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RESUMO

A coinfeccao do pegivirus humano (HPgV) com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) pode levar a progressao mais lenta da doencga causada pelo HIV. Estudos, in
vitro, demonstraram que a diminuicdo da replicacdo do HIV estaria relacionada com
reducdo dos niveis de expressdo do CCR5 em decorréncia do aumento de
guimiocinas, como o MIP-1a e o SDF-1, bem como da presenca do polimorfismo da
IL-4 e IL-10 e que, dessa forma, h& progressao mais lenta na progressdo da doenca
pelo HIV.Portanto, o objetivo da pesquisa foi verificar, in vivo, a associagcdo dos
polimorfismos do CCR5, IL-4, IL-10e as concentracdes de MIP-1a e SDF-1, com
carga viral do HIV e contagem de TCD4 em pessoas vivendo com HIV/aids(PVHA)
coinfectadas com o HPgV.Para investigar o polimorfismo da CCR5/A32 o O DNA
gendmico foi extraido de leucdcitos de sangue periférico seguindo o protocolo de
mini-salting out e a genotipagem dos polimorfismos da IL-4 e IL-10 foram realizados
através da gPCR utilizando o sistema TagMan (Applied Biosystems® TagMan
Genotyping Assays) A quantificacdo do MIP-a e SDF-1 foi realizada por um
imunoensaio enzimatico (ELISA) in house, utilizando anticorpos e enzima da
eBioscience®, (Waltham, MA-USA). Para a andlise estatistica foi utilizado o software
Rstudio versao 1.0.143 (Northern Ave, Boston, M.A). As variaveis categoricas foram
analisadas através do teste do qui-quadrado (X?) ou pelo teste exato de Fisher,
enquanto as variaveis continuas foram analisadas utilizando o teste Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis. O teste de Hardy-Weinberg foi aplicado para verificar se a populacéao
estava em equilibrio. Foram analisadas 98 amostras de pessoas vivendo com
HIV/aids (PVHA) sendo 56,1%( 55/98) do sexo feminino e a média de dade da
populacao foi de 42 anos. Destas, 22 eram de HPgV-RNA positivas e 76 HPgV-RNA
negativas. As médias das concentracbes de MIP-a e SDF-1 foram elevadas em
HPgV RNA positivos do que HPgV RNA negativos (396 vs 105 e 300 vs 117),
corroborando os estudos, in vitro, 0 querepresenta efeito benéfico na progresséo da
doenca.O polimorfismo dos genes mutantes da IL-4 apresentaram maior contagem
de TCD4. Assim como o polimorfismo da IL-10apresentou menor quantidade de
carga viral do HIV.

Palavras-chave: HIV. CCL5. CXCL12. HPgV.



ABSTRACT

Coinfection of human pegivirus (HPgV) with human immunodeficiency virus (HIV)
may lead to slower progression of the disease caused by HIV. In vitro studies have
shown that decreased HIV replication would be related to reduced CCR5 expression
levels due to increased chemokines such as MIP-1la and SDF-1, as well as the
presence of IL- 4, and IL-10, and that, therefore, there is a slower progression in HIV
disease progression. Therefore, the aim of the study was to verify, in vivo, the
association of CCR5, IL-4, IL-10 and polymorphisms of MIP-1a and SDF-1, with HIV
viral load and TCD4 count in people living with HIV / AIDS (HPV) coinfected with
HPGV. To investigate CCR5 / A32 polymorphism, genomic DNA was extracted from
leukocytes from peripheral blood following the mini-salting out protocol and
genotyping of IL-4 and IL-10 polymorphisms were performed through qPCR using the
TagMan (Applied Biosystems® TagMan Genotyping Assays) system. Quantification
of MIP-a and SDF-1 was performed by an enzyme immunoassay (EL ISA) in house,
using antibodies and an enzyme from eBioscience® (Waltham, MA-USA). Statistical
analysis was performed using the Rstudio software version 1.0.143 (Northern Ave,
Boston, M.A). Categorical variables were analyzed using the chi-square test (X?) or
by Fisher's exact test, while continuous variables were analyzed using the Mann-
Whitney and Kruskal-Wallis test. The Hardy-Weinberg test was applied to verify if the
population was in equilibrium. A total of 98 samples of people living with HIV / AIDS
(PLHA) were analyzed, being 56.1% (55/98) females and the mean age of the
population was 42 years. Of these, 22 were HPgV-RNA positive and 76 HPgV-RNA
negative. The mean concentrations of MIP-a and SDF-1 were high in HPgV RNA
positive than HPGV RNA negative (396 vs 105 and 300 vs 117), corroborating the
studies, in vitro, which represents a beneficial effect on disease progression.
polymorphism of mutant IL-4 genes showed a higher TCD4 count. Just as the IL-10
polymorphism showed less HIV viral load.

Keywords: HIV. CCL5. CXCL12. HPgV.
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1 INTRODUCAO

Estudos tém mostrado que o pegivirus humano (HPgV) (ICTV. 2016), podem
estar associados com progressdo mais lenta da infeccdo pelo o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) em pessoas coinfectadas. A interacao entre os dois
virus decorreria em nivel dos correceptores CCR5 e CXCR4 e seus ligantes naturais
como MIP-1a e o SDF-1 e, de citocinas IL-4 e IL-10, as quais séo alteradas pela
presenca do polimorfismo dos genesiL-4 e IL-10. Dessa maneira alguns
pesquisadores tém realizado estudos avaliando os niveis de concentracdes do MIP-
1a e SDF-1, enquanto outros os polimorfismos dos genes IL-4 e IL10, (TILLMANN et
al., 2001; WILLIAMS et al., 2004; NAICKER et al., 2009; MAHAJAN et al., 2010;
VAHIDNIA et al., 2012).

Schwarze-Zander et al., (2010), demonstraram associacdo do HPgV com a
reducéo da expressao do correceptor CCR5 em pacientes coinfectados HIV/HPgV e,
como consequéncia um prognostico favoravel na coinfeccdo, pois alteracdes dos
niveis de expressdo do CCR5 tém uma correlacdo direta com a progressao da
doenca.

Para Nattermann et., (2003) e Xiang et al., (2006), que fizeram estudos in vitro
em individuos HIV/HPgV abordando concentragcdes das quimiocinas, a diminui¢céao
da replicacdo do HIV estaria relacionada com aumento da concentracdo MIP-1a e o
SDF-1, que séo ligantes naturais dos correceptores, CCR5/CXR4.

Mahajan et al., 2010, mostraram que o alelo -589T nolL-4, pode diminuir a
expressao do CCRS5 e inibir a replicacao viral do HIV e consequentemente promover
prognéstico favoravel em pacientes monoinfectados com HIV.Em relacdo ao alelo-
1082G nolL-10, outros estudos afirmaram que este polimorfismo seria responsavel
pela diminuicdo da ativacdo imune e inibicao da replicagéo viral do HIV(NAICKER et
al., 2009; MAHAJAN et al., 2010).

Algumas pesquisas,in vivo, comlinfocitos T CD4(TCD4), como marcadores de
progressao da doenca pelo HIV, relataram a associacdo entre a infeccao pelo HPgV
eo aumento da contagem de TCD4, o que representaria bom progndstico para 0s
pacientes coinfectados (HERINGLAKE et al., 1998; TILLMANN et al., 2001; ZHANG
et al., 2006).
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Todavia Bjorkman et al., (2004); Van Der Bij et al.,, (2005), também
usandoTCD4 como marcadores de progressdo da doenca pelo HIV, néo
demonstraram haver associa¢éo da coinfeccao HIV/HPgV com prognéstico favoravel
da doenca pelo HIV. Para esses pesquisadores o HPgV seria a consequéncia da
elevacdo do TCD4 e ndo a causa.

Vahidnia et al., (2012), demonstraram associacao inversa entre carga viral do
HIV em pacientes coinfectados HIV/HPgV e mostraram que a presenca da viremia
do HPgV reduziria a mortalidade em pacientes coinfectados.

Dessa maneira, buscando ratificar através de informagfes in vivo em
momentos diferentes que mostrem a associacdo dos polimorfismos do IL-4, IL-10,
concentracfes de MIP-1a e SDF-1 com carga viral do HIV e contagem de T CD4,
em pessoas vivendo com HIV/aids coinfectadas pelo HPgV, fomos motivados a
realizar a presente pesquisa abordando esses fatores imunol6gicos egenéticos

relacionados a coinfeccao
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histérico e caracteristicas gerais do HPgV

A identificacdo do HPgV, anteriormente conhecido como GB virus C,iniciou-se
com relatos de estudos experimentais sobre a transmissdo de hepatites virais
agudas de humanos para macacos, género Saguinus sp, advindo GB das iniciais de
um médico cirurgido que estava em terceiro dia de ictericia e cedeu amostra
sanguineas, que foram inoculadas nos saguis causando ictericia,0 que
posteriormente possibilitou a classificagcdo do virus de hepatite ndo A, ndo B, em
agente GB(DEINHARDT et al., 1967).

Todavia, somente em meados da década de 90, a partir de amostras séricas
de macacos saguis, o HPgVfoi identificado através de técnica de amplificacdo de
acido nucléico chamada RDA (Representation Differential Amplification)Lisitsyn et
al., (1993) em dois diferentes tipos, classificado em GB virus A (GBV-A) e GB virus
B (GBV-B) (SIMONS et al., 1996). Logo depois, 0 mesmo grupo isolou e denominou
dessa vez em seres humanos, o GB virus C (GBV-C).

Em 1996, Linnen et al., utilizando técnica de amplificacdo de &cido nucléico
denominada como SISPA (Sequence Independent Single Primer Amplification),
amplificou o RNA do mesmo virus a partir do soro de um paciente designando-o
inicialmente de PNF 2161, com hepatite cronica ndo-A, ndo—B, de acordo com o
conselho sentinela de estudos de hepatites virais do centro de controle e prevencéo
de doencas (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) e o chamou de virus
C (GBV-C). Posteriormente a comparacdo de genomas demonstraria serem eles
isolados do mesmo virus e pertencendo a mesma familia Flaviviridae, ainda que de
grupos diferentes(MUERHOFF et al., 1995; LEARY et al., 1996).

Estudos utilizando andlise filogenética e construindo arvores evolutivas (figura
1),além diferencas nas sequéncias do genoma, tipo de hospedeiro, tropismo celular
e tecido, patogenicidade ou citopatologia, propriedades fisicas e propriedades
antigénicas propuseram uma nova classificacdo dos varios virus GB, entre eles o
GBV-A,GBV-B, HPgV e GBVD, (STAPLETON et al., 2011; SMITH et al., 2016).
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Figura 1. Arvores filogenéticas de membros selecionados da familia Flaviviridae mostrando a
similiaridade entre helicase e RNA Dependente Polimerase Dependente (RdRp). Uma escala de
distancia nas substituicbes de aminoacidos por posicdo € mostrada.

HE gis
My
Yoty
5]
&
G
Bleg

RdRp

gy m

a"bv

o4 L] o3 a1

Juncéo de vizinhancga

pad B8

Fonte: Adaptado de Smith et al. (2016).

Dessa forma, dentro da familia Flaviviridae, o GBV-B foi colocado como
segunda espécie do género Hepacivirus, ao lado do virus da hepatite C (HCV),ja
gueo mesmo apresenta carater hepatotrépico e, portanto, seria o verdadeiro agente
GB(THIEL et al., 2005).0 GBV-B foi entdo renomeado para GBV, uma vez que nao
havera outros virus GB na nova classificacdo proposta. O GBV-A, HPGV e GBV-D
ficaram em um novo género, pegivirus, sendo nhomeados como SPgV, HPgV, BPgV
respectivamente. Na nova nomenclatura o H representa humano, o P de virus com
infeccdo persistente, o g € agente GB e o0 V de virus(STAPLETON et al., 2011;
SMITH et al., 2016).

O HPgV apresenta RNA fita simples, polaridade positiva e aproximadamente
9400 nucleotideos, os quais apresentam as regides codificadoras de proteinas
estruturais E1 e E2, glicoproteinas do envelope e regides codificadoras de proteinas
nao estruturais, NS2, NS3, NS4A, NS4BB, NS5A e NS5B. Possui uma regido nao
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codificadora 5’(NCR) e apesar de sua estrutura gendmica ser similar aovirus da
hepatite C(HCV), o HPgV néo apresenta proteinas do core viral e sdo conhecidos
seis genotipos(SIMONS et al.,, 1996; BERZSENYI; BOWDEN; ROBERTS, 2005;
STAPLETON et al., 2011; SMITH et al, 2016).0 HPgV e o HCV possuem

similaridade parcial de suas sequéncias genémicas, conforme figura 2.

Figura 2. Comparacao das sequéncias genémicas do HPgV e HCV.
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Fonte: Adaptado de Berzsenyi et al. (2005).

2.2 Aspectos epidemiologicos da infeccdo pelo HPgV e da coinfeccédo
HIV/IHPgV

OHPgV é cosmopolita, apresentando distribuicdo mundial, com transmisséo
similar ao do HIV, podendo ser através da via sexual, parenteral e vertical.Em
relacdo a via sexual, existe uma maior probabilidade de ocorre infec¢cdo pelo HPgV
na relacdo homossexual entre homens quando comparada a relacdo heterossexual,
mesmo que 0s heterossexuais sejam profissionais do sexo (BERZSENYI|; BOWDEN,;
ROBERTS, 2005). Por outro lado, avia de transmissdo parenteral representa a mais
eficiente, com taxas de prevaléncias que divergem muito entre os diversos grupos,
sendo mais baixas em doadores de sangue e mais elevadas nos usuarios de drogas
injetaveis(FEUCHT et al., 1997).
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Na figura 3encontram-se as prevaléncias do HPgV em doadores de sangue
de diversos paises mostrando uma relacédo inversamente proporcional entre o grau

de desenvolvimento de uma regido e sua prevaléncia.

Figura 3. Distribuicao de prevaléncias do HPgV em doadores de sangue no mundo
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Fonte: Adaptado de Mohr et al. 2009.

Ha varias pesquisas relatando diferencas nas prevaléncias de HPgV em
doadores de sangue no mundo. Ren et al.,, (1998) estudaram 279 doadores de
sangue, remunerados pela doacdo, na China e detectaram prevaléncia de 4,3%
(12/279)do HPgV-RNA. Mastouriet al., (2005) pesquisaram 912 doadores de sangue
na Tunisia e obtiveram 4,9%(45/912) do anti-E2 para HPgV e 5,3%(32/600)do
HPgV-RNA.Xiao et al., (2014)fizeram um estudo com 748 doadores de sangue
voluntarios na China e relataram uma prevaléncia de 0,13% (1/748) de HPgV-RNA,
11% (82/748) IgM e 10,6% (79/748) lgGpara o HPgV. Apesquisa também investigou
a coinfeccdo com o HAV, HBV, HCV, HEV, HIV, obtendo resultados negativos na
sorologia e PCR.

Enquanto que no Brasil, Oliveira et al., (2002) realizaram uma pesquisa com
241 doadores de sangue em Goiania e obtiveram uma prevaléncia de 7,1% para
HPgV, 5,0% do anti-HBc e 0,8% anti-HCV.

Apesar das prevaléncias do HPgV em doadores de sangue, ainda nao se tem

relatos que este virus seja um agente causador de doenca. No entanto, alguns
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estudos referem que ele exerce um papel benéfico ao paciente coinfectado com HIV,
levando a uma sobrevida maior e uma progressdo mais lenta para a
imunodeficiéncia, quando comparado com individuos infectados apenas pelo
HIV(LEFRERE et al., 1999; YEO et al., 2000; TILLMANN et al., 2001; XIANG et al.,
2001; WILLIAMS et al., 2004; VAHIDNIA et al., 2012).

Quando se compara as taxas de prevaléncia do HPgV em doadores de
sangue saudaveis, que variam entre 0,5%- 5% nos paises desenvolvidos e 5-18,9%
nas nacgdes em desenvolvimento (MOHR; STAPLETON, 2009), com aquelas
encontradas em pacientes HIV positivos, observa-se que sao taxas elevadas,
podendo chegar a aproximadamente 80% somando-se o teste molecular (HPgV-
RNA) e a sorologia (anti-E;), dependo da regido e caracteristica da populacéo
estudada, tendo a maior prevaléncia em homens que fazem sexo com homens
(HSH) de regides em desenvolvimento (HERINGLAKE et al., 1998; TILLMANN et al.,
2001; VAN DER BIJ et al., 2005).

Heringlake et al. (1998), em um estudo prospectivo envolvendo 197 pacientes
HIV positivos da Alemanha, observaram que os individuos com viremia pelo HPgV
progrediam lentamente para aids e possuiam uma maior sobrevida, mesmo apés a
instalacdo da imunodeficiéncia. Foi encontrada também uma relacdo inversamente
proporcional entre as cargas virais dos dois virus e um aumento da carga viral de
HPgV em todos os pacientes que tinham iniciado a terapia antirretroviral (TARV).

Lefrere et al. (1999), realizando uma coorte retrospectiva com 95 pacientes
HIV positivos na Franga, mostraram prevaléncias de 24,2% do HPgV RNA e 25% do
anti- E,. Além disso, Xiang et al. (2001), demonstram em cultura de células de
medula éssea, que do HPgV inibe a replicacdo do HIV, o qual ndo apresentaria
efeito citopético e ndo realizaria sintese de proteinas.

Um estudo de coorte multicéntrico nos Estados Unidos, com amostra de
pacientes anterior ao uso de TARV combinada, fez associagcéo entre carga viral do
HPgV e sobrevida dos individuos HIV positivos. Constatou-se que a viremia estava
associada com maior sobrevida em pacientes 5 a 6 anos ap0s a soroconversao para
o HIV e, que a negativacdo do HPgV RNA apds este tempo, foi associada com pior
prognostico, porém ndo era sabido quanto tempo de infeccdo pelo HPgV os
pacientes tinham antes de adquirirem o HIV. Além disso ndo houve modificacdo na
sobrevida de pacientes entre 12 a 18 meses da soroconversao (WILLIAMS et al.,
2004).
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Na Tailandia, um estudo de coorte abordando transmisséo vertical com 245
gestantes coinfectadas com o HPgV e HIV revelou a aquisicdo do HPgV em 41%
dos recém-nascidos. Nesse estudo também foi constatado um aumento da
transmissao vertical quando a mae fez uso durante a gestagcao da zidovudina(AZT),
uma vez que a droga néo interfere na replicagdo do HPgV diferindo do que
aconteceu com o HIV, o qual apresentou-se reduzido com o uso da droga
(SUPAPOL et al., 2008).

No Brasil, Maidana-Giret et al., (2009) realizaram uma pesquisa com 48
pacientes virgens de tratamento e recém-diagnosticadas com o HIV, das quais 23
tinham HPgV- RNA. Esse estudo correlacionou a carga viral do HPgV com a
contagem de T CD4 e demonstrou haver uma correlacdo inversa entre as cargas
virais dos virus.Os autores utilizaram como marcador de infec¢do ativa o CD38, e foi
observado a possibilidade do HPgV interferir na ativagéo celular, uma vez que houve
menor expressdo de CD 38 em T CD4+ de coinfectados do que monoinfectados
(grupo controle), ressaltando que ativacdo imune persistente € reconhecidamente
um dos principais fatores para progressdo da doenca no paciente HIV (RYT-
HANSEN et al., 2006; SUPAPOL et al., 2008).

Um estudo prospectivo com PVHA que receberam concentrado de hemacias
revelou que, a aquisicdo do HPgV de forma acidental, trouxe beneficios aos
mesmos, uma vez que a viremia do HPgV foi associada a uma tendéncia, embora
ndo significativa, para progressao mais lenta, menos falhas viroldgicas ou mortes,
entre individuos infectados pelo HIV, independentemente do uso de
TARV(VAHIDNIA et al., 2012).

Entretanto, o efeito benéfico da coinfec¢cdo HIV/HPgV nao foi evidenciado em
outros estudos como na coorte sueca com 157 pacientes HIV-1 e tendo controlado
fatores progndésticos como idade, sexo, ano de soroconversao, TARV e profilaxia
para pneumonia por Pneumociste jirovecii (BIRK; LINDBACK; LIDMAN, 2002).
Assim como na pesquisa de Brumme et al., (2002), com 441 pacientes canadenses,
HIV-1 virgens de tratamento e que iniciariam sua primeira terapia antirretroviral.

Ademais, algumas pesquisas discutem se a presenca do HPgVé uma
consequéncia e ndo a causa, como o estudo deBjorkman et al., (2004),que analisou
prospectivamente 230 pacientessuecos HIV positivos, com diagndstico de até dois

anos. Os pacientes foram seguidos até o inicio da TARV, morte ou sua ultima visita
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a clinica e concluiu que a viremia do HPgV seria um fendmeno secundéario a
progressao do HIV, ao invés de um fator prognéstico.

Van Der Bij et al., (2005), realizaram estudo de prospectivo com pacientes
homossexuais masculinos infectados com HIV e propuseram que a viremia pelo
HPgV estaria vinculada ao numero de T CD4+ circulantes e que, a depuracdo do

HPgV, seria consequéncia desta reducédo e ndo a causa.

2.3 Aspectos imunoldgicos e genéticos da coinfeccédo HIV/IHPgV

O aparecimento da aids no inicio da década de 1980, ocasionou panico
mundial, principalmente apdos o surgimento do teste soroldgico para o HIV em 1985,
pois dessa forma se comecou a ter no¢cdo de quao enorme era a dispersao do virus,
surgindo a preocupacdo sobre a faléncia imunologica, progressdo da sindrome e
morte. Tudo isso seria ratificado em hospitais de varias na¢des, fazendo com que
HIV fosse sindnimo de morte(DE COCK; JAFFE; CURRAN, 2011).

Contudo houve expanséo da aids alcancando caracteristicas de pandemia e
com o passar dos anos pesquisadores comecaram a evidenciar que a progressao da
doenca ndo acometia todos pacientes por igual, tanto em relagcdo aos aspectos
imunolégicos, como a contagem de TCD4(BUCHBINDER et al., 1994). Quanto ao
aspecto virolégico alguns pacientes mantinham cargas virais abaixo do limite inferior
de deteccdo de 50 cépias/mL(DEEKS; WALKER, 2007)e, no entanto, sabe-se que
cerca de 1 em 300 pacientes mantém cargas virais abaixo do limite inferior
espontaneamente, ou seja, estdo em equilibrio dindmico com o virus. E em relacéo
aos aspectos clinicos, alguns pacientes apresentavam desenvolvimento favoravel
mesmo apos décadas de acompanhamento depois de receber o diagnédstico
(BUCHBINDER et al., 1994; DEEKS; WALKER, 2007).

Nesse contexto, o HPgV vem ganhando destaque nas pesquisas com PVHA,
devido varios estudos terem encontrado uma associacdo entre progressao mais
lenta para a imunodeficiéncia e maior sobrevida com a coinfeccdo HIV/HPgV,
quando comparados com individuos infectados apenas pelo HIV (LEFRERE et al.,
1999; YEO et al., 2000; TILLMANN et al., 2001; XIANG et al., 2001; WILLIAMS et
al., 2004; VAHIDNIA et al., 2012).

Muitos pesquisadores estdo explicando a associacdo positiva entre os dois

virus através da interacdo do HIV e os correceptores CCR5 e CXCRA4, receptores
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para as cepas de HIV R5 e X4, respectivamente. Esses estudos envolvem analises
de quimiocinas, citocinas e correceptores, correlacionado ou associando com cargas
virais e TCD4 (TEBAS et al., 2014; SINGH; ARORA, 2015)

A figurad4 abaixo esquematiza os multiplos mecanismos postulados sobre a

acao que o HPgV exerce nos pacientes coinfectados com HIV.

Figura 4. Mecanismos postulados sobre a acdo que o HPgV exerce no pacientes coinfectados com
HIV.
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Fonte: Adaptado Barzsenyi et al. (2005).

Por outro lado, a TARV diminuiu a morbidade e mortalidade da infecgéo pelo
HIV, porém ndo conseguiu erradicar completamente o virus do hospedeiro devido a
diversos fatores, como a existéncia de reservatorios de virus que ficam ocultos no
hospedeiro. No entanto, existe uma consideravel heterogeneidade entre o0s
individuos em relacéo a susceptibilidade a infeccao, a taxa de deplecao de linfocitos
T CD4 +e o desenvolvimento da aids. Além de outros fatores que desempenham um
papel nesta heterogeneidade, a composicdo genética do hospedeiro parece ser a
mais importante (SINGH; ARORA, 2015).
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Pesquisas entre coortes unicas de PVHA resultaram na identificacdo de
diversas variantes genéticas do hospedeiro, especialmente dos correceptores de
guimiocinas e seus ligantes naturais, genes de resposta imune, complexo de
histocompatibilidade e genes de citocinas (SAMSON et al., 1996; VANDERGEETEN,;
FROMENTIN; CHOMONT, 2012; TEBAS et al.,, 2014). Entre essas variedades
genéticas, uma delecdo de 32 pares de bases no gene CCR5 continua sendo a mais
bem aceita, no qual confere resisténcia a infeccdo pelo HIV-1 em individuos
homozigotos (TEBAS et al., 2014).

As citocinas desempenham um papel central na regulacdo da resposta imune
inata e adaptativa, portanto, também tém um impacto na patogénese das doencas
infecciosas, incluindo a infeccdo pelo HIV. As variacbes genéticas interindividuais
podem influenciar a regulacdo transcricional das citocinas, especialmente o0s
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) na regido promotora e na regido
exbnica que conseguem afetar os niveis da expressao, levando a um desfecho
alterado da infeccao, afetando o estabelecimento, persisténcia e erradicacédo do HIV.

A presencga do polimorfismo de determinadas citocinas promove aumento de
ligantes naturais dos correceptores (MIPla, MIP-1p3,SDF-1), diminuicdo de
correcptores em células alvo, atividade celular, apoptose e piroptose. Dessa maneira
h& declinio lento de CD4 e progresséo lenta da doenca pelo HIV. Ja auséncia do
polimorfismo de determinadas citocinas promove reducdo de ligantes naturais dos
correceptores (MIP1la, MIP-13,SDF-1), aumento de: correcptores em ceélulas alvo,
atividade celular, apoptose e piroptose. Dessa maneira ha declinio rapido de CD4 e

progressao rapida da doenca pelo HIV (Figura 5).
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Figura 5. Patogénese do HIV e resposta imunoldgica do hospedeiro
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Fonte: Traduzido e adaptado de Sigh & Arora, 2015

As citocinas estdo envolvidas no inicio da patogénese da infeccao pelo HIV e
durante a progressao da doenca, com niveis alterados dependendo do estagio
clinico (MIEDEMA et al., 2013). O monitoramento dos niveis das citocinas durante a
progressdo da doenca pelo HIV pode ser crucial para o manejo da doenca.

Pesquisas tém demonstrado que variagcdes nos genes das citocinas podem alterar a
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significativamente a expressao da proteina e, portanto, alterariam a contagem de
CD4, afetando assim a progressdo da doenca do HIV e a resposta a
terapia(NAKAYAMA et al., 2002; WICHUKCHINDAet al., 2006).

2.3.1 Interleucina 4

A interleucina (IL-4) é uma citocina produzida por linfécitos T CD4+,
mastdécitos e basofilos ativados sendo a principal citocina responséavel pela producéo
de anticorpos IgE e para a diferenciacdo de células Th2 a partir de células T
auxiliares CD4+.A IL-4 desempenha papel fundamental na formacédo da resposta
imune, incluindo a inducéo e expressao das células dendriticas diferenciadas in vitro
DC-SIGN (RELLOSO et al., 2002). Na infeccdo pelo HIV, a IL-4 regula
diferencialmente dois correceptores principais, 0 CXCR4 para virus indutores de
sincicios (Sl) e CCR5 para variantes ndo indutoras de sincicios (NSI) (WANG et
al.,1998).

Assim, a IL-4 reduz a regulacédo da expressdo de CCR5 e, portanto, inibe a
replicacdo de isolados de NSI do HIV-1 em células T e macréfagos humanos
(WANG et al.,1998). Por outro lado, a IL-4 regula a expressdo de CXCR4 levando a
inducdo de variantes SI, principalmente observadas no estagio avancado da
progressédo da doenca do HIV(VALENTIN et al., 1998). Além disso, a combinagéo
desses efeitos da IL-4 na replicacdo do HIV-1 pode estar envolvida na mudanca
fenotipica de NSI para Sl, bem como a progresséo da doenca na infecgcédo pelo HIV-
1(VALENTIN et al., 1998). Em 2001, Spellberg et al. fizeram um estudo relatando a
relevancia da resposta celular T-helper no HIV e demonstraram que a progressao
para aids estad relacionada com incapacidade das células mononucleares em
produzir citocinas do perfil TH1(IL-2, IL-12,IFN-y) e promoverem a produgéo de
citocinas da resposta TH2 ( IL-4 e IL-10)(SPELLBERG; EDWARDS, 2001).

Assim, a IL-4 desempenha um papel importante na evolucédo viral e na
progressdo da doenca pelo HIV, devido a isso, diversos estudos tém avaliado a
importancia dos SNPs das citocinas para a infeccdo pelo HIV. No gene IL-4, os
SNPs -589C/T, -33 e um no receptor de IL-4 (IL-4Ra) foram associados com
resultados diferenciais em individuos virgens de tratamento(NAKAYAMA et al., 2000;
WICHUKCHINDA; NAKAYAMA, 2006).
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Em 1998, Valentin et al. demonstraram in vitro que a IL-4 diminui a expressao
de CCR5 e inibe a replicacdo de cepas R5 do HIV-1(VALENTIN et al., 1998).
Nakayama et al., (2002), estudaram 427 pacientes participantes de uma coorte
francesa e mostraram um efeito protetor da IL-4 -589T, reduzindo a carga viral na
infeccdo precoce e atrasando a progressdo da doenca do HIV, sugerindo que o
efeito protetor deve-se, em parte, a reducao da replicacdo do HIV e a dinamica do
HIV in vivo. Em 2006, foi realizada uma pesquisa do polimorfismo da IL-4 e
RANTES com 246 pessoas, encontrando efeito protetor de 1L4-589T e RANTES-
28G. Ao contréario disso, um estudo com HSH mostrou um adiamento da aquisi¢ao
do virus X4 em portadores do alelo T e nenhuma associacdo com a progressao da
doenca do HIV (KWA et al., 2003). Outros também n&o encontraram associacao do
SNP -589T da IL-4 com progressédo da doenca(MODI et al., 2003;VASILESCU et al.,
2003; SINGH et al., 2004).

E possivel que diferentes resultados do polimorfismo do promotor da IL-4 e
susceptibilidade ou progressdao do HIV-1 possam ser devidos a interacbes de
multiplos genes e desequilibrio de ligacdo dos SNPs da IL-4 que levam a efeitos cis
e trans, podendo afetar a progresséo da doenga no HIV-1 em individuos infectados e

tem efeitos variaveis dependendo da etnia.

2.3.2 Interleucina 10

A IL-10 é uma citocina pleiotrépica sintetizada principalmente por
mondcitos,macréfagos, células Th-2 e linfocitos B, podendo estimular ou suprimir a
resposta imune (MOORE et al., 2001). Dependendo da concentracdo de IL-10,
foram observados efeitos inibitérios e indutivos na replicacdo in vitro do
HIV(MAHAJANEet al., 2010). Os niveis de IL-10 foram elevados, particularmente nos
ganglios linfaticos de individuos infectados pelo HIV, enquanto que a progressao
para aids foi correlacionada com a variante-592A do promotor de IL-10 associada a
uma diminuicao da expresséao de IL-10 (MAHAJANEet al., 2010).

Os niveis de producdo de IL-10 sdo cruciais para a regulacdo imune e o
controle do equilibrio entre as respostas inflamatoérias e humorais. A capacidade de
producdo da IL-10em individuos esta correlacionada com a composicdo genética
encontrada no locus dolL-10, aproximadamente 75% da variacdo na capacidade de

secrecdo de IL-10 em seres humanos sdo devidos a fatores genéticos e essas
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diferencas genéticas contribuem para a susceptibilidade a doenca (WESTENDORP
et al., 1997)

Varios locais polimorficos dentro da regido do promotor do gene IL-10 foram
descritos, incluindo o polimorfismo na posi¢cao -1082A/G(CHEONG et al., 2006). Foi
demonstrado que os portadores do alelo G tiveram uma reducdo da mortalidade e
diminuicdo da contagem de CD4 atenuada em individuos virgens de terapia
(ERIKSTRUP et al., 2007), indicando um papel importante de polimorfismo do gene
IL-10 na progresséo da doenca do HIV. Portanto, ha uma necessidade de estudar o
efeito combinatério das variacdes em mudltiplos genes que interagem para entender
melhor o papel dos polimorfismos genéticos de citocinas na progressdo da doenca

do HIV, bem como em outras doencas infecciosas.

2.3.3 MIP-1a e SDF-1

As quimiocinas RANTES, MIP-1a e MIP-1B sado os ligantes naturais para o
CCRS5 e a ligacdo dessas promove a quimiotaxia e a ativacdo celular. Elas sao
capazes de inibir a replicacdo do HIV-R5 ao competir pela ligacdo do CCR5. Por
outro lado, o SDF-1 é o unico ligante conhecido para CXCR4, que provoca
mobilizacdo de calcio, ativacdo da proteina G, geracdo de fosfato de inositol,
fosforilagdo dos complexos de adesdao, ativacdo de MAP quinases e do fator nuclear
B, além inibir a replicacdo das cepas do HIV-X4 ao competir pela ligacdo do
CXCR4(MAHAJAN et al., 2010; SINGH; ARORA, 2015).

O HIV usa qualquer um dos receptores de quimiocinas CCR5 e/ou CXCR4
para entrada em células TCD4+, assim, a sobrevivéncia mais longa em individuos
HIV positivos estd sendo associada as concentracdes séricas elevadas dos ligantes
para 0 CCR5 (RANTES, MIP-1a e MIP-13) e para o CXCR4 (SDF-1). A infecgao
pelo HPgV em PBMC resulta em replicacao reduzida de cepas de HIVque utilizam
CCR5 ou CXCR4 como correceptor e,a inibicdo foi relacionada a quantidade de
carga viral e ao tempo da infeccdo pelo HPgV(XIANG et al., 2001). Os autores
verificaram que a expressdo do mRNA para RANTES, MIP-1a e MIP-13 e SDF-1 e a
secre¢do de quimiocinas, em sobrenadantes de cultura, foram maiores em células
infectadas com HPgV. Assim como, a expresséao superficial do CCRS5, in vitro, foi

significativamente menor em células infectadas com HPgV, sugerindo que o0 virus
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induz quimiocinas inibidoras do HIV e reduz a expressao do correptor do HIV CCR5
(WILLIAMS et al., 2004).

Em outra pesquisa realizada com 150 mulheres com HIV coinfectadas com
HPgV, foram encontrados niveis mais elevados de IL-7, IL-13, IL-12p70 e IFNy e
niveis baixos de IL-4, IL-8, TGF-B1 e IP-10. Além disso, ndo houve a associacdo dos
niveis de IL-2, IL-10, MIP-1a, MIP-18 ou TNFacom o HPgV (BLACKARD et al.,
2017). Os autores consideraram como limitacdo o tipo de estudo (transversal) e a
TARV ser realizada com monoterapia ou terapia dupla terapia.

Portanto, resolvemos pesquisar o HPgV devido a sua relevancia na
progressao mais lenta da doenca pelo HIV, principalmente no que se refere as
guimiocinas, pois as mesmas podem promover beneficio as pessoas coinfectadas,
além de serem importantes no entendimento no mecanismo da coinfec¢do, uma vez
gue podem levar a inibicdo da replicacdo de cepas do HIV que utilizam os
correceptores CCR5 e CXCR4 para a entrada do virus na célula e que essa inibicédo

€ mediada pela producao dos respectivos ligantes naturais como o MIP-1a e SDF-1.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Fazer a associacdo de pessoas vivendo com HIV/aids coinfectadas com
HPgV, de 2011 a 2015, com as concentracdes seéricas do MIP-1a, SDF-1, contagem
de TCD4, carga viral do HIV e SNPs IL-4, IL-10.

3.2. Objetivos especificos

Em HPgV RNA negativo e HPgV RNA positivo:
v' Determinar e associar as concentracdes séricas do MIP-1a e SDF-1 em 2011
e 2015;
v Verificar a associacao do TCD4 e de 2011 a 2015;
Estimar as frequéncias dos alelos e gendtipos da IL-4 (-589) e IL- 10 (-1082);

(\

v Verificar a associagdo dos polimorfismos do IL-4 (-589) e IL-10 (-1082) com
contagem do TCD4 e carga viral do HIV em 2011.
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4 METODOLOGIA

4.1. Desenho e populacéo de estudo

Foi realizado um estudo de coorte analisado em dois momentos (2011 e
2015), onde foram avaliadas pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) HPgV RNA
negativos e positivos de 2011 e 2015 acompanhadas no ambulatorio de doenca
infecciosa e parasitaria do Hospital das Clinicas da UFPE, Recife. As amostras
foram armazenadas no Setor de Virologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami — LIKA/UFPE. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
UFPE (processo: 20125113.0.0000.5208).

4.2. Local de estudo
Ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias (DIP) do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) considerado Unidade

de Referéncia para o atendimento de PVHA, localizado na cidade de Recife — PE.

4.3 Critérios de inclusao

Foram incluidas na pesquisa pessoas com diagnostico sorolégico da infecgcao
pelo HIV, estabelecido de acordo com a portaria n° 151, de 14 de outubro de 2009
(BRASIL, 20009).

4.4 Critérios de exclusao

e Mulheres gravidas;
e Pacientes internados ou que fazem uso de drogas moduladoras das citocinas;

e Menores de 18 anos.



4.5. Definicdo das variaveis e coletas de dados

4 .5.1. Variaveis relacionadas ao estudo

Quadro 1. Variaveis relacionadas ao estudo
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Variavel Defini¢cdo conceitual Categorizacao

Pessoas infectadas Pessoas com sorologia positiva para o HIV | 1-SIM

com HIV/HPgV e HPgV RNA positivo. 2-NAO

Sexo Sexo biolégico do paciente. Variavel 1. Masculino
nominal dicotémica. 2. Feminino

Idade Intervalo de tempo entre a data do|1.18-30
nascimento e a data de realizacdo da coleta | 2. 31 — 40
sanguinea. Variavel quantitativa discreta. 3.41-50

4.>60

Raca Referida pelos pacientes durante a | 1.Branca
entrevista, por qual raca se considera. | 2. Preta
Variavel nominal. 3. Parda

NuUmero de linfécitos
T CD4+

Contagem do numero de linfécitos CDA4
circulantes no sangue. Expresso em
células/uL. Variavel quantitativa.

NUmero absoluto

Carga viral do HIV

Quantidade de RNA viral circulante no
sangue, expresso em cOpias/mL, Variavel
guantitativa.

NUmero absoluto

Alelo CCR5 ou A32A

Presenca do alelo CCR5 ou A32A referente
do gene CCRS5. Variavel nominal.

CCRS5 = selvagem
A32 = mutante

Alelo -589 Presenca do alelo C ou T referente a | C =selvagem
posicao rs 2243250 na regido promotora do | T = mutante
gene IL-4. Varidvel nominal.
Alelo -1082 Presenca do alelo A ou G referente a | A =selvagem
posicdo rs 1800896 na regido promotora do | G = mutante
gene IL-10. Variavel nominal.
Gendtipo do Juncéo dos alelos CCR5 e/ou A32 do gene. | CCR5/CCR5=homozigoto
CCR5 Variavel categ6rica nominal. selvagem
CCR5/A32 = heterozigoto
A32/A32=homozigoto
mutante
Gendtipo do Juncéo dos alelos C e/ou T do polimorfismo | C/C= homozigoto selvagem
-589 -589 da regido promotora do gene IL-4. | C/T = heterozigoto
Variavel categérica nominal. T/T = homozigoto mutante
Genotipo do Juncéo dos alelos A e/ou G do polimorfismo | A/A= homozigoto selvagem
-1082 -1082 da regido promotora do gene IL-10. | A/G = heterozigoto

Variavel categdrica nominal.

G/G = homozigoto mutante

Concentracdo do
MIP-1a

Proteina inflamatéria macrofagica 1a (MIP-
1a). Quantificada no plasma do paciente.
Expressa em pg / mL. Varidvel quantitativa

Numérico continua

Concentracao do
SDF-1

Fator derivado do estroma-1 (SDF-1).
Quantificado no plasma do paciente
Expresso em pg / mL. Varidvel quantitativa.

Numérico continua
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4.5.2 Coleta e processamento de dados

Cada paciente que aceitou participar da pesquisa assinou juntamente com
duas testemunhas, o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) utilizado na
pesquisa de Campelo (2013) em duas vias de igual teor (sendo uma para o paciente
e outra para o pesquisador). ApGs a assinatura do TCLE, os dados de cada paciente
foram coletados por meio do formulario elaborado para a pesquisa, a fim de obter
dados referentes as variaveis socio demograficas. Os prontuéarios foram consultados
no servigco de arquivo médico e estatistica (SAME) do HC-UFPE para obtencédo dos
dados referentes a quantificagdo do CD4 e cargas virais do HIV, os quais foram
realizados no servico de referéncia do Estado. A deteccdo do RNA viral do HPgV foi
realizada no Laboratoério de Virologia Clinica da Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP).

4.6 Dosagem do MIP-1a e SDF-1

Para as dosagens das quimiocinas MIP-a e SDF-1a foi utilizado o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) in house. As microplacas do MIP-aforam sensibilizadas
com anticorpo anti-MIP-1a e incubadasovernight em geladeira e, no dia seguinte a
placa foi lavada e bloqueada com BSA 1%para evitar ligacdes inespecificas, em
seguida foram adicionadas as amostras e incubadas overnight em geladeira. No dia
seguinte as placas foram lavadas e adicionada a enzima estreptavidina-HRP em
seguida o cromégeno foi adicionado para revelar a reacdo. Foram utilizados os
anticorpos, enzima e cromégeno da eBioscience®(Waltham, MA-USA).Para o SDF-
las placas foram sensibilizadas e incubadasovernight em temperatura ambiente. No
dia seguinte, as placas foram blogueadas, lavadas e as amostras incubadas
novamente em temperatura ambiente, as demais etapas foram realizadas e
seguiram o protocolo anterior. Foram utilizados os anticorpos, enzima e cromdgeno
R&D systems®(Minneapolis, MN-USA). Todas as amostras foram dosadas em
duplicatas e as placas foram analisadas em espectrofotdbmetro de microplacas

(Thermoplate®), no comprimento de onda de 450nm.
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4.7 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pela metodologia de mini-salting (MILLER et

al., 1988) e a quantificagao por espectrofotometro (280nm/280nm).

4.8 Genotipagem da IL-4 e IL-10

O DNA genbdmico foi extraido de leucdcitos de sangue periférico seguindo o
protocolo de mini-salting out (Miller et al., 1988) e quantificado em espectrofotdmetro
(260nm/280nm) com posterior diluicdo para a concentracdo de 50 ng. Os
polimorfismos da IL-4 C__16176216_10 (rs2243250) e IL-10 C__1747360_10
(rs1800896) foram identificados através da qPCR utilizando o sistema TagMan
(Applied Biosystems® TagMan Genotyping Assays) e a solucdo de amplificacao da
gPCR, para ambos os polimorfismos, foi realizada utilizando 5 uL de TagMan 2x,
0,5 pL de cada sonda, 3,5 pL de agua livre de nucleasse ultrapura e 1 pL de DNA,
com volume final de 10 pL. O perfil de temperatura utilizado na termociclagem foi de
50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 10 minutos e 40 repeticdes de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por 1 minuto. A deteccdo da fluorescéncia foi determinada pelo
7300 Real-Time PCR (Applied Biosystems) a cada ciclo de amplificacdo e,
posteriormente, analisados pelo Sequence Detection Software v1.3 (SDS, Applied

Biosystems).

4.9 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R studio
versao 1.0.143 (Northern Ave, Boston, M.A), aplicando os testes de Qui-
guadrado (X?), Wilcoxon, ANOVA e T para avaliar as associa¢gbes dos
polimorfismos e concentracfes das quimiocinas. O teste de Hardy-Weinberg foi

realizado para verificar se a populacao estava em equilibrio.
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4.10 Consideracdes Eticas

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
UFPEsob namero CAAE 20125113.0.0000.5208 (anexo A).O trabalho utilizou o
TCLE (apéndice B), obedecendo as diretrizes da resolugdo n° 466/2012-1Vdo
Conselho Nacional de Saude (CNS).
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5 RESULTADOS

5.1 Artigo 1

= Titulo do periédico: Plos One
= Classificagédo qualis: A2

= Area de avaliacdo: Medicina Il

AUMENTO DOS NIVEIS SERICOS DE QUIMIOCINAS MIP-1a E SDF-1 EM

COINFECTADOS HIV/HPgV

Introducéo

Desde a descoberta do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), varios
estudos tém procurado identificar fatores associados a progressdo mais lenta da
infeccdo pelo HIV. Um desses fatores seria a coinfeccdo com o pegivirus humano
(HPgV) e, portanto, a compreensao dos mecanismos imunolégicos envolvidos nesta
coinfec¢cdo como niveis séricos de quimiocinas tém sido objeto de estudo in vitro e in
vivo [1-4,].

Estudos, in vitro, demonstraram que na coinfeccdo HIV/HPgV h& diminuicao
da replicacdo do HIV, que estaria relacionada ao aumento das quimiocinas, MIP-1a
e SDF-1, que sado ligantes naturais dos correceptores, CCR5 e CXCR4
respectivamente[5,6].Além disso, essas quimiocinas promoveriam alteracbes dos
niveis de expressao de seus correceptores, evitando a entrada do HIV na-célula [7].

Por outro lado, estudos in vivo ndo encontraram associacdo dos niveis de
MIP-1a e SDF-1 com a coinfeccdo HIV/HPgV trazendo beneficio para os
coinfectados, muito provavelmente devido ao fato de que os pacientes envolvidos
nos dois estudos estavam em uso de monoterapia e dupla terapia antirretroviral
[8,9].

Portanto, o objetivo da pesquisa foi verificar, in vivo, o nivel sérico de MIP-1a

e SDF-1 e sua associa¢do com a infeccdo do HPgV em pessoas vivendo HIV/aids.
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Material e métodos

Populacéo e local do estudo

Foi realizado um estudo de coorte analisado em dois momentos, a partir de
amostras de pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) e infectadas com o HPgV,
acompanhadas no ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital
das Clinicas da UFPE, Recife, Brasil. Foram consideradas como HPgV positivas, as
pessoas com presenca de HPgV RNA, pela PCR quantitativa (QPCR) realizada no
Laboratério de Virologia Clinica da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) e
negativas aquelas PVHA sem a presenca do HPgV RNA. Foram excluidos do estudo
pacientes em uso de imunossupressores e, 95% dos pacientes faziam uso de
terapia antirretroviral (HAART). Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa da UFPE (processo: 20125113.0.0000.5208) e todos os participantes

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Niveis séricos do MIP-1a e SDF-1

Os niveis séricos do MIP-1a e SDF-1 foram realizados por um imunoensaio
enzimético (ELISA) in house, utilizando anticorpos e enzima da eBioscience®,
(Waltham, MA-USA).

Carga viral do HIV e contagem do TCD4

A concentracdo plasmatica do RNA do HIV foi determinada pela PCR
guantitativa utilizando kit comercial (Abbott® RealTime HIV1) e a contagem de TCD4
foi realizada imunofenotipagem por citometria de fluxo (Facscalibur®), ambas
obtidas a partir dos prontuarios.

Anélise estatistica

Para verificar associacdo das varidveis categoricas, sexo e raga, com a
presenca do HPgV RNA foi o utilizado o teste de Qui-quadrado (X2) e a ANOVA a
mediana da contagem de TCD4. As médias de variaveis continuas MIP-1a e SDF-1
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normalmente distribuidas foram comparadas em todo o status de infeccdo HPgV
usando um teste t. As médias das variaveis continuas que nao estavam
normalmente distribuidas foram comparadas pelo teste Wilcoxon®.Todos os valores
p foram bicaudais. Embora apenas p-valores < 0,5 foram considerados
estatisticamente significativos, outros p-valores foram fornecidos. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software R versdo 1.0.143 (Northern Ave,
Boston, M.A).

Resultados

Foram analisadas 98 pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) sendo 76 HPgV-
RNA negativas e 22 pessoas HPgV-RNA positivas. Foi encontrada nos HPgV-RNA
positivos uma prevaléncia 72,7% (16/22) no sexo feminino e 35,5% (27/76) nos
HPgV-RNA negativos (p=0,004).

A figura 1 mostra a comparacdo das médias dos niveis séricos de MIP-1a e
SDF-1 em pessoas HPgV RNA negativos e positivos nos anos 2011 e 2015. No ano
de 2015, a média dos niveis séricos de MIP-1lo. e SDF foram estatisticamente

significante em HPgV RNA positivos, quando comparada com HPgV RNA negativos.
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Fig 1. Médias dos niveis séricos de MIP-1a e SDF-1 em pessoas HPgV RNA negativos e positivos
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A e B: Concentracéo de MIP-1a. C e D: Concentracdo de SDF-1. Valor de p obtido pelo
teste T, X: Média; s: Desvio Padrao.

Na fig 2 encontram-se as concentragcdes por pessoas/ano de MIP-1a e SDF-1
em pacientes HPgV RNA negativos e positivos nos anos 2011 e 2015. O MIP-1a
apresentou reducdo das médias de concentracdes em monoinfectados, no ano de
2011 em relagdo ao ano de 2015. Para o SDF-1, houve aumento das médias de

concentragcdes em coinfectados, no ano de 2015.
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Fig 2. Niveis séricos de MIP-1a e SDF-1 por individuos HPgV RNA negativos e positivos nos anos de

2011 e 2015
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A e B: Concentracdo de MIP-1a. C e D: Concentragao de SDF-1. Valor de p obtido

pelo teste Wilcoxon; X: Média; s: Desvio Padrao.

A fig 3 apresenta a média da contagem de TCD4 em individuos RNA HPgV

negativos e positivos de 2011 a 2015.
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Fig 3. Média da contagem de TCD4 em individuos RNA HPgV negativos e positivos de 2011 a 2015
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Discussao

Nesse trabalho foram avaliados dois momentos, 2011 e 2015, os niveis
séricos das quimiocinas MIP-1a e SDF-1, em pessoas com presenc¢a e auséncia do
HPgV RNA e a associacdo com a carga viral do HIV e média das contagens do
TCDA4.

Em nossa pesquisa 0s niveis séricos elevados do MIP-1a em HPgV RNA
positivos, no ano de 2015, quando comparados com HPgV RNA negativos
(figuralB), podem sugerir efeito benéfico, uma vez que uma maior concentracdo do
MIP-1a facilitaria sua ligacdo ao CCR5 impedindo a entrada do HIV (cepa R5) nas
células. No entanto, em estudo com mulheres vivendo com HIV/aids e coinfectados
com HPgV que ndo estavam sob HAART, ndo foi encontrado niveis elevados de
MIP-1a, nas coinfectadas ndo sendo atribuido assim a¢édo benéfica da coinfeccao (
Blackard e colaboradores [8]. Da mesma forma outro estudo ndo encontrou
associacdo entre os niveis elevados de MIP-1a em pessoas com HPgV RNA
positivos [9]

Nossos dados corroboram os estudos in vitro [6,10], os quais demonstraram

haver inibicdo da entrada do HIV em culturas de células infectadas com HPgV.
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Jé& os resultados das concentracdes elevadas do SDF-1 para os coinfectados
em 2015, quando comparados ao de 2011 (figuralD), também podem demonstrar
efeito benéfico em pacientes coinfectados. Primeiro, a maior concentracdo de SDF-1
faria com que o mesmo se ligasse ao correceptor CXCR4. Segundo, isso
proporcionaria reducdo da expressdo dos correceptores CXCR4 em TCD4
disponiveis para ligacdo ao HIV e, terceiro, como consequéncia haveria o
impedimento da entrada da cepa X4 do HIV nas células. Esses dados também estéao
de acordo com os estudos in vitro [6,10], os quais demonstraram haver inibicdo da
entrada da cepa X4 do HIV em culturas de células com HPgV.

O fato de encontrarmos diminuicdo da concentracdo de MIP-1a em 2015
guando comparado a 2011 em monoinfectados (figura2A) e, ndo termos observado
o0 mesmo em coinfectados (figura2B), demonstra que a presenca do HPgV esta
associada com as concentragbes elevadas do MIP-1a. Em relagdo ao SDF-1,
nossos dados demonstraram haver aumento das concentracdes de SDF-1 para os
coinfectados em 2015, quando comparado a 2011 (figura2D). O que né&o foi
observado em relacdo aos monoinfectados (figura 2C), ou seja, a presenca do HPgV
também determina concentracdes de SDF-1 elevadas.

Os unicos estudos, in vivo, abordando o MIP-1a e SDF-1, o qual foi realizado
por Blackard e colaboradores [8] e, Mireia e colaboradores [9], ndo encontraram
associacado da concentracédo dessas quimiocinas com HPgV. Provavelmente porque
estes estudos foram realizados em pacientes que ndo estavam fazendo uso de
HAART, fazendo uso de monoterapia ou terapia dupla. A auséncia de terapia
antirretroviral efetiva dificulta a supressédo da carga viral do HIV e acarreta maior
guantidade sérica do virus. Dessa maneira havera grande quantidade de espécimes
do HIV competindo com MIP-1a e SDF-1 pelos correceptores dos linfécitos TCD4,
tanto em coinfectados como em monoinfectados. Em nosso trabalho, 94% dos
pacientes estavam fazendo uso de HAART em 2011 e quase 100% em 2015.

Apoés realizarmos a associagdo entre quimiocinas e coinfec¢cao, buscamos
determinar a associacdo do HPgV com a progressao da doenca pelo HIV. Portanto,
nessa pesquisa, procuramos usar a contagem TCD4 como marcador de prognastico.

Em relagdo a contagem de TCD4, encontramos o aumento das médias de
TCD4 entre os anos de 2011 a 2015 nos pacientes coinfectados, porém nao

observamos em monoinfectados (figura3) e, dessa forma podemos sugerir que o
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HPgV apresenta realmente um efeito protetor aos pacientes coinfectados como
demonstrado em estudos in vitro [2,5,11,12,13].

Entretanto, em relacdo a carga viral, houve prejuizo nas inferéncias dos
resultados, pois o elevado niumero de pessoas com cargas virais indetectaveis em
decorréncia do uso regular da TARV, em parcela significativa da nossa populagao
estudada, prejudicou as médias.

Como concluséo, este estudo foi o primeiro a mostrar a associacdo, in vivo,
das concentracdes do MIP-1a e SDF-1 com HPgV RNA positivos, sugerindo melhor
prognéstico em PVHA coinfectadas com HPgV, uma vez que essas quimiocinas se
ligariam aos respectivos correceptores CCR5 e CXCR4, diminuindo a expressao dos
correceptores em TCDA4. Portanto, nossos achados podem contribuir na
compreensdao do mecanismo imunoldgico da coinfeccdo e dessa maneira
proporcionar novas perspectivas no entendimento de outras formas de combate ao

HIV usando como estratégia o HPgV.
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5.2 Artigo 2

e Titulo do periédico: BMC Infectious Diseases
e Classificacao qualis: B1

e Area de avaliacdo: Medicina Il

ASPECTOS CLINICOS DO POLIMORFISMO DA IL-4 E IL-10 EM PVHA
COINFECTADAS COM O HPgV

Introducéo

A coinfeccdo do pegivirus humano (HPgV) com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) pode levar a progressao mais lenta da doenca causada pelo HIV [1-
3]. Pesquisas tém demostrado que mecanismos genéticos e imunolégicos mediados
pelas citocinas IL-4 e IL-10, desempenham papel importante na progressdo da
doenca pelo HIV [4,5].

A IL-4 é relatada por regular diferencialmente dois correceptores principais, o
CXCR4 para virus indutores por sincicios (Sl) e CCR5 para variantes ndo indutoras
de sincicios (NSI). No CCR5, pode atuar reduzindo a regulagdo da expressdo de
CCRS5 e, portanto, inibindo a replicacdo de isolados de NSI do HIV em células T e
macrofagos humanos. Por outro lado, a IL-4 pode regular a expressdo de CXCR4
levando a inducao de variantes Sl, principalmente observadas no estagio avancado
da progresséao da doenga do HIV [4,6].

Spellberg e colaboradores, fizeram um estudo relatando a relevancia da
resposta celular T-helper no HIV e demonstraram que a progressao para aids esta
relacionada com incapacidade das células mononucleares em produzir citocinas do
perfil TH1 (IL-2, IL-12, IFN-y) e promoverem a producdo de citocinas da resposta
TH2 (IL-4 e IL-10) [7].
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Estudos, in vivo, demostraram que o polimorfismo -589C/T, no gene IL-4, foi
associado a reducdo da carga viral do HIV no inicio da infeccéo, retardando a
progressdo da doenca e sugerindo que o efeito protetor se deve, em parte, a
reducédo da replicacao e a dinamica do HIV [4,8].

Em relacdo a IL-10, foi observado, in vitro, que os efeitos inibitorios ou
indutivos na replicacdo do HIV dependem da sua concentracdo. Niveis elevados
desta citocina foram encontrados nos pacientes, particularmente nos ganglios
linfaticos, enquanto que a progressdo para doenca foi associada a uma diminuicdo
da expresséao de IL-10 [9]. Em pacientes virgens de tratamento, foi demonstrado que
portadores do alelo G tiveram uma reducdo da mortalidade e diminuicdo da
contagem de CD4 [10], indicando um papel importante do polimorfismo do gene IL-
10 na progressao da doenga do HIV. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
associagao dos polimorfismos da IL-4 e IL-10 com a contagem do CD4 e carga viral

do HIV em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) coinfectadas com o HPgV.

Métodos

Populacédo de estudo

A partir de um estudo transversal, realizado em 2011, onde foram avaliadas
PVHA-HPgV RNA negativos e positivos, acompanhadas no ambulatério de Doenca
Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da UFPE, Recife, Brasil,
envolvendo 249 pacientes HIV  positivos, dos quais 59 foram diagnosticados como
HPgV RNA positivos em 2011, iniciou-se um estudo de coorte com 98 pacientes
dentre os 249 para serem acompanhados com intervalos de 03 meses até 2015,
através de visitas ambulatoriais, sendo 76 RNA negativos e 22 RNA positivos. Os
pacientes em uso de imunossupressores nao foram incluidos da pesquisa e no inicio
do estudo, apenas 5% dos pacientes ainda ndo faziam uso de Terapia Antirretroviral
(TARV). O diagnostico de HPgV foi realizado através de PCR quantitativa (qQPCR) na

Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). O estudo inicial demonstrou
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prevaléncia de 23,7% de HPgV RNA dentre os 249 pacientes. Este estudo foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UFPE (processo:
20125113.0.0000.5208) e todos os participantes forneceram consentimento

voluntario informado antes da coleta de amostras e dados clinicos.

Polimorfismos da IL-4 e IL-10

O DNA gendmico foi extraido de leucécitos de sangue periférico seguindo o
protocolo de mini-salting out [11] e quantiicado em espectrofotdmetro
(260nm/280nm) com posterior diluicdo para a concentracdo de 50 ng. Os
polimorfismos da IL-4 C__ 16176216 10 (rs2243250) e IL-10 C__1747360_10
(rs1800896) foram identificados através da qPCR utilizando o sistema TagMan
(Applied Biosystems® TagMan Genotyping Assays) e a solucdo de amplificacao da
gPCR, para ambos os polimorfismos, foi realizada utilizando 5 yuL de TagMan 2x,
0,5 pL de cada sonda, 3,5 pyL de agua livre de nucleasse ultrapura e 1 uL de DNA,
com volume final de 10 pL. O perfil de temperatura utilizado na termociclagem foi de
50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 10 minutos e 40 repeticdes de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por 1 minuto. A detecgdo da fluorescéncia foi determinada pelo
7300 Real-Time PCR (Applied Biosystems) a cada ciclo de amplificacdo e,
posteriormente, analisados pelo Sequence Detection Software v1.3 (SDS, Applied
Biosystems).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R verséo
1.0.143 (Northern Ave, Boston, M.A), através dos testes de Qui-quadrado (X?), para
verificar associacdo das variaveis categoricas, sexo e raca, com a infeccdo HPgV.
ANOVA foi realizada para a variavel contagem de TCD4. O software SNPStats [12]
foi utilizado para calcular as frequéncias alélicas, genotipicas e o equilibrio de Hardy-
Weinberg. O teste de Hardy-Weinberg foi realizado para verificar se a populagéo
estava em equilibrio. Todos os valores p foram bicaudais. Embora apenas p-valores
< 0, 5 foram considerados estatisticamente significativos, outros p-valores foram

fornecidos.
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Resultados

Foram analisadas 22 PVHA HPgV-RNA positivas e 76 PVHA HPgV-RNA
negativas. A meédia de idade foi de 39 (+ 7,70) anos nos HPgV-RNA positivos e 41(+
8,1) anos RNA negativos. O sexo feminino teve maior frequéncia (72,7%) nos
positivos (p=0,004). Com relacdo a raca ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos, todavia, nos HPgV-RNA positivos, a maioria era de
pardos (68,2%), 4,5% de pretos e 27,3% de brancos. Enquanto nos HPgV-RNA
negativos, 57,9% eram pardos, 15,8% pretos e 26,3% brancos.

A tabela 1 apresenta a frequéncia dos alelos e genétipos da IL-4 e IL-10 em

HPgV RNA negativos e positivos.

Tabela 1. Frequéncia dos alelos e genétipos da IL-4 e IL-10 em HPgV RNA negativos e positivos

HPgV RNA HPgV RNA
Variaveis negativo positivo p'
n (%) n (%)
IL-4 (-589)
Alelo
C 84 (65,5) 22 (58)
T 44 (34,5) 16 (42)
Gendtipo 0,71
C/iC 29 (45) 07 (37)
CIT 26 (41) 08 (42)
TIT 09 (14) 04 (21)
NA 12 03
IL-10 (-1082)
Alelo
A 90 (71,5) 26 (65)
G 36 (28,5) 14 (35)
Gendtipo 0,70
AJA 32 (51) 08 (40)
AIG 26 (41) 10 (50)
GIG 05 (08) 02 (10)
NAZ 13 02

Ip- valor obtido pelo teste do chi-quadrado; “n&o aferido.
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A figura mostra associagao do polimorfismo da IL-4 com a contagem de T

CD4 em HPgV RNA negativos e positivos.

Figura 1. Associacéo do polimorfismo da IL-4 com a contagem de TCD4 em HPgV RNA negativos e

positivos em 2011.

1600 T-test, p = 0.058
1200 1
3 .
[m]
(@] ' R
800 °
° o g
400 . o
&

A figura 2 mostra a associacdo dos genétipos da IL-10 com a carga viral do HIV

em HPgV RNA negativos e positivos.
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Figura 2. Associacao dos gendtipos da IL-10 com a carga viral do HIV em HPgV RNA negativos e

positivosem 2011.
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Discusséao

Nossa pesquisa buscou demonstrar se havia associagao do polimorfismo da
IL-4 e IL 10 com a contagem de TCD4 e a carga viral do HIV, em individuos
HIV/HPgV. Estudos em monoinfectados com o HIV mostraram que a presenca do
alelo -589T da IL-4 diminui a expressdo de CCR5 e com isso inibe a replicacdo da
cepa HIV R5. Se acreditarmos que os virus R5 sdo resistentes a anticorpos
neutralizantes enquanto virus X4 sdo sensiveis e que, raramente sdo detectados em
fases posteriores [13], é plausivel hipétese de que os virus R5 sdo os principais
responsaveis por direcionar a imunodeficiéncia na infeccdo pelo HIV e dessa

maneira, maior expressao de IL-4 associa-se a um melhor progndstico [4,6].
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Portanto nossos resultados além de pioneiros na abordagem do polimorfismo do IL-4
em coinfectados HIV/HPgV, estdo em consonancia com trabalhos que
demonstraram associacdo do gene -589T da IL-4 em monoinfectados [14,15]. Em
nosso estudo a presenca do alelo T apresentou maior contagem de TCD4 em
individuos HPgV RNA positivos do que em HPgV RNA negativos, demonstrando a
possibilidade de haver efeito benéfico da presenca do alelo -589T da IL-4 em
coinfectados.

Em relagdo a associacdo do polimorfismo do alelo -1082G da IL-10 com
reducado da carga viral do HIV, nossos achados pode sugerir que a presenca desse
alelo, em individuos coinfectados HIV/HPgV, promove prognéstico favoravel na
doenca pelo HIV na fase cronica como foi demonstrado em pesquisas com
monoinfectados com HIV [9,10,16]. Esse polimorfismo esta ligado ao aumento da
concentragdo da IL-10, que tem como consequéncia a diminuicdo da atividade
imunoldégica com reducéo da replicagao viral.

Como concluséo, este estudo foi o primeiro a mostrar a associacdo dos
polimorfismos da IL-4 e IL-10 com HPgV, demonstrado através da analise com
marcadores de progndsticos como TCD4 e carga viral do HIV em individuos
coinfectados HIV/ HPgV. Entretanto, com limitacdo do estudo tivemos o fato de ndo

ter sido dosadas as citocinas IL-4 e IL-10 e tamanho da populacéo estudada.
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6 CONCLUSOES DA TESE

Em PVHA coinfectadas pelo HIV/HPgV:

v" Houve associagdo das concentracdes séricas do MIP-1a e SDF-1 com HPgV
RNA positivos em 2015;

v" Houve associacao da contagem de TCD4 com HPgV RNA positivo de 2011 a
2015;

v' Né&o houve associacdo da contagem de TCD4 com HPgV RNA negativo de
2011 a 2015;

v' Foi estimada pela primeira vez a frequéncia dos alelos e genétipos da IL-4, IL-
10;

v" Houve associagdo do polimorfismo da IL-4, em HPgV RNA positivo, com a
contagem de TCD4 em 2011,

v" Nao houve associacao do polimorfismo da IL-4, em HPgV RNA negativo, com
a contagem de TCD4 em 2011,

v" Houve associa¢do do polimorfismo da IL-10, em HPgV RNA positivo, com a
carga viral do HIV em 2011,

v" N&o houve associa¢do do polimorfismo da IL-10, em HPgV RNA negativo,

com a carga viral do HIV em 2011,
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Esperamos que os resultados desta tese representem informacdes relevantes
no conhecimento de fatores genéticos e imunoldgicos da coinfeccdo HIV/HPgV.
Além disso, outros estudos sdo necessarios para que novas perspectivas surjam no

combate a infeccéo pelo HIV, trazendo beneficios reais aos pacientes.
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Apéndice A — Formulario da pesquisa

Dados Individuais

1.Data da entrevista 2. Registro do paciente

3. Identificac&@o do paciente na pesquisa 4. Data de nascimento

/ /

5. Nome do paciente na pesquisa 6. Sexo

1. Masculino I:I

2. Feminino

Dados Socio-Demograficos

7. Qual a sua Raga/etnia? 8. Em que vocé trabalha ou trabalhou nos ultimos
01. Branca 6meses?

02. Preta
03. Amarela

04. Parda I:I:I

05. Indigena

9. Qual é a espécie do curso mais elevado concluido

por vocé?
[ [ ]
01. Alfabetizacéo de adultos 06. Ensino médio ou 2° Grau
02. Antigo primario 07. Pré-vestibular
03. Antigo ginasio 08. Superior — Graduagao
04. Antigo Classico, Cientifico, ETC. 09. Mestrado ou Doutorado
05. Ensino Fundamental ou 1° Grau 10. N&o concluiu nenhum curso

10. Qual o seu rendimento em Reais no més
passado?

1- Tem I:I
0- Nao tem

8- N&o sabe informar

9- Beneficiario do INSS




Formas de

Transmisséao

11. Vocé jainiciou sua vida sexual (transou)?

1. Sim

2. Nao —Seguir para questéo 30

[ ]

8. Nao informou —Seguir para questao 30

12. Quantos anos vocé tinha quando teve a primeira

relacéo sexual?

[ ]

13. Vocé ou o seu (sua) parceiro (a) tem o habito de

usar camisinha?

1. Sim, usa regularmente
2. Sim, usa as vezes
3. Néo usa I:I
8. Nao informou

9. Nao se aplica

14. Vocé ja teve outro (a) parceiro (a) sexual além do

seu parceiro atual?

1. Sim
2. Néao
8. N&o informou

[ ]

9. N&o se aplica

15. Quantos parceiros (as) sexuais vocé teve nos

Gltimos 12 meses?

[ ]

16. Vocé ja manteve relagdes sexuais com parceiro

(a) sabidamente portador de Hepatite?

o [ ]
2. Néo

8. Nao informou

9. Nao se aplica

17. Vocé ja teve alguma doenca venérea (sifilis,

gonorréia)?

1. Sim
2. Néo I:I

8. N&o informou

9. N&o se aplica

18. Quantas vezes vocé teve relagdes sexuais (anais,
vaginais ou orais) com alguém do sexo oposto

nos Gltimos 6 meses?

0
<1només I:I
1-3 no més

1 vez por semana

2-3 vezes por semana
4-6 vezes por semana

1 vez ao dia

© N o g w DN

> 1 vez ao dia

9. Nao se aplica

19. Quantos parceiros (as) do sexo oposto vocé teve
relagcdes sexuais (anais, vaginais ou orais) nos

Gltimos 6 meses?

[ ]

20. Nos ultimos 6 meses com que freqiiéncia vocé ou
seus parceiros (as) do sexo oposto usou nas
relacbes sexuais (anais, vaginais ou orais)

preservativo (camisinha) masculino ou feminino?

0
Ocasionalmente (< metade das rela(;(“)es)l:l
Cerca de metade das vezes

Na maioria das vezes(> metade das vezes)

a 0w D E

Sempre

9. Nao se aplica
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21. Vocé teve relag6es sexuais (anais, vaginais ou
orais) em troca de dinheiro, drogas ou
mercadorias com parceiros (as)-clientes do sexo

oposto nos dltimos 6 meses?

1. Sim
2. Néo

[ ]

22. Nos ultimos 6 meses com que freqiiéncia vocé ou
seus parceiros (as)-clientes do sexo oposto usou
nas relagfes sexuais (anais ou vaginais)

preservativo (camisinha) masculino ou feminino?

0 [ ]

Ocasionalmente (< metade das rela¢des)
Cerca de metade das vezes

Na maioria das vezes(> metade das vezes)

a r w D e

Sempre

9. Nao se aplica

23. Nos ultimos 6 meses com que frequiéncia vocé

fez sexo oral?

0
Ocasionalmente (< metade das relagﬁes)l:l
Cerca de metade das vezes

Na maioria das vezes(> metade das vezes)

o w DN E

Sempre

9. Nao se aplica

24. (Pergunta para o sexo masculino). Vocé ja fez

sexo anal ou oral com homem?

1. Sim
2. Nao

[ ]

25. Com quantos parceiros masculinos vocé teve
relacdes sexuais (anais ou orais) nos ultimos 6

meses?

[ ]

26. Nas relagdes sexuais com outro homem com que

frequéncia vocé usou preservativo (camisinha)?

0
Ocasionalmente (< metade das rela(;()es)l:l
Cerca de metade das vezes

Na maioria das vezes(> metade das vezes)

o > w DN e

Sempre

9. N&o se aplica

27. (Pergunta para o sexo feminino). Vocé ja fez sexo

[ ]

com mulher?

1. Sim
2. Nao

28. Com quantos parceiras do sexo feminino vocé

teve relagdes sexuais ultimos 6 meses?

[ ]

29. Nas relagdes sexuais com outra mulher com que

freqliéncia vocé usou preservativo (camisinha)?

1.0

2. Ocasionalmente (< metade das relacdes) I:I
3. Cerca de metade das vezes

4. Na maioria das vezes(> metade das vezes)

5. Sempre

9. Nao se aplica

30. Vocé jarecebeu vacina contra hepatite B?

[ ]

8. Ndo sabe informar —Seguir para questdo 32

1. Sim

2. Nao —Seguir para questédo 32
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31. Quantas doses de vacina contra hepatite B
recebeu?

1. Uma dose
2. Duas doses I:I
3. Trés doses ou mais

8. N&o sabe informar

9. Nao se aplica

32. Vocé jafez tratamento dentéario nos Ultimos 12

meses?

[ ]

1. Sim
2. Nao

8. N&o sabe informar

33. Vocé fez cirurgia nos Gltimos 12 meses?

1. Sim —Seguir para questao 35
2. Néo

8. Nao sabe informar

[ ]

34. Vocé fez cirurgia alguma vez na sua vida?

1. Sim
2. Nao

8. Nao sabe informar

[ ]

9. Nao se aplica

35. Vocé fez transfuséo de sangue, derivados ou uso

de imunoglobulina nos Gltimos 12 meses?

[ ]

1. Sim —Seguir para questao 37
2. Néao
8. Nao sabe informar

36. Vocé fez transfuséo de sangue, derivados ou uso

de imunoglobulina alguma vez na sua vida?

1. Sim I:I
2. Néao

8. N&o sabe informar

9. Nao se aplica

37.Vocé tem tatuagem?
1. Sim
2. Néo

[ ]

38. Vocé tem ou teve piercing?
1. Sim
2. Néo

[ ]

39. Vocé compartilha (ou) escova de dente com
outras pessoas?

1. Sim

2. Néo

[ ]

40. Compartilha (ou) objetos cortantes (tesoura,
lamina de barbear, navalha, alicate) com outras

pessoas em casa ou em saldes de beleza

[ ]

(manicure, pedicure, etc)?
1. Sim
2. Néo

41. Vocé ja fez uso de drogas fumadas?

1. Sim
2. Néo

[ ]

8. Nao informou

42.Vocé jafez uso de drogas cheiradas?

1. Sim
2. Nao

[ ]

8. Nao informou

43. Vocé jafez uso de drogas injetaveis?

1. Sim
2. Nao

8. N&o informou

[ ]

44.Vocé jatomou injegdo com seringa de vidro ou

compartilhou seringa?

-~ [ ]

2. Nao (Encerrar entrevista)
8. N&o informou

45. Qual o motivo de ter tomado injecdo com seringa de vidro ou ter compartilhado seringa?
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1. Estimulante para prética de esportes 4. Outros (especificar:

2. Vitaminas e/ou glicose em farmécia 8. N&o sabe informar

3. Orientagdo médica

9. Nao se aplica

Resultado de Diagnésticos e Exames

46. Qual a data do diagndstico de HIV?

47.Vocé faz uso da HAART?

1. Sim

2. Nao —Seguir para questéo 49

48. Qual a data do inicio da HAART?

49. Vocé ja fez uso da HAART anteriormente?

1. Sim

—Seguir para questao 50

‘ ‘ 2. Nao —Seguir para questao 52 I:I
3. Sim por até 6 meses

4. Sim de 6 meses até 1 ano

5. Sim de 1 ano até 2 anos

6. Irregularmente

9. Nao se aplica —Seguir para

guestao 56
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Quais os Medicamentos em uso?

50. IRTN 53. IF

[ ] [ ]
51. IRTNN I:I 54. 11 I:I
52. IP55.1E

[ ] [ ]

—Seguir para questao 49

Quais os Medicamentos fez uso?
56. IRTN
57. IRTNN 60. I

58. IP61. IE

HRiRl

59. IFI:I

L

62. Qual a quantidade do primeiro CD4?

63. Data:

64. Qual a quantidade do Gltimo CD4?

65. Data:

66. Qual o resultado da sorologia Anti-HBc total?

1. Positivo

2. Negativo I:I
3. Indeterminado

4. Material danificado

5. Extravio

9. N&o se aplica

67. Data:

68. Qual o resultado da sorologia HBsSAg?

1. Positivo

2. Negativo

3. Indeterminado

4. Material danificado
5. Extravio

9. N&o se aplica

69. Data:

[ ]
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70. Qual o resultado da sorologia Anti-HBs?

1. Positivo

2. Negativo

3. Indeterminado

4. Material danificado
5. Extravio

9. Nao se aplica

71. Data:

[ ]

/ /

72. Qual o resultado da sorologia Anti-HCV?

1. Positivo
2. Negativo I:I
3. Indeterminado

4. Material danificado

5. Extravio

9. Nao se aplica

73. Data:

/ /

74.Qual o resultado do PCR do HPGV?

1. Positivo

2. Negativo

3. Indeterminado

4. Material danificado
5. Extravio

9. Nao se aplica

75.PCR do HPGV:

76. Data:

/ /

77. Qual o resultado da sorologia Anti-E;,HPGV?

[ ]

1. Positivo

2. Negativo

3. Indeterminado

4. Material danificado
5. Extravio

9. Nao se aplica

78. Data:

79. Qual a quantidade de albumina?

80. Data:

/ /

81. Qual a quantidade de hemoglobina?

82. Data:

/ /

83. Qual a quantidade de AST?

84. Data:

85. Qual a quantidade de ALT?

86. Data:
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87. Qual a quantidade de plaqueta?

88. Data:

/

/

89. Qual a quantidade de CV do HIV atual?

90. Data:

91. Qual a quantidade da primeira CV?

92. Data:

75
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Apéndice B — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL

VIRTUS IMPAVIDA
[ A ]

“O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se processe
com consentimento livre e esclarecido dos participantes, individuos ou
grupos que, por si e/ou por seus representantes legais manifestem, a sua
anuéncia a participagdao na pesquisa.” (Resolucdo. n° 466/2012-1V, do

Conselho Nacional de Saude)

Covidamos o(a) Sr.(a) para participar, como voluntario(a), da pesquisa (Coinfeccéo
HPGV/HIV em Pacientes acompanhados em um Hospital Universitario do Recife,
Brasil), que esta sob responsabilidade do pesquisador Evénio de Barros Campelo Junior,
(Médico Infectologista). Endereco: Avenida Prof® Moraes Rego, s/n Bairro: Cidade
Universitaria, CEP: 50670-420. Telefones p/contato: 81- 21263902, e-mail:
evoniojunior@ig.com.br, orientado pela Prof2 Maria Rosangela Cunha Duarte Coelho,
telefone: 21268586.

Apos ser esclarecido (a) sobre as informacgfes a seguir, no caso de aceitar a fazer parte

do estudo, rubrique as folhas e 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 o (a) Sr.(a)
ndo sera penalizado (a) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o

consentimento a qualquer tempo, sem qualquer penalidade.

Informacdes sobre a pesquisa:

= Que o0 estudo se destina a investigar a ocorréncia de um virus (micrébio), chamado
HPGV, em seu sangue, que possa estar ajudando no combate a sua doenca;

=  Que a importancia deste estudo é a de obtencdo de dados que confirmem a presenca
deste virus em Pernambuco, para ajudar outras investigacdes que possam identificar
possiveis melhoras no sistema de defesa de pacientes como o Sr, que também
apresente este virus e assim ajudar em novos conhecimentos no combate a doencga que

€ portador;


mailto:evoniojunior@ig.com.br

7

Que os resultados que se deseja alcancar é conhecer a prevaléncia do virus HPGV na
populacéo HIV positivo de Pernambuco;

Que esse estudo continuard o projeto iniciado em julho de 2011 e terminard em
fevereiro de 2016.

Que sera agendada uma consulta ao médico responsavel por este Estudo, quando sera
tratada, além de sua rotina clinica, algumas perguntas a mais, devido a sua participacdo
voluntéria no estudo, como por exemplo, idade, de que maneira pegou o virus do HIV, se
faz sexo apenas com 01 parceiro, se usa drogas, quantos anos estudou, através de
guestionario, o qual ficara sob guarda do pesquisador responsavel.

Que a pesquisa sera feita pela coleta do seu sangue e analise para verificacao da carga
de CD4 e quimiocinas RANTES, MIP-1a, MIP-13 e SDF (moléculas imunoldgicas
importantes para combater o microorganismo pelo qual é portador), da quantidade de
HIV e para verificagdo da presencga do virus HPGV, HBV e HCV. A coleta e andlise
serdo no laboratério de rotina clinica do Hospital das Clinicas de Pernambuco. Que os
riscos e desconfortos que poderd sentir com a sua participacdo sdo 0s seguintes:
incobmodo na coleta do sangue, que sera minimizado pelo fato da acao ser efetuada por
técnico bem treinado e experiente; constrangimento em todas as etapas do estudo pelo
fato de ser soropositivo para o HIV, sendo minimizado pelo atendimento ocorrer em sala
individualizada e, possibilidade de sua identificacdo, sendo minimizada pelo
compromisso do responsavel pelo estudo de manter sigilo sobre seus dados, garantindo-
Ihe o direito a privacidade e confidencialidade, sendo excluido seu nome dos formularios
da pesquisa, substituido por cédigos.

Que os beneficios diretos que devera esperar com a sua participacdo sédo: o diagndstico
negativo ou positivo da presenca deste virus e das quantidades das quimiocinas, os
guais podem ajudar o seu sistema imunoldgico (sistema de defesa), o conhecimento da
presenca deste virus na populacéo HIV positiva de Pernambuco, o diagnostico negativo
ou positivo de hepatites B e C.

Que, sempre que desejar serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas
do estudo.

Que, a qualquer momento, o Sr podera recusar a continuar participando do estudo e,
também, que o Sr podera retirar este seu consentimento, sem que isso lhe traga
qualquer penalidade ou prejuizo.

Que as informacbes conseguidas através da sua participacdo ndo permitirdo sua
identificacdo, exceto ao responsavel pelo estudo, e que a divulgacdo das mencionadas
informagdes s6 sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

Que o Sr devera ser indenizado por qualquer despesa que venha a ter com a sua

participacdo nesse estudo e, também, por todos os danos que venha a sofrer pela
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by

mesma razao, sendo que, para essas despesas, lhe serd garantida a existéncia de
recursos.

Finalmente, tendo o Sr compreendido perfeitamente tudo o que Ihe foi informado sobre a
sua participacdo no mencionado estudo e estando consciente dos seus direitos, das
suas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a sua participacdo implica,
concorde em dele participar e para isso Sr Da O SEU CONSENTIMENTO SEM QUE

PARA ISSO o Sr TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua

participacdo no estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco:
Avenida da Engenharia s/n, 1° andar, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-
600.Tel.: 2126 8588. E-mail do CEP: cepccs@ufpe.br

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria 0 Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente para a participacéo neste estudo

(Assinatura ou impresséao datiloscépica
d(o,a) voluntéri(o,a). CPF:

Rubricar as demais folhas).

13testemunha:

23testemunha;

Evonio de Barros Campelo Janior CRM
— PE: 16398, responsavel pelo estudo

(Rubricar as demais paginas).

Recife, de de
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Abstract

Genetic and immunological mechanisms may be associated with a slower
progression of human immunodeficiency virus (HIV) infection, especially in
coinfected with human pegivirus (HPgV). The objective was to verify, in vivo, an
association of the concentration of MIP-1a, SDF-1 and the CCRS5-corrector
polymorphism with HIV viral load and TCD4 count in people living with HIV / aids
coinfected with HPGV. A cohort study was performed in two moments (2011 and
2015) with samples from the Virology Sector Laboratory of Immunology Laboratory
Keizo Asami (LIKA) of UFPE, people living with HIV/AIDS (PLWHA) HPgV RNA
negative and positive patients, not accompanied by an Infectious and Parasitic
Outpatient Clinic at the UFPE Hospital das Clinicas, Recife, Brazil. To investigate the
CCR5/A32 polymorphism the DNA was extracted by the mini-salting methodology
and a genotyping performed by real-time PCR using Tagman® probes (Applied
Biosystems) according to the manufacturer's protocol. Quantification of MIP-a and
SDF-1 was performed by an enzyme immunoassay (ELISA) at home, using
antibodies and enzymes from eBioscience®, (Waltham, MA-USA). For statistical
analysis and used software Rstudio version 1.0.143 (Northern Ave, Boston, M.A),
through the chi-square (X?), Wilcoxon, ANOVA and T tests. The Hardy-Weinberg test
was applied to verify if the population was in equilibrium. We analyzed 98 samples of
people living with HIV / AIDS (PLWHA), being 56.1% (55/98) females and an
average age of the population for 40 years. Of these, 22 were HPgV-RNA positive
and 76 HPgV-RNA negative. No association was found for CCR5 alleles and CCR5
genotypes in positive and negative HPgV-RNA, but the CCR5 / CCR5 genotype
frequency was high. As concentrations of MIP-a and SDF-1 were raised in positive
HPV-RNA, corroborating the studies, in vitro, representing a beneficial effect on the

progression of the disease.

Keywords: CCR5 polymorphism, serum concentration, Mip-a, SDF-1, HPgV/HIV
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Introduction

Since the discovery of the human immunodeficiency virus (HIV), several
studies have sought to identify factors associated with the slower progression of HIV
infection. One of these factors would be the co-infection with the human pegivirus
(HPgV) and, therefore, the understanding of the immunological mechanisms involved
in this co-infection as serum levels of chemokines have been studied in vitro and in
vivo [1-4,].

In vitro studies have shown that in HIV / HPgV coinfection there is a
decrease in HIV replication, which would be related to the increase in the
chemokines, MIP-1a and SDF-1, which are natural ligands of the coreceptors, CCR5
and CXCR4, respectively [5,6 ]. In addition, these chemokines would promote
changes in the expression levels of their coreceptors, preventing the entry of HIV into
the cell [7].

On the other hand, in vivo studies did not find an association between
MIP-1a and SDF-1 levels with HIV / HPGV coinfection bringing benefit to coinfected
patients, most probably due to the fact that the patients involved in both studies were
using monotherapy and dual antiretroviral therapy [8,9].

Therefore, the objective of the study was to verify, in vivo, the serum level
of MIP-1a and SDF-1 and its association with HPGV infection in people living with

HIV / AIDS.
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Methodology

Population and place of study

A cohort study was carried out at two moments, from samples of people
living with HIV / AIDS (PLHA) and infected with HPGV, followed at the Infectious and
Parasitic Diseases Clinic of the UFPE Hospital das Clinicas, Recife, Brazil. Patients
with HPGV RNA, quantitative PCR (qPCR) performed at the Clinical Virology
Laboratory of the Federal University of Sdo Paulo (UNIFESP) and negative HPVV
RNA were considered as positive HPGV. Patients using immunosuppressants were
excluded from the study, and 95% of the patients were taking antiretroviral therapy
(HAART). This study was approved by the research ethics committee of UFPE
(process: 20125113.0.0000.5208) and all participants signed the informed consent

form.
Serum levels of MIP-1a and SDF-1

Serum levels of MIP-1a and SDF-1 were performed by an in-house
enzyme immunoassay (ELISA) using antibodies and an enzyme from eBioscience®

(Waltham, MA-USA).

HIV viral load and TCD4 count

Plasma concentration of HIV RNA was determined by quantitative PCR
using commercial kit (Abbott® RealTime HIV1) and the TCD4 count was performed
by flow cytometry (Facscalibur®) immunophenotyping, both obtained from the

medical records.
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Statistical analysis

In order to verify the association of categorical variables, sex and race,
with the presence of HPGV RNA, the Chi-square test (X?) was used and the ANOVA
was the median TCD4 count. The normally distributed MIP-1a and SDF-1 continuous
variable means were compared across the HPGV infection status using a t-test. The
averages of the continuous variables that were not normally distributed were
compared by the Wilcoxon® test. All p values were two-tailed. Although only p-values
<0.5 were considered statistically significant, other p-values were provided. Statistical
analyzes were performed using software version 1.0.143 (Northern Ave, Boston,

M.A).

Results

We analyzed 98 people living with HIV / AIDS (PLHA), 76 HPgV-RNA
negative and 22 HPgV-RNA positive individuals. A prevalence of 72.7% (16/22) in

the female sex and 35.5% (27/76) in the negative HPGV-RNA was found (p = 0.004).

Figure 1 shows the comparison of the mean serum levels of MIP-1a and
SDF-1 in negative and positive HPgV RNA people in the years 2011 and 2015. In the
year 2015, the mean serum levels of MIP-100 and SDF were statistically significant in

HPgV RNA positive, when compared to HPgV RNA negative.

Fig 1. Mean serum levels of MIP-1la and SDF-1 in negative and positive HPgV

RNA people in the years 2011 and 2015.
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In figure 2 are the concentrations per person / year of MIP-1a and SDF-1
in negative and positive HPgV RNA patients in the years 2011 and 2015. MIP-10
presented a reduction in the mean concentrations of monoinfected in the year of
2011 in relation to the year 2015. For the SDF-1, there was an increase in the means

of concentrations in coinfectados, in the year 2015.



Fig 2. Serum levels of MIP-1a and SDF-1 by negative and positive HPgV RNA
individuals in the years 2011 and 2015
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figure 3 shows the mean of the TCD4 count in positive and negative HPGV

RNA subjects from 2011 to 2015.

Fig 3. Mean of the TCD4 count in negative and positive HPGV RNA individuals
from 2011 to 2015.
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Discussion

In this study, the serum levels of the MIP-1a and SDF-1 chemokines were
evaluated in patients with presence and absence of HPGV RNA and the association

with the HIV viral load and mean of the TCD4 counts.

In our study, elevated serum levels of MIP-1a in HPVV RNA-positive, in
the year 2015, when compared to negative HPGV RNA (figure 1B), may suggest a
beneficial effect, since a higher concentration of MIP-1a would facilitate its binding to
CCRS5 preventing the entry of HIV (R5 strain) into cells. However, in a study of
women living with HIV / AIDS and coinfected with HPGV who were not under
HAART, no elevated levels of MIP-1a were found in the coinfected women, thus not
being attributed a beneficial effect of coinfection (Blackard et al. Similarly another
study found no association between elevated levels of MIP-1a in people with HPgV

positive RNA [9]

Our data corroborate the in vitro studies [6,10], which have demonstrated

inhibition of HIV entry into cultures of HPGV-infected cells.

The results of SDF-1 elevations for co-infected patients in 2015, when
compared to 2011 (figurelD), may also show a beneficial effect in coinfected
patients. First, the higher concentration of SDF-1 would cause it to bind to the
CXCR4 co-receptor. Second, this would provide reduced expression of the available
CD4 CXCR4 coreceptors for HIV binding and, third, as a consequence, there would
be an impediment of entry of the HIV X4 strain into the cells. These data are also
consistent with in vitro studies [6,10], which demonstrated inhibition of entry of HIV

strain X4 into HPGYV cell cultures.
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The fact that we found a decrease in the concentration of MIP-1a in 2015
when compared to monoinfected in 2011 (figure 2A), and we did not observe the
same in coinfectados (figure2B), demonstrates that the presence of HPGV is
associated with the high concentrations of MIP- 1a. Regarding SDF-1, our data
showed that SDF-1 concentrations increased for the co-infected in 2015, when
compared to 2011 (figure2D). What was not observed in relation to the monoinfected
ones (figure 2C), i.e., the presence of HPgV also determines high SDF-1

concentrations.

The only in vivo studies addressing MIP-1a and SDF-1, which was
conducted by Blackard et al. [8] and, Mireia et al. [9], found no association of the
concentration of these chemokines with HPgV. Probably because these studies were
performed in patients who were not taking HAART, using monotherapy or dual
therapy. The absence of effective antiretroviral therapy makes it difficult to suppress
HIV viral load and leads to a higher serum level of the virus. Thus, there will be large
numbers of HIV specimens competing with MIP-1a and SDF-1 for CD4 + T-cell
lymphocytes, both in coinfected and in monoinfected animals. In our study, 94% of

patients were using HAART in 2011 and almost 100% in 2015.

After performing the association between chemokines and coinfection, we
sought to determine the association of HPGV with HIV disease progression.

Therefore, in this research, we tried to use the TCD4 count as a prognostic marker.

In relation to the TCD4 count, we found an increase in the means of CD4
between the years 2011 to 2015 in coinfected patients, but we did not observe in

monoinfected patients (figure 3) and, therefore, we can suggest that HPGV does
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present a protective effect to coinfected patients as demonstrated in in vitro studies

[2,5,11,12,13].

However, in relation to the viral load, there was an impairment in the
inferences of the results, since the high number of people with undetectable viral
loads due to the regular use of HAART, in a significant portion of our population,

affected the averages.

In conclusion, this study was the first to show the association, in vivo, of
MIP-1a and SDF-1 concentrations with HPgV positive RNA, suggesting a better
prognosis in HPVV coinfected PLHA, since these chemokines would bind to
respective coreceptors CCR5 and CXCR4, decreasing the expression of the
coreceptors in TCD4. Therefore, our findings may contribute to the understanding of
the immunological mechanism of coinfection and thus provide new perspectives in

the understanding of other ways of combating HIV using strategy HPGV.
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Abstract

Background:interleukin polymorphisms, such as IL-4 and IL-10, may be involved in
the clinical course of HIV infection.IL-4 regulates the expression of the CXCR4
coreceptor leading to the induction of syncytium-forming variants.And in the CCR5
coreceptor of non-syncytia-inducing viruses, it reduces their regulation.In vivo studies
demonstrated that the -589C / T polymorphism in the IL-4 gene was associated with
a reduction in HIV viral load at the onset of infection, slowing the progression of the
disease.IL-10 polymorphism, on the other hand, may act by inhibiting or inducing HIV
replication.In treatment-naive patients, it was observed that carriers of the G allele
had a reduction in mortality and a decrease in the CD4 count, indicating an important
role of this polymorphism in the progression of HIV disease.However, there are no
data on these polymorphisms in PLHIV coinfected with HPGV. Therefore, the
objective of the research was to verify the association of IL-4 and IL-10
polymorphisms in HIV / HPgV coinfected individuals.

Methods: a cohort study with PLWHA was carried out, accompanied at the
Infectious and Parasitic Diseases Outpatient of Clinical Hospital of UFPE, Recife, PE,
Brazil. DNA extraction was performed by mini-salting methodology and genotyping of
the polymorphisms was performed by real-time PCR using probes for IL-4 -589 C/ T
(C_16176216_10) and IL-10 -1082 A/ G (C_1747360_10 ) from Tagman® (Applied
Biosystems), according to the manufacturer's protocol.Chi-square (X?), Fisher exact,
Wilcoxon test, Anova, Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests wereperformed using
Rstudio software version 1.0.143 (Northern Ave, Boston, M.A.).

Result: we analyzed 98 PLHA, of these 22 coinfected with HPGV, whose samples
were stored in the Virology Sector of LIKA of UFPE. There was an association
between IL-10 polymorphism and HIV viral load reduction

Conclusions: the association of the IL-10 polymorphism found suggests that the
presence of the G allele in HIV/HPgV coinfected individuals may lead to a favorable
prognosis of HIV disease in the chronic phase.The research showed for the first time
the frequency of alleles and genotypes of IL-4 and IL-10 polymorphisms in HIV/
HPgV individuals, despite the size limitation of the population studied.

Keywords: HIV, HPgV, IL-4, IL-10, Polymorphism.
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Background

Coinfection of human pegivirus (HPgV) with human immunodeficiency virus
(HIV) may lead to slower progression of HIV disease [1-3]. Research has shown that
genetic and immunological mechanisms mediated by IL-4 and IL-10 cytokines play
an important role in the progression of HIV disease [4,5].

IL-4 is reported to differentially regulate two major co-receptors, CXCR4 for
syncyticity inducing virus (SI) and CCRS5 for non-syncytia inducing variants (NSI). In
CCRS, it can act by reducing the regulation of CCR5 expression and thus inhibiting
the replication of HIV NSI isolates in human T cells and macrophages. On the other
hand, IL-4 can regulate the expression of CXCR4 leading to the induction of Sl
variants, mainly observed at the advanced stage of HIV disease progression [4,6].

Spellberg et al. Carried out a study reporting the relevance of the T-helper cell
response in HIV and demonstrated that the progression to AIDS is related to the
inability of mononuclear cells to produce TH1 cytokines (IL-2, IL-12, IFN-y ) and
promote cytokine production of the TH2 response (IL-4 and IL-10) [7].

In vivo studies demonstrated that the -589C / T polymorphism in the IL-4 gene
was associated with a reduction in HIV viral load at the onset of infection, slowing the
progression of the disease and suggesting that the protective effect is partly due to ,
reduced replication and HIV dynamics [4,8].

Regarding IL-10, it was observed, in vitro, that the inhibitory or inductive
effects on HIV replication depend on its concentration. Elevated levels of this
cytokine were found in patients, particularly in lymph nodes, whereas progression to
disease was associated with a decrease in IL-10 expression [9]. In treatment-naive
patients, G-allele carriers have been shown to have reduced mortality and decreased
CD4 count [10], indicating an important role of IL-10 gene polymorphism in the
progression of HIV disease. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
association of IL-4 and IL-10 polymorphisms with CD4 count and HIV viral load in
people living with HIV / AIDS (HALP) coinfected with HPGV.



95

Methods

Study population

Based on a cross-sectional study carried out in 2011, negative and positive PVHA-
HPgV RNAs were evaluated at the Infectious and Parasitic Diseases Clinic of the
Hospital das Clinicas of UFPE, Recife, Brazil, involving 249 HIV-positive patients, of
which 59 were diagnosed as positive HPVV RNA in 2011, a cohort study was started
with 98 patients out of 249 to be followed at 03-month intervals by 2015, through
outpatient visits, 76 of which were RNA-negative and 22 RNA-positive. Patients on
immunosuppressants were not included in the study and at baseline, only 5% of
patients still did not use antiretroviral therapy (ART). The diagnosis of HPGV was
performed through quantitative PCR (qPCR) at the Federal University of Sdo Paulo
(UNIFESP). The initial study showed a prevalence of 23.7% of HPGV RNA among
the 249 patients. This study was approved by the research ethics committee of UFPE
(process: 20125113.0.0000.5208) and all participants provided informed voluntary

consent prior to sample collection and clinical data.

IL-4 and IL-10 polymorphisms

The genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes following
the mini-salting out protocol [11] and quantified in a spectrophotometer (260nm /
280nm) with subsequent dilution to the 50 ng concentration. The polymorphisms of
IL-4 Cys16176216_10 (rs2243250) and IL-10 Cys1747360_10 (rs1800896) were
identified through gqPCR wusing the TagMan (Applied Biosystems® TagMan
Genotyping Assays) system and the gPCR amplification solution for both
polymorphisms was performed using 5 uL of 2x TagMan, 0.5 pyL of each probe, 3.5
ML of ultrapure nucleate free water and 1 pL of DNA, with a final volume of 10 pL.
The temperature profile used in thermocycling was 50gC for 2 minutes, 95¢C for 10
minutes and 40 replicates of 95gC for 15 seconds and 60gC for 1 minute.
Fluorescence detection was determined by the 7300 Real-Time PCR (Applied
Biosystems) at each amplification cycle and thereafter analyzed by Sequence
Detection Software v1.3 (SDS, Applied Biosystems).

Statistical analysis
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Statistical analyzes were carried out using the software R version 1.0.143
(Northern Ave, Boston, M.A), using chi-square (X?2) tests to verify association of
categorical variables, sex and race, with HPgV infection. ANOVA was performed for
the variable TCD4 count. The SNPStats software [12] was used to calculate the
allelic, genotypic, and Hardy-Weinberg equilibria. The Hardy-Weinberg test was
performed to verify if the population was in equilibrium. All p values were two-tailed.
Although only p-values <0.5 were considered statistically significant, other p-values

were provided.

Results

22 HPHA-positive HPVV-RNAs and 76 HPHA-negative HPVV-RNAs were
analyzed. The mean age was 39 (+ 7.70) years in the HPgV-positive RNA and 41 (+
8.1) years negative RNA. The female sex had a higher frequency (72.7%) in the
positive (p = 0.004). Regarding the breed, there were no statistically significant
differences between the groups, however, in the positive HPGV-RNA, the majority
were browns (68.2%), 4.5% blacks and 27.3% whites. While in HPGV-negative RNA,
57.9% were brown, 15.8% black and 26.3% white.

Table 1 shows the frequency of IL-4 and IL-10 alleles and genotypes in negative and
positive HPgVRNA.



Table 1. Frequency of IL-4 and IL-10 alleles and genotypes in negative and

positive HPgV RNA.

Negative HPgV

Positive HPgV

Variables RNA RNA p-value’
n (%) n (%)
IL-4(-589)
Allele
C 84 (65,5) 22 (58)
T 44 (34,5) 16 (42)
Genotype 0,71
CIC 29 (45) 07 (37)
CIT 26 (41) 08 (42)
TIT 09 (14) 04 (21)
NA 12 03
IL-10 (-1082)
Allele
A 90 (71,5) 26 (65)
G 36 (28,5) 14 (35)
Genotype 0,70
AIA 32 (51) 08 (40)
AlIG 26 (41) 10 (50)
GIG 05 (08) 02 (10)
NM 2 13 02

lp-value Chi-square test; > Not measured.

Figure 1 shows association of IL-4 polymorphism with counts of CD4 T-cells in

negative and positive HPgV RNA
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Figure 1. Association of IL-4 polymorphism with the TCD4 count in negative

and positive HPgV RNA in 2011.
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Figure 2 shows the association of IL-10 with HIV viral load in negative and

positive HPgV RNA.
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Figure 2. Association of IL-10 with HIV viral load on negative and positive HPgV
RNA.
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Discussion

Our research aimed to demonstrate the association of IL-4 and IL-10
polymorphism with the CD4 count and HIV viral load in HIV / HPVV individuals.
Studies on monoinfected with HIV have shown that the presence of the -589T allele
of IL-4 decreases CCRS5 expression and thereby inhibits replication of the HIV R5
strain. If we believe that R5 viruses are resistant to neutralizing antibodies while X4
viruses are sensitive and are rarely detected in later stages [13], it is plausible
hypothesis that R5 viruses are primarily responsible for directing immunodeficiency in
HIV infection and thus, greater IL-4 expression is associated with a better prognosis
[4,6]. Therefore, our results, in addition to being pioneers in the approach to IL-4

polymorphism in HIV / HPV coinfected patients, are in agreement with studies
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demonstrating the association of the IL-4 -589T gene in monoinfected [14,15]. In our
study, the presence of the T allele had a higher TCD4 count in HPgV RNA positive
individuals than in negative HPVV RNA, demonstrating the possibility of a beneficial
effect of the presence of the -589T allele of IL-4 in coinfected individuals.

Regarding the association of the IL-10 -1082G allele polymorphism with HIV
viral load reduction, our findings may suggest that the presence of this allele in HIV /
HPVV coinfected individuals promotes favorable prognosis in HIV disease in the
chronic phase as was demonstrated in HIV monoinfected trials [9,10,16]. This
polymorphism is linked to the increased concentration of IL-10, which results in
decreased immunological activity with reduced viral replication.

As a conclusion, this study was the first to show the association of IL-4 and IL-
10 polymorphisms with HPGV, demonstrated by the analysis of prognostic markers
such as TCD4 and HIV viral load in HIV / HPVV coinfected individuals. However, with
the limitation of the study, the IL-4 and IL-10 cytokines and the size of the studied

population were not measured.
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SERVICD FUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE FERNAMBLUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N 23272011 - CEF/CCS Recife, 01de junha de 2011

Reglstro do SISNEP FR - 426520
CAAE — 0278.0.172.000-11
Registro CEF/CCSUFPE N® 301/11

Titubo: Co-infeccho GB vinus C & HIV em Pacienles acompanhados no Servico de Doengas Infecclosas e
FParasitariss do HC-UFPE am 2011.
Pesquisadar Responsavel. Evonio de Barmos Campelks Junior

Senhor (a) Pesquisador (a):

Informamos que o Comité de Elica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Sadde da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/GCCS/UFPE) regisirou & analisou de
acordo com A Resolugao N° 19696 do Conselho Nacional de Salde, o profocolo de pesquisa em
epigrafe. lberando-o para inicio da coleta de dados em 01 de junho de 2011,

Ressaltamos que a aprovacho definiiva do projeto serd dada apds a entrega do relaldeo final,
conforme as seguintes onentagdes:

B0 O FIE'E“IJIBEH*:IF devera
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relatérios samestrais.
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