0
2 (1,0)
6 (3,0)
1(0,5)
1 (0,5)
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C*17:01 11 (5,5) 1(2,63) 10 (6,2) 4 (2,0
C*17:50 0 0 0 1 (0,5)
C*18:01 1(0,5) 0 1 (0,6) 1 (0,5)

N = numero de individuos; n: numero de alelos; glovde p; OR odds ratiq IC:
intervalo de confianca; I: indefinido.



