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RESUMO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) compromete
progressivamente o sistema imunoldgico, levando a deplecédo das células T CD4+ e suas
funcgdes, caracterizando a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). A resposta
inata é determinante para estabelecer um estado antiviral, que mantém o equilibrio entre
0 virus e o hospedeiro. Os interferons tipo 11l também chamados de interferons lambda
(IFN-A1 ou IL-29; IFN-A2 ou IL-28a; IFN-A3 ou IL-28b), assim como, as Células
Natural Killer (NK), sdo componentes da imunidade inata que desenvolvem papéis
importantes no controle da replicacdo viral. O polimorfismo de Unico nucleotideo (SNP)
no gene IFNL3 que codifica 0 IFN-A3 mostrou uma forte associagdo com cura
espontanea e sucesso na resposta ao tratamento na infec¢do pelo HCV. Entretanto, a
influéncia do polimorfismo no IFNL3 na resposta ao tratamento para HIV € controversa.
Visando investigar associagdo entre SNP no IFNL3 com a resposta ao tratamento para
HIV, assim como seu efeito nos marcadores de superficie de células NK foram
realizados respectivamente dois estudos resultando em dois artigos intitulados:
“Gendtipos CC/CT do IFNL3 rs12979860 como marcadores genéticos na resposta
imunoldgica e virolégica a TARV em pacientes brasileiros infectados com HIV?”,
realizado em uma amostra constituida por 266 pessoas vivendo com HIV/AIDS,
submetidas a TARV por 12 meses e atendidas no Hospital Correia Picanco (HCP),
sendo 30 ndo respondedores a TARV, e 236 respondedores imunoldgico e/ou virologico
apresentando aumento de T CD4" e carga viral indetectavel. Em um modelo de regresséo
logistica multivariada os genétipos CC/CT rs12979860 do IFNL3 (p= 0,027 OR 2,52 IC
1,02-6,21) e niveis baixos de T CD4" (p= 0,002 OR 0,997 IC 0,995-0,999,
respectivamente) antes da terapia foram independentemente associados a resposta
viroldgica e imunoldgica a TARV. Dessa maneira, a presenca dos genotipos CC/CT
rs12979860 no IFNL3 foram associados a um efeito positivo para a resposta
imunoldgica e viroldgica a TARV, o que pode ser explorado como um possivel
marcador genético de resposta considerando o periodo de 12 meses. No segundo artigo,
Associacao do polimorfismo do gene do IFNL3 e aumento da expressdo de CD69
em células NK de pessoas vivendo com HIV sem TARV, foi explorada a hipdtese de
que os genotipos CC/CT estariam relacionados com uma maior ativacao das celulas NK.
Desta forma, o estudo foi constituido por 25 pessoas vivendo com HIV (PVHA) sem

TARV, atendidas no HCP, e por 25 individuos sem HIV (controle), atendidas no Centro



de Testagem e Aconselhamento (CTA), localizado na cidade do Cabo, PE, onde foi
comparada a diferenca do nimero da populacdo de células NK e marcadores de ativacao
entre esses grupos. Os resultados mostraram um aumento da subpopulagdo NK
CD56'CD16 e diminuicdo de NK CD56'CD16" (p < 0.001), assim como aumento dos
marcadores HLA-DR e CD38 em ambas subpopula¢des em PVHA quando comparados
com o controle. Quanto ao polimorfismo do IFNL3 e a ativacdo de NK, foi observada
uma relagdo entre a expressdo de CD69 e os genotipos CC/CT, porém os marcadores
HLA-DR e CD38 ndo mostraram diferencas de expressao em relacdo a essa SNP. Em
conclusdo, o presente estudo mostra evidéncias que apoiam a influéncia do
polimorfismo do IFNL3 na resposta ao tratamento do HIV e na ativagdo de células NK
em PVHA.

Palavras-chave: Polimorfismo. Interferon. Células NK. HIV. Tratamento.



ABSTRACT

The human immunodeficiency virus (HIV) infection compromises the humans immune
system progressively, leading to depletion of CD4" T cells and their functions,
characterizing the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). The innate response is
crucial to establish an antiviral state, maintaining the virus and the host balance. Type
Il interferons also called lambda interferon (IFN-A1 or IL-29, IFN-or IL-28A A2, A3
IFN-or 1L-28b) as well as NK cells, develop an important control of viral replication.
The single nucleotide polymorphism (SNP) in IFNL3 gene, which encoding IFN-A3,
showed a strong association with spontaneous clearance and successful therapy in HCV
infection. However, the influence of IFNL3 polymorphism of the treatment response to
HIV is controversial. Therefore, this study aimed to investigate the association between
the SNP in IFNL3 with response to treatment for HIV, as well as its effect on surface
markers of NK cells, which resulted in two articles. In the first one, entitled IFNL3
CC/CT genotypes at rs12979860 as genetic marker for the immunological and
virological response to HAART in HIV Brazilian infected patients, we investigated
the effect of IFNL3 polymorphism in the immunologic and/or virologic response to
HAART, employning a sample of 266 people living with HIV/AIDS undergoing
HAART for 12 months, which 30 were non-responders and 236 responders regarding
the immunological and/or virological increase of CD4" T cell and/or no detecble HIV
viral load. In a multivariate logistic regression model, low number of CD4" T cell before
HAART (p=0.002 OR 0.997 CI 0.995 to 0.999) and the CC/CT rs12979860 IFNL3
were independently associated with immunological and/or virological response to
HAART (p=0.027 OR 2.52 CI1 1.02 to 6.21). This findings support the importance of the
IFNL3 CC/CT as genetic marker of response to HAART in the period 12 months.
Ensuing, in the second study, entitled Association of IFNL3 gene polymorphism and
increased expression of CD69 on NK cells subsets in ART-naive HIV infected
individuals, we explored the hypothesis that the CC/CT genotypes were also associated
with greater activation of NK cells. Thus, we conducted a study with 25 people living
with HIV/AIDS ART-naive and 25 individuals HIV negative, comparing the difference
in numbers of NK cells population and activation markers among these groups. The
results showed an increase in NK CD56+CD16- and decreased in NK CD56"CD16"
(p<0.001), as well as increased expression on activation markers HLA-DR and CD38

on both subpopulations in HIV/AIDS ART-naive group compared to control. Regarding



the polymorphism of IFNL3 and activation of NK cells, we observed association
between the expression of CD69 and genotypes CC/CT but no differences regarding
HLA-DR and CD38 expression and this SNP. In conclusion, the present study provides
evidence supporting the IFNLuence of polymorphism IFNL3 in response to HIV
treatment and activation of NK cells in people living with HIV/AIDS.

Keywords: Polymorphism. Interferon. NK cells. HIV. Treatment.
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FERREIRA, V.O.M Influéncia do polimorfismo do gene IFNLS3...

1 INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) compromete
progressivamente o sistema imunologico em humanos, levando a deplecdo das células T
CD4+ e suas funcdes, caracterizando a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Ao
longo de trés décadas de estudos sobre HIV/AIDS, as pesquisas tém avaliado os mecanismos
responsaveis pelo comprometimento do sistema imunolégico, durante a evolucdo da infeccéo,
porém ainda restam indagacdes sobre o fato de alguns pacientes evoluirem rapido para AIDS,
enquanto outros evoluem lentamente; como também parceiros com diagnostico discordantes
para a infeccdo, assim permanecem por longos periodos de tempo (TOMESCU et al., 2011).
Acredita-se que a diversidade genética do hospedeiro exerce uma funcdo importante na
evolucdo da infeccdo causada pelo HIV, assim como, a resposta imunoldgica e a diversidade
viral (MARTIN et al.,2013; CARRINGTON, 2013).

A imunidade inata (IN) é a primeira linha de defesa contra infeccbes, sendo
responsavel por conter o avango inicial dos patdgenos e ativar a resposta especifica contra os
mesmos. Esse primeiro contato pode ser determinante para estabelecer um estado antiviral
suficiente para manter uma relacdo relativamente equilibrada entre virus e hospedeiro. Na
literatura estudos sugerem que a resposta inata desempenha importante papel na evolucdo da
doenga tornando de fundamental importancia o estudo de celulas e moléculas que possam
ativa-la, fornecendo subsidios para desenhar novas estratégias na conduta clinica e terapéutica
dos pacientes (BORROW et al., 2010).

Os interferons tipo | e 11, assim como as células NK , sdo componentes da IN que
desenvolvem papéis importantes no controle da replicagio viral (BOASSO;
SHEARER,2008).

A descoberta do interferon (IFN) tipo 11l é relativamente recente (KOTENKO et al.,
2003; SHEPPARD et al., 2003). A familia de IFNL possui trés membros: IFN-A1 (IL-29),
IFN-A2 (IL-28A) e IFN-A3 (IL-28B) que estruturalmente, se assemelham a IL-10, porém sdo
funcionalmente semelhantes a familia de interferons tipo | (IFN-a, IFN-B), devido sua
capacidade de ativar os ISRE (elementos de respostas estimulados por IFN) e possuem
atividade antiviral (RENALD, 2003).

Estudos recentes em pacientes com hepatite C tém associado a presenca do

polimorfismo do gene IFNL3, gendtipo CC, com o controle do virus (SUPPIAH et al., 2009;
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TANAKA et al., 2009; GE et al., 2009; THOMAS et al., 2009; RAUCH et al., 2010). A
relacdo desse polimorfismo com outros virus esta sendo estudada, entre eles o HIV.

Martin et al (2010) realizaram estudo em pacientes americanos com hepatites C, B e
com HIV e identificaram associagdo do polimorfismo apenas com o controle do HCV;
Salgado et al (2011) e Sadaji et al (2011) realizaram estudo na populacdo de afro americanos
HIV+ e ndo evidenciaram associacéo do polimorfismo do IFNL3 com o controle do HIV.

Em 2013, Machmach et al, publicaram estudo realizado com individuos espanhois
brancos que evidenciaram uma associacdo entre o referido polimorfismo do gene IFNL3 do
SNP rs12979860 com o controle da infecgéo pelo HIV.

Na populacdo brasileira poucos estudos foram publicados e evidenciaram apenas
associacdo com o controle do HCV (LUNGE et al.,2012; FERREIRA et al.,2012),
constatando assim, a necessidade de maiores investigagdes em relacdo a associacdo do
polimorfismo do gene IFNL3 com o controle do HIV em diferentes populagdes.

O comportamento das células NK também tem sido objeto de estudo, uma vez que
ativam o sistema imune, estando diretamente associadas com o controle das células tumorais e
infectadas por virus. O comprometimento da funcionalidade das células NK pode contribuir
com a progressdo da infeccdo pelo HIV (HENACH et al., 2010).

Considerando a hipétese de moléculas da IN interferirem na evolucéo da infeccédo pelo
HIV, neste estudo, investigamos se a presenca do polimorfismo de nucleotideo unico (SNP)
do gene IFNL3 (rs12979860) estaria relacionada com as respostas imunoldgica e virolégica
em pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA) submetidas a terapia antirretroviral (TARV) e
ativacdo das células NK, em PVHA sem TARV. Resultando em dois artigos apresentados
nesta tese: Artigo | (Apéndice C) : Gendtipos CC/CT do IFNL3 rs12979860 como
marcadores genéticos na resposta imunolégica e virolégica a TARV em pacientes
brasileiros infectados com HIV foi analisada a associagéo do polimorfismo do gene IFNL3
(rs12979860) com as respostas imunologica e virolégica em PVHA submetidas a TARV; e 0
Artigo Il (Apéndice D): Associacdo do polimorfismo do gene do IFNL3 e aumento da
expressdo de CD69 em células NK de pessoas vivendo com HIV sem TARV foi
verificada a associa¢do do polimorfismo do gene IFNL3 (rs12979860) e ativacédo das células
NK em PVHA sem TARV.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A seguir estdo relacionados trés topicos que constituirdo a revisdo da literatura do

estudo realizado.

2.1 Aspectos imunopatogénicos da infeccao pelo HIV

A infeccdo pelo HIV atinge cerca de 35,3 milhdes de pessoas no mundo sendo o virus
do tipo 1 (HIV-1) o responsavel majoritario por essa pandemia. (UNAIDS, 2013).

No Brasil, estima-se que do inicio da epidemia da AIDS até junho de 2014, foram
registradas aproximadamente 734 mil pessoas vivendo com HIVAIDS. A taxa de deteccdo da
AIDS no Brasil tem apresentado estabilizacéo nos ultimos dez anos, com uma média de 20,5
casos para cada 100 mil habitantes, porém as regides Norte (N), Nordeste (NE) e Centro-
Oeste (CO) apresentam uma tendéncia linear de crescimento significativo; em 2004, a taxa
registrada foi de 15,0 (N) 11,0(NE) e 18,7 (CO) casos para cada 100 mil habitantes, enquanto
que em 2013 a taxa foi de 26,1 (N), 16,0 (NE) e 20,3 (CO) (BRASIL, 2014). De acordo com
o relatério das Nagbes Unidas publicado em 2014 houve um crescimento de 11% na
estimativa de pessoas vivendo com HIV e AIDS no Brasil de 2005 a 2014. A Secretaria de
Vigilancia em Salde do Ministério da Saude justificou que a epidemia no Brasil é
concentrada, isso significa que, apesar de apresentar uma prevaléncia do HIV baixa na
populacdo em geral (0,4%), a relacdo entre 0 nimero de pessoas infectadas e a populacdo
geral, em alguns grupos prioritarios - homens que fazem sexo com homem, profissionais do
sexo, travestis, usuarios de drogas, pode ser maior que 10%. (BRASIL, 2013).

Em Pernambuco, de acordo com a coordenacdo estadual do programa DST/AIDS, o
ndmero de novos casos cresceu em torno de 4%. Em nameros absolutos, cerca de 20.394
pessoas vivendo com HIV/AIDS, sendo 13.259 do sexo masculino e 7.135 do sexo feminino,
desde o inicio da epidemia em 1983 até julho de 2014 e a faixa etaria mais atingida séo 0s

adultos jovens de 20 a 49 anos (Boletim epidemiologico-PE, 2013)

Os linfécitos T CD4™ desempenham um papel central no desenvolvimento da resposta
imune especifica contra o virus, e a perda progressiva no numero dessas células favorece o
estabelecimento do quadro de imunodeficiéncia grave observada nos pacientes HIV+
(PANTALEO et al., 1995). Dessa forma, a contagem das células T CD4" no sangue periférico
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é o principal parametro imunoldgico utilizado no acompanhamento da infecgdo pelo HIV-1,
contribuindo para a avaliacdo da progressdo da doenca, inicio de profilaxias para as doencas
oportunistas e inicio da terapia antiretroviral (TARV) ou HAART do inglés “highly active
antiretroviral therapy”, além de ser utilizada na avaliagdo da reconstituicdo imune pos-
tratamento (MILLER et al., 1999). Em adi¢do a perda quantitativa, o prejuizo qualitativo da
funcéo das células T CD4" também tem implicacdes importantes para a faléncia imunoldgica
observada na AIDS (DOUEK et al., 2002).

O HIV-1 infecta as células que expressam a molécula CD4, como mondcitos,
macrdfagos, linfocitos, células dendriticas e células microgliais do sistema nervoso central.
Utiliza como receptor principal para penetrar nas células a glicoproteina de 120 kD (gp120)
do envelope viral. Em adi¢do a molécula CD4, a entrada do HIV-1 na célula também requer
moléculas co-receptoras. Os receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 foram identificados
como principais co-receptores para a entrada de cepas do HIV com tropismo para macrofagos
(R5) e linhagem linfocitica (X4), respectivamente, na célula alvo (DENG et al., 1996).

Durante a infeccdo aguda pelo HIV-1, uma intensa replicacdo viral é observada,
alcancando niveis de 100 milhdes de copias de RNA/mI de plasma, ainda em auséncia de uma
resposta imune celular especifica (HOFFMAN et al., 2005). Neste periodo, bastante inicial de
replicacdo do virus, ocorrem processos importantes como a disseminacao do virus para uma
grande variedade de tecidos linfoides secundarios, que funcionardo como reservatérios virais
(PANTALEO et al., 1993). Deste modo, a quantificacdo do HIV no sangue periférico, ou
carga viral (CV) plasmatica, é outro importante marcador laboratorial para o
acompanhamento da infeccdo e monitoramento da eficacia da TARV sobre a replicacdo do
virus (GEA-BANACLOCHE et al., 1999).

AlteracBes importantes sio observadas em células T CD8" no periodo inicial da
infeccdo, ainda na fase aguda, observa-se um aumento das contagens absolutas de células T
CD8", que persistem durante a fase assintomatica. Este aumento inicial, em parte, é resultado
da indugdo de uma intensa resposta de células T citotoxicas especificas para o HIV-1, a qual
coincide com a supressdo inicial da viremia para na maioria dos pacientes, mas também pode
ser pelo processo de ativacao generalizada do sistema imune (LAWN et al., 2001).

Evidéncias apontam possiveis mecanismos envolvidos com a infec¢éo pelo HIV-1e o
inicio da imunodeficiéncia, ativagdo imunoldgica cronica e a inflamacdo causada pelo HIV.

Paradoxalmente, os niveis de ativacdo do sistema imune estdo diretamente associados com a
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progressdo da doenga podendo estar relacionada as trés principais facetas da infecgéo causada
pelo HIV-1: a destruicdo macica de células T CD4+, a ativacdo imunoldgica paradoxal e o
esgotamento da capacidade regenerativa (APPAY; SAUCE, 2008).

Ativacdo imune na infeccdo pelo HIV-1 é um processo bastante amplo que abrange
uma grande variedade de eventos moleculares e celulares ativos e suas consequéncias.
Individuos infectados exibem marcadores elevados de ativacdo e / ou apoptose em células T
CD8" e de CD4" assim como células B, células NK e mondcitos (GROUX et al., 1992;
FINKEL et al., 1995). Os niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias, tais como o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 6 (IL-6) e interleucina-1 beta (IL-1B) no plasma e
dos ganglios linfaticos, também sdo observadas a partir dos estagios iniciais da infeccédo pelo
HIV-1 (WEISS et al., 1989; APPAY; SAUCE, 2008).

A secrecdo de quimiocinas, tais como a, MIP-1 e RANTES estd aumentada nos
pacientes infectados pelo HIV-1 (CANQUE et al., 1996; COTTER et al., 2001). Este
ambiente de desorganizacao do sistema imune pode ser reconhecido nos individuos infectados
por uma variedade de alteracBes fenotipicas observadas nas células T, nas células B, NK e
mondcitos, como o0 aumento da expressdo de moléculas de superficie associadas a ativagao do
sistema imune. Essa expressdo, em especial da molécula CD38, esta associada a progressao
da doenca, e a avaliacdo periddica do fenotipo dessas células pode auxiliar no monitoramento
da infeccdo. Alguns estudos demonstraram que a fragdo CD38" das células T CD8" assim
como das células NK, aumenta progressivamente com 0 avanco da doenga e que este aumento
esta associado com o declinio de células T CD4" totais e aumento da carga viral plasmatica
(BENITO et al., 1997; GIORGI et al., 2002; BENITO et al., 2004; KURI-CERVANTES et
al., 2014). Tais niveis de células CD8*CD38" diminuem com a supressio da replicacio viral
obtida pela TARV que teve inicio em 1989 com introducdo da zidovudina (AZT), seguida das
diversas drogas e esquemas terapéuticos implementados desde entéo.

A TARV combina drogas que atuam em pontos chave da producdo do HIV,
suprimindo a replicagdo viral. Com isto, ocorre uma restauracdo tanto quantitativa quanto
qualitativa das células T CD4", levando, consequentemente, a recuperacgdo da resposta imune
protetora contra uma grande variedade de patogenos (DEAYTON et al., 2002 BENITO et al.,
2004;).

Benito et al. (1997) também demonstraram que a molécula do sistema de antigenos

leucocitarios humanos (HLA) de classe Il, o HLA-DR também esta relacionada com a
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ativacdo celular, e cujo aumento também se correlaciona a queda das células T CD4"
circulantes, assim como o marcador CD69 que esta relacionado com ativagdo de células NK
em fase aguda da infeccdo (BENLAHRECH et al., 2009).

Outra evidéncia do papel paradoxal da ativagdo imune na infeccdo pelo HIV foi
trazida por estudos em primatas infectados com virus da imunodeficiéncia simia (SIV).
Macacos Rhesus que, como 0os humanos infectados por HIV, sofrem progressiva deplecdo de
células CD4" e evoluem para AIDS, apresentam forte ativacdo de células T. Em contraste 0s
macacos mangabeis e macacos verdes africanos, os hospedeiros naturais do SIV, néo
desenvolvem imunodeficiéncia e exibem ativacdo das células T minima apesar da replicacdo
viral evidente (SILVESTRI et al., 2003). Outra observacao interessante vem do estudo da
infeccdo pelo HIV-2 realizado por Leligdowicz et al (2007), o qual relata que a maioria dos
individuos HIV-2 infectados apresentam uma progressdo da doenca leve ou lenta, além de
baixa carga viral e normalmente exibem ativacdo imune significativamente menor quando
comparados com individuos HIV-1 infectados.

Durante a infeccdo pelo HIV-1, o estabelecimento de ativacdo imunoldgica e
inflamacdo envolvem vérios mecanismos que estdo, quer direta ou indiretamente,
relacionadas com a replicacdo viral. A causa comum de ativacdo de células T durante uma
infeccdo € a estimulacdo antigénica com o virus, que é a base da resposta imunoldgica
adaptativa. Durante a infec¢do primaria, o HIV-1 induz respostas fortes de células T, em
particular de células T CD8", que podem persistir durante a fase de infeccéo cronica devido a
replicacdo continua do virus (SODORA ; SILVESTRI.,2008)

Brenchley et al (2006), trouxeram a tona outro mecanismo que pode ser central na
patogénese do HIV e envolve a ativacdo do sistema imune inato. O esgotamento massivo de
células T CD4" e possivelmente, dos macréfagos e células dendriticas em tecidos linfoides
das mucosas pode resultar no comprometimento das funcées dos diferentes componentes do
sistema imunoldgico que constituem a barreira imune na mucosa do intestino, esta barreira
normalmente impede a translocacdo da flora que habita o trato intestinal e restringe esses
patdgenos para a lamina prépria e linfonodos mesentéricos. O comprometimento da
integridade da mucosa, por conseguinte, resulta na translocacdo microbiana a partir do
intestino para o sistema imunoldgico sisttmico. Curiosamente, a infeccdo por HIV-1 esta
associada com um aumento significativo dos niveis lipopolissacarideo (LPS) no plasma, um

indicador de translocacdo microbiana, que é diretamente correlacionado com medidas de
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ativagdo imunoldgica. A evidéncia de translocagdo de produtos bacterianos é altamente
provavel que resulte em uma profunda ativacdo da resposta imune inata (BRENCHLEY et al.,
2006)

Aumento da ativacdo de células T e hiperplasia linféide sugere que a ativacdo de
células T cronica persiste em hospedeiros imunocomprometidos e contribuem para o
esgotamento das fungbes imunoldgicas sugerindo que a ativacao cronica da imunidade inata
pode afetar negativamente a resposta adaptativa mediada por células, levando a crer que a
exposicdo constante das células efetoras pode resultar em um hiperativacdo crénica, com
efeitos deletérios sobre as células T. Em particular, as células dendriticas plasmocitoides
(pDC), podem ser altamente suscetiveis ao HIV induzidas por ativacao, devido a sua interacéo
com o receptor CD4. Subsequente producao de interferon tipo | e indolamina 2,3-dioxigenase
podem exercer efeitos supressivos e citotoxicos sobre as células T (BOASSO, 2008).

Entre as moléculas que participam da resposta inata, os interferons (INFs), constituem
a primeira linha de defesa contra as infecc@es virais, incluindo o HIV-1. Os interferons sdo
classificados em trés classes distintas: IFN tipo | consistem em dois grupos distintos de
proteinas IFN-o ¢ IFN-B que protegem contra infecgdes virais diretamente através da inibi¢ao
da replicagdo do virus nas células e indiretamente, estimulando a resposta imune inata e
adaptativa. O IFN-a esta em uso clinico como agente antiviral nas hepatites C e B. O IFN-f ¢é
usado como terapia para esclerose maltipla, mas o mecanismo do seu efeito benéfico nessa
doenca ndo é conhecido (ABBAS, 2005). IFN tipo Il, consistem em um dnico tipo, IFN-y,
que é uma proteina produzida por células NK, Thl CD4+ e TCD8+, sendo a principal citocina
ativadora de macrdéfagos e exerce funcdes criticas na imunidade inata e na imunidade
adaptativa, porém ndo é um INF de atividade antiviral potente, age principalmente como uma
citocina efetora da resposta imune (ABBAS, 2005).,Recentemente, uma nova classe de
citocinas foi descoberta o IFN tipo Ill, também chamado de interferon lambda (IFNA) ou
interleucina 28/29 (IL28/29) que tem estrutura semelhante a IL10, porém tem atividade
funcional semelhante ao IFN tipo | (KOTENKO et al., 2003).

Os interferons tipo | e 1l apresentam atividade antiviral efetora contra uma variedade
de virus, inclusive o HIV-1, porém quanto ao interferon tipo Ill ou lambda ainda néo esta

clara a sua capacidade de inibir a infec¢do pelo HIV-1 (HOU et al., 2009).
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2.2 Interferon Lambda (IFNL3)

A familia de IFN A possui trés membros: IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A) e IFN-A3
(IL-28B), os quais sdo codificados por genes agrupados no cromossomo humano 19, que
estruturalmente assemelham-se a IL-10, porém sdo funcionalmente semelhantes a familia de
interferons tipo | (IFN-a, IFN-B), devido sua capacidade de ativar os elementos de respostas
estimulados por IFN (ISRE) e possuirem atividade antiviral (RENALD et al., 2003). O IFN-
A1 possui 5 éxons e 0s IFN-A2 e IFN-A3 possuem 6 éxons. O IFN-A2 e IFN-A3 possuem 96%
de homologia. O padrdo conservado de cisteina e o perfil anfipatico dos IFNs-A sugerem que
estes pertencem a uma familia de citocinas helicoidais (SHEPPARD et al., 2003).
Provavelmente o IFN-A represente uma ligacdo evolutiva entre a 1L-10 e os IFNs tipo |
(CHEN; CARROLL; GADINA, 2006).

Baixos niveis de IFN-A foram detectados em sangue humano, cérebro, pulméo, ovario,
pancreas, pituitéria, placenta, prostata, e testiculos (SHEPPARD et al., 2003). Assim como 0s
interferons tipo 1, os IFNs Il também podem ser induzidos em diversas linhagens celulares
por dsRNA ou depois de infeccdo com citomegalovirus,virus A da influenza, virus da hepatite
B (HBV) , virus da hepatite C (HCV) , virus herpes simplex tipo 2 (HSV-2), e virus da
estomatite vesicular (BRAND et al., 2005; JEWELL et al, 2010; ROBEK et al., 2005; ANK et
al., 2006; ONOGUCHI et al., 2007).

Apesar de aparentemente qualquer célula infectada por virus expressar INF-A, células
dendriticas e leucocitos polimorfonucleares parecem ser os maiores produtores (KOTENKO
et al., 2003; SHEPPARD et al., 2003). A expressdo de membros da familia de INF-A ¢
induzida em ambas as células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas por diversos virus que
infectam humanos (WITTE et al., 2010).

O receptor do IFN-A é amplamente distribuido em células epiteliais 0 que sugere que a
familia de IFN-A evoluiu especificamente para proteger o epitélio da invasdo viral
(SOMMEREYNS et al., 2008). No entanto, ainda ndo esta claro se o IFN-A tem a capacidade
de inibir a infeccdo pelo HIV-1. Dados publicados por Liu et al. (2012), afirmam que o IFN-
A3 parece exercer a sua func¢do antiviral, em relacdo ao HIV, pela ativacdo da via JAK-STAT

mediada pela imunidade inata em macrofagos.
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O receptor de interferon tipo Il € composto por IFN-AR1, o qual é especifico para
IFN-A e a cadeia acessorio 1L-10R2, que faz parte dos receptores para IL-10, IL-22 e IL-26
(KOTENKO et al., 2003; SHEPPARD et al., 2003; LANGER; CUTRONE; KOTENKO,
2004). A ativacdo desses receptores inicia a cascata de uma série de genes associados a
inibicdo da replicagdo viral, inibicdo de crescimento celular e apoptose (MAHER, 2008).
Apesar dos receptores dos IFNs tipo | e tipo Ill serem independentes, eles desencadeiam
respostas notavelmente semelhantes, principalmente por meio da ativacdo de transdutor e
ativador de transcricdo de sinal 1 (STAT-1) e STAT-2, e, em menor medida, a de STAT-3
(DUMOUTIER et al., 2004; BRAND et al., 2005; ZHOU et al., 2007; LASFAR et al.,
2006).

Estudos relataram a presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) proximo
ao IFN-A3, também conhecido como IFNL33, sendo os rs12979860 e rs8099917 fortemente
associados com a resposta a terapia em pacientes infectados com o HCV, assim como na
eliminacdo natural do HCV(GE et al., 2009; SUPPIAH et al., 2009). Para o rs12979860, o
alelo C esta relacionado a bons respondedores e o alelo T a ndo respondedores. Para
rs8099917, o alelo de resposta é identificado como T e o alelo de ndo respondedores como G.
Estudos recentes em pacientes com hepatite C tém associado a presenca do polimorfismo do
gene IFNL3 rs12979860, genotipo CC, com o controle do virus (GE et al., 2009; SUPPIAH et
al., 2009; TANAKA et al., 2009; RALLON et al., 2010; RAUCH et al., 2010). A correlagédo
desses SNPs foi também evidenciada em individuos com HCV e coinfectados com HIV
(RALLON et al., 2010; RAUCH et al., 2010).

Para elucidar se existe alguma associacdo desse polimorfismo com o controle da
infeccdo pelo HIV, alguns estudos foram realizados em populacdes americanas de origem
africana ndo sendo evidenciada associa¢do do polimorfismo do gene IFNL3 com o controle da
infeccdo nessa populacdo (MARTIN et al., 2010; SALGADO et al., 2011; SAJADI et al.,
2011).

Martin et al. (2010) realizaram estudo em individuos co-infectados com HBV e HIV,
a fim de verificar se havia associa¢do do polimorfismo do gene IFNL3 no SNP rs12979860
com infeccdo e progressdo dessas doencas. N&o foi encontrada associa¢do do polimorfismo
com a recuperacdo dos pacientes com HBV e resisténcia e/ ou progressdo da infeccdo pelo
HIV.
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Em 2011, Salgado et al. realizaram estudo em um grupo afro-americano, constituido
por 25 pessoas vivendo com HIV que controlavam naturalmente a infeccdo, dos quais 13
eram co-infectados HIV/HCV. Apenas 16% (04/25) possuiam genotipo CC, similar a
frequéncia de pessoas infectadas pelo HIV-1 com carga viral maior que 10.000 cépias/ml.
Esta falta de super-representacdo do gendtipo de protecdo C/C em controladores de elite em
comparacdo com 0s pacientes com alta viremia, sugeriu que o SNP IFNA3 ndo desempenha
um papel significativo no controle viral nas pessoas consideradas controladoras de elite da
replicacéo do HIV-1 na populacédo afro-americana.

Sajadi et al. (2010) observaram individuos que controlavam a replicagdo do HIV-1
sem TARV, quando infectados pelo HCV. Este mesmo grupo realizou estudo com 172
pessoas afro americanas vivendo com HIV -1 ndo sendo encontrada associacdo com o
polimorfismo rs12979860, gendtipo CC com a referida eliminag&o.

Rallon et al. (2010) analisaram a prevaléncia polimorfismo do gene IFNL3 no SNP
rs12979860 em individuos vivendo com HIV-1 brancos ndo progressores e em individuos
soronegativos expostos ao HIV e ndo encontraram associacdo do genétipo CC com a
progresséo da doenca pelo HIV ou protecdo contra o HIV.

Entretanto, em uma populacdo caucasiana, Machmach et al. (2013), estudaram PVHA
e relataram que a frequéncia de IFNA 3 gendtipo CC foi superior em 53 controladores do
HIV, que tiveram carga plasmatica do HIV-1 menor que 1000 cépias/ mL na auséncia de
TARV em relacdo aos 389 em uso de TARV, ndo controladores, com carga viral maior que
1000 cépias/mL. Sendo o primeiro trabalho publicado a encontrar associacdo entre o referido
polimorfismo e o controle espontaneo do HIV.

Na populacdo brasileira, Ferreira et al. (2012) e Lunge et al. (2012), realizaram
estudos em pessoas co-infectadas HCV/HIV, das regides Sudeste e Sul respectivamente e
evidenciaram associacdo do genétipo CC com o controle do HCV. Constatando assim, a
necessidade de maiores investigacdes em relacdo a associacdo do polimorfismo do gene

IFNL3 com o controle do HIV em diferentes populagdes.

2.3 Células Natural Killer (NK)

O comportamento das células NK, também tem sido objeto de estudo na

imunopatogenia do HIV, uma vez que ativam o sistema imune, estando diretamente
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associadas com o controle das células tumorais e infectadas por virus. O comprometimento da
funcionalidade das células NK pode contribuir com a progressdo da infeccdo pelo HIV
(HONG et al., 2010).

As células NK, sdo grandes linfécitos granulares encontrados no sangue periférico e
em varios 6rgdos, ndo expressam receptores de superficie tipicos dos linfocitos T (TCR) e B
(BCR). Sao populagdes de linfocitos inatos ativados e capazes de mediar fungdes efetoras
(citotoxidade, imunomoduladora) importantes na resposta inata contra infec¢bes virais e
células tumorais. Em individuos saudaveis, elas constituem de 10-15% dos linfocitos
circulantes (LANIER et al., 2005).

Desde a sua identificacdo em 1975 (HERBERMAN et al., 1975) foram denominadas
como células nulas, devido a suposta auséncia dos referidos receptores. Considerando a sua
capacidade natural para lisar as células malignas sem a necessidade de sensibilizacdo
antigénica foram chamadas de células assassinas naturais e colocadas no braco inato do
sistema imunoldgico, sendo inicialmente consideradas ndo especificas nas suas interacdes
com células tumorais ou células infectadas por virus. No entanto, nas Ultimas décadas, estudos
tém comprovado que as células NK sdo muito mais complexas, estando envolvidas no
controle e eliminacdo de células malignas e infectadas por virus, regulacdo das respostas
imunoldgicas adaptativas, rejeicdo de transplantes de medula éssea, autoimunidade e
manutencdo da gravidez. Assim, ficou evidente que as células NK sdo mais do que assassinas
simples, mas tém um papel multifacetado no sistema imunitario (ALTER; ALTFELD, 2009).

A atividade citotdxica das células NK pode aumentar cerca de 20 a 100 vezes em
resposta a IL-12, derivada dos macrofagos, conhecida como fator de ativacdo das células NK,
que estimulam a produgdo de citocinas por estas células. Dentre essas, 0s IFN-o/-B que
favorecem seus efeitos citotoxicos. Dessa maneira, a populacdo de células NK é a mais
importante produtora de interferons no inicio da infeccdo, ativando os macréfagos a
secretarem citocinas que iniciam a resposta imune adaptativa dos linfécitos T. Quando os
linfocitos T assumem suas fungdes, as células NK tém atividade suprimida pela producéo de
IL-10 (SARAIVA et al., 2010).

As células NK estdo equipadas com uma variedade de receptores que podem
influenciar sua reatividade que sdo responsaveis por diversas funcbes como a de ativacéo e
inibicdo da atividade celular, adesdo celular e de fungdo quimiotatica (MORETTA et al.,

2001). As principais classes de receptores incluem os receptores de imunoglobulinas
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assassinas (KIR), que se ligam as moléculas de MHC como, as lecitinas do tipo C, o0s
receptores de citotoxicidade (naturais NCR) que ligam hemaglutininas virais, e o receptor de
FcyRlIIIa (CD16), que se ligam a regido Fc do anticorpo 1gG. Os KIRs se ligam as moléculas
de classe | do MHC, existentes nas células normais, gerando sinais intracelulares que causam
a inibicdo de fatores especificos de transi¢cdo. Isto resulta na inibigcdo da ativacdo das células
NK. As células infectadas por virus ou tumorais, apresentam nudmero significativamente
menor de moléculas de classe | do MHC em sua superficie, ndo permitindo uma ligacéo
efetiva aos KIRs tornando-se suscetiveis a citotoxidade mediada por células NK (LANIER,
L.L, 2005). Assim como os receptores KIRs, outros receptores CD94/NKG2 podem sinalizar
de forma positiva e negativa, as fungbes das células NK. Os receptores inibitorios sao 0s
melhores caracterizados, porém grande parte de sua biologia funcional permanece indefinida.
Estes receptores sdo expressos diferencialmente entre os diferentes subconjuntos de células
NK e conferem a capacidade para responder de forma seletiva ao encontro com uma célula
alvo (BIASSONI et al., 2001).

Sé&o reconhecidos trés grupos de receptores para IgG humana nas superficies celulares:
FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) e FeyRIII (CD16). O receptor de Fc presente na membrana das
células NK reconhecem IgG que estdo ligadas a superficie de uma célula-alvo, sendo
chamado CD16 ou FcyRIIla. A ativagdo de FcyRIIla por IgG provoca a liberagao de citocinas
como INF-y e de mediadores citotoxicos perforina e granzima presentes no interior da NK,
que penetram na célula-alvo e promovem a morte celular, desencadeada por apoptose.
Portanto, a molécula CD16 é comumente utilizada como marcador para identificar NK em
populacdes purificadas de linfécitos estando envolvido em uma de suas vias de ativacao, e
também esté presente em neutrofilos e macrofagos (CALIGIURI et al., 2008).

As células NK expressam as moléculas CD16 e CD56, que podem ser usadas para
distingui-las de outros tipos celulares. No entanto, as NK ndo constituem uma populagéo de
células homogéneas podendo ser subdivididas em diferentes populagdes definidas pela
expressédo relativa dos marcadores CD16 ou FcyRlIlla, receptor de baixa afinidade para a
por¢do Fc da Imunoglobulina G (IgG) e CD56 (molécula de adesdo). Com base em seus
marcadores de superficie CD56 e CD16 podem ser divididas em subgrupos, sendo os dois
maiores formados por NK CD56%™CD16* e CD56°'9"CD16  (POLI et al., 2009). A
identificacdo das diversas popula¢fes de células NK tem sido realizada através do uso de

anticorpos monoclonais e técnicas moleculares.
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Considerando as diversas fungdes desenvolvidas pelas células NK no sistema
imunoldgico, e a importancia na ativacdo das respostas tanto inata como adaptativa, as células
NK passaram a ser alvo de pesquisa em muitas patologias, sendo a infec¢do causada pelo HIV
uma delas. Embora a importéncia das células NK em algumas infecc¢des virais ja esteja bem
documentada, o seu papel na protecdo e controle da infeccdo por HIV-1 ainda nédo esté claro.

Na infeccdo pelo HIV-1 ocorrem alteracdes significativas na distribuicdo das células
NK na circulacdo periférica (ALTER et al., 2005). Vérios relatos mostram uma reducéo
significativa na proporcdo de células NK CD56°"" (BRENNER et al., 1989; LUCIA et al.,
1997; GOODIER et al., 2003; HENNACH et al., 2009). Esta redugdo parece ser parcialmente
atribuida ao aparecimento de um novo subconjunto de células NK que ndo é facilmente
detectavel em individuos saudaveis, as células NK CD3  CD56° CD16" (ALTER et al., 2005).

Esse subconjunto torna-se mais proeminente em individuos com replicag&o viral ativa,
em detrimento dos outros dois subconjuntos de células, CD56”"" . CD56"™ o que resulta em
um numero global estavel de células NK durante o curso da infec¢do por HIV-1. Porém com
suas funcdes de citotoxidade e imunomoduladora, comprometidas afetando também a resposta
adaptativa (GUHA; AYYAVOO, 2013). A TARV esta associada com uma reducdo do sub
grupo de células NK CD3'CD56'CD16+, mas a distribuicdo de subconjuntos ndo normaliza
completamente (ALTER; ALTFELD, 2009).

Kuri-Cervantes et al. (2014) realizaram estudo em individuos infectados, néo
submetidos @ TARV, que mantiveram carga viral em niveis baixos (grupo controle) ou niveis
indetectaveis (grupo elite) comparados com progressores (carga viral elevada) e submetidos
TARV. Os resultados mostraram que as células NK expressam o marcador CD38
predominantemente nas células CD56%™ CD16+ estando associado com progressdo da
doenca, evidenciada através das contagens de linfocitos TCD4+ e carga viral, ativacdo de
células T (marcadores CD38 e HLA-DR), ativacdo da imunidade inata, além do marcador de
inflamacdo CD14. O maior indice de ativacdo foi evidenciado nos individuos progressores
para AIDS submetidos a TARV quando comparado com o grupo controle. Vale salientar que
também foi observada reducédo da ativagdo das células NK nos individuos tratados. Sugerindo
que a ativacdo das células NK esta relacionada a progressédo da doenca e a TARV age de uma

forma imunomodulatora diminuindo sua ativacao.
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Diante do exposto, investigar se a presenca do polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP) do gene IFNL3 (rs12979860) estaria relacionada com as respostas imunologica e
virologica de PVHA submetidas a TARV e ativacdo das células NK em pessoas vivendo com

HIV ndo submetidos a TARV, constituiu nosso estudo.

3 HIPOTESES

- O polimorfismo do gene IFNL3(rs12979860) influencia as respostas imunologica
e/ou viroldgica das pessoas vivendo com HIV-1 submetidas a TARV.

- O polimorfismo do gene IFNL3(rs12979860) influencia uma maior ativacdo de

células NK em pessoas vivendo com HIV-1 sem TARV.

4 OBJETIVOS

A seguir estdo descritos os objetivos do trabalho.

4.1 Geral

Verificar a frequéncia de polimorfismo do gene IFNL3 (rs12979860) e sua associa¢do
com as respostas imunologica e/ou viroldgica em pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA)
submetidas a TARV e com ativacdo das células NK em PVHA sem TARV.

4.2 Especificos

Em PVHA submetidas a TARV (Estudo 01):

e Verificar a frequéncia do polimorfismo do gene IFNL3(rs12979860) e sua associagdo
com aumento da contagem dos linfocitos TCD4+ (resposta imunologica)
e Verificar a frequéncia do polimorfismo do gene IFNL3(rs12979860) e sua associagdo

com a carga viral (resposta virolégica);
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Em PVHA sem TARV (Estudo 02):

e Verificar se existe associacdo do polimorfismo do gene IFNL3(rs12979860) com a

quantificacdo e ativacdo das células NK.

5 METODOLOGIA

Neste topico estdo descritos os procedimentos metodoldgicos aplicados no estudo.

5.1 Desenho do estudo

Foram realizados dois tipos de estudo.

Caso-Controle: para verificar as diferentes frequéncias do polimorfismo do gene
IFNL3(rs12979860) entre o grupo das PVHA que apresentaram resposta total e parcial a
TARV (CONTROLE) e o grupo de PVHA que néo responderam (CASOS) ao tratamento

ap6s um ano de observacao ( Estudo 1)

Estudo exploratdrio para investigar se existe uma associacdo do polimorfismo do gene
IFNL3 com a quantificacéo e ativacdo de células NK em pessoas vivendo com HIVAIDS,
sem TARV ( Estudo I1')

5.2 Locais do estudo

Estudo realizado nos Laboratérios de Imunologia e Virologia do Laboratdrio Central
de Saude Publica de Pernambuco - LACEN/PE, Laboratério de Biologia Molecular de Virus
— LBMV/ICB/FCM/UPE e Laboratério de imunogenética do Instituto Aggeu Magalhdes-
FIOCRUZ-PE.
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5.3 Populagéo do estudo

No estudo | foi verificada a frequéncia do polimorfismo do gene IFNL3 PVHA
submetidas a TARV, atendidas no Hospital Correia Picanco, localizado na cidade de Recife —
PE, no periodo de setembro de 2013 a janeiro de 2014. As caracteristicas clinicas foram
coletadas retrospectivamente (Apéndice B), enquanto o estudo de genotipagem do IFNL3
(rs12979860) foi realizado prospectivamente apds 1 ano de TARV (combinagdo de trés ou
mais medicamentos antirretrovirais). A faixa etaria dos participantes foi de 22 a 56 anos no
inicio da TARV, sem uso de antirretroviral prévio, na tentativa de evitar relacdo com a idade
ou variacdo de terapia como fatores de interferéncia; considerando que essas pessoas
provavelmente tinham sido infectadas com a idade recente antes da terapia. O sangue para
genotipagem foi coletado no momento da coleta das amostras para realizar as contagens de
células T CD4 " e quantificacdo da carga viral apos 12 meses de uso da TARV. O estudo foi
constituido por 266 amostras de PVHA.

No estudo Il foi verificada a existéncia de associagdo do polimorfismo do gene
IFNL3(rs12979860) com a quantificacdo e ativacdo das células NK em 25 pessoas recém
diagnosticadas com HIV, sem TARV, atendidas no mesmo hospital (HCP). O Grupo controle
foi formado por 25 pessoas sem HIV, atendidas no Centro de Tratamento e Aconselhamento
(CTA), localizado na cidade do Cabo — PE, no periodo de maio a julho de 2014. As amostras
de sangue obtidas de todos os participantes passaram por testes soroldgicos para diagnostico
da hepatite C (HCV) e hepatite B (HBV), obtendo resultados negativos.

5.4 Variaveis
Estdo descritas abaixo as variaveis independentes utilizadas nos estudos.

5.4.1 Variaveis independentes

- Idade definida com Intervalo de tempo entre a data de nascimento e a data de inicio da

TARV, normatizada entre 22 e 56 anos.

- Sexo : categorizado em masculino e feminino.
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- Tempo de diagndstico soroldgico: Intervalo de tempo compreendido entre a data do
diagnostico soroldgico e a data do inicio da TARV, categorizado até um periodo de 12

Mmeses.

- Caso AIDS: sim ou ndo, segundo os critérios utilizados pelo Ministério da Saude do
Brasil, (Rio de Janeiro/Caracas) para individuos com 13 ou mais anos de idade, baseados
no Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (MINISTERIO DA SAUDE,
2003)
- Polimorfismo do gene IFNL3: caracterizado como alelos C e T para célculo das

frequéncias alélicas e genotipos CC, CT e TT para célculo das frequéncias genotipicas.

5.4.2 - Variaveis dependentes
Estdo descritas abaixo as variaveis dependentes utilizadas nos estudos.

5.4.2.1 Para o primeiro estudo as variaveis foram:

- Contagem dos linfocitos TCD4+: Definida pela quantificacdo dos marcadores de superficie
celular CD3 associado ao CD4. Os resultados foram pesquisados no prontuério do paciente, 3
meses antes do inicio da TARV e apds 12 meses do inicio do tratamento.

- Quantificacdo da carga viral: Definida pela quantidade de particulas do HIV ativas por
mililitro de plasma sanguineo, 3 meses antes do inicio da TARV e 12 meses apds, dados
obtidos a partir do prontuério.

Estas duas variaveis foram classificadas em dois grupos: resposta total/parcial e

auséncia de resposta ap06s uso da TARV.

Resposta total/parcial: PVHA, com aumento absoluto na contagem de linfocitos T CD4+
igual ou superior a 50 células/mm? (resposta imunoldgica) e carga viral indetectavel
(resposta virologica) ou que apresentaram respostas imunoldgica ou viroldgica, 12 meses apos

o inicio da TARV em relacdo as medidas coletadas no inicio do tratamento (Tan, 2008)
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Auséncia de resposta - PVHA, com aumento absoluto na contagem de linfocitos T CD4+
inferior a 50 célulassmm® (auséncia de resposta imunolégica) e carga viral detectavel
(auséncia de resposta virologica) 12 meses apds o inicio da TARV em relacdo as medidas

coletadas no inicio do tratamento (Tan,2008).

5.4.2.2 Para o estudo Il as variaveis foram:

- Quantificacdo das células NK: Realizada por meio da marcacéo de moléculas de superficie
CD3/CD16/CD56.

- Ativacao das células NK: Verificada por meio da marcacdo de moléculas de superficie de
acordo com o0s seguintes paineis: CD3/CD16/CD56/CD38, CD3/CD16/CD56/CD69 e
CD3/CD16/CD56/HLA-DR.

5,5  Operacionaliza¢es da pesquisa

As amostras utilizadas no primeiro estudo (APENDICE C) foram obtidas a partir de
um banco de dados de PVHA proveniente do Hospital Correia Pican¢o que atenderam aos
critérios de inclusdo (descritos nas varidveis) estabelecidos para formacdo dos grupos,
referentes as contagens de linfécitos TCD4+ e quantificacdo da carga viral ap6s um ano de
TARV. As caracteristicas clinicas foram coletadas retrospectivamente nos prontuarios,
enquanto as genotipagens do IFNL3 (rs 12979860) foram realizadas prospectivamente apds
um ano de TARV (APENDICE B). Participaram do estudo PVHA com idade entre 22 e 56
anos e com diagnostico sorolégico até um ano no inicio da TARV. Todos os procedimentos
foram realizados apds autorizacdo expressa e assinatura de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE A).

Para o estudo Il (APENDICE D) as amostras foram obtidas de 25 (vinte cinco)
PVHA recém diagnosticas, sem uso da TARV, com idade de 20 a 56 anos, atendidas no HCP
e por um grupo controle formado por pessoas sem HIV, atendidas no Centro de Tratamento e
Aconselhamento (CTA), localizado na cidade do Cabo — PE. As amostras foram pareadas por

idade e sexo, visando a formacdo de uma amostragem a mais homogénea possivel. Os dados
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secundarios necessarios para o desenvolvimento do estudo foram coletados através da

consulta aos prontuarios.

5.5.1 Técnicas utilizadas

Citometria de fluxo

Quantificacdo de linfocitos T CD4+ e CD8+ no sanque periférico

A quantificacdo dos linfécitos T CD4 e CD8 das amostras de sangue venoso, foi realizada
através do sistema BD Multitest® (Becton-Dickinson — BD Franklin Lakes, NJ, EUA), o qual
baseia-se na utilizacdo de beads de referéncia (“bilhas magnéticas”) para a quantificagdo
absoluta destas subpopulacbes. Utilizou-se um painel de anticorpos monoclonais especificos
para as moléculas de CD4, CD8, CD3 e CD45 marcados com fluoresceina (FITC), ficoeritrina
(PE), peridina-clorofila (PerCP) e APC (Allophycocyanin) respectivamente. As amostras

foram analisadas no equipamento FACSCalibur® (BD Biosciences).

Quantificacdo e ativacdo das células natural killer (NK) no sangue periférico

As células NK foram analisadas em sangue periférico no contexto ex-vivo utilizando
os anticorpos monoclonais: CD3(FITC, clone SK7)/ CD16(PECy7, clone eBioCB16)/
CD56(PE, clone CMSSB)/ HLA-DR (APC, clone LN3), CD38(APC, clone HIT2) e
CD69(APC, clone FN50), todos adquiridos da Ebioscience (San Diego, CA). A ativacdo das
células foi analisada através dos painéis: CD3/CD16/CD56/HLA-DR, CD3/CD16/CD56
/CD38 e CD3/CD16 / CD56 / CD69.

Para identificacdo das células NK, foram coletados 5 mL de sangue periférico de cada
participante em tubos com EDTA. Aliquotas de 100 uL desse sangue foram transferidas para
tubos de poliestireno contendo em cada tubo um dos painéis de anticorpos descritos acima,
totalizando 04(quatro) tubos para cada amostra com o tubo controle sem monoclonal,
incubados por 30 minutos ao abrigo da luz. Apos incubacdo, 1 mL de solucdo de lise
eritrocitaria (BD FACS Brand Lysing Solution) foi adicionado aos tubos, seguida de duas
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lavagens com 1mL de PBS e centrifugacdo (5 minutos, a 400G, temperatura ambiente). Apds
lavagem, a suspensdo celular foi ressuspendida em solucdo fixadora (IC Fixation Buffer;
eBioscience). As amostras foram entdo analisadas (40 mil eventos/tubo) em citdmetro de
fluxo (FACSCalibur- Becton e Dickinson) através do software “Cell Quest Pro”. As analises
dos dados foram realizadas com software V.10 FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, USA).

Técnicas Moleculares:

Carga viral ou determinacdo do nimero de copias de RNA do HIV-1 no plasma sanguineo:

Realizada a partir do plasma, através da tecnologia de amplificacdo bDNA. A técnica foi

realizada utilizando o kit Versant® HIV RNA 3.0 assay (Siemens, Tarrytown, NY, EUA)
com intervalo de deteccdo de 50 a 500.000 copias de RNA/mL de plasma ( System 340
bDNA analyzer)

Determinacdo do polimorfismo do gene IFNL3

Extracdo de DNA
O DNA das amostras foram extraidos a partir de sangue total (EDTA) com kit QlAamp Mini

Spin Columns (Qiagem), seguindo as instrugdes do fabricante.

Genotipagem de IFNL3 (rs12979860)

Para deteccdo das variaveis polimarficas, foi utilizada a metodologia PCR em tempo real,
(gPCR) através da deteccao de mutacdes (SNPs), usando o sistema TAQMAN®, que consiste
de uma técnica que utiliza sondas marcadas com fluorocromos desenhadas especificamente
para ser complementar a cadeia de DNA alvo em estudo. O sistema funciona de forma que
uma sonda desenhada € especifica para a mutagéo e outra para o alelo selvagem. A sonda tem
em sua estrutura molecular um Quencher, que inibe o sinal emitido pelo fluorocromo ou
reporter, assim que ocorre o pareamento e hidrélise da sonda pela taq polimerase. Durante a
PCR, o composto fluorescente é liberado e a fluorescéncia captada pela maquina e analisada
em um grafico, desta forma a deteccdo da mutagdo é observada. Este tipo de sonda possui

uma tecnologia chamada de MGB (Minor Groove Binder), a qual tem a capacidade de se ligar
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na cavidade menor do DNA aumentando a especificidade e diminuindo o background da
reacdo. Foram utilizadas sondas especificas, FAM-TGGTTCGCGCCTTC-MGB, alelo C e
VIC-CTGGTTCACGCCTTC-MGB, alelo T e 0S iniciadores 5'-
GCCTGTCGTGTACTGAACCA-3 'e 5-GCGCGGAGTGCAATTCAAC-3' frente e reverso,
respectivamente. As sondas, primes e protocolos validados para o SNPs estdo disponiveis em

http://snp500cancer.nci.nih.gov

5.6 Consideracdes éticas
O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Centro de Ciéncias da Salde da

Universidade Federal de Pernambuco, atraves do CAAE: 04725712.3.0000.520, parecer N°
137.729 de 30/10/2012 (ANEXO A).

5.7 Analise estatistica

Para o primeiro estudo a andlise estatistica foi realizada utilizando o software
estatistico SPSS versdo 17.0 do pacote (SPSS, Inc., Chicago, IL). As varidveis categoricas
foram comparadas pelo teste de y? ou teste exato de Fisher, quando apropriado. Comparagdes
de dois grupos foram realizadas pelo t de Student para teste paramétrico ou Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis para testes ndo paramétricos conforme distribuicdo dos dados. A regressao
logistica foi realizada utilizando o método stepwise forward, as contagens de células TCD4 +,
carga viral e geno6tipos IFNL3 foram incluidos no modelo. Os resultados foram apresentados
por meio de odds ratio (OR) com intervalo de confianca de 95% (IC). As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando o valor de P <0,05.

Os dados do segundo estudo foram analisados através dos softwares SPSS 8.0 e
GraphPad Prisma 5.1 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) empregando-se testes ndo
paramétricos. Para as analises intra grupos (Paciente x Paciente) o teste de Kruskal-Wallis foi
utilizado e para analises entre os grupos (Paciente x Controles) foi utilizado o teste U de
Mann-Whitney. As correlagbes foram feitas através do teste de Spearman. Todas as
conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5% (p<0,05 = estatisticamente

significativos).


http://snp500cancer.nci.nih.gov/

40

FERREIRA, V.O.M Influéncia do polimorfismo do gene IFNLS3...

6 RESULTADOS

Detalhamento dos estudos realizados em forma de artigo.

6.1 Resultados - Estudo |

Genotipos CC/CT do IFNL3 rs12979860 como marcadores genéticos na resposta
imunoldgica e viroldgica a TARV em pacientes brasileiros infectados com HIV.

(Artigo 1 - versdo em inglés disposta no Apéndice C — submetido a revista AIDS Patient
Care and STDs)
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INTRODUCAO

A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra infec¢Bes virais, sendo
responsavel por conter o avanco inicial dos patdgenos, ativando inflamagéo e induzindo a
resposta especifica adaptativa contra 0s mesmos. Este primeiro contato pode estabelecer uma
relacdo relativamente equilibrada entre o virus e controle antiviral do hospedeiro. Na
literatura, estudos sugerem que a resposta inata desempenha importante papel na evolucdo da
infeccdo causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV).'? Entre as moléculas
antivirais que participam da resposta inata, os interferons (IFNs) do tipo | e 1l sdo conhecidos
hd décadas como citocinas antivirais classicas, porém recentemente uma nova classe de
citocinas, IFN tipo Il ou interferon lambda (IFNA), tem sido extensamente estudada,
apresentando também uma potente atividade antiviral.>** A familia de IFNA possui trés
membros: IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A) e IFN-A3 (IL-28B). Todos 0s quais sao
codificados por genes agrupados no cromossomo 19, que estruturalmente assemelham-se a
interleucina-10 (1L-10), mas que sdo funcionalmente semelhantes a familia de interferons tipo
I (IFN-a, IFN-B), devido sua capacidade de ativar os ISRE (elementos de respostas
estimulados por IFN).> A expressdo de membros da familia de IFN-A é induzida em ambas as
células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas por diversos virus que infectam humanos.® Ao
contrario da sinalizagdo do IFN tipo I, a sinalizacdo do IFN-A exibe especificidade celular
mais restrita, uma vez que o receptor para 0 IFN-A ¢ estreitamente distribuido em células
epiteliais, sugerindo que estes IFN-A sdo relacionados a resposta antivirais epitelial inata.’
Diversos estudos tém demonstrado que o IFN-A tem a capacidade de inibir a replicagdo de
varios virus, incluindo o virus da hepatite B e C, citomegalovirus, virus herpes simplex tipo 2
e virus da estomatite vesicular.®** Em relacéo ao HIV, o IFN-A3 parece exercer a sua funcio
antiviral pela ativacéo da via JAK-STAT mediada pela imunidade inata em macréfagos.*? A
presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) proximo ao gene IFNL3 (codificando
IFNA3) é fortemente associado com a resposta a terapia em HCV ou pacientes com co-
infeccdo HCV/HIV, assim como o controle natural da infeccdo por HCV.***°

O polimorfismo upstream do IFNL3, rs12979860, apresentando o alelo C foi
identificado como preditor da depuracgéo viral e resposta anti-viral sustentada seguindo terapia

convencional com IFN-q. e ribavirina.'®!’
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Uma vez que os pacientes co-infectados com HCV/HIV com o gendtipo CC
submetidas a terapia com IFN-a e ribavirina apresentaram um aumento do controle viral, este
estudo foi concebido para investigar se a presenca do SNP no IFNL3 rs12979860 estaria
relacionada com as respostas imunoldgica e viroldgica em pessoas vivendo com HIV/AIDS
em uso de terapia antirretroviral (TARV).

METODOS E PACIENTES

Populagéo do estudo

Todos os pacientes deste estudo foram de Pernambuco (PE), Brasil e atendidos no
Servico de Doencas Infecciosas do Hospital Correia Picanco. Os pacientes que foram
diagnosticados com infeccdo pelo HIV e receberam tratamento especifico para HIV de acordo
com o consenso brasileiro.’® As caracteristicas clinicas foram coletadas retrospectivamente,
enquanto o estudo de genotipagem do IFNL3 (rs12979860) foi realizado prospectivamente
apos 1 ano de TARV (combinacdo de trés ou mais medicamentos antirretrovirais).

Para este estudo foram selecionados uma faixa etéria dos 22 a 56 anos no inicio da
TARV e sem uso de antirretroviral prévio, na tentativa de evitar relacdo com a idade ou
variacdo de terapia como fatores de interferéncia; considerando que estes pacientes
provavelmente tinham sido infectados com a idade recente antes da terapia. O sangue para
genotipagem foi coletado no momento ou préximo das Gltimas contagens de células T CD4 *.
A amostra incluiu 266 pessoas, sendo 30 ndo respondedores (NR) ao tratamento, definidos
como 0s pacientes que ndo conseguiram aumentar a contagem de células T CD4 * (> 50
células/ul) em comparacdo com a contagem inicial e também apresentaram cargas virais
detectaveis, ap6s 1 ano de TARV; e 236 que apresentaram respostas imunoldgica e/ou
viroldgica (RIV), definidos como individuos que tinham contagens de células T CD4 *
concordantes ou discordantes > 50 células /pl e carga viral indetectavel apds 1 ano de
TARV. As contagens das células T CD4+ e T CD8+ foram realizadas a partir de amostras de
sangue total, usando o BD Multitest ® (Becton-Dickinson - BD Franklin Lakes, NJ, EUA), no
Laboratorio de Imunologia do Laboratdrio Central do Estado (LACEN-PE). A quantificacéo
do namero de cépias de RNA viral foi realizada a partir do plasma, através da tecnologia de

amplificacdo bDNA. A técnica foi realizada utilizando o kit Versant® HIV RNA 3.0 assay
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(Siemens, Tarrytown, NY, EUA). O intervalo de detecgédo deste sistema foi de 50 a 500.000
copias de RNA/mL de plasma.

Coleta de amostras, extracdo de DNA e genotipagem de IFNL3 rs12979860

As amostras de sangue total foram coletadas em tubos contendo EDTA e mantidas a -
20 ° C por 24 horas até a extracdo de DNA. O DNA foi extraido a usando o kit de purificacdo
genémico (Promega, Madison, W1) seguindo as instru¢des do fabricante.

O SNP rs12979860 foi genotipado pelo sistema TagMan (Applied Biosystems, Foster
City, CA), usando sondas especificas, FAM-TGGTTCGCGCCTTC-MGB, alelo C e VIC-
CTGGTTCACGCCTTC-MGB, alelo T e os iniciadores 5'-GCCTGTCGTGTACTGAACCA-
3 'e 5-GCGCGGAGTGCAATTCAAC-3' forward e reverse, respectivamente. As sondas,
primes e  protocolos validados para o SNPs estdo  disponiveis em
http://snp500cancer.nci.nih.gov.

Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico SPSS versdo 17.0
(SPSS, Inc., Chicago, IL). As variaveis categéricas foram comparadas pelo teste de % ou teste
exato de Fisher, quando apropriado. Comparacgdes de dois grupos foram realizadas pelo t de
Student para teste paramétrico ou Mann-Whitney e Kruskal-Wallis para testes nao
paramétricos conforme distribuicdo dos dados. A regressdo logistica foi realizada utilizando o
método stepwise forward, as contagens de células TCD4 +, carga viral e genétipos IFNL3
foram incluidos no modelo. Os resultados foram apresentados por meio de odds ratio (OR)
com intervalo de confianca de 95% (IC). As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando o valor de P <0,05.

Considerac0es éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Pernambuco sob o protocolo CAAE: 04725712.3.0000.5208, parecer N° 137.729
de 30/10/2012 e foi realizado em conformidade com as disposi¢des da declaragdo de Helsinki
e guia de boas praticas clinicas. Consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos os

participantes.


http://snp500cancer.nci.nih.gov/
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A populacdo estudada foi constituida por 266 (duzentos e sessenta e seis) pessoas
vivendo com HIV/AIDS (PVHA), das quais 30 (trinta) apresentaram auséncia de resposta
imunologica e virologica (NR), correspondendo a 11,3% e 236 (duzentos e trinta e seis) que
apresentaram respostas imunolégica e/ou viroldgica (RIV), correspondendo a 88,7% da
populacdo. Para ambos 0s grupos a avaliacdo da resposta foi realizada no periodo de 12 meses
de inicio do uso da TARV (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de PVHA com falha na resposta a

TARV e com resposta virolégica e/ou imunoldgica

NR' RIV? P-valor
(N=30) (N=236)
Sexo
Masculino 22 (0,73) 150 (0,66) 0,31
Feminino 08 (0,27) 86 (0,36)
Idade em anos no inicio 36 (31-40) 36 (31-43) 0,79
da TARV*
AIDS
Sim 27 (0,90) 211 (0,89) 1,00
Né&o 03 (0,10) 25 (0,11)
T CD4+ e carga viral (CV)
antes da TARV
TCD4+ /uL* 231,5 167,0 0,02
(121,0 - 389,3) (57,25 - 274,8)
VL copias/mL* 58.950 100.000 0,38
(16.250 — 152.500) (8.348 — 280.000)

NR: Ndo Responde (Auséncia de resposta imunolégica e virolégica; “ RIV: Resposta Imunoldgica
e/ou Virologica;
* Mediana IQR (25% - 75%)
Fonte: prépria autora (2014)

Em relacdo as caracteristicas da populacdo: 172 (cento e setenta e dois) eram do sexo
masculino sendo que 22 ndo apresentaram nenhum tipo de resposta (NR) e 150 apresentaram
resposta (RIV), 94 (noventa e quatro) eram do sexo feminino das quais 08 ndo apresentaram
resposta (NR) e 86 apresentaram resposta (RIV). Néo foi observada associagao entre sexo e a
resposta a0 TARV (p=0,31). Caso AIDS também ndo diferiu entre grupos (p=1,00).
Contagens altas de celulas T CD4+antes da TARV estiveram associadas ao sucesso da TARV

(p=0,02). Em contraste, a carga viral (CV) valores antes da terapia ndo mostraram associacéo
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(p=0,38) (Tabela 1). Foi também observado que o rs12979860 estava em equilibrio de Hardy-
Weinberg. A frequéncia do alelo C foi de 42%. A frequéncia do gendtipo TT foi de 16%
enquanto CT/CC foi de 84%. Ambas as frequéncias alélica e genotipica foram semelhantes a
frequéncia anteriormente encontradas em doadores de sangue normais de acordo com a
regido.*

Em relacdo a associacdo entre genotipos IFNL3 rs12979860 e resposta terapéutica,
observou-se uma associa¢do entre os genotipos CC/CT com uma melhor resposta ao
tratamento (p=0,037, OR 2,55 IC 1,08-6,03) (Tabela 2).

Tabela 2 - Associacdo entre alelos e gendtipos do IFNL3(rs 1297860) com néo
resposta (NR) e resposta imunoldgica e/ou virolédgica (RIV) em PVHA submetidas a
TARV

IFNL3 NR? RIV?
(rs12979860)  (N=30/60)  (N=236/472) P-valor OR (IC)
Alelos
T 33(0,55) 192 (0,41) 0,038 1,78 (1,04-3,06)
C 27 (0,45) 280 (0,59)
Genotipos
TT 09 (0,30) 34 (0,14) 0,037 2,55 (1,08-6,03)
CCICT 21 (0,70) 202 (0,86)

1 NR: N&o Responde (Auséncia de resposta imunoldgica e viroldgica); * RIV: Resposta

Imunoldgica e/ou Virolégica;
Fonte: prdpria autora (2014)

No entanto, ndo foi encontrada diferenca entre esses gendtipos e células T CD4 + ou

Tabela 3 - Polimorfismo do INFL3 (rs12979860) e sua associacdo com as variaveis
dependentes CD4 + CV em pessoas submetidas a TARV

INFL3 (rs12979860) Genotipos P-value
Antes da TARV CC CT TT
CD4+ células /uL* 378 206 203 0,590
(96-287) (55-281) (51-298)
» .
VL copias/ml 62.550 100.000 123.795 0,051
(5.128-24.8500) (7.897 — (58.900-36.9000)
24.5500)

* Mediana IQR (25% - 75%)
Fonte: prdpria autora (2014)
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valores de carga viral (CV) antes da terapia (Tabela 3).

Em um modelo de regressdo logistica multivariada, os genétipos CC/CT do
rs12979860 e numero de células T CD4 + antes de TARV foram independentemente
associados a resposta a TARV (p=0,027 OR 2,52 IC 1,02-6,21 e p=0,002 ¢ OR 0,997 IC
0,995-0,999, respectivamente).

DISCUSSAO

No presente estudo, encontramos uma associacdo positiva, favoravel ao genotipo
CC/CT rs12979860 no IFNL3, com respostas viroldgica e imunologica a TARV. Além disso,
0s nimeros mais baixos de células T CD4+, antes do tratamento, foram associados com a
resposta a TARV. A analise multivariada mostrou uma associa¢do independente IFNL3
CCI/CT e baixa contagem de células T CD4 + com a resposta ao tratamento por um periodo de
1 ano (p=0,027 e p=0,002, respectivamente).

A maioria dos estudos investigando o genotipo CC rs12979860 do IFNL3 em pessoas
infectadas pelo HIV, foram direcionados para estudar a resposta em pacientes co-infectados
com HCV mostrando, principalmente, a associacdo com a terapia HCV e resposta bem
sucedida.’’ Curiosamente, evidéncias mostram um mecanismo de controle antiviral comum
tanto para ambos HCV e HIV.*** Em uma populacdo caucasiana Machmach et al. (2013)%
estudando pacientes infectados pelo HCV/HIV, relatou que a frequéncia de gendétipo CC
rs12979860 do IFNL3 foi maior em 53 controladores de HIV, que eram HIV positivo e
tinham carga viral plasmatica < 1000 copias/mL, na auséncia de TARV em compara¢do com
389 nao controladores.?

No presente estudo, a influéncia dos genétipos CC/CT IFNL3 foi associada aos
parametros imunoldgicos e viroldgicos simultaneamente, diferindo de estudos anteriores que
consideraram o controle do virus e a contagem de células T CD4+ como condicGes
separadas.”®

Estudos anteriores com individuos afro-americanos ndo mostraram associacdo do
controle do HIV com o gendtipo CC rs12979860 do IFNL3.*** Isto sugere que a
significancia do polimorfismo rs12979860 do IFNL3 como marcador genético para resposta a

TARV em pessoas infectadas com HIV pode diferir dependendo da etnia como foi observado
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para 0 HCV.* Uma vez que a populacdo brasileira tém caracteristicas altamente misturadas
devido a contribuicdo dos europeus, africanos e amerindios, diferencas na frequéncia do
polimorfismo rs12979860 do IFNL3 pode ser altamente variavel entre os brasileiros.

No entanto, estudos realizados em brasileiros com co-infeccdo HIV-HCV revelaram
que o gendtipo CC IFNL3 em rs12979860 tem uma associagao positiva com resposta a terapia
bem sucedida para HCV,?® assemelhando-se aos resultados encontrados com europeus.’® Na
verdade, um estudo de individuos da miscigenada populacao brasileira, infectados por HCV
genotipos 1, 2 e 3 mostrou que a ascendéncia ndo interferiu com a resposta a terapia de HCV
em pacientes com o gen6tipo CC em rs12979860, enquanto que interferia em pacientes
portadores de CT e TT genétipos.*’

Além disso, a frequéncia do gen6tipo CC em rs12979860 na populacdo brasileira de
pessoas ndo infectadas mostrou-se maior que a encontrada em africanos, mas ligeiramente
inferior aos Europeus.™® Esses achados sugerem uma significativa contribuicdo europeia na
populagdo estudada no Brasil, como observado em estudos dos antecedentes brasileiros.?®
Assim, a associacdo dos gendtipos CC/CT com controle imunoldgico/viral observado é
similar aos resultados descritos por Machmach et al. (2013),%* que estudou pacientes brancos
espanhdis, mas diferiu dos estudos que investigaram pacientes infectados afro-americanos.
Portanto, os gendétipos CC/CT do rs12979860 como um marcador genético para terapia bem
sucedida para o HIV parece ser adequado mesmo no contexto de miscigenacdo brasileira e
precisa ser confirmada em outros estudos prospectivos.

No entanto, nossos resultados estdo alinhados com as evidéncias de que IFNL3
gendtipos CC rs12979860 pode contribuir para o controle do HIV, em pacientes submetidos a
1 ano de TARV.? Em parte, isto pode estar relacionado ao fato de que, os pacientes com
genotipo CC IFNL3 mostram uma menor carga viral de HIV antes da terapia (mediana de
62,550 do HIV-1 RNA copias/ml: p=0,05). No entanto, na andlise multivariada, apenas
baixos niveis de células T CD4+ antes da TARV e IFNL3 CC/CT permaneceram
independentemente associados a uma melhor resposta.

O genodtipo CC rs12979860 propicia a co-segregagdo com o ndo IFNL4, gerando
gendtipo TT em ss469415590, o qual foi associado as expressoes diferentes de RNAmM IFNL3
devido regulacdo epigenética.”® Além disso, o genétipo CC em rs12979860 esta em forte
desequilibrio de ligagéo (r=0,94) com o rs4803217 situado na regido ndo traduzida a 3

'(UTR) do RNAmM IFNL3, o qual permite estabilidade de transcri¢do. Este polimorfismo
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influenciado pelo elemento ricos em AU (ARE) mediada (AMD) de IFNL3 RNAmM, bem
como a ligacdo de micro RNAs induzidos pelo HCV durante a infeccdo.®® Portanto,
reforcando o poder do IFNL3 CC em rs12979860 como um marcador genético de sucesso
terapéutico da infecgdo pelo HCV e talvez no controle do HIV.

Por outro lado, em um estudo longitudinal com 484 pacientes diagnosticados com
infeccdo pelo HIV, mostrou que o gendtipo CC rs12979860 em IFNL3 foi associado com uma
diminuicdo da probabilidade de sobrevivéncia quando comparado com o gendtipo ndo-CC. Os
autores sugerem que os achados podem estar relacionados a um maior viremia plasmaética e
reconstituicdo imune possivelmente alterada associada & expressio do IFNA A
reconstituicdo imune como um fenémeno associado a sobrevivéncia da CC-portadores
propostas pelos autores é mais provavel ja que se considerar que a hiperativacdo do sistema
imune leva a progressdo da doencga. Por conseguinte, 0os IFNL3 rs12979860 parecem ter
efeitos diferentes em conformidade com o tempo da terapia.

Os IFN As 1, 2 e 3 podem induzir protecdo antiviral através da JAK-STAT, via de
transducdo de sinal, incluindo a fosforilagdo de STAT2 e ativacdo do complexo ISGF3 de
transcricdo, funces até entdo especificas dos IFN tipo I.> O IFNA3 exerce sua funcdo anti-
HIV através da ativacdo da via JAK-STAT mediada pela imunidade inata em macréfagos,*®
apoiando nossos resultados sobre a influéncia do polimorfismo IFNL3 na TARV para o HIV
in vivo.

Em conclusdo, os genotipos CC/CT do IFNL3 rs12979860 foram associados a uma
melhor resposta imunoldgica e viroldgica para TARV em pacientes infectados por HIV no
periodo de 1 ano de observacdo, representando um valioso marcador genético para inicio de
TARV na populacéo brasileira. Entretanto, mais estudos sdo necessarios a fim de investigar o

resultado em longos periodos de TARV.
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6.2 Resultados - Estudo 11

Associagdo do polimorfismo do gene do IFNL3 e aumento da expressdo de CD69 em

células NK de pessoas vivendo com HIV sem TARV

(Artigo 2 — versdo em inglés disposta no Apéndice D — submetido a revista Journal of

Virology)
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INTRODUCAO

As células NK sdo as principais células efetoras da imunidade inata na defesa contra
infeccdes virais, através do efeito citotoxico o qual destrdi células infectadas e atraves da
producdo de citocinas imunoreguladoras as quais podem influenciar a resposta imune

adaptativa, assim como, inibir diretamente a replicacéo viral (1).

Suas habilidades funcionais sdo associadas a distintas subpopulacdes definidas com
base na expressao dos antigenos de superficie CD56 e presenca ou auséncia de CD16. As NK
CD56'CD16" apresentam uma maior atividade citolitica, enquanto as NK CD56°CD16" s&o
predominantemente produtoras de citocinas e apresentam fungdo imunomoduladora (2). As
subpopulaces de NK diferem também em relacdo a distribuicdo nos tecidos, sendo a NK
CD56'CD16" predominante no sangue periférico enquanto que a NK CD56'CD16 nos
orgdos linfoides (3, 4).

Na infeccdo causada pelo HIV-1 a imunidade inata também é comprometida
ocorrendo alteracdes significativas em nimero e funcdes das células NK. Diminuicdo da
atividade citolitica das células CD56"'CD16" e maior producéo de citocinas das CD56'CD16
sdo associadas a progressao da doenga (5). Estando também associado ao aparecimento de um
novo subconjunto de células NK que ndo é facilmente detectdvel em individuos saudaveis, as
células NK CD56 ~ CD16 *. Este subconjunto torna-se mais proeminente em individuos com
replicacdo viral ativa, em detrimento dos outros dois subconjuntos de células, que resulta num
namero global aparentemente estavel de células NK durante o curso da infeccédo pelo HIV-1,
porém com suas funcdes citoliticas e imunomoduladoras comprometidas, afetando também a

resposta adaptativa (6)

Durante a infeccdo pelo HIV-1 ocorre ativagdo cronica do sistema imune, sendo
consequéncia direta da ativacdo das células T o aumento dos niveis intracelulares do fator
nuclear kappa B (NF-kB), que aumenta a transcri¢do do virus e a producdo de novos virions
gue infectam os novos alvos (7) . Um ciclo vicioso € portanto estabelecido, durante o qual a

replicacéo do HIV-1 promove a ativagdo imune e consequente replicacéo viral.

A ativacdo crbnica do sistema imune repercute negativamente na funcionalidade das
células NK. A ativacdo das células NK pode ser mensurada em estudos in vitro, através das

moléculas de superficie tais como CD38 que é uma ectoenzima glicoproteica que regula os



54

FERREIRA, V.O.M Influéncia do polimorfismo do gene IFNLS3...

niveis de calcio citoplasmatico e age como uma molécula de adesdo. Outros marcadores de
ativacdo de células NK sdo 0 HLA-DR, e o receptor de lectina do tipo C CD69 (1,8-10).

A ativacdo das células NK pode ser desencadeada por fatores sollveis da imunidade

inata tais como os interferons (IFNS).

Inicialmente a entrada do HIV-1 provoca a producdo do IFN, principalmente por
células dendriticas plasmocitdides (pDC), que séo as principais fontes de IFN tipo | e tipo Ill
(IFNX), anteriormente denominado IL29 (IFNA1), IL28A (IFNA2) e I1L28B (IFNA3) (6, 11).
Em estudos de genoma, associacdes do alelo C e genétipo CC em rs12979860 no gene IFNL3
tém sido relacionadas com a capacidade de pessoas infectadas pelo virus da hepatite C (HCV)

responderem com sucesso a terapia e eliminarem espontaneamente o HCV (12).

Em relagdo a infeccdo pelo HIV a influéncia do polimorfismo na IFNL3 rs12979860
ndo esta bem estabelecida. Pacientes afro-americanos co-infectados, HIV-HCV apresentaram
associacdo do gendtipo IFNL3 CC com HCV, porém, nenhuma associacdo foi observada no
controle do HIV ou progressdo da doenca em pacientes infectados pelo HIV (13, 14).
Contudo, em uma coorte espanhola de pessoas vivendo com HIV, o genétipo CC foi

independentemente associado com o controle espontaneo do HIV (15).

Curiosamente, o alelo T do IFNL3 rs12979860 e a frequéncia do gene KIR2DS3
apresentam um sinergismo para risco aumentado de infeccéo crénica por HCV em uma coorte

de mulheres irlandeses, no entanto, a base bioldgica desta sinergia ndo é conhecida (16).

Neste estudo, hipotetizamos que os genotipos IFNL3 CC/CT, considerando um efeito
dominante do alelo C, estariam associados a maior expressdo de marcadores de ativacao de
NK no grupo de pessoas vivendo com HIV, ndo tratados. Nossos resultados mostraram que 0
grupo de PVHA néo tratadas, apresentou diferencas nas subpopulacdes de NK e no perfil de
ativacdo, comparado ao grupo controle e que os gendétipos IFNL3 CC/CT foram associados a

expressdao de CD69 em subpopulagdes de NK.
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MATERIAIS E METODOS

Populacgéo do estudo

A populacdo do presente estudo foi constituida por 25 pessoas vivendo com HIV-
1/AIDS (PVHA) sem TARV, atendidas no Hospital Correia Pican¢o (Recife, Pernambuco,
Brasil) e 25 voluntarios saudaveis (controle) que foram atendidos no Centro de Testagem e
Aconselhamento (CTA) do Municipio do Cabo de Santo Agostinho (Pernambuco, Brasil).
Todos os participantes assinaram o0 termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). O
estudo foi aprovado pelo comité de ética da UFPE sendo realizado em conformidade com as
disposicdes da declaracdo de Helsinki. As amostras de sangue obtidas de todos os
participantes passaram por testes soroldgicos para diagnéstico da hepatite C (HCV) e hepatite
B (HBV), obtendo resultados negativos.

Os dois grupos, PVHA e controle, foram pareados considerando as varidveis
independentes idade (20 a 56 anos + 3 anos) e sexo dos componentes. Amostras de sangue
foram coletadas para realizar contagem das células T CD4*/CD8", Carga viral (grupo PVHA),
genotipagem do gene IFNL3 (rs12979860) e imuofenotipagem das células NK. As contagens
das células T CD4'/CD8" foram realizadas a partir de amostras de sangue total, usando o BD
Multitest ® (Becton-Dickinson - BD Franklin Lakes, NJ, EUA), no Laboratério de
Imunologia do Laboratério Central do Estado (LACEN-PE). A quantificacdo do numero de
copias de RNA viral foi realizada a partir do plasma (grupo PVHA), utilizando o kit Abbott
RealTime HIV-1 m2000sp (Abbott Qualitative) com intervalo de detecgdo de 50 a 500.000
copias de RNA/mL de plasma, e o equipamento utilizado foi o The Abbott m2000 RealTime
System, no laboratorio de Virologia do LACEN-PE.

Coleta de amostras, extracdo de DNA e genotipagem de 1FNA3 (rs12979860)

As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo EDTA e
mantidas a -20 © C por 24 horas até a extracdo de DNA. O DNA foi extraido a partir de
sangue total usando o kit de Purificacdo genémico (Promega, Madison, WI), seguindo as
instrucdes do fabricante.

O SNP IFNA3 (rs12979860) foi genotipado por PCR em tempo real realizado pelo
sistema TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA), usando sondas especificas, FAM-
TGGTTCGCGCCTTC-MGB, alelo C e VIC-CTGGTTCACGCCTTC-MGB, alelo T e os
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iniciadores 5-GCCTGTCGTGTACTGAACCA-3 'e 5-GCGCGGAGTGCAATTCAAC-3
frente e reverso, respectivamente. As sondas, primes e protocolos validados para o SNPs

estdo disponiveis em http://snp500cancer.nci.nih.gov.

Citometria de fluxo

Células NK foram analisadas em sangue periférico no contexto ex-vivo utilizando os
paingéis de anticorpos monoclonais: CD3(FITC, clone SK7)/ CD16(PECy7, clone eBioCB16)/
CD56(PE, clone CMSSB)/ HLA-DR (APC, clone LN3), CD3/CD16/CD56/CD38(APC, clone
HIT2) E CD3/CD16/CD56/CD69(APC, clone FN50), todos adquiridos da Ebioscience (San
Diego, CA).

Para identificacdo das células NK, foram coletados 5 mL de sangue periférico em
EDTA de cada participante. Aliquotas de 100 uL desse sangue foram transferidas para tubos
de poliestireno contendo um dos painéis descritos acima, sendo incubados por 30 minutos ao
abrigo da luz. Apos incubacdo, 1 mL de solucdo de lise eritrocitaria (BD FACS Brand Lysing
Solution) foi adicionado aos tubos, seguida de duas lavagens com 1mL de PBS e
centrifugacdo (5 minutos, a 400G, temperatura ambiente). Apds uma lavagem, a suspensao
celular foi ressuspendida em solugdo fixadora (IC Fixation Buffer; eBioscience). As amostras
foram entdo analisadas (40 mil eventos/tubo) em citbmetro de fluxo (FACSCalibur- Becton e
Dickinson) através do software “Cell Quest Pro”. As analises dos dados foram realizadas com
software V.10 FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, USA).

Estratégia de analise na citometria de fluxo

As analises foram realizadas inicialmente delimitando-se a regido linfocitaria no
grafico de Dispersdo Frontal (FSC) versus Dispersao lateral (SSC) (Figura 1). A partir dessa
regido os graficos de fluorescéncia e histogramas foram construidos, delimitando-se os
quadrantes/regides de analise (Figura 2 e 3). Os limites dos quadrantes foram sempre
baseados na populagéo negativa e titulagbes dos anticorpos. Os valores considerados para
analise da fluorescéncia foram os do percentual da regido linfocitaria para cada quadrante e
ou/histograma. As estratégias de andlise para cada uma das populacBes estdo descritas nas
Figuras 2 e 3.


http://snp500cancer.nci.nih.gov/
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Figura 1 - Exemplo de grafico FSC x SSC em sangue periférico com delimitacdo na
regido linfocitéria
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Fonte: prépria autora (2014)

Figura 2 - Estratégia para analise de células NK e seus marcadores na citometria de
fluxo.
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Fonte: prépria autora (2014)
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Figura 3 - Estratégia para analise de células CD56 e CD16.
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Fonte: propria autora (2014)
Anélise estatistica

Os dados foram analisados através dos softwares SPSS 8.0 e GraphPad Prisma 5.1
(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) empregando-se testes ndo paramétricos. Para as
analises intra grupos (Paciente x Paciente) o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado e para
analises entre os grupos (Paciente x Controles) foi utilizado o teste U de Mann-Whitney.
Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5% (p<0,05 =

estatisticamente significativos).

Considerac0es éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Pernambuco sob o protocolo CAAE: 04725712.3.0000.520, parecer N° 137.729 de
30/10/2012 e foi realizado em conformidade com as disposi¢fes da declaracdo de Helsinki e
guia de boas préaticas clinicas. Consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos os

participantes.
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RESULTADOS

Com relacdo ao numero de células NK os resultados ndo mostraram diferencas entre
os grupos (Figura 4). Porém, a subpopulacéo de células CD3'CD56 CD16™ foi maior no grupo
PVHA (p<0,0001), enquanto que a subpopulagdo CD3'CD56'CD16" estava aumentada no
grupo controle (p<0,001) (Figura 4). A proporcdo de células CD3'CD56'CD16" no variou
entre os grupos (p=0,46). Em individuos com HIV-1 o aumento de CD3'CD56'CD16" esta

relacionado a um comprometimento das funcdes citotoxicas das células.

Figura 4 - Analise por citometria de fluxo mostrando Contour Plot representativo que
definem as células NK CD3-CD56+ e suas subpopulacées em PVHA sem TARV e grupo
controle
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(A) Contour Plot representativo da populacdo de linfocitos adquiridos e diferentes percentuais de NK CD3
CD56" entre os grupos infectados pelo grupo PVHA e controle (p=0,46). (B) Percentagens de subpopulages de
NK CD56"CD16 e CD56°CD16" em PVHA e grupo controle (p <0,0001 para ambas comparagges).

Fonte: prépria autora (2014)
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As figuras 5 e 6 mostram as analises quanto aos marcadores de ativacdo HLA-DR,
CD38 e CD69 das celulas NK: o grupo de PVHA mostrou maior expressdo do HLA-DR em
ambas subpopulagdes CD56'CD16™ e CD56'CD16" (p=0,0015 e p=0,0067) em relacdo ao
controle, sugerindo que apesar do diagnostico soroldgico de 84% dos infectados (21/25) ter
sido realizado em 2014, estes apresentavam indicios de uma infeccdo cronica. A expressao
CD38 nas subpopulacdes CD56'CD16™ e CD56'CD16" também se mostrou aumentada
(p=0,0087 e p=0,001 respectivamente). O CD69 ndo mostrou diferenca de expressdo entre 0s

grupos.
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Figura 5 - Resultados da citometria de fluxo da subpopulacdo NK CD56'CD16%e
expressdo de marcadores de ativagdo HLA-DR", CD38" e CD69"
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Density plot representativos com diferencas na expressdo da percentagem de (A) HLA-DR® (p=0,0015), (B)
CD38" (p=0,01) e (C) CD69" (p=0,492) nos grupos PVHA e controle.
Fonte: propria autora (2014)
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Figura 6 - Resultados da citometria de fluxo da subpopulacdo NK CD56'CD16" e
expressdo de marcadores de ativagdo HLA-DR", CD38" e CD69"
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Density plot representativos com diferencas na expressio da percentagem de (A) HLA-DR® (p=0,006), (B)
CD38" (p=0,001) e (C), CD69" (p=0,472) nos grupos PVHA e controle.
Fonte: propria autora (2014)
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No grupo de PVHA com CD4" acima de 350 cel/uL apresentou maior nimero de
células NK (p=0,0133), apenas a subpopula¢io CD56"CD16~ mostrou um aumento de HLA-
DR+ (p=0,018) e a CD56'CD16" aumento de CD69+ (p=0,0102), enquanto CD38 aumentou
nas duas subpopulacbes, CD56°CD16 e CD56°CD16", em relacdo as PVHA com CD4+
abaixo de 350 cel/ uL (p=0,0054 e p= 0,0033 respectivamente).

Os resultados das associacdes entre os genotipos CC/CT vs. TT do gene IFNL3
(rs12979860) com o numero de células NK ndo mostraram diferencas significativas (Figura
7). Contudo, quanto aos marcadores de ativacédo, foi evidenciada maior expressdo de CD69
nas subpopulagdes CD56"CD16" e CD56"CD16™ associada aos gen6tipos CC/CT (p=0,03 e
p=0,04 respectivamente). N&o foi encontrada associacdo do polimorfismo do gene IFNL3 (rs
12979860) com a contagem de linfocitos T CD4" nas pessoas vivendo com HIV-1 que

participaram deste estudo.
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Figura 7 - Associacdo do polimorfismo IFNL3 com os marcadores de ativacdo de
subpopulagdes das células NK
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Histogramas mostrando as diferencas no percentual de expressdo de marcadores de ativagdo nas subpopulagdes
de NK CD56'CD16™ e CD56'CD16", respectivamente, (A), HLA-DR® (p=0,319 e p=0,415), (B) CD38"
(p=0,373 e p=0,421) e (C), CD69" (p=0,04 e p=0,03) no grupo PVHA separados pelos genétipos IFNL3 CC/CT
eTT.

Fonte: prépria autora (2014)
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DISCUSSAO

Neste estudo evidenciamos que as células NK ndo apresentaram diferencas
quantitativas no grupo PVHA com relacdo ao grupo controle, contudo, em relacdo as
subpopulagdes de NK, houve aumento de NK CD56°CD16  (Figura 4) e maior nivel de
expressdo de HLA-DR™ e CD38" nas subpopulagdes estudadas em PVHA (figura 5 e 6). Além
disso, demonstramos que a expressdo de CD69 parece estar associada de forma positiva com
0s genotipos CC/CT rs12979860 do IFNL3 (Figura 7).

O fato do numero de células NK ndo apresentar diferenca entre os grupos PVHA e
controle, sugere que, de uma forma geral, os individuos do grupo PVHA néo deveriam estar
na fase aguda da infec¢do, na qual se esperaria uma expansdo das células NK (17).

Alter et al. (5) relataram que a infeccdo pelo HIV-1 leva a uma diminuicdo na funcgéo
citolitica das células NK CD56'CD16" e da ativacdo das CD56'CD16,, que estaria
relacionada com a progressdo da doenca. Em relacdo as subpopulacBes da NK nos
observamos um aumento das células NK CD56 * CD16™ no grupo de PVHA, que pode refletir
distdrbios na compartimentalizacdo das subpopulaces de NK, uma vez que essas células sdo
predominantemente encontradas nos tecidos linfoides secundarios (SLT) em comparagdo com
0 sangue periférico. Além disso, 0 aumento da expressdo de marcadores de ativacao tais como
HLA-DR e CD38 em ambas subpopulacdes de NK poderia estar relacionado com a
progressdo da doenca, como mostrado na Figura 5 e 6 (10, 18).

Por outro lado, nossos resultados mostraram que o grupo de PVHA apresentou menor
nimero de NK CD56 * CD16 ™ indicando fase cronica da infeccdo como descrito
anteriormente em um estudo com pacientes infectados pelo HIV, virgens de tratamento (18).
No entanto, a falta do aumento do ntimero de NK CD56°CD16 *, a qual tem sido relacionada
como uma diferenciacdo defeituosa de CD56'CD16 * para CD56 ~ CD16 * na infeccdo por
HIV, podem indicar que a maturacdo de células NK estéa preservada no grupo infectado com
HIV, aqui estudado (5,18).

Portanto, o perfil de ativacdo das células NK no grupo de PVHA, evidencia uma
infeccdo crénica, apesar do diagnostico sorologico de 84% dos pacientes (21/25) ter sido
realizado em um periodo menor que um ano, no entanto, a falta do comprometimento
caracteristico das células NK CD56 * indica diferenciacdo relativamente preservada das

fungdes imunoldgicas (5). Em relagdo a expressdao do CD69 ndo observamos diferencas entre
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PVHA e o grupo controle, o que esta de acordo com os achados anteriores, uma vez que 0
CD69 ¢ considerado um marcador de ativacdo aguda das células NK (19,20).

Os resultados quanto a frequéncia de NK e suas subpopulagbes no grupo PVHA
separados pela contagem de T CD4", mostraram que individuos com T CD4+ > 350 céls/pL
possuem maior nimero de células NK e maior expressio de CD69+ ¢ HLA-DR" em NK
CD56'CD16" e CD56'CD16 respectivamente, contudo, a expressio de CD38" aumentou
significativamente em ambas subpopulacdes.

Kuri-Cervantes et al. (10) demonstraram que em pacientes infectados pelo HIV-1, a
expressdo de CD38" em células NK, principalmente, na subpopulagdo CD56'CD16" esta
associada com marcadores de progressdo para a doenca, como a contagem de T CD4", a carga
viral, a ativacao de células T, inflamac&o e a ativacdo da imunidade inata. De fato, o estimulo
persistente da imunidade inata contra o HIV-1 parece resultar em uma hiperativagdo cronica
com efeitos deletérios das células T (21).

Entretanto, a compreensdo dos mecanismos pelos quais a ativacdo imune crénica leva
a um efeito supressor ainda é limitada. O fato de no presente estudo a expressio do HLA-DR"
e CD69" no grupo PVHA ter sido associado com maior numero de células T CD4" sugere
uma heterogeneidade no tempo de infec¢do e / ou diferengas no estado de ativacdo das células
NK, uma vez que a data precisa da infec¢do ndo pode ser estabelecida.

Adicionalmente mostramos uma associacdo entre os genotipos CC/CT com maior
expressdo de CD69" em NK CD56" CD16™ e CD56" CD16" do grupo de PVHA, mas néo
identificamos diferencas relativas aos marcadores HLA-DR e CD38. Estudos sugerem que 0
aumento da expressdo de CD69 em NK reflete aumento da citotoxidade contra varias células
alvo (22, 23). Linfécitos de pacientes com HIV-1 estimulados com antigeno ou mitdégeno
apresentaram uma expressao diminuida de CD69 em comparacdo ao grupo controle.
Adicionalmente, foi demonstrado que a gp120 inibe a expressdo de CD69 em cultura de
linfocitos estimulados por fito hemaglutinina, o que também poderia afetar a ativacdo de
linfécitos T in vivo (24).

A funcgdo exercida pela molécula CD69 na resposta imune parece ser complexa. Os
provaveis mecanismos de modulagcdo em linfocitos T seriam: i) delecdo de linfocitos pela
inducdo de apoptose ap0s ativacao, ii) uma sinalizagdo parcial durante a apresentagdo de
antigenos parece estar relacionada a inducdo de expressao de CD69, relacionada com estado

anérgico dos linfocitos em doencas inflamatdrias cronicas (25).
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No presente estudo o aumento da expressdao do CD69 nas subpopulagcfes de NK nos
individuos CC/CT do grupo de PVHA poderia influenciar na ativacdo da resposta imune,
afetando o equilibrio de ativacdo cronica do sistema imunolégico e imuno supresséo.
Portanto, esta hipotese precisa ser demonstrada por estudos funcionais.

Curiosamente, produtos solUveis secretados por ambas, maduras ou imaturas pDC
podem induzir a expressdo de CD69 em células NK; este efeito é, em parte, devido a IFNa
(9). A expressdo de CD69 permite a retencdo temporaria de células nos tecidos linféides, o
que pode levar a um efeito antiviral indireta (20).

Considerando que as células pDC sdo encontradas na circulagdo, no SLT, assim como,
em tecidos infectados e sdo também a principal fonte de IFNA3 (26), é possivel que as pessoas
portadores do alelo C podem provocar forte ativacdo autocrina das pDC induzinda pela auto
regulagdo do IFNa. Este efeito pode estar relacionado com as evidéncias de que o alelo C
induz altos niveis séricos de IFNA3 (27). Assim, a associacdo observada da expressao do
CD69 com CC/CT genotipos poderia resultar na ativacdo das pDC pelo IFNA3.
Surpreendentemente, tem sido proposto que a producdo de IFN-A e a resposta das pDC tem
potencial de influenciar mecanismos de resisténcia do hospedeiro antivirais globais (26).

Em conclusdo, pessoas com diagnostico recente para HIV, virgens de tratamento,
apresentaram um perfil ativado de células NK, com perda de CD56'CD16" e foi evidenciado
gue a expressdo do CD69 em ambas subpopulacdes parece estar indiretamente sendo

influenciada pelo polimorfismo do IFNL3.
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7 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

- Genotipos CC/CT rs12979860 no IFNL3 foram associados a um efeito positivo para as
respostas imunoldgica e virologica a TARV em pacientes infectados pelo HIV-1, o que pode
ser explorado como um possivel marcador genético de resposta a TARV no periodo de 12
meses.

- Os gendtipos CC/CT rs12979860 no IFNL3 mostraram uma tendéncia de associagdo com
uma menor carga viral quantificada antes da TARV (P=0,05), entretanto, ndo mostrando um
efeito pré tratamento em relacdo as contagens de linfocitos T CD4+

- Em relacdo aos parametros imunolégicos e /ou viroldgicos influenciados pelo o IFNL3, 0
modelo dominante CC/CT parece ser o mais adequado para analisar os efeitos da resposta a
TARV.

- Foi observada diminuicio da subpopulacio NK CD56" CD16™ no grupo de pessoas vivendo
com HIV/AIDS, corroborando com os achados da literatura;

- Ocorreu maior expressdo dos marcadores de ativacio HLA-DR e CD38 em ambas
subpopulagdes NK CD56°CD16 e NK CD56°CD16" do grupo PVHA, sugerindo evolucéo
crénica da infec¢éo;

- Néo foi observada diferenca significativa entre os grupos (PVHA e controle) em relacdo a
expressdo do CD69 o que estd de acordo com os achados anteriores, considerando que 0
CD69 é um marcador de ativacdo aguda das células NK.

- Foi observada uma associacdo entre o polimorfismo do IFNL3 (rs12979860) e ativacdo de
células NK, entre a expressdao de CD69 e os gen6tipos CC/CT, porém os marcadores HLA-
DR e CD38 ndo mostraram diferencas de expressao.

- O estudo mostrou evidéncias que apoiam a influéncia do polimorfismo do IFNL3 na
resposta ao tratamento do HIV e na ativacdo de células NK em PVHA.

- Estudos longitudinais futuros empregando uma maior amostragem devem ser realizados para
confirmar a utilizagdo do polimorfismo IFNL3 rs 12979860 como marcador de resposta a
TARV em um periodo maior que 12 meses.

- Realizar estudos longitudinais avaliando a ativacdo das NK em periodos diferentes da
infeccdo, uma vez que, nossos resultados apoiam a hipotese de que o IFNA3 parece ter uma
importante influéncia na resposta inicial do HIV-1 e indiretamente na modulacéo da resposta

imune celular via células NK
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APENDICES

Apéndice A— TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido o (a) Sr.(a) para participar, como voluntario (a), da pesquisa: Polimorfismo do gene IL28B e ativacdo

de células NK e linfocitosT CD8 em pacientes HIV+

Apos ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de
recusa vocé no sera penalizado (a) de forma alguma. Em caso de ddvida vocé pode procurar o Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, Sala 4 -
Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do Projeto: Polimorfismo do gene IL28B e ativagdo de células NK linfécitosT CD8 em pacientes HIV+
Pesquisador Responsavel: Valéria Oliveira de Melo Ferreira
Endereco/Telefone/e-mail para contato (inclusive ligacbes a cobrar):Av. Conselheiro Rosa e Silva, 1715 APT
701, (81) 34272917 - 91247737
Pesquisadores participantes: Maria Rosangela Coelho /Patricia Muniz
Telefones para contato: 81 9952 9246 / 81 9646 9951

Estou sendo convidado (a) para participar de um estudo que tem como objetivo investigar se o
polimorfismo do gene IL28B pode influenciar a contagem dos linfécitos TCD8, ativacdo da células NK e
quantificacdo da carga viral em individuos vivendo com HIV, sendo necessario utilizar 4 ml do meu sangue
coletado no Hospital Correia Picango para realizar as contagens rotineiras de CD4/CD8 e quantificacdo da
carga viral no LACEN/PE. Fui informado que meu médico e eu ficaremos sabendo de todos os resultado obtido

através deste estudo.

Todo material descrito e o sangue coletado serdo trabalhados com o maximo rigor cientifico e minha
identidade serd mantida em sigilo. Os relatorios e publicagdes resultantes dessa pesquisa conterdo os resultados

de forma sumarizada e, portanto, ndo havera forma de identificacéo.

Autorizo Também que minhas amostras sejam utilizadas para avaliagdo de outros genes e ho momento

serei ou ndo consultado.

Os riscos que corro ao participar deste estudo estdo relacionados ao local da pungdo, como exemplo:
sensibilidade local /formigamento e mancha arroxeada que podem ser minimizados com os cuidados higiénicos
topicos, pressdo local apds o procedimento. Raramente sdo observadas infeccdes decorrentes da pungdo, mas,

caso haja, eu serei adequadamente tratado (a) sem qualquer 6nus. Quanto aos beneficios diretos, fui informado
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que as células e moléculas que serdo estudadas poderdo esclarecer melhor a evolugdo da doenca no meu
organismo, auxiliando na terapia contra o HIV. Portanto, os resultados desta pesquisa poderdo contribuir com o
entendimento de como o sistema imunoldgico age contra o HIV auxiliando no desenvolvimento de uma possivel
estratégia de tratamento.

A minha participacdo ndo implica em remunera¢do para mim ou para os meus familiares, tratando-se de

colaboracdo voluntaria para o conhecimento cientifico.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/ CPF/ , abaixo assinado,
concordo em participar do estudo , como sujeito. Fui devidamente informado(a)
e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos

nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em

participar.02 testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

Pesquisador responsavel: Valéria Oliveira de Melo Ferreira

Assinatura:

Recife, de de
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Apéndice B—- FORMULARIO DA PESQUISA

(Estudo 01)

NOME

SEXO

DATA DE NASCIMENTO

ANO HIV REAGENTE
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ANO INICIO DA TARV

IDADE NO INICIO DA TARV

TEMPO DE HIV POSITIVO

CASO AIDS

CD4+ ANTES DO INICIO DA TARV

CV ANTES DO INICIO DA TARV

CD4+ 12 MESES APOS INICIO DA TARV

CV 12 MESES APOS INICIO DA TARV

COINFECCOES
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(Estudo 02)

NOME
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SEXO

IDADE

TEMPO DE DIAGNOSTICO

CASO AIDS

CONTAGEM DE CELULAS TCD4+NADIR

CARGA VIRAL NADIR

COINFECCOES
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Apéndice C — VERSAO DO ARTIGO | EM INGLES
SUBMETIDA A REVISTA: AIDS Patient Care and STDs
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IFNL3 CC/CT genotypes at rs12979860 show a protective effect for the immunological and
virological response to HAART in HIV Brazilian infected patients
Running Head: IFNL3 CC/CT genotypes and response to HAART in HIV patients
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ABSTRACT

HIV-HCV co-infected patients carrying the IFNL3 genotype CC at rs12979860 submitted to
therapy with Ribavirin/IFNa achieve enhanced viral control. Therefore this study aimed to
investigate whether the SNP in the IFNL3 at rs12979860 would be related to the
immunological and virological responses of people living with HIV/AIDS undergoing
HAART. The clinical characteristics were collected retrospectively, while the IFNL3
genotyping was performed prospectively after 1-year HAART. We enrolled 266 patients, 30
HIV HAART non-responders, who failed to increase > 50 cells/uL CD4+ T cell counts
compared to the initial counting and had detectable HIVV-1 RNA copies/mL at 1-year; and 236
immunological/virological responders (CD4+ T cell counts > 50 cells/uL and undetectable
HIV-1 RNA copies/mL at 1-year). In a multivariate logistic regression model the IFNL3
rs12979860 genotypes CC/CT and CD4+ T cells low counting before HAART were
independently associated to HAART response (p=0.027 OR 2.52 IC 1.02 — 6.21 and p= 0.002
OR 0.997 IC 0.995-0.999, respectively). In conclusion, the IFNL3 CC/CT genotypes at
rs12979860 had protective effect to the immunological and virological response to HAART,
representing a valuable genetic marker for therapy response in Brazilian population.
Consequently, further studies are necessary in order to investigate the potential of IFNL3

polymorphism as genetic marker of HIV therapy.

Key words: Therapy. Innate Immunity. Interferon. Polymorphism and Genetic Marker.
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INTRODUCTION

Innate immunity is the first line of defence against viral infections, being responsible
for containing the initial breakthrough of pathogens, activating inflammation and eliciting
adaptive specific response against them. This first contact can establish a relatively balanced
relationship between virus and host antiviral state. Studies in the literature suggest that the
innate response plays an important role in the disease progression caused by the human
immunodeficiency virus (HIV).%? Among the antiviral molecules that participate in the innate
response, the type I and Il interferons (IFNs) have been known for decades as classic antiviral
cytokines, however, a new class of IFNs type Il or IFN-lambda (IFNAX) recently has been
extensively studied, showing also potent antiviral activity.®* IFNA family has three members:
IFNA1 (IL-29), IFNA2 (IL-28A) and IFNA3 (IL-28B). All of which are encoded by genes
clustered on human chromosome 19, which structurally resemble the interleukin-10 (IL-10),
but functionally are similar to the family of type I interferons (IFNa and IFN), due to its
ability to activate the ISRE (elements stimulated by IFN responses).’> Expression of members
of the IFNA family is induced in both hematopoietic and non-hematopoietic cells by various
viruses that infect humans.® Unlike the signalling of IFN type I, the IFNA signalling displays
more restrictedly cellular specificity, since the receptor for IFNA is closely distributed in
epithelial cells, suggesting that these IFNs are related to innate antiviral epithelial response.’
Several studies have shown that IFNA has the ability to inhibit replication of a number of
viruses, including hepatitis B and C, cytomegalovirus, herpes simplex virus type 2 and
vesicular stomatitis virus.*** Regarding HIV, the IFNA3 seems to exert its antiviral function
by activating JAK-STAT pathway-mediated innate immunity in macrophages.'? The presence
of single nucleotide polymorphisms (SNPs) near the IFNL3 gene (encoding IFNA3) is
strongly associated with the response of therapy in HCV or HCV/HIV infected patients, as
well as with natural control of HCV infection.”***

The polymorphism upstream IFNL3, rs12979860, showing allele C was identified as
predictor of viral clearance and sustained anti-viral response following conventional ribavirin
and IFNo. therapy.*®*

Since the HIV- HCV co-infected patients carrying genotype CC submitted to therapy

with ribavirin and IFN-o present enhanced viral control, this study was designed to investigate
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whether the IFNL3 rs12979860 polymorphism would be related to the immunological and
virological responses of people living with HIV/AIDS undergoing antiretroviral therapy
(HAART).

METHODS AND PATIENTS
Patients and treatment

All patients in this study were from Pernambuco (PE), Brazil and were attended at the
Infectious Diseases Service of Correia Picango. The patients were diagnosed for HIV
infection and received HIV specific treatment following the Brazilian consensus.’® The
clinical characteristics were collected retrospectively, while the IFNA3 genotyping study was
performed prospectively after 1 year of the HAART (combination of 3 or more antiretroviral
drugs).

For this study we selected an age range of the 22 to 56 years old at beginning of
HAART and lack of previously antiretroviral treatment in attempt to avoid age-related or
therapy variation interfering factors; considering that these patients probably had been
infected at earlier age before therapy. The blood for genotyping was collected at the time or
near the last CD4+ T cell counts. The sample included 266 patients, being 30 HIV HAART
non-responders (NR), defined as the patients who failed to increase CD4+ T cell counts (> 50
cells/ul) compared to the initial counting and also showed detectable HIV-1 RNA copies/mL
after 1 year of HAART; and 236 immunological/virological responders (IVR), defined as
subjects who had concordant or discordant CD4+ T cell counts by > 50 cells/ul and
undetectable HIV-1 RNA copies/mL at 1 year of HAART. The CD4+ and CD8+ T cells
counting were measured from fresh whole blood samples, using the BD Multitest® (Becton-
Dickinson — BD, NJ, EUA), at the State Central Laboratory (LACEN, Pernambuco, Brazil).
Plasma HIV-RNA load was measured in fresh samples using the bDNA amplification
technology (Versant HIV RNA 3.0 Assay® Siemens, Tarrytown, NY). The detection range of
the system was 50-500,000 copies of RNA/mL.

Sample collection, DNA extraction and genotyping of IFNL3 rs12979860
Whole blood samples were collected in tubes containing EDTA solution and kept at -
20°C for 24h until DNA extraction. The DNA was extracted using the Wizard Genomic
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Purification Kit (Promega, Madison, WI) following the manufacturer’s instructions.

The SNP rs12979860 was genotyped by the TagMan system (Applied Biosystems,
Foster City, CA), using specific probes, FAM-TGGTTCGCGCCTTC-MGB, allele C and
VIC- CTGGTTCACGCCTTC-MGB, allele T and primers 5-
GCCTGTCGTGTACTGAACCA-3’ and 5'-GCGCGGAGTGCAATTCAAC-3’ forward and
reverse respectively. The probes, primes and validated protocols for the SNPs are available at

http://snp500cancer.nci.nih.gov.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS statistical software package version
17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL). Categorical variables were compared using the y* Test or
Fisher’s exact Test when appropriate. Two-group comparisons were performed using the
Student’s t test for parametrically or Mann-Whitney U-test and Kruskal-Wallis test for non-
parametrically distributed data. Logistic regression was performed using forward stepwise
method. CD4+ T cell counts; viral load and IFNL3 genotype were included in the model. The
results are presented using odds ratio (OR) with 95% confidence interval (Cl). The

differences were considered statistically significant when the P-value was <0.05.

Ethical considerations

The present study was approved by the Ethical Committee in Research of the Federal
University of Pernambuco under the protocol- CAAE: 04725712.3.0000.5208 and was
conducted in accordance with the provisions of the declaration of Helsinki and good clinical
practice guidelines. Informed written consent was obtained from all participants.

RESULTS

The studied population comprised 266 persons living with HIV/AIDS, including 30
individuals with neither immunological and virological response here termed non-responders
(NR), comprising 11.3%; and 236 individuals showing immunological and/or virological
response (IVR) comprising 88.7% of the population. For both groups the response evaluation
was done in the period of 12 months of post-HAART scheme (Table 1).

Regarding the population characteristic: 172 were male (22 NR and 150 IVR), 94 were

females (8 NR and 86 IVR). No association was observed between sex and response to


http://snp500cancer.nci.nih.gov/
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HAART (p=0.31). Previously AIDS report also didn’t differ between the groups (p=1.00).
Higher counting of CD4+ T cells before HAART was associated to successful HAART
response (p=0.02). In contrast, the viral load (VL) values before therapy showed no
association (p=0.38) (Table 1). We observed also that rs12979860 was in the Hardy-Weinberg
equilibrium. Its minor allelic frequency (C allele) was 42%. The frequency of genotype TT
was 16% while CT/CC was 84%. Both allelic and genotypic frequencies were similar to the
previously reported frequency found in normal blood donors matched by region.*®

When studies on IFNL3 rs12979860 genotypes and therapy response were conducted,
we have found that the CC/CT genotypes were associated with better response to therapy
(p=0.037, OR 2.55 IC 1.08-6.03) (Table 2). However, no difference was found between those
genotypes and CD4+ T cells or the viral load (VL) values before therapy (Table 3).

In a multivariate logistic regression model the CC/CT from rs12979860 and CD4+ T
cells numbers before HAART were independently associated with HAART response
(p=0.027 OR 2.52 IC 1.02-6.21 and p=0.002 OR 0.997 IC 0.995-0.999, respectively).

DISCUSSION

In the present study, we found a favorable influence of the genotypes CC/CT
rs12979860 at IFNL3 in the virological and immunological response to HAART. Also, lower
numbers of CD4+ T cell counting, before treatment, was associated to the HAART response.
The multivariate analysis showed an independent association for rs12979860 and low CD+4
T cell counting with the therapy response for 1-year HAART period (p=0.027 and p= 0.002,
respectively).

The majority of the studies investigating IFNL3 CC rs12979860 genotyping in HIV
infected people were designed to study the response in the HIV-HCV co-infected patients
showing, mainly, the association with HCV therapy successful response.?’ Interestingly,
evidences show a common antiviral control mechanism for both HCV and HIV.**? In a
Caucasian population, Machmach et al.?® studying HIV-HCV infected patients reported that
the frequency of IFNL3 CC was higher in 53 HIV controllers, who were anti-HIV positive
and had <1000 HIV-1 RNA copies/mL plasma load in absence of antiretroviral therapy
compared to 389 HIV infected patients submitted to antiretroviral therapy which were

considered no controllers.?” Herein the influence of IFNL3 CC/CT genotypes was associated
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to immunological and virological parameters simultaneously differing from previously studies
that considered either virus control or CD4+ T cell counting as separated conditions.?

Previous studies with African-American individuals show no association of HIV
control and IFNL3 SNP.*? This suggests that the significance as a genetic marker of the
polymorphism IFNL3 at rs12979860 for response to HAART in HIV-infected people may
differ depending on the ethnicity as it was observed for HCV.*® Since Brazilian population
has a highly admixture characteristic with contribution of European, African and Amerindian
origin, differences in the frequency of the polymorphism IFNL3 at rs12979860 could highly
vary among Brazilians.

However, the studies done in Brazilians with HIV-HCV co-infection revealed that
IFNL3 CC genotype at rs12979860 had a positive association with successful therapy
response for HCV,? resembling the results found with Europeans.'® In fact, a study in
Brazilian admixed population infected with HCV genotypes 1, 2 and 3 showed that, ancestry
did not interfered in the response to HCV therapy of patients with CC genotype at
rs12979860, whereas it interfered in patients carrying C/T and T/T genotypes.?’

Also, the frequency of the CC genotype at rs12979860 in non-infected Brazilian
admixed population showed to be higher than that found in Africans, but slightly lower than
Europeans.'® Those findings suggest a significant European contribution on Brazilian studied
population as observed in previously study investigating genetic ancestry markers in the
Brazilians.”® Therefore, the association of CC/CT genotypes with immunological/viral control
observed here is similar to the results reported by Machmach et al??, which studied Spanish
white patients, but differs from the studies that investigated African-Americans infected
patients. Thus, the CC/CT genotypes at rs12979860 as a genetic marker for the HIV
successful therapy response seems to be suitable even in admixed Brazilian context and needs
to be confirmed in further prospective studies.

Nevertheless, our results are aligned with the evidences that IFNL3 CC allele
rs12979860 may contributes to the HIV control, in patients submitted to 1 year of HAART.?
In part, it could be related to the fact that, the patients with IFNL3 CC genotype showed the
lowest HIV VL before therapy (median 62,550 HIV-1 RNA copies/mL; p=0.05). However, in
multivariate analysis, only low levels of CD4+ T cells before HAART and IFNL3 CC/CT

remained independently associated to better response.
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The favorable CC genotype at rs12979860 co-segregates with the non-1FNL4,
generating TT genotype at ss469415590, which was associated to differential expression of
IFNL3 mRNA due epigenetic regulation.® Also, CC genotype at rs12979860 is in strong
linkage disequilibrium (r?=0.94) with the rs4803217 situated at the 3’ untranslated region
(UTR) of IFNL3 mRNA, which leads to transcript stability. This polymorphism influenced
AU-rich element (ARE)-mediated decay (AMD) of IFNL3 mRNA, as well as the binding of
HCV-induced microRNAs during infection.*® Therefore, reinforcing the power of IFNL3 CC
at rs12979860 as a genetic marker of therapy success in HCV infection and maybe in the HIV
control.

On the other hand, a longitudinal study with 484 HIV infected patients showed that
the IFNL3 CC genotype at rs12979860 was associated with a decreased probability of
survival when compared to the non-CC genotype. The authors suggested that the findings
may be related to higher plasma baseline HIV viremia and possibly altered immune
reconstitution associated to the IFNA expression.®® The immune reconstitution as a
phenomenon associated to the survival of CC-carriers proposed by those authors is mostly
probable since one consider that the hyper activation of immune system leads to disease
progression. Consequently, the IFNL3 rs12979860 seem to have different effects accordingly
the time of therapy.

The IFNAs 1, 2 and 3 can induce antiviral effects thru the JAK-STAT signal
transduction pathway, including the phosphorylation of STAT2 and activation of the ISGF3
transcription complex, functions previously related to the actions of type I IFNs.® The IFNA3
exerts its anti-HIV function by activating JAK-STAT pathway-mediated innate immunity in
macrophages,™ supporting our results concerning the influence of the IFNL3 polymorphism
on the HAART for HIV in vivo.

In conclusion, the IFNL3 CC/CT genotypes at rs12979860 were associated to better
immunological and virological response to HAART in HIV infected patients in the period of
1 year of observation, representing a valuable genetic marker for early HAART response in
Brazilian population. Consequently, further studies are necessary in order to investigate this

effect in longer period of HAART therapy.
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TABLE 1. Clinico-epidemiological characteristics of persons living with HIVV/AIDS with failure

to respond to ART and virological response and / or immunological.

NR IVR
(N=30) (N=236) P-Value
Sex
Male 22 (0.73) 150 (0.66) 0.31
Female 08 (0.27) 86 (0.36)
Age at HAART* 36 (31-40) 36 (31-43) 0.79
(years)
AIDS previously
Yes 27 (0.90) 211 (0.89) 1.00
No 03 (0.10) 25 (0.11)
T CD4+ and Viral load (VL)
before HAART
TCDA4+ /uL* 2315 167 0.02
(121 - 389.3) (57.25 - 274.8)
VL copies/mL* 58,950 100,000 0.38

(16,250 - 152,500) (8,348 - 280,000)
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TABLE 2. Frequencies of the IFNL3 rs12979860 allelic and genotypic polymorphism at
rs12979860 in patients with non-response (NR) and with immunological and virological

response (IVR) to 1-year HAART in persons living with HIV.

IFNL3 NR IVR
(rs12979860) (N=30/60) (N=236/472) P-Value OR (CI)
Alleles
T 33 (0.55) 192 (0.41) 0.038 1.78 (1.04 - 3.06)
C 27 (0.45) 280 (0.59)
Genotypes
TT 09 (0.30) 34 (0.14) 0.037 2.55 (1.08 - 6.03)

CCICT 21 (0.70) 202 (0.86)
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TABLE 3. Association of the IFNL3 rs12979860 genotypes with CD4+ T cells counting and

plasma viral load (VL) of HIV before the 1-year HAART.

IFNL3 (rs12979860) genotypes P-value
Before HAART CC CT TT
CD4+ cells /uL* 378 206 203 0.590
(96 - 287) (55 - 281) (51 - 298)
VL copies/mL* 62,550 100,000 123,795 0.051

(5,128 — 24,8500) (7,897 — 24,5500) (58,900 - 36,9000)
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ABSTRACT

Type W e rferons or lambda wterferon (TEN-A 1 or TL-29, 'FN-ov 12N AL A 3 \EN-ov
TL2R0) ond the WK cells ave fhe main components of wnate wmwnity controlling wival
vephication. Hlowever, the wfluence of potymorphism n TENLY n vesponse 10 RN treatment
i controversial. Thug, we awed 10 explove the \rypothesis that the CC/CU genotypes w
1FNLY veloted 10 spontaneous cure of HCN mfection also would be velated 1o enhancement w
e activation of WK cells from patients with BV treatment natve. This stwdy wmchded 23
people Miving with HIV without antire trovival thevapy and 23 RlN-negative tdividumals, wheh
weve compared vegardmg the pevcentage differences wm the mumber of WK cells and their
subsets, as well as the actvation expression profile of HLA-DR, CDIY and COHEY. Besides,
associotion of the TENLY polymorphism with the activation expression profie of WK
wosinvestigated. The results showed an mevease wm WK CDIGTCDHI6 swbset and decveased
NK CHIGCHIH™ (P <O.O0VY), ond Wmereased expression of HLA-DR and CDHIR molecules w
both WK subsets e BIV wnfected grouwp compared 1o the control group. Regavding the
polymorphism IFNLY and activation of WK, we observed an associofion between the
expression of CHEY and genotypes CC/CY (p= 0.03). In conclusion, the present stdy
provides evidence supportng the wnfluence of polymorphism TFNLY wn the actvation of WK

cells W untreated FIN wnfected potients.

Keyword: WK cell. nnate wmuwnity, nterieron, Polymorpnism.



100

FERREIRA, V.O.M Influéncia do polimorfismo do gene IFNLS3...

INTRODUCTION

NK cells are the principal antiviral effector cells of innate immunity. NK cells presents
cytotoxic of immunoregulatory functions, which influence adaptive immune response (1).
Their functional abilities are associated with distinct subpopulations defined based on the
expression of surface markers molecules, CD56 and CD16. The NK CD56+CD16+ subset
shows predominantly cytolytic activity, while CD56+CD16- subset present, mainly,
immunomodulatory activity (2). Subpopulations of NK also differ with respect to tissue
distribution; being the CD56+CD16+ the main subset in the peripheral blood while the
CD56+CD16- are found mostly in the secondary lymphoid organs (3, 4).

The infection caused by HIV-1 leads to changes in NK cells number, distribution and
function. The progression of HIV infection has been associated with the decreased of the NK
CD16+CD56+ subset cytolytic activity and the increased cytokines production of NK
CD56+CD16- (5). Additionally, a new subset of NK cells, the CD56-CD16+, which is not
commonly detectable in healthy individuals, becomes more prominent in subjects with active
viral replication (6). The chronic HIV-1 infection leads to persistent activation of T cells with
increased intracellular levels of nuclear factor B (NF-kB), which in turn enhance HIV
transcription and production of new virions (7). Thus, the chronic infection leads to a vicious
cycle during which the replication of HIV-1 promotes immune activation and subsequent viral
replication.

Activation of NK cells can be measured in in vitro through the surface molecules such
as the CD38 ectoenzyme, which regulates levels of cytoplasmic calcium and acts as an
adhesion molecule. Other activation markers of NK cells are the HLA-DR and the C-type
lectin receptor CD69 (1, 8-10). The activation of NK cells can be triggered by innate
immunity soluble factors such interferons (IFNs).

Initial HIV-1 entry elicits IFN primarily production by plasmocytoid dendritic cells
(pDC), which are the main source of the IFN type | and type III (IFN)) previously named
IL29 (IFNAI), IL28A (IFNA2) and IFNL3 (IFNA3) (6, 11). In genome wide association
studies, the allele C and genotype CC at rs12979860 in the gene IFNL3 have been associated
with the ability of the patients infected by hepatitis C virus (HCV) successfully respond to
therapy and spontaneously clearance of HCV (12).

Regarding HIV infection, the influence of the polymorphism IFNL3 at rs12979860 is
not well established. The HIV-HCV African-Americans co-infected patients showed
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association of the IFNL3 CC genotype with HCV clearance, however, no association was
seen in HIV control or disease progression in HIV infected patients (13, 14). Instead, in a HIV
infected Spanish cohort the genotype CC was independently associated with spontaneous HIV
control (15).

Interestingly, the allele T of IFNL3 at rs12979860 and an NK cell gene, KIR2DS3,
synergize to increase the odds to HCV infection in Irish women; however, the biological basis
of this synergy remains unrevealed (16). Herein, we hypothesized that the IFNL3 CC/CT
genotypes, representing a dominant model would be associated to higher expression of NK
activation markers in naive-treated HIV infected group. Our findings showed that the naive-
treated HIV infected group presented differences in the NK subsets and an NK activated
profile compared to control group and that the IFNL3 CC/CT genotypes was associated to
CD69 expression on NK subsets.

MATERIALS AND METHODS
Population study

The population of this study consisted of 25 people living with HIV-1 without
HAART at the Hospital Correia Picanco (Recife, Pernambuco, Brazil) and 25 healthy
volunteers (controls) who were coleted at the Center for Counseling and Testing (CTA) of
Cabo de Santo Agostinho (Pernambuco, Brazil). All participants signed an informed consent
form (ICF), the study was approved by the ethics committee of UFPE being conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki. Blood samples obtained from all participants
underwent serological tests for diagnosis of hepatitis C (HCV) and hepatitis B (HBV),
obtaining negative results.

The two groups, HIV infected individuals without HAART and control were matched
considering the independent variables age (20-56 years + 3 years) and gender. Blood samples
were collected to perform counting of CD4+/CD8+, viral load (HIV infected individuals
group), INFL3 gene genotyping (rs12979860) and immunophenotyping of NK cells. The
counts of CD4+/CD8+ cells were performed from whole blood samples using the BD
Multitest® (Becton-Dickinson - BD Franklin Lakes, NJ) in the Immunology Laboratory of
the Central Laboratory of the State (LACEN-PE). The quantification of the number of copies
of viral RNA was performed from plasma by using Abbott RealTime HIV-1 m2000sp (Abbott



102

FERREIRA, V.O.M Influéncia do polimorfismo do gene IFNLS3...

Qualitative), and the range of detection of this system was from 50 to 500,000 copies of
RNA/mI.

Sample collection, DNA extraction and genotyping of IFNL3 rs12979860

Whole blood samples were collected in tubes containing EDTA solution and kept at -
20°C for 24h until DNA extraction. The DNA was extracted using the Wizard Genomic
Purification Kit (Promega, Madison, WI) following the manufacturer’s instructions.

The SNP rs12979860 was genotyped by the TagMan system (Applied Biosystems,
Foster City, CA), using specific probes, FAM-TGGTTCGCGCCTTC-MGB, allele C and
VIC- CTGGTTCACGCCTTC-MGB, allele T and primers 5-
GCCTGTCGTGTACTGAACCA-3’ and 5-GCGCGGAGTGCAATTCAAC-3’ forward and
reverse respectively. The probes, primes and validated protocols for the SNPs are available at
http://snp500cancer.nci.nih.gov.

Flow cytometry

NK cells were analyzed in peripheral blood in an ex vivo context using the following
monoclonal antibodies panels: CD3 (FITC, clone SK7) / CD16 (PECy7, clone eBioCB16) /
CD56 (PE, clone CMSSB) / HLA-DR (APC, clone LN3), CD3/ CD16 / CD56 / CD38 (APC,
clone HIT2) and CD3 / CD16 / CD56 / CD69 (APC, clone FN50), all purchased from
eBioscience (San Diego, CA).

For the identification of NK cells, 5 ml of peripheral blood was collected in EDTA
tubes for each participant. 100 ul aliquots of this blood were transferred to polystyrene tubes
containing one of the panels described above, and incubated for 30 minutes at room
temperature (RT). After incubation, 1 ml of erythrocyte lysing solution (BD FACS Lysing
Solution- BD Bioscience, San Jose, CA) was added to the tubes, and the cells were then
washed twice by centrifugation with PBS (400xg, 5 min). After washing, the cells were
resuspended in fixing solution (IC Fixation Buffer; eBioscience, San Diego, CA). The
samples were analyzed (40.000 events/tube) through flow cytometer (FACSCalibur-BD, San
Jose, CA) using the software CELLQuestPro ™ (BD Bioscience, San Jose, CA) for
acquisition of data. Data analyzes was performed with the FlowJo V.10 software (Tree Star,
Ashland, OR, USA).


http://snp500cancer.nci.nih.gov/
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Flow cytometry strategy analysis

Analyses were done initially delimitating the lymphocytic region in a Forward Scatter
(FSC) versus side scatter (SSC) graph (supplementary Figure 1). Based on this region the
fluorescence graphs (FL1 _ FL2) were constructed, delimitating the quadrants for analyses.
The quadrant limits were based on the negative population and previous antibodies titration.
The values considered for the fluorescence analysis were the percentage of the quadrant
region for each quadrant. The strategies of analysis for each of the populations are described

in supplementary Figures 2 and 3.

Statistical Analysis

The statistical analyses were performed through SPSS 8.0 and GraphPad Prism 5.1
software’s, using nonparametric tests after normality test. For comparative analysis of groups,
the Kruskal-Wallis test was used to detect differences between more than two groups, for
binary comparison the Mann-Whitney U-test was used. The results were considered

statistically significant with p-value < 0.05.

RESULTS

Regarding the number of NK cells we showed that there was no differences between
the groups of HIV infected individuals and control (Figure 1a). However, the NK
subpopulation CD56°CD16™ was significantly higher in HIV infected group, while the NK
CD56°CD16" was lower in comparison to control (Figure 1b and 1c). It has been reported that
in individuals with HIV-1 the increase in a specific subpopulation, the CD56'CD16", which is
related to an impairment of the cytotoxic function, herein we didn’t find differences in the
number of this subpopulation comparing the studied groups (p= 0.46, data not shown).

Figures 2a and 3a shows the analysis regarding the markers HLA-DR, CD38 and
CD69 NK cells: HIV infected group showed higher expression of HLA-DR™ on both NK
CD56+CD16- and CD56+CD16+ (P=0.0015 and p= 0.006 respectively) compared to control,
suggesting that despite the serological diagnosis of 84% of those infected (21/25) have been
done in 2014, the analysis of NK subpopulation evidences signs of chronic infection. Figure
2b and 3b shows the NK subpopulations CD56+CD16- and CD56+CD16+ respectively with

an increase of CD38 expression in HIV infected gruoup for both subpopulations (p=0.008 and
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p=0.001 respectively). On the other hand, the CD69 expression on the NK subpopulations
showed no differences between the groups.

The HIV infected group with CD4+ > 350 cells/uL showed higher number of NK cells
compared to ones with CD4+ < 350 cells/uL (p= 0.013) and an increase expression of HLA-
DR™ in the NK 56°CD16™ (p= 0.018), as well as, increased expression of CD69" in the NK
CD56'CD16" (p= 0.010), which suggests differences in the activation profile of the HIV
infected group related to CD4+ T cells. On the other hand, the expression of CD38 was
enhanced in the two NK subpopulations (p= 0.0054 and p= 0.0033 respectively) in the HIV
infected group CD4+ > 350 cells/uL in comparison to CD4+ < 350 cells/uL (Figure 4).
Indicating a CD38 citotoxity activity independently of CD4+ T cell counting.

The results of the associations between the CC/CT genotypes vs. TT IFNL3
(rs12979860) gene with the number of total NK cells showed no significant differences
(Figure 5). However, there was higher expression of CD69 on CD56°CD16" subsets and
CD56'CD16™ associated with the genotypes CC/CT (p= 0.03 and p= 0.04 respectively).
Ensuing, regarding the IFNL3 genotypes and the counting of CD4+ T cells, the results
showed lower median levels in individuals carrying CC/CT (182 cells/uL) compared to TT
(704 cells/uL) (p= 0.06).

DISCUSSION

In this study, NK cells showed no quantitative differences in HIV infected naive-
treated group compared to health individuals control group, however, in relation to subsets of
NK, we observed an increase of NK CD56'CD16™ subset in HIV infected group, also we
showed higher expression of HLA-DR and CD38 markers in HIV infected group.
Furthermore, we demonstrated that expression of CD69 was associated with IFNL3 genotypes
CCI/CT rs12979860.

The fact that the number of NK cells did not show differences between the control and
HIV infected groups suggests that, in general, the individuals in the HIV group didn’t seem to
be in the acute phase of infection, in which the NK cells expansion is expected (17).

Alter et al. (5) reported that infection by HIV-1 leads to a decrease in the cytolytic
function of CD56°CD16" NK cells and also diminished activation of CD56"CD16", which in
turn was associated with the disease progression. Regarding the NK subsets we observed
enhancement of the NK CD56°CD16 in HIV infected group, which could reflects disorders
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of NK subsets compartmentalization, since these cells are predominantly found in the
secondary lymphoid tissue (SLT) compared to peripheral blood. Additionally, the
enhancement expression of NK activation markers such HLA-DR and CD38 in both NK
subsets could be related to the early progression of disease as showed in Figure 2 and 3 (10,
18).

On the other hand, our results showed that HIV infected group had lower number of
NK CD56'CD16", indicating chronic phase of infection as previously described in a study
with treatment-naive HIV infected patients (18). However, the lack of the enhancement in the
number of NK CD56'CD16", which has been related to defective differentiation of CD56
CD16" to CD56'CD16" in HIV infection, may indicate that the maturation of NK cells is still
preserved in the HIV infected group studied herein (5, 18).

Therefore, the profile of NK cells activation in the HIV infected group evidences a
chronic infection despite the serological diagnosis of 84% of those patients (21/25) have been
carried out in less than one year period, however, lack of the characteristic impairment in the
NK cell CD56+ differentiation indicates relatively preservation of immune functions (5). In
relation to CD69 expression, we observed no differences between control and HIV group,
which is in agreement with previous findings, since CD69 is predominantly a molecule
marker in acute activation of NK (19, 20).

The results for the frequency of NK cells and their subsets in HIV group separated by
CD4" T cells showed that individuals with CD4" T > 350 cells/uL have higher number of NK
cells, and increased expression of CD69 and HLA-DR in CD56'CD16" and CD56°CD16™ NK
subsets respectively, however, expression of CD38 was significantly increased in both NK
subsets.

Kuri-Cervantes et al. (10) showed that in patients infected with HIV-1, the expression
of CD38 on NK cells, mainly in the subset CD56°CD16" is associated with disease
progression markers such as CD4'T cell, viral load, T cell activation, inflammation and
activation of innate immunity. In fact, the persistent stimulation of innate immunity against
HIV-1 appears to result in a chronic hyper activation with deleterious effects of T cells (21).
However, the understanding of the mechanisms by which chronic immune activation leads to
a suppressive effect is still limited. The fact that in present study, we observed differential
expression of HLA-DR, and CD69 related to the NK subsets based on the CD4+ T cells
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counting, suggests heterogeneity in the time of infection and/or differences in NK cells
activation state.

Additionally, we showed an association between CC/CT genotype with increased
expression of CD69 in both CD56°CD16™ and CD56°CD16" in HIV group but no differences
regarding the HLA-DR and CD38 markers. Studies suggest that increased expression of
CD69 reflects an increase in NK cytotoxicity against various target cells (22, 23).
Lymphocytes from patients infected by HIV-1 submitted to antigen or mitogen stimulation
showed decrease in the CD69 expression compared to control group. Ensuing, gp120 induced
the inhibition of CD69 expression in lymphocytes stimulated with phytohemagglutinin,
suggesting that it could also affect the activation of T lymphocytes in vivo (24).

In two independent animal models, the deficiency of CD69 showed an exacerbation
of the immune response. The influence of CD69 molecule on the immune response regulation
appears to be complex. The probable mechanisms of modulation in T lymphocytes would be:
i) deletion of lymphocytes by inducing apoptosis after activation and ii) expression of CD69
seems to result from partial signaling during antigen presentation, rendering an anergic state
of lymphocytes in chronic inflammatory diseases (25).

In the present study, the increased expression of CD69 on NK subsets in the
individuals carrying CC/CT of the HIV group could to influence the activation of the immune
response, affecting the balance of chronic activation of immune system and immune
suppression. Therefore, further studies are needed to clarify this hypothesis.

Interestingly, soluble secreted products from either mature or immature pDC can
induce the CD69 expression on NK cells; this effect is, in part, due to the IFNA (9). The
expression of CD69 enables temporary cells retention in the lymphoid tissues, which can lead
to an indirect antiviral effect.

Since the pDC cells are found in the circulation, in the SLT as well as in infected
tissues and are also the major source of IFNA3 (26), it is possible that the individuals carrying
the C allele could elicits stronger autocrine pDC activation inducing IFNA up regulation. This
effect could be related to the evidences that the C allele induces higher serum levels of IFNA3
(27). Thus, the observed association of CD69 expression with CC/CT genotypes could result
from the pDC activation by IFNA3. Strikingly, it has been proposed that IFN-A production and
response by pDC has the potential to influence global antiviral host resistance mechanisms
(26).
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In conclusion, early-diagnosed HIV naive-treated individuals presented an activated

NK cells profile with loss of NK CD56"CD16" and evidenced that the CDG69 expression of
on both NK subsets seem to be indirectly influenced by the IFNL3 polymorphism.
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Legends of Figure List

Figure 1. Flow cytometer analysis showing plots defining CD3'CD56" NK cells and NK
subpopulations. (A) Representative plots for lymphocyte population acquire and differences
of NK CD3'CD56" percentages between HIV infected and control groups (p= 0.46). (B)
Percentages of NK CD56'CD16™ and CD56'CD16" subsets in HIV infected and control

groups (p < 0.0001 for both comparisons).

Figure 2. Flow cytometry results of NK CD56'CD16™ and HLA-DR, CD38 and CD69
activation markers. Representative density plots with the differences in the percentage
expression of (A) HLA-DR (p= 0.0015), (B) CD38 (p=10.01) and (C) CD69 (p= 0.492) in the

HIV infected and control groups.

Figure 3. Flow cytometry results of NK CD56'CD16" and HLA-DR, CD38 and CD69
activation markers. Representative density plots with the differences in the percentage
expression of (A) HLA-DR (p= 0.006), (B) CD38 (p=0.001) and (C) CD69 (p= 0.472) in the

HIV infected and control groups.

Figure 4. Association the IFNL3 polymorphism with the activation markers of NK subsets
Histograms showing the differences in the percentage expression of activation markers on the
CD56°CD16™ and CD56"CD16" respectively (A) HLA-DR (p= 0.319 and p= 0.415), (B)
CD38 (p= 0.373 and p= 0.421) and (C) CD69 (p= 0.04 and p= 0.03) in the HIV infected

group separated by IFNL3 CC/CT and TT genotypes.
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Figure 3
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The editorial style of ASM journals conforms to the ASM Style Manual for

Journals (American Society for Microbiology, 2014, in-house document) and How To Write
and Publish a Scientific Paper, 7th ed. (Greenwood, Santa Barbara, CA, 2011), as interpreted
and modified by the editors and the ASM Journals Department.

The editors and the Journals Department reserve the privilege of editing manuscripts to
conform with the stylistic conventions set forth in the aforesaid publications and in these
Instructions.

On receipt at ASM, an accepted manuscript undergoes an automated preediting, cleanup, and
tagging process specific to the particular article type. To optimize this process, manuscripts
must be supplied in the correct format and with the appropriate sections and headings.

Type every portion of the manuscript double-spaced (a minimum of 6 mm between lines),
including figure legends, table footnotes, and References, and number all pages in sequence,
including the abstract, figure legends, and tables. Place the last two items after the References
section. Manuscript pages should have continuous line numbers; manuscripts without line
numbers may be editorially rejected by the editor, with a suggestion of resubmission after line
numbers are added. The font size should be no smaller than 12 points. It is recommended that
the following sets of characters be easily distinguishable in the manuscript: the numeral zero
(0) and the letter “oh” (O); the numeral one (1), the letter “el” (1), and the letter “eye” (I); and
a multiplication sign (x) and the letter “ex.” (x). Do not create symbols as graphics or use
special fonts that are external to your word processing program; use the “insert symbol”
function. Set the page size to 8.5 by 11 inches (ca. 21.6 by 28 cm). Italicize any words that
should appear in italics, and indicate paragraph lead-ins in boldface type.

Manuscripts may be editorially rejected, without review, on the basis of poor English or
lack of conformity to the standards set forth in these Instructions.
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Authors who are unsure of proper English usage should have their manuscripts checked by
someone proficient in the English language or engage a professional language editing service
for help.

Full-Length Papers
Full-length papers should include the elements described in this section.

Title, running title, and byline. Each manuscript should present the results of an
independent, cohesive study; thus, numbered series titles are not allowed. Avoid the main
title/subtitle arrangement, complete sentences, and unnecessary articles. Indicate the specific
virus(es) under study in the title or abstract as appropriate. On the title page, include the title,
the running title (not to exceed 54 characters and spaces), the name of each author, all authors'
affiliations at the time the work was performed, each author's affiliation, and a footnote
indicating the present address of any author no longer at the institution where the work was
performed. Place a number sign (#) after the name of the author to whom inquiries regarding
the paper should be addressed (see “Correspondent footnote” below). Please review this
sample title page for guidance.

Also include on the title page the word count for the abstract and the word count for the text
(excluding the references, table footnotes, and figure legends).

Study group in byline. A study group, surveillance team, working group, consortium, or the
like (e.g., the Active Bacterial Core Surveillance Team) may be listed as a coauthor in the
byline if its contributing members satisfy the requirements for authorship and accountability
as described in these Instructions. The names (and institutional affiliations if desired) of the
contributing members may be given as a separate paragraph in Acknowledgments.

If the contributing members of the group associated with the work do not fulfill the criteria of
substantial contribution to and responsibility for the paper, the group may not be listed in the
author byline. Instead, it and the names of its contributing members may be listed in the
Acknowledgments section.

Correspondent footnote. The e-mail address for the corresponding author should be included
on the title page of the manuscript. This information will be published in the article as a
footnote to facilitate communication and will be used to notify the corresponding author of
the availability of proofs and, later, of the PDF file of the published article. No more than two
authors may be designated corresponding authors.

Structured abstract. JVI full-length research papers have structured abstracts with two
sections: “Abstract” and “Importance.” The “Abstract” section should be no more than 250
words and should concisely summarize the basic content of the paper without presenting
extensive experimental details. Avoid abbreviations and references, and indicate the specific
virus under study. Because the abstract will be published separately by abstracting services, it
must be complete and understandable without reference to the text. The “Importance” section
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should be no more than 150 words and should provide a nontechnical explanation of the
significance of the study to the field.

Introduction. The introduction should supply sufficient background information to allow the
reader to understand and evaluate the results of the present study without referring to previous
publications on the topic. The introduction should also provide the hypothesis that was
addressed or the rationale for the present study. Choose references carefully to provide the
most salient background rather than an exhaustive review of the topic.

Materials and Methods. The Materials and Methods section should include sufficient
technical information to allow the experiments to be repeated. When centrifugation conditions
are critical, give enough information to enable another investigator to repeat the procedure:
make of centrifuge, model of rotor, temperature, time at maximum speed, and centrifugal
force (x g rather than revolutions per minute). For commonly used materials and methods
(e.g., media and protein concentration determinations), a simple reference is sufficient. If
several alternative methods are commonly used, it is helpful to identify the method briefly as
well as to cite the reference. For example, it is preferable to state “cells were broken by
ultrasonic treatment as previously described (9)” rather than to state “cells were broken as
previously described (9).” This allows the reader to assess the method without constant
reference to previous publications. Describe new methods completely and give sources of
unusual chemicals, equipment, or microbial strains. When large numbers of microbial strains
or mutants are used in a study, include tables identifying the immediate sources (i.e., sources
from whom the strains were obtained) and properties of the strains, mutants, bacteriophages,
and plasmids, etc.

A method or strain, etc., used in only one of several experiments reported in the paper may be
described in the Results section or very briefly (one or two sentences) in a table footnote or
figure legend. It is expected that the sources from whom the strains were obtained will be
identified.

Results. In the Results section, include the rationale or design of the experiments as well as
the results; reserve extensive interpretation of the results for the Discussion section. Present
the results as concisely as possible in one of the following: text, table(s), or figure(s). Data in
tables (e.g., cpm of radioactivity) should not contain more significant figures than the
precision of the measurement allows. Illustrations (particularly photomicrographs and
electron micrographs) should be limited to those that are absolutely necessary to show the
experimental findings. Number figures and tables in the order in which they are cited in the
text, and be sure to cite all figures and tables.

Discussion. The Discussion should provide an interpretation of the results in relation to
previously published work and to the experimental system at hand and should not contain
extensive repetition of the Results section or reiteration of the introduction. In short papers,
the Results and Discussion sections may be combined.

Acknowledgments. The source of any financial support received for the work being
published must be indicated in the Acknowledgments section. (It will be assumed that the
absence of such an acknowledgment is a statement by the authors that no support was
received.) The usual format is as follows: “This work was supported by Public Health Service
grant CA-01234 from the National Cancer Institute.”
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Recognition of personal assistance should be given as a separate paragraph, as should any
statements disclaiming endorsement or approval of the views reflected in the paper or of a
product mentioned therein.

Appendixes. Appendixes that contain additional material to aid the reader are permitted.
Titles, authors, and reference sections that are distinct from those of the primary article are not
allowed. If it is not feasible to list the author(s) of the appendix in the byline or the
Acknowledgments section of the primary article, rewrite the appendix so that it can be
considered for publication as an independent article, either full-length paper or short-form
paper. Equations, tables, and figures should be labeled with the letter "A" preceding the
numeral to distinguish them from those cited in the main body of the text.

References

In the reference list, references are numbered in the order in which they are cited in the article
(citation-sequence reference system); ASM no longer uses the citation-name system with an
alphabetized reference list. In the text, references are cited parenthetically by number in
sequential order. Data that are not published or not peer reviewed are simply cited
parenthetically in the text (see section ii below).

(i) References listed in the References section. The following types of references must be
listed in the References section:

= Journal articles (both print and online)

= Books (both print and online)

= Book chapters (book title is required)

= Patents

= Theses and dissertations

= Published conference proceedings

= Meeting abstracts (from published abstract books or journal supplements)
= Letters (to the editor)

= Company publications

= In-press journal articles, books, and book chapters (publication title is required)
Provide the names of all the authors and/or editors for each reference; names should not
be abbreviated with “et al.” Since title and byline information that is downloaded from
PubMed does not always show accents, italics, or special characters, authors should refer to
the PDF files or hard-copy versions of the articles and incorporate the necessary corrections in
the submitted manuscript. Abbreviate journal names according to the PubMed Journals
Database(National Library of Medicine, National Institutes of Health), the primary source for
ASM style. EndNote versions 6 and earlier do not contain the current ASM reference style.
To update your EndNote style, go
tohttp://endnote.com/downloads/styles?title op=contains&title=american+society+for+
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microbiology. Click the Download button, and save the style in your EndNote Style folder (it
should replace any earlier versions). All ASM journals use the same reference style.

Follow the styles shown in the examples below for print references.

1. Caserta E, Haemig HAH, Manias DA, Tomsic J, Grundy FJ, Henkin
TM, Dunny GM. 2012. In vivo and in vitroanalyses of regulation of the
pheromone-responsive prgQ promoter by the PrgX pheromone receptor
protein. J. Bacteriol.194:3386-3394.

2. Falagas ME, Kasiakou SK. 2006. Use of international units when dosing
colistin will help decrease confusion related to various formulations of the
drug around the world. Antimicrob. Agents Chemother. 50:2274-2275.
(Letter.) {"Letter" or "Letter to the editor" is allowed but not required at the
end of such an entry.}

3. Cox CS, Brown BR, Smith JC. J. Gen. Genet., in press.* {Article title is
optional; journal title is mandatory.}

4. da Costa MS, Nobre MF, Rainey FA. 2001. Genus I. Thermus Brock and
Freeze 1969, 295,*- emend. Nobre, Triiper and da Costa 1996b, 605, p. 404-
414. In Boone DR, Castenholz RW, Garrity GM (ed), Bergey's manual of
systematic bacteriology, 2nd ed, vol 1. Springer, New York, NY.

5. Stratagene. 2006. Yeast DNA isolation system: instruction manual.
Stratagene, La Jolla, CA. {Use the company name as the author if none is
provided for a company publication.}

6. Forman MS, Valsamakis A. 2011. Specimen collection, transport, and
processing: virology, p 1276-1288. In Versalovic J, Carroll KC, Jorgensen
JH, Funke G, Landry ML, Warnock DW (ed), Manual of clinical
microbiology, 10th ed, vol 2. ASM Press, Washington, DC.

7. Fitzgerald G, Shaw D. In Waters AE (ed), Clinical microbiology, in press.
EFH Publishing Co, Boston, MA.* {Chapter title is optional.}

8. Garcia CO, Paira S, Burgos R, Molina J, Molina JF, Calvo C, Vega L,
Jara LJ, Garcia-Kutzbach A, Cuellar ML, Espinoza LR. 1996. Detection
of Salmonella DNA in synovial membrane and synovial fluid from Latin
American patients using the polymerase chain reaction. Arthritis
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10.

11.

12.

13.

14.

Rheum. 39(Suppl 9):S185. {Meeting abstract published in journal
supplement.}

Carlson E. 2013. Selective penicillin-binding protein imaging probes reveal
substructure in bacterial cell division, p 59. Final Program 113th Gen. Meet.
Am. Soc. Microbiol. American Society for Microbiology, Washington, DC.
{Abstract title is optional.}

Rotimi VO, Salako NO, Mohaddas EM, Philip LP. 2005. Abstr. 45th
Intersci. Conf. Antimicrob. Agents Chemother., abstr D-1658. {Abstract title
is optional .}

Green PN, Hood D, Dow CS. 1984. Taxonomic status of some
methylotrophic bacteria, p 251-254. In Crawford RL, Hanson RS (ed),
Microbial growth on C; compounds. Proceedings of the 4th International
Symposium. American Society for Microbiology, Washington, DC.
O'Malley DR. 1998. Ph.D. thesis. University of California, Los Angeles,
CA. {Title is optional .}

Odell JC. April 1970. Process for batch culturing. US patent 484,363,770.
{Include the name of the patented item/process if possible; the patent
number is mandatory.}

Elder BL, Sharp SE. 2003. Cumitech 39, Competency assessment in the
clinical laboratory. Coordinating ed, Sharp SE. ASM Press, Washington,
DC.

*A reference to an in-press ASM publication should state the control number (e.g., JV100123-
14) if it is a journal article or the name of the publication if it is a book.

Online-only references must provide essentially the same information that print references do.
For online journal articles, posting or revision dates may replace the year of publication; a
DOI (preferred) or URL is required for articles with nontraditional page numbers or electronic
article identifiers.

1.

2.

Bina XR, Taylor DL, Vikram A, Ante VM, Bina JE. 2013. Vibrio
cholerae ToxR downregulates virulence factor production in response to
cyclo(Phe-Pro). mBio 4(5):e00366-13. doi:10.1128/mBi0.00366-13.
Winnick S, Lucas DO, Hartman AL, Toll D. 2005. How do you improve
compliance? Pediatrics 115:e718-e724. doi:10.1542/peds.2004-1133.
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3. Dionne MS, Schneider DS. 2002. Screening the fruitfly immune system.
Genome Biol. 3:reviews1010-reviews1010.2. doi:10.1186/gb-2002-3-4-
reviews1010.

4. Giegé R, Springer M. 2012. Aminoacyl-tRNA synthetases in the bacterial

world. EcoSal Plus doi:10.1128/ecosalplus.4.2.1.
Note: a posting or accession date is required for any online reference that is periodically
updated or changed.
Citations of ASM Accepts manuscripts should look like the following example.

Wang GG, Pasillas MP, Kamps MP. 15 May 2006. Persistent transactivation by Meisl
replaces Hox function in myeloid leukemogenesis models: evidence for co-occupancy of
Meis1-Pbx and Hox-Pbx complexes on promoters of leukemia-associated genes. Mol.
Cell. Biol. d0i:10.1128/MCB.00586-06.

Other journals may use different styles for their publish-ahead-of-print manuscripts, but

citation entries must include the following information: author name(s), posting date, title,
journal title, and volume and page numbers and/or DOI. The following is an example:

Zhou FX, Merianos HJ, Brunger AT, Engelman DM. 13 February 2001. Polar residues
drive association of polyleucine transmembrane helices. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,

doi:10.1073/pnas.041593698.
(ii) References cited in the text. References that should be cited in the text include

= Unpublished data

= Manuscripts submitted for publication

= Unpublished conference presentations (e.g., a report or poster that has not
appeared in published conference proceedings)

= Personal communications

= Patent applications and patents pending

= Computer software, databases, and websites

These references should be made parenthetically in the text as follows:

... similar results (R. B. Layton and C. C. Weathers, unpublished data).

... sSystem was used (J. L. MclInerney, A. F. Holden, and P. N. Brighton, submitted for
publication).

... as described previously (M. G. Gordon and F. L. Rattner, presented at the Fourth
Symposium on Food Microbiology, Overton, IL, 13 to 15 June 1989). {For nonpublished
abstracts and posters, etc.}
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... this new process (V. R. Smoll, 20 June 1999, Australian Patent Office). {For non-U.S.
patent applications, give the date of publication of the application.}

... available in the GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/index.html).

... using ABC software (version 2.2; Department of Microbiology, State University
[http://www.state.micro.edu]).

URLSs for companies that produce any of the products mentioned in your study or for products
being sold may not be included in the article. However, company URLSs that permit access to
scientific data related to the study or to shareware used in the study are permitted.

(iii) Citations in abstracts. Because the abstract must be able to stand apart from the article,
references cited in it should be clear without recourse to the References section. Use an
abbreviated form of citation, omitting the article title, as follows.

(P. S. Satheshkumar, A. S. Weisberg, and B. Moss, J. Virol. 87:10700-10709, 2013,
d0i:10.1128/JV1.01258-13)

(J. H. Coggin, Jr., p. 93-114, in D. O. Fleming and D. L. Hunt, ed., Biological Safety.
Principles and Practices, 4th ed., 2006)

“...in arecent report by D. A. Hopwood [mBio 4(5):e00612-13, 2013,
doi:10.1128/mBio00612-13] ... .”

This style should also be used for Addenda in Proof.

(iv) References related to supplemental material. If references must be cited in the
supplemental material, list them in a separate References section within the supplemental
material and cite them by those numbers; do not simply include citations of numbers from the
reference list of the associated article. If the same reference(s) is to be cited in both the article
itself and the supplemental material, then that reference would be listed in both References
sections

Figure Legends

On initial submission, each legend should be placed in the text file and be incorporated into
the image file beneath the figure to assist review.

Legends should provide enough information so that the figure is understandable without
frequent reference to the text. However, detailed experimental methods must be described in
the Materials and Methods section, not in a figure legend. A method that is unique to one of
several experiments may be reported in a legend only if the discussion is very brief (one or
two sentences). Define all symbols used in the figure and define all abbreviations that are not
used in the text.



132

FERREIRA, V.O.M Influéncia do polimorfismo do gene IFNLS3...

Tables

Tables that contain artwork, chemical structures, or shading must be submitted as illustrations
in an acceptable format at the modification stage. The preferred format for regular tables is
Microsoft Word; however, WordPerfect and Acrobat PDF are also acceptable. Note that a
straight Excel file is not currently an acceptable format. Excel files must be either embedded
in a Word or WordPerfect document or converted to PDF before being uploaded.

Tables should be formatted as follows. Arrange the data so that columns of like material
read down, not across. The headings should be sufficiently clear so that the meaning of the
data is understandable without reference to the text. See the ""Abbreviations" section of these
Instructions for those that should be used in tables. Explanatory footnotes are acceptable, but
more-extensive table "legends™ are not. Footnotes should not include detailed descriptions of
the experiment. Tables must include enough information to warrant table format; those with
fewer than six pieces of data will be incorporated into the text by the copy editor. Table 2, on
page 106, is an example of a well-constructed table.
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