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RESUMO

Gouvea NAL. Estudo da associacédo do HLA-B*57 com o controle da viremia
em coorte de individuos recém infectados pelo HIV-1 (Tese). S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2011

INTRODUCAO: Ap6s a infeccéo aguda pelo HIV-1, um grupo privilegiado de
pessoas consegue controlar a replicacéo viral sem o uso de antirretrovirais
para niveis de viremia abaixo dos limites de deteccdo pelos testes
disponiveis. Alguns alelos HLA estdo associados a menor replicacéo viral
durante a infeccdo recente e menor progressao para doenca causada pelo
HIV-1, sendo o HLA-B*57 0 que esta mais associado a esse efeito protetor.
OBJETIVO: O objetivo deste trabalho foi confirmar a associagdo do HLA-
B*57 com o melhor controle da viremia em individuos com infec¢ao recente
pelo HIV-1. METODOS: Foram analisadas amostras de 228 individuos de
uma coorte prospectiva em acompanhamento na cidade de Séo Paulo,
identificados com infeccdo recente pelo HIV-1, pelo algoritmo STARHS
(serologic testing algorithm for recent human HIV seroconversion). Foram
realizadas a contagem de linfocitos T CD4+ e CD8+, carga viral do HIV-1 e
tipificacdo dos alelos HLA. RESULTADOS: Dos 208 individuos analisados
para o locus B, 15 individuos (7,2%) expressam o alelo HLA-B*57. O alelo
HLA-B*57 foi fortemente correlacionado com os individuos que apresentam
parametros laboratoriais favoraveis. A presenca do HLA-B*57 foi associada
com maior contagem de linfocitos T CD4+ basal (p=0, 043) e menor carga
viral basal (p=0, 001). Dos 15 individuos que expressam o HLA-B*57, oito
(53,3%) apresentaram-se com a viremia menor que 400 cépias/ml na visita
inicial (Grupo A) e sete (46,6%) apresentaram-se com viremia maior que 400
copias/mL, todos eles na auséncia de terapia antirretroviral. A contagem de
linfécitos T CD4+, entretanto, ndo foi diferente entre os dois grupos.
CONCLUSAOQO: Concluindo, este estudo indica que individuos que
expressam o alelo HLA-B*57, apresentam melhor resposta imunolégica na
infeccdo recente demonstrada por melhor padrao laboratorial na contagem
de linfocitos T CD4+, mas que perfis diferentes de controle podem existir

nesses individuos. A diferenca entre 0 comportamento da viremia nestes

XVII



dois grupos pode auxiliar no entendimento da fisiopatogénese da infeccéao
pelo HIV-1.

Descritores: HIV-1; HLA-B57; Carga viral; Linfécitos; CD4; Linfécito T;
Progressao.
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ABSTRACT

Gouvea NAL Association between HLA-B*57 and viremia control in recently
HIV-1-infected subjects (Dissertation). Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2011

INTRODUCTION: After HIV-1 infection, a privileged group of subjects control
viral replication to low levels, without the use of antiretroviral drugs. Some
HLA alleles are associated with this control and to slower progression to
immunodeficiency, especially the HLA-B*57. AIM: The aim of this study was
to confirm the association of HLA-B*57 with viral control in recently HIV-1-
infected subjects. MATERIALS: A cohort of recently HIV-1-infected 228
subjects, prospectively followed in the City of Sdo Paulo, were identified
using STARHS (serologic testing algorithm for recent human HIV
seroconversion). CD4+, CD8+ T cell counts, viral loads, and HLA typing were
performed in the participants’ samples. RESULTS: HLA typing was
performed in 208 out of 228 subjects. Of those, 15 (7.2%) were HLA-B*57.
This genotype was strongly correlated with favorable laboratory outcomes.
HLA-B*57 subjects presented higher CD4+ T cell counts (p=0.043) and lower
viral loads at the baseline visit (p=0.001). Eight (53.3%) out of 15 HLA-B*57
subjects presented undetectable viral load at the baseline visit (Group A) and
seven (46.6%)had detectable viremia (Group B). However, the CD4+ T cell
counts were not different between the two groups. CONCLUSION: In
conclusion, this study points to the protective association of HLA-B*57 allele
with better laboratory outcomes in HIV-1 infection, demonstrated by better
CD4+ T cell counts and lower viral loads. Nevertheless, different profiles may
exist within this group of subjects. The diverse viral control in such subjects

may help better understand the pathogenesis of HIV-1 infection.

Descriptors: HIV-1; HLA-B57; Viral load; Lymphocyte; CD4; T lymphocyte;

Progression.
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

Segundo a OMS (Organiza¢do Mundial de Saude), acredita-se que entre
33 e 46 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) no mundo (1). No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude,
0 numero de individuos infectados pelo HIV é estimado em cerca de 600.000
(2).

E fundamental conhecer com profundidade os mecanismos que
permeiam a relacdo hospedeiro-parasita na infeccao para tracar estratégias de
combate ao HIV. Além de conhecer a estrutura do virus, sua organizacao
genética e seu ciclo replicativo, é importante identificar como o sistema imune
do hospedeiro tenta controlar a replicacdo viral. Em especial, é fundamental
entender como diferentes alelos HLA (antigenos leucocitarios humanos do
inglés human leukocyte antigen) podem influenciar a resposta imune contra o
parasita. Assim, sera possivel aprimorar estratégias de tratamento e prevencéo,

incluindo eventual vacina preventiva ou terapéutica.

1.1. Estrutura do HIV-1

O HIV-1 foi isolado do sangue de varios pacientes com diversas formas
evolutivas da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), bem como de
células mononucleares de sangue periférico de individuos antes de desenvolver
imunodeficiéncia. A associacdo com a AIDS e doencas relacionadas foi
comprovada de forma irrefutavel (3,4). O HIV-1 é classificado de acordo com
sua morfologia, organizacdo genética e carater patogénico como pertencente a
familia Retroviridae, subfamilia Lentiviridae (5). E um virus envelopado como o0s
demais retrovirus, e possui uma membrana lipidica originaria da membrana

externa da célula hospedeira, contendo 72 capsdémeros formados por trimeros



ou tetrameros de glicoproteinas (gp) do envelope. O envelope € formado pelas
gpl120 e gp4l, ambas derivadas da glicoproteina precursora gpl160 (6-11). A
gpl20 é uma glicoproteina de superfice e a gp4l € uma proteina
transmembréanica, responsaveis pela ligacdo do virus na célula hospedeira
através da molécula CD4 e outros co-receptores, presentes na membrana

celular dos linfocitos T auxiliares e macréfagos (12) (Figura 1).

membrana
~ lipidica

transcriptase
reversa

Credit: NIAID

Figura 1. Estrutura simplificada do HIV-1, adaptada (168).

1.2. Organizacédo genética do HIV-1.

As proteinas estruturais do HIV séo codificadas pelos genes estruturais
(gag, pol e env) e 0s genes acessorios (tat, rev, nef, vpu, vpx e vif).



O gene gag codifica a proteina p55 precursora da proteina que forma o
capsideo viral p24, a proteina (p) de matriz pl7 e outras que compdem o
nucleocapsideo viral p6/p9 (13). Uma vez no sitio de formagédo da particula
viral, o precursor gag facilita 0 empacotamento de outros componentes virais. O
precursor gag tem a habilidade de se associar com outras poliproteinas, bem
como com gag/pol via ligacbes ndo covalentes, pré-requisito para formacao do
virion e é responsavel pelo empacotamento do RNA gendmico viral através da
parte do Nucleo Capsideo (NC) da poliproteina que interage com o final 5’ do
genoma viral, onde esta localizado o sinal de empacotamento do &acido
nucléico.

A proteina precursora codificada pelo gene pol é clivada em produtos
que irdo constituir as enzimas virais; transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e
protease (PR). A transcriptase reversa € uma enzima capaz de copiar o acido
ribonucléico (RNA) viral em uma dupla fita de acido desoxiribonucléico (DNA),
além de ter atividade de RNAse H necesséria no processo da sintese do DNA
proviral. A integrase insere a copia do DNA proviral no genoma da célula
hospedeira, formando o provirus. A protease catalisa a formacédo da estrutura
de um novo virus clivando a poliproteina formada no final do processo. (14,15).

O gene env codifica a gp do envelope, gpl60 que € composta da gpl120
e gp41l (16). Dentre os genes acessorios estao:

O gene tat que codifica a primeira proteina de regulacdo. Tat é um
transativador viral potente, essencial para a replicacdo viral in vitro e in vivo
(17). O gene rev codifica a proteina de regulacdo denominada Rev, essencial
para replicacdo viral. Essa proteina atua apO0s a transcricdo. Promove o
transporte das moléculas de RNAmM do ndcleo para o citoplasma. Atua na
traducdo no citoplasma e na razdo entre o RNAmM processado e nao
processado, através da ligacdo nas poliproteinas transcritas (18,19). O gene nef
codifica a proteina citoplasmatica Nef, que se liga a superficie interna da
membrana plasmatica. Esta proteina ndo € essencial para a replicacao viral.
Nef reduz o nivel da expressdo do receptor CD4 na superficie das células,

inibindo a re-infeccdo das células e facilitando a disseminagéo do virus (20).



Outros dados sugerem que a nef possa aumentar a atividade de fatores de
transcricdo, como NF-kB, facilitando a replicagdo do virus diretamente, através
do Long Terminal Repeat (LTR) (21,22). Foi demonstrado que o virus com o
gene nef deletado € menos virulento (23).

Os genes de expressao tardia vif e vpu dao origem a duas proteinas,
com os mesmos nomes. Vif facilita a transmissdo do HIV, aumentando a
infectividade das particulas de 100 a 1000 vezes, mas ndo € absolutamente
essencial para a replicacdo viral. Vpu aumenta a taxa de liberacéo do virus da
célula infectada, facilitando a maturagcdo e montagem do virus. Vpu ndo esta

presente no HIV-2 e no SIV (Virus da Imunodeficiéncia Simia) (22) (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura genética do HIV-1, adaptada (169).

1.3. Ciclo replicativo do HIV-1

Os retrovirus sdo virus RNA que, através da enzima DNA polimerase séo
capazes de copiar seu genoma RNA em uma fita dupla de DNA e integrar-se ao
genoma da célula hospedeira (24,25).

O HIV inicia o processo de infeccdo através da interacdo com o0s

receptores CD4 ( grupo de diferenciacdo) presentes na superficie de



macrofagos, mondcitos, células da microglia, células dendriticas e
especialmente linfécitos, e também com co-receptores como CCRS5 ( receptor
de quimiocina). Tal ligacdo induz mudancas que expdem a regiao V3,
resultando na exposicao da gp4l que possui o peptideo de fusdo responséavel
pela interacdo entre o envelope viral e a membrana celular (26). Apos a fuséo, o
material genético do HIV é liberado no interior celular prosseguindo com a
transcricdo reversa, que € a sintese de uma fita de DNA, usando o RNA como
molde, e catalisado pela enzima transcriptase reversa. Em seguida, o DNA é
transportado e integrado ao ndcleo da célula hospedeira, pela acdo da enzima
integrase, e passa ser denominado pro-virus. Esse pro-virus pode permanecer
na forma latente por muitos anos bem como dar continuidade ao ciclo de
replicagao (27).

Uma ativacdo das células hospedeiras resulta na transcricdo do DNA
viral em RNA mensageiro, o qual é traduzido em proteinas virais que daréo
origem a novas particulas virais. Entre essas proteinas estd a protease
necessaria para processar outras proteinas em suas formas funcionais. Uma
vez produzidas, vao regular a sintese de novos genomas virais e formar a
estrutura externa de outros virus que sao liberados pela célula hospedeira (27).

O virion recém-formado é liberado para o meio circulante da célula
hospedeira, podendo permanecer no fluido extracelular ou infectar novas

células. (Figura 3).
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Figura 3. Esquema simplificado do ciclo de vida do HIV-1, adaptada (170).

1.4. Sistema MHC



O complexo de histocompatibilidade principal (CHP) do inglés Major
Histocompatibility Complex (MHC) compreende genes que codificam
glicoproteinas de membrana que se ligam e atuam como receptores
especializados para peptideos antigénicos; os Antigenos Leucocitarios
Humanos, do inglés Human Leukocyte Antigen (HLA) (28).

1.4.1. Hist6érico do sistema HLA

Em humanos, o sistema HLA foi descoberto em 1958 quando Jean
Dausset descreveu a capacidade do soro de pessoas submetidas a transfusdes
sanguineas aglutinar leucocitos de outros individuos, descrevendo assim a
primeira molécula HLA, denominada MAC, hoje HLA-A02 (29). Este trabalho foi
um marco apos periodo de 30 anos de pesquisas na tentativa de elucidar as
bases biolégicas da transplantacdo de érgdos e tecidos em animais e humanos
(30). Destacamos o trabalho de Peter Gorer e colaboradores, em 1937, que
aplicaram as técnicas de genética classica para andlise da rejeicao de tumores
e de tecidos normais transplantados em camundongos (31,32) que culminou
com a descricdo do complexo Principal de histocompatibilidade murino, o
sistema H-2 por Snell em 1948 (32,33).

Em 1963, Jon Van Rood e Van Leeuwen publicaram a descoberta da
existéncia do primeiro locus do sistema de antigenos leucocitarios humanos, a
que deram o nome de FOUR,hoje HLA-B (34,35). Com o advento da técnica de
cultura mista, varios estudos levaram na década de 70 a descoberta de novos
genes chamados de HLA-DR (36,37). Mais tarde, surgiram evidéncias de novos
sistemas antigénicos analogos, intimamente associados ao HLA-DR (38,39).0
esclarecimento destes, ocorreu no inicio dos anos 80 com os trabalhos de
biologia molecular isolando e caracterizando os genes HLA classe Il (40). Essas
investigacbes levaram ao reconhecimento, em 1983, dos genes que
codificavam os isotipos HLA da Classe II: HLA-DR e posteriormente HLA-DQ e
DP. Hoje ja se conhece em detalhe a estrutura e fungéo dos genes classe | e Il
do sistema HLA (41).



1.4.2. Estrutura e Funcao do Sistema HLA

Em 1974, a regidao do MHC, que codifica o sistema HLA foi localizada no
braco curto do cromossomo 6 por Lamm et al. a partir de estudos familiares e
de analise genética com células somaticas hibridas.(42). Existem duas classes
de moléculas MHC: MHC classe | que codifica os antigenos HLA classe | (locus
A, B e C) e MHC classe Il que codifica os antigenos HLA classe Il (DR, DQ e
DP), classes que se diferem em estrutura e funcéo. A estrutura das moléculas
do sistema HLA de classe | consiste em duas cadeias polipeptidicas ligadas de
forma n&o covalente, a cadeia a (ou cadeia pesada) de 44 a 47 kD e a cadeia

Bz-microglobulina, uma subunidade de 12 kD néo codificada pelo MHC. Cada

cadeia a esta orientada de tal forma que trés quartos de todo o polipeptideo se
estende para o meio extracelular, um pequeno segmento hidrofébico atravessa
a membrana celular e os residuos da regido carboxiterminal estédo localizados
no citoplasma. Os segmentos aminoterminais a1 e a2 interagem para formar
uma plataforma de oito fitas em estrutura p-pregueada nas quais se apdiam
duas a-hélices paralelas. Esta estrutura forma a fenda de ligacdo de peptideos
nas moléculas de classe |, sendo a regido onde se concentra o polimorfismo da
molécula devido as substituicdes nucleotidicas nos exons 2 e 3 (43). (Figura 4).

Os genes que codificam a cadeia pesada das moléculas HLA de classe |
apresentam uma estrutura caracteristica, na qual exons separados s&o
responsaveis por codificar cada um dos dominios do polipeptidio. O peptideo
lider é codificado pelo exon 1, os dominios extracelulares a1, a2 e a3, sao
codificados pelos exons 2 (343 pares de base (pb), 3 (274 pb) e 4 (276),
respectivamente; o segmento transmembrana pelo exon 5 e a cauda
citoplasmatica pelos exons 6 e 7. A regiao 3’ nao traduzida faz parte do exon 8.
A sequéncia total dos exons 1 a 8 consiste em 1089-1101 nucleotideos, e

codificam para um polipeptidio de 362-366 aminoacidos (44).
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Figura 4: Estrutura da molécula MHC da classe |, adaptada (43).

O diagrama acima ilustra as diversas regiées da molécula MHC (ndo esta desenhado em
escala). As moléculas da classe | sdo compostas de uma cadeia a. polimérfica ligada de
forma n&o-covalente a B2-microglobulina. A cadeia a é glicosilada; os residuos de
carboidratos ndo séo exibidos. O diagrama em formato de fita (& direita) mostra a
estrutura da porgéo extracelular da molécula HLA-B27 ligada a um peptideo, mostrado
pela cristalografia de raios x (43).

As moléculas MHC da classe Il sdo compostas de duas cadeias
polipeptidicas ligadas de forma ndo-covalente, uma cadeia a com 32 a 34 kD e
uma cadeia B de 29 a 32 kD. Ao contrario das moléculas da classe |, ambas as
cadeias das moléculas da classe Il sdo codificadas por genes MHC
polimérficos, (Figura 5).
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Figura 5: Estrutura da molécula MHC da classe Il, adaptada(43)

O diagrama ilustra as diferentes regides da molécula MHC (n&do est4 desenhada
em escala). As moléculas da classe Il sdo compostas por uma cadeia a polimérfica ligada
de forma n&o- covalente a uma cadeia B polimorfica. As duas cadeias s&o glicosiladas; os
residuos de carboidratos nédo estdo representados. O diagrama em forma de fita (a
direita) mostra a estrutura da porcao extracelular da molécula HLA-DR1 com um peptideo

a elaligado, conforme foi demonstrado pela cristalografia por raios X (43).

Entre os loci de classe | no lado telomérico e os loci de classe Il no sitio
centromérico do complexo HLA, existe uma ilha de cromatina ndo relacionada,
gue é ocupada por genes que desempenham outras funcdes, principalmente o
sistema imune, e por outros que ainda ndo foram caracterizados
funcionalmente. Esses loci s&do denominados como regido MHC de classe Il
Nessa regido estdo presentes os loci que codificam proteinas do complemento,
como Fator B, C2, C4A e C4B; genes de citocinas, como fator de necrose
tumoral (TNF); o gene da enzima 21-hidroxila se (CYP 21B), que esta envolvida
com a sintese de esteroides; gene do citocromo P-450 e alguns genes de
proteinas de choque térmico (HSP) (43-45-46). (Figura 6).
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Figura 6 - Mapa Do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), adaptada (171).

O sistema HLA tem como funcao expor epitopos que sdo reconhecidos
pelas células T, cujos receptores das células T (TCRs) sao especificos para
reconhecer complexos de peptideos antigénicos e moléculas MHC (47). Os
linfécitos T e B reconhecem os antigenos, somente quando apresentados pelas
moléculas do MHC. As moléculas HLA de classe | sdo expressas na maioria
das células humanas nucleadas e sdo as principais responsaveis pela
apresentacao de antigenos enddgenos. Quando ha uma infeccdo viral ou
alteracdo de proteinas proprias como ocorre no cancer, as proteinas citosélicas
sdo degradadas proteoliticamente no proteassomo, formando peptideos
capazes de se ligar as moléculas da classe I. No citoplasma, estes peptideos
sdo expostos ao reticulo endoplasmatico pela TAP (transportador dependente
de ATP). Dimeros do MHC da classe | e a B2 microgobulina no reticulo
endoplasmatico sdo fixados ao complexo do TAP e recebem os peptideos

transportados para o reticulo endoplasmatico. Os complexos estaveis de
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moléculas do MHC classe | com peptideos ligados saem do reticulo
endoplasmatico e vao para superficie celular.Os linfécitos T CD8+ reconhecem
esse complexo e desencadeiam uma resposta que resulta na eliminagdo da
célula apresentadora incluindo células infectadas pelo HIV que apresentam

seus epitopos (43,48) (Figura 7).

Figura 7 —Apresentacdo de antigeno via MHC classe | e classe Il, adaptada (172).
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As moléculas HLA de classe Il sdo expressas nos macréfagos e células
dendriticas. As moléculas de classe Il estdo envolvidas na apresentacdo dos
antigenos as células TCD4+, ativando-as. As células apresentadoras de
antigenos (APCs), interiorizam as proteinas extracelulares nos endossomas,
gue por acao de enzimas que funcionam com pH acido , essas proteinas sao
clivadas proteoliticamente. As moléculas do HLA classe Il recém sintetizadas
associadas com a cadeia invariante sédo transportadas do RE para as vesiculas
endossdmicas. A cadeia invariante é clivada proteoliticamente e o CLIP
(pequeno remanescente peptidico da cadeia invariante), € removido da fenda
de ligacdo de peptideo da molécula do MHC pelas moléculas HLA-DM. Estes
peptideos que foram gerados de proteinas extracelulares se ligam & fenda da
molécula do MHC da classe Il e o complexo trimérico (cadeias o e § do MHC e
peptideo) que migra até a superficie celular, é reconhecido pelos linfocitos
TCD4+ que secretam citocinas que desencadeiam as cascatas de reacdes

imunologicas (43,49) (Figura 7).

1.4.3. Polimorfismo genético do Sistema HLA

O sistema HLA tem como caracteristica principal o seu extremo
polimorfismo. E o conjunto de genes que apresenta o maior grau de
polimorfismo entre todos os loci expressos do genoma humano. Teoricamente,
€ possivel que cada individuo apresente um conjunto diferente de alelos (50).
Juntamente com HLA-A, o produto codificado pelo gene HLA-B é o antigeno de
superficie celular mais investigado em testes sorolégicos pré-transplante de
orgdo e tecidos, sendo expresso na superficie celular de todas as células
nucleadas. Caracterizado pelo seu alto polimorfismo, até o momento €
considerado o gene mais polimoérfico do genoma humano, uma vez que ja foram
identificados mais de 1800 alelos (51).

O polimorfismo genético das moléculas HLA-A, B e C deve-se as
diferencas na sequéncia de aminoacidos na cadeia pesada (cadeia a). Os

genes que codificam essas cadeias sdo altamente polimorficos devido as
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substituicbes de nucleotideos nos éxons 2 e 3 (52). O polimorfismo das
moléculas HLA de classe Il depende da isoforma, deriva tanto das cadeias a
quanto das cadeias . A cadeia a do HLA-DR pode ser considerada
monomorfica e todo o polimorfismo deriva dos genes da cadeia 3. O gene mais
polimorfico da classe Il é o HLA-DRB1 (53).

As substituicdes de nucleotideos nas sequéncias de alelos dos loci
polimorficos estdo concentradas nos exons que codificam a fenda de ligacao ao
peptideo e o sitio de interagdo com o receptor da célula T e estdo concentradas
de forma seletiva, isto é, basicamente nos locais em que as alteracdes de
nucleotideos promovem a mudanca dos aminoacidos que estdo em contato
direto com o peptideo ligado ou com o receptor de célula T. Essas
caracteristicas das sequéncias HLA podem indicar que o polimorfismo é o
resultado de um processo de selecdo natural (54). As regibes com maior
evidéncia da atuacdo da selecdo sdo as que interagem diretamente com o0s
antigenos, indicando que os microorganismos patogénicos sejam fonte de
selecdo atuante nos genes HLA. Essa hipotese evolutiva é conhecida como
selecdo dirigida por patdgenos.

Estudos de associacdo com doencas infecciosas corroboram a hipétese
de selecédo dirigida por patégenos. Por exemplo, foram descritas associacfes
entre alelos HLA e resisténcia a malaria em populacdes do oeste africano (55).
Alelos de HLA-B foram associados a uma maior ou menor progressao a
infeccdo por HIV (56,57).

Foram realizadas simulacdes mateméaticas do modelo de co-evolucao
entre patdgenos e sistema imunologico. De acordo com esse modelo, as
mudancas em genes dos patdégenos e genes imunoldgicos ocorreriam
paralelamente: os patdgenos tenderiam a acumular mutacdes de escape, isto é,
mutacfes que evitassem a apresentacao pelas moléculas HLA mais comuns na
populacdo de hospedeiros. Por outro lado, novas moléculas HLA que
apresentassem de forma eficiente essas mutagcdes de escape seriam
adaptativas e aumentariam de frequéncia na populacdo de hospedeiros,

recomecando o ciclo (58). Esse modelo parece explicar de maneira satisfatoria
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o grande numero de alelos, as altas taxas de heterozigose e a grande
persisténcia dos alelos nas populacfes ao longo das geracfes (58). Assim, 0
polimorfismo altera os tipos de peptideos seletivamente ligados pelos produtos
protéicos dos alelos dos genes HLA e influencia as interagbes com o0s

receptores dos linfocitos T (59).

1.4.4. Nomenclatura do Sistema HLA

Apo6s a descricdo da primeira molécula HLA, tornou-se necessaria a
organizagdo periodica de Workshops Internacionais de Histocompatibilidade
(WSIH) para comparar resultados obtidos por diferentes pesquisadores em
varios laboratérios. No primeiro WSIH, realizado em 1964 em Durhan, EUA,
participaram 16 laboratorios, que analisaram sete metodologias diferentes e
compararam o0s resultados de um painel de oito células. A técnica de
microlinfotoxicidade foi proposta neste encontro por Paul Terasaki e tem sido
utilizada até hoje (60).

Devido a enorme diversidade genética, foi consenso no segundo WSIH a
necessidade de estabelecer regras claras em relacdo a nomenclatura utilizada
para o sistema HLA. Entdo, em 1968, Bernard Amos organizou o primeiro
encontro do Comité de Nomenclatura da Organizacdo Mundial da Saude. Em
1975, no IV WSIH, realizado na Dinamarca, foi definida a padronizacdo da
nomenclatura para o sistema HLA. Os loci previamente chamados LA e FOUR
passaram a ser designados por HLA-A e HLA-B, respectivamente. O terceiro
locus SD, previamente chamado de Aj, passou a se chamar HLA-C (61).

Em 1980, o Comité estabeleceu que os loci da regido de classe | seriam
designados por uma letra, precedidos pela sigla HLA (por exemplo: HLA-A,
HLA-B e HLA-C), e as especificidades antigénicas determinadas pela sorologia
seriam indicadas por numeros arabicos, que se seguem a designacao do locus
(por exemplo: HLA-A1, HLA-A2, HLA-B5) (62,63).

Com o advento das técnicas moleculares de tipagem HLA, tornou-se

possivel determinar as sequéncias nucleotidicas codificadoras das moléculas
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HLA gue cada individuo apresenta, e identificar assim alelos do sistema HLA. A
nomenclatura do sistema HLA foi entdo estabelecida de forma a contemplar as
duas técnicas de tipagem. Nos casos onde a sequéncia é conhecida, deve-se
assinalar a letra correspondente ao locus do HLA com um asterisco (por
exemplo: HLA-B*), quando apds a sequéncia numérica que caracteriza o alelo
houver a notagao “N”, “L” ou “S”, refere-se as sequéncias que codificam um
produto com expressao ou funcionamento nulo (“N”: Null), proteinas de baixa
expressao (“L”: Low) ou proteina secretada (“S”: Secreted). Alelos que diferem
somente por substituicbes nucleotidicas sinénimas séo diferenciados na
nomenclatura através da adicdo de outros dois digitos apds os quatro primeiros.
Estas diferencas ndo tém, normalmente, nenhum significado fisiolégico, mas
elas podem ser ferramentas Uteis para estudos de evolugcdo e de genética de
populacdes (64).

A nomenclatura dos alelos HLA definidos por biologia molecular varia na
dependéncia da classe. Para classe I, a nomenclatura usa a denominacgéo HLA-
A, HLA-B e HLA-C para designar os locus. Em seguida, coloca-se um asterisco
para identificar o método como sendo de biologia molecular (por exemplo, HLA-
A*), Para o HLA de classe IlI, o procedimento € um pouco distinto. Apds a
designacéo do HLA e seu locus génico, acrescentam-se a letra “A” ou “B” para
representar as cadeias polimorficas a e § do HLA-DR e HLA-DQ e a letra “B”
para representar a cadeia polimérfica p do HLA-DP (por exemplo, HLA-DQA,
HLA-DRB, HLA-DPB). Como algumas regides possuem diversos genes para as
cadeias o e B, cada locus recebe um numero correspondente (por exemplo,
HLA-DRBL1). (65).

Em Dezembro de 2005, durante o 14™ International HLA and
Immunogenetics Workshop em Melbourne, Australia, e em Setembro de 2008,
durante o 15" International HLA and Immunogenetics, foi estabelecida nova
nomenclatura para os alelos HLA. Ela teve seu uso determinado no ano de
2010, portanto os nossos resultados obedeceréo a nova nomenclatura. onde
permanece a escrita HLA-B*57 para tipificacdo de baixa resolugéo; quando for

realizada por técnica molecular onde os dois primeiros digitos identifica o grupo
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alélico e em alta resolucdo , quatro digitos ,exemplo: HLA-B*57:01, onde os
terceiro e quarto digitos identificam o grupo alélico especifico (66,67). (Figura
8).

=== )
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Figura 8 - Exemplo da nomenclatura de HLA adaptada (67).

O Comité de Nomenclatura da Organizacdo Mundial da Saude publica a
cada dois anos relatérios sob o titulo Nomenclature for factors of the HLA
system em periddicos da area e sdo publicadas atualizagdes mensais de
nomenclaturas (68), que podem ser obtidas em
http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/.

1.4.5. Determinantes HLA publicos e privados

Determinantes HLA privados s&o os determinantes localizados numa
anica molécula e em nenhuma outra , enquanto que os determinantes publicos
possuem determinantes comuns a varias moléculas HLA, cada uma delas
exibindo concomitantemente um determinante privado diferente. Os melhores
exemplos de antigenos publicos sdo os HLA-Bw4 e HLA-Bw6; toda molécula
codificada pelos alelos de HLA-B possui um desses dois determinantes em sua
estrutura (69,70).
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Antigenos HLA que inicialmente pareciam ser privados foram divididos
em grupos de alguns antigenos intimamente relacionados. Os membros destes
grupos foram denominados especificos (splits) da especificidade ampla (broad).
Andlises bioquimicas indicaram que os splits sdo de fato, variantes estruturais
intimamente relacionadas. Por exemplo, HLA-A25 e A 26 sé&o splits de A10. O
HLA-A10, portanto, pode ser considerado um antigeno publico nas moléculas
HLA exibindo os antigenos privados HLA-A25 e HLA-A26 (69,70).

Além disso, os antigenos HLA privados podem ser organizados em
grupos, com base em reacdes cruzadas sorologicas entre os membros do

grupo; sdo chamados grupos de reacao cruzada ou CREGs (69,70).

1.4.6. Técnicas de identificacdo do sistema HLA

Os métodos para identificacdo ou tipificacdo dos antigenos HLA sé&o
métodos celulares ou moleculares.

Até o final da década de 1980, a técnica sorologica da microlinfotoxicidade
de Terasaki era o padrédo para a identificacdo de novas especificidades do HLA.
Essas técnicas soroldégicas baseiam-se na reagdo antigeno-anticorpo,
dependente do sistema complemento, que ocorre entre o antigeno HLA e um
anticorpo presente no soro e possibilitam identificar epitopos de proteinas HLA
gue se expressam nas membranas de leucécitos. Os antigenos HLA de classe |
sao tipificados através de linfécitos totais ou linfécitos T do sangue periférico,
enquanto que, para a classe ll, utilizam-se linfocitos B (71).

Nos métodos fundamentados em biologia molecular, a tipificacdo dos
alelos é realizada a partir do DNA gendmico, extraido de células nucleadas, do
sangue periférico ou de outro tecido e amplificado pela reacdo da cadeia de
polimerase - polymerase chain reaction (PCR). As técnicas moleculares mais
utiizadas sdo a sequence specific primers (SSP), a sequence specific
oligonucleotide probes (SSOP) (65). Hoje podemos contar com a técnica por

sequenciamento (72).
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1.4.7. Estudos populacionais do Sistema HLA

O extenso polimorfismo e o desequilibrio de ligacdo existente entre
diferentes locus do sistema HLA tém sido utilizado como marcadores genéticos
em estudos antropoldgicos. A caracterizacdo da diversidade alélica e
haplotipica nos principais genes do sistema HLA constitui um poderoso
instrumento em estudos populacionais. As frequéncias alélicas e haplotipicas
dos locus HLA variam entre as diferentes populacfes e grupos étnicos(73).

As frequéncias alélicas nos genes do sistema HLA tém demonstrado
serem mais similares entre populacdes com origens comuns. Determinados
alelos sdo caracteristicos de algumas populagdes humanas com determinadas
origens geograficas (74). O alelo HLA-A*0201 é muito comum nas populacdes
do Oeste Euro-asiatico enquanto que os alelos A*2301 e A*3001 sdo mais
frequentes nas populacdes da Africa subsaarianas (74,75). Em populacbes
européias o alelo A*0201 corresponde a mais de 95% dos alelos do grupo A*02
engquanto que nos chineses de Singapura corresponde apenas a 25% e menos
de 3% em hindus Indianos (76). O A*0211, é o alelo mais frequente no norte e
oeste da India (77). Nas populacdes européias o alelo A*6801 é o mais
predominante enquanto que nas popula¢cfes subsaarianas o A*6802 é o mais
prevalente (76,77). Também os alelos A*3001 e A*3002 apresentam
frequéncias muito mais elevadas nas populacbes africanas do que nas
européias (74,75). O alelo A*0206 aparece com frequéncias elevadas apenas
em populagOes asiaticas e amerindias (74). Os alelos A*1101, A*2402 e A*3303
aparecem nos asiaticos com frequéncias significativamente mais elevadas do
gue noutras populacdes. Por outro lado, os alelos B*0801 e B*4402 aparecem
nos caucasianos com frequéncias muito mais elevadas do que em outras
populacdes (78). Entre os caucasianos, o alelo DRB1*0401 € o mais frequente
do seu grupo enquanto que nas populacdes asiaticas 0 mais prevalente é o
DRB1*0405 (79). Alguns alelos sédo considerados especificos do continente
africano ( A*0202, A*0225, B*1503, B*1516, B*2703, B*4202 e B*5703) e a sua

presenca em populacbes de outras origens reflete misturas ocorridas no
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passado (75). Outro exemplo, € o grupo HLA-B*27. O B*2705 é o alelo que
possui uma distribuicho mais ampla na populacdo mundial, apresentando
frequéncias mais elevadas nas regifes circumpolar e sub-artica da Eurasia e
América do Norte. O B*2702 possui distribuicdo restrita as populacdes
caucasianas, sendo particularmente predominante em algumas populacdes
caucasianas do Oriente Médio (judeus) e do Norte de Africa. O B*2703 é o alelo
deste grupo que predomina nas populagbes subsaarianas e o B*2704 o mais
frequente nas populagfes Asiéticas (80,81).

Os alelos dos diferentes genes do sistema HLA sao frequentemente
transmitidos em bloco de geracdo em geracdo e certos haplotipos séo
encontrados mais frequentemente do que o esperado pelas respectivas
frequéncias alélicas. Este fenbmeno, conhecido como desequilibrio de ligacéo,
resulta de uma localizacao fisicamente préxima dos locus envolvidos e do efeito
das forcas seletiva (82).

Inimeros haplétipos do sistema HLA tém sido identificados, cuja
distribuicdo geogréafica coincide com a existéncia de relacdes passadas entre as
populacdes (83-85). Por exemplo, o0s haplotipos A*010101-B*0801-
DRB1*030101 e A*2902-B*4403-DRB1*0701 sdo de origem européia,
considerando-se o primeiro de influéncia Celta (86). O haplétipo A*020101-
B*440301-DRB1*070101 tem sido encontrado nas populacdes do norte e oeste
europeu (83). Ja os haplétipos A*3301-B*1402-DRB1*010201 e A*020101-
B*180101-DRB1*1104 sdo considerados de origem mediterranea (84). O
haplétipo  A*020101-B*070201-DRB1*150101 tem sido encontrado em
populacbes européias e norte africanas e os haplétipos A*020101-B*510101-
DRB1*130101, A*010101-B*5801-DRB1*070101 e  A*3002-B*180101-
DRB1*030101 tém sido demonstrados como origem ibérica (83,84). Assim, as
frequéncias haplotipicas do sistema HLA, associadas as frequéncias alélicas,
permitem identificar a influéncia genética nas populagcbes humanas das
migracoes.

No Brasil, sdo poucos e genéricos os estudos de prevaléncia de

antigenos HLA. Devido a miscigenacao dos individuos brasileiros, tem sido
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observada certa dificuldade na classificacdo de racas. A raca e a etnia dos
brasileiros é extremamente heterogénea, com grande diversidade em alguns
estudos (59).

1.4.8. HLA como fator de Suscetibilidade e Resisténcia a Doencas

A funcdo do sistema HLA ja estd bem estabelecida e descrita na
resposta imunolégica antigeno-especifica pelas moléculas HLA (87).

Evidéncias apontam para algumas moléculas HLA definidas
sorologicamente em frequéncia aumentada entre individuos afetados por
determinadas doencas, com implicacbes importantes na medicina clinica
(88,89). Quando somente os antigenos classe | eram conhecidos, todas as
associacOes descritas referiam-se a estes antigenos. Posteriormente, com o
conhecimento dos antigenos classe Il, muitas doengas mostraram associacdes
mais fortes com tais antigenos, que estavam em desequilibrio de ligacdo com
aqueles que haviam sido originalmente atribuidos a suscetibilidade. Um
exemplo disto sdo as doencas inicialmente descritas em associacdo com HLA-
B8, ou com o haplétipo HLA-A1/B8, que mais tarde se descobriu estarem
associadas com o HLA-DR3. Isto pode ser explicado pelo desequilibrio de
ligacdo apresentado pelo haplétipo HLA-A1, B8, Cw4, DR3, DQ2 (90).

Ao longo de trés décadas, desde a criacdo da técnica sorolégica por
microlinfotoxicidade por Terasaki, as técnicas de tipificacio HLA vem
experimentando um grande avanco e hoje com as técnicas de biologia
molecular é possivel a identificacdo de diferencas nas sequéncias alélicas. Com
isso, as analises epidemiologicas usando técnicas de tipificacdo molecular de
alta resolugdo podem levar a identificacdo de um Unico residuo de aminoacido
ou de um pequeno conjunto de residuos criticos para a suscetibilidade ou
resisténcia a determinada doenga (91).

Os avancos na técnica de isolamento e sequenciamento de peptideos
permitem a identificacdo de peptideos ligados a varias moléculas HLA classes |

e Il e a definigdo dos motivos de ligagao a peptideos que sao “preferidos” para
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muitos destes complexos (92). Desta maneira é possivel a busca de peptideos
gue possam se ligar a molécula HLA a partir de alvos em potencial, como auto-
antigenos, microorganismos ou outros fatores precipitantes. A ligacdo de
peptideos a moléculas HLA e a apresentacdo destes as células T, confirmam os
papéis conhecidos desempenhados pelas moléculas HLA e moléculas alvos e
podem levar a estratégias especificas capazes de impedir ou retardar a
progressao da doenca(93).

Varias citacdes sdo encontradas na bibliografia acerca de alelos HLA
como fatores de protecdo para determinadas doencas (55,56,94). Outro
aspecto é o peso relativo que uma dada associacdo de predisposicdo ou
protecdo pode exercer sobre a etiopatogenia de uma doencga, pois pacientes
gue possuem genes de suscetibilidade e protecdo se comportam de maneira
distinta na instalacdo e progressdao da doenca quando comparados aos
pacientes que apresentam somente a associacao de suscetibilidade (93).

Alguns estudos tém sido desenvolvidos na busca de correlacionar
algumas doencas com os antigenos HLA como podemos observar (Tabela 1).

Tabela 1- Exemplos de doencas com forte associacdo ao sistema HLA,
adaptada (30).

Doenca HLA associado
Espondilite anquilosante B27
Diabetes mellitus dependente de insulina DR3+DR4
Sindrome de goodpasture DR2
Pénfigo vulgar DR4
Uveite anterior aguda B27
Lapus eritematoso sistémico DR3
Esclerose multipla DR2
Doenca de graves DR3
Artrite reumatoide DR4
Miastenia gravis DR3
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1.4.9. Associacao do Sistema HLA com HIV-1

Além das respostas imunes, os fatores genéticos do hospedeiro tém um
importante papel quer na suscetibilidade e resisténcia a infeccdo pelo HIV e a
velocidade de progressdo para AIDS. Um destes fatores é a supressédo do
maior co-receptor responsavel pela entrada do virus na célula T CD4+, o
receptor CCR5 (94).

A resposta imune do hospedeiro envolve uma relagdo complexa entre os
sistemas imune adaptativo e o inato, 0os quais determinam o resultado da
infeccdo por diferentes patdogenos. Diversas familias de genes envolvidos na
resposta imunoldégica, tais como genes HLA classes | e Il do MHC, demonstram
alta diversidade. Variantes nesses loci tém sido associados com resisténcia ou
suscetibilidade a varias doencas. Tipagens moleculares de coortes bem
definidas tém demonstrado influéncia da diversidade do HLA em doencas de
etiologia viral, tais como causada por HIV-1, virus da hepatite B, virus da
hepatite C e papiloma virus (95). A combinacédo de rapida replicacdo e a alta
velocidade de mutacdo observada para o HIV tem sido um desafio para o
sistema imune e para o desenvolvimento de uma vacina preventiva ou
terapéutica. O resultado da infeccao pelo HIV-1 é altamente variavel entre os
individuos e estudos epidemiolégicos tem identificado genes do sistema imune

gue parecem influenciar na progressao da doenca pelo HIV (96).

Assim como outros genes do sistema HLA, o gene HLA-B exerce sua
principal fungcdo no sistema imune, como apresentador de peptideos
antigénicos as células T CD8+, tendo também grande influéncia na sobrevida
de Orgdos transplantados, na progressdo de doengas infecciosas e ha
suscetibilidade a certas doencas autoimunes (97).

A influéncia do sistema HLA no efeito clinico garante ajudar na
investigacdo e entendimento da patogénese da doenca, o que pode auxiliar na
geracdo de uma vacina efetiva. A vantagem de ser heterozigoto para os alelos

HLA classe | provavelmente reflete na capacidade de moléculas HLA classe |
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distintas apresentarem diversos epitopos aos linfocitos T, resultando em uma
ampla resposta e adiando a incidéncia da evasao viral. A preferéncia por alelos
HLA classe | pode refletir sua capacidade de apresentar epitopos virais
conservados a células T CD8+ (98).

Ja foi demonstrada a ligacdo entre alguns tipos de HLA e a baixa
progressdo da doenca pelo HIV, através das analises dos dados do Multi-
Center AIDS Cohort Studies (MACS). Recentemente foi demonstrado que
alguns alelos HLA, tais como o HLA-B27 e HLA-B57, estdo associados a um
melhor progndstico, enquanto outros, como o HLA-B35, estdo associados com
a progressao para doenca (96,99). O mecanismo pelo qual o HLA influencia o
desenvolvimento de doenca ainda ndo esta bem esclarecido. Alguns
pesquisadores sugerem que as moléculas de HLA podem estar diretamente
envolvidas na replicacdo do HIV, (98) embora mais pesquisas sejam
necessarias para entender melhor este processo.

A sobrevida prolongada de caucasianos portadores do virus da AIDS foi
atribuida a heterozigose completa para os loci do sistema HLA de classe I, e/ou
pela baixa frequéncia de alelos associados a doenca, como HLA-B35 e HLA-
C04, observada nestes individuos (57,96,99). O fato da associacdo com HLA-
B35 ter sido observada tanto em europeus quanto em africanos fortalece a
evidéncia de que este alelo seja o responsavel por exercer um efeito na
resposta imune a infeccdo por HIV (100). Em estudo realizado com 375
individuos sul africanos infectados pelo HIV, um ndmero significativamente
maior de respostas de células T CD8+ foi restrita ao HLA-B se comparado as
moléculas HLA-A. Além deste fato, foi verificada uma maior pressao de selecdo
imposta ao virus HIV-1 por certos alelos HLA-B do que por alelos HLA-A,
indicando que o principal foco de atividade viral seja o HLA-B (101).

O HLA-B57 esta fortemente associado a progressdo mais lenta para
doenca em pacientes infectados pelo HIV-1 (99). Individuos sem terapia
antirretroviral que mantém viremia plasmatica abaixo de 50 coépias/ml e
contagem normal de linfécitos T CD4+, denominados controladores de elite, séo

enriquecidos com o HLA-B57 e bloqueiam com sucesso os efeitos nocivos do
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HIV, através de mecanismo ndo completamente esclarecido (99,102). Mutacdes
nos epitopos restritos ao HLA-B57 tém sido observadas, mas o significado
delas ainda néo é claro (99,102).

O HIV-1 induz vigorosa resposta imune do hospedeiro, critica no controle
da replicacédo viral, mas que falha na maioria dos individuos. Os individuos que
permanecem livres da doenga durante décadas sao conhecidos como long term
non progressors (LTNP) ou ndo progressores (99). Outro alelo HLA classe |, o
HLA-B27, aparece com maior frequéncia em comparacdo a populacao controle,
implicando em um papel antiviral para os alelos classe | restrita as células T
CD8+ que destroem células infectadas (99,103-105). De fato, estudos com
deplecdo de células T CD8+ em macacos reso infectados pelo virus da
imunodeficiéncia simia (SIV) (106), confirmam que o sistema imunoldgico
exerce pressao sobre o virus (107-110). Esta claro, entretanto, que a magnitude
da resposta dos CTLs sozinha nédo é suficiente para controlar a replicacao viral
por si s6 e as propriedades funcionais de memoria das células T CD8+ séo
criticas para controlar a infeccdo. A capacidade proliferativa pode ser o fator
chave na eficiéncia antiviral da imunidade da célula T, particularmente em
individuos HLA-B27 e HLA-B57. Estudos em macacos infectados pelo SIV e
outros da historia natural da infeccdo do HIV avaliaram as variantes associadas
ao escape com o controle efetivo da viremia (111,112). No modelo animal havia
ocorrido trés mutacdes que favoreciam ao escape. A primeira mutacéo foi na
regido tat, no epitopo conhecido como SL8 em Mamu-A*01l. A segunda
mutacédo foi na regido nef, no epitopo conhecido como IW9 em Mamu-B*17. A
terceira mutacédo foi na regido gag no epitopo conhecido como CM9. Os alelos
A*01 e B*17 estdo associados com o controle efetivo do SIV e,
presumivelmente, exercem consideravel pressdo no virus. Quando esta
mutacéo tripla no virus foi usada para infectar animais que eram Mamu-A*0l e
Mamu-B*17 positivos, o escape foi preservado (111). Nas infec¢cdes em animais
que eram Mamu-A*01 e Mamu-B*17 negativos, a mutagdo CM9 em gag revertia

rapidamente a sua origem, seguida pela mutacdo IW9 em nef. Em contrate, a
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mutacdo SL8 em tat persistia na vida dos animais. Estes dados indicam que
existe certa resisténcia viral quando ha escape ao epitopo tat SL8 (111).

Estudos semelhantes de infeccéo pelo HIV (113-115) tém focado em
individuos positivos para HLA-B*57 e HLA-B*5801 (99), porque esses alelos,
semelhantes aos HLA-B*27, tém sido associados a baixa progressao da doenca
(99,107,113-117). O CTL especifico dominante na infec¢cdo aguda em pacientes
HLA-B57 esta direcionado para o epitopo p24 Gag TSTLQEQIGW, conhecido
como TW10 (109). Em 75% dos individuos positivos HLA-B*57 e HLA-B*5801
ocorre escape no inicio da infeccéo por intermédio da substituicdo da treonina
pela aspargina (T242N) na posicdo 3 do epitopo. Além disso, em individuos
positivos HLA-B*57/HLA-B*5801, é observada uma substituicdo da glicina pela
alanina na posicao 9 do epitopo (G248A). A transmissdo desses escapes
mutantes para individuos que ndo possuem HLA-B*57/HLA-B*5801 resulta em
reversao do mutante T242N, persistindo a variante G242A. A mutacdo T242N
do epitopo em individuos HLA-B*57 é um exemplo de escape que ocorre no
inicio da infeccdo. No entanto, neste caso, observa-se que a pressdo para
escape é particularmente intensa e tem sido motivo de estudo para investigar
mudancas na sequéncia gag em um pequeno grupo de individuos HLA-B*57,
pacientes ndo tratados que mantiveram extraordinariamente baixos niveis da
viremia (menos que 50 coOpias/mL) por mais de duas décadas (124). Esses
individuos que controlaram a infeccdo demonstraram no T242N mutacdo no
epitopo TW10 e a supressao da viremia foi completa (118). Isto pode explicar o
mecanismo pelo qual o HLA-B57 esta associado ao sucesso do controle do
HIV.

1.5. Relacdo do HLA B57 e reagédo adversa ao Abacavir

Abacavir (ABC) é uma droga usada no tratamento da infeccao pelo HIV-

1, nucleosideo anélogo ao inibidor da transcriptase reversa. Embora esta droga
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apresente alta eficacia, uma reacdo curiosa foi identificada em alguns
individuos, com caracteristicas de hipersensibilidade (119).

Aproximadamente, 5 & 8%, de individuos caucasianos com infeccao pelo
HIV-1 que inicia uma terapia antirretroviral que contém abacavir apresentam
reacao de hipersensibilidade, e estas reacdes normalmente ocorrem dentro das
6 primeiras semanas de tratamento (média de 11 dias), caracterizada por
exantema cutaneo, febre e sintomas gastrointestinais e respiratorios. A reacao
de hipersensibilidade pode causar hipotensao e levar a morte (120).

O mecanismo desta reacdo ndo € conhecido, mas os sintomas clinicos
sugeriam uma reacao imunoldgica influenciada por fatores genéticos. O estudo
realizado por Seth Hetherington e colaboradores detectou associacdes entre
polimorfismo genético e a suscetibilidade & hipersensibilidade ao abacavir. e
fortes associacdes entre o sistema HLA e a hipersensibilidade ao abacavir tem
sido demonstradas em populacao constituida de caucasianos (121).

Em 2002 a associagdo entre o diagnostico de reacdo de
hipersensibilidade ao abacavir e a expressao do alelo HLA-B*5701 foi descrita
independentemente  por dois grupos de pesquisa (120,122) e
subsequentemente por outros estudos. Estudo de coorte com infeccéo pelo
HIV-1 que evitam a droga Abacavir em individuos HLA-B*5701 demonstrou a
redugéo significante da incidéncia de reacgdo de hipersensibilidade (122).

O alelo HLA-B*5701 estd associado com desenvolvimento de
hipersensibilidade ao abacavir entre 70 e 90% de individuos caucasianos que

expressam este alelo (119).

1.6. Papel dos linfocitos T CD8+

Varios fatores podem influenciar a replicacdo viral durante a infecgcao
aguda até o estabelecimento do ponto estavel viral, incluindo a aptidao
replicativa do virus infectante, fatores genéticos e resposta imune do

hospedeiro. Enquanto anticorpos neutralizantes anti-HIV sdo raramente
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detectados durante a infeccao priméaria, um namero de estudos demonstrou um
papel crucial da resposta imune celular para o controle inicial da replicacdo
durante este estdgio da infeccdo. Uma macica expansdo da resposta
monoclonal das células T CD8+ foi descrita durante a infec¢cdo aguda pelo HIV
(99,123) e a funcdo das células T CD8+ especificas foi associada com o
declinio da viremia (113,114). Estas células T CD8+ tém a capacidade de
eliminar diretamente as células infectadas pelo HIV por uma citélise restrita ao
MHC classe | ou indiretamente pela producéo de citocinas, quimiocinas ou
outros fatores soluveis que diminuem a geracéo de novos progenes virais (115).
A relevancia biologica das células T citotoxicas (CTL) na infeccdo aguda foi
realcada em estudos in vivo, que demonstraram um dramatico aumento da
viremia do virus SIV e uma aceleracdo no progresso da doenga em macacos
apos a deplecao artificial de células CD8+ (106,116). Uma evidéncia adicional
sobre a pressdo antiviral das células CTL especificas para o HIV durante a
infeccd@o priméaria foi fornecida pela rapida selecdo de cepas virais com epitopos
de mutacbes de CTL que foram detectadas poucas semanas apoés a infeccao

pelo HIV ou SIV no homem e no macaco, respectivamente (109,111,112).

Em 1994, foi demonstrado pela primeira vez que linfécitos T CD8+ estao
relacionados a supressdo da replicacdo do HIV em dois estudos, onde a
reducdo da viremia na infeccdo aguda estava temporariamente associada ao
aparecimento de linfécitos T CD8+ especificos contra o HIV (113,114). O
importante papel de linfécitos T CD8+ foi confirmado com trabalhos envolvendo
modelos de infeccdo em macacos pelo SIV. Nestes estudos, anticorpos
monoclonais contra a molécula CD8 foram usados para depletar os linfécitos T
CD8+ circulantes, o que resultou na perda do controle da viremia tanto na fase

cronica, quanto na aguda (116,124).

O papel destas células no escape da resposta linfocitaria isto é, variacao
da sequéncia genética viral resultando em diminuigdo do reconhecimento por
linfécitos T CD8+, tanto na patogénese da infeccdo pelo HIV quanto pelo SIV,

ainda ndo é claro. Enquanto estudos recentes ampliam as evidéncias do
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escape aos linfécitos T CD8+ na infeccdo por virus causadores de
imunodeficiéncia, a natureza completa deste escape ainda é desconhecida .
Dados de modelos de infeccdo em macacos por SIV tém, conclusivamente,
demonstrado que o escape aos linfocitos T CD8+ ocorre na fase crbnica da
infeccdo (125,126). Este escape foi também documentado durante a fase aguda
(111,112) e ao longo da fase crbnica (127-129) da infeccdo pelo SIV. Foi ainda
demonstrada ampla associagcdo entre polimorfismos nas sequéncias de
aminoacidos dos virus em certos residuos e a expressdao de moléculas
particulares de HLA de classe | por meio de andlises de sequéncias genéticas
de HIV, em uma coorte de mais de 300 individuos infectados (130), indicando

que o escape € provavelmente um evento comum na infeccgao.

Durante a infeccdo aguda pelo HIV, o nimero de células T CD4+ diminui
para niveis que podem favorecer o desenvolvimento de infeccBes oportunistas
(118). Mesmo quando a contagem de células T CD4+ se recupera apés a
resolucdo da infeccao primaria, raramente volta aos niveis basais na auséncia
de terapia antirretroviral. Por outro lado, com o declinio da contagem de
linfécitos T CD4+, o agravamento qualitativo da funcéo destas células é talvez a
anomalia mais caracteristica detectada na infec¢cdo pelo HIV. O agravamento
da funcdo especifica dos linfécitos T CD4+ ocorre muito precocemente na
infeccdo aguda (131-133), potencialmente devido a infeccdo preferencial de
células T CD4+ especificas contra o virus (133).

A infeccdo pelo HIV-1 apresenta-se em 40-90% dos casos como uma
doenca transitéria sintomatica associada aos elevados niveis de replicacao do
HIV e a uma resposta imunolégica especifica crescente. Durante 0s momentos
precoces da infec¢do pelo HIV, o virus replica-se largamente na auséncia de
qualquer resposta imune de adaptacao, atingindo niveis que podem ultrapassar
100 milhdes de cépias/mL. E durante este ciclo inicial de replicagéo viral que
ocorrem importantes processos patogénicos. Incluem-se a disseminacdo para
uma série de reservatorios tissulares e a destruicdo de linfocito T CD4+
especificos para o HIV. Os elevados niveis de viremia sdo normalmente de

curta duracao, indicando que o hospedeiro € capaz de gerar uma resposta
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imune que controle a replicagcdo. Nas semanas seguintes, a viremia diminui
antes de atingir um ponto estavel. Este nivel de viremia € um fator preditivo
significativo da taxa de progressdo da doenca em longo prazo (134).

A resposta dos CTL é importante no controle da replicagdo do HIV e
estas diversidades dos epitopos especificos do HIV aos CTL sdo uteis como
alvos das células infectadas importante para o sucesso do controle do HIV. E
consenso entre alguns estudos que a magnitude da resposta dos CTL se
correlaciona com o controle da viremia. (107,135-139).

Os estudos de escape envolvendo CTLs tém focado no componente
peptideo-MHC do complexo trimolecular que também inclui o receptor de célula
T (TCR). Cada individuo possui alguns TCRs que podem se ligar ao complexo
peptideo-MHC. A natureza precisa do TCR expressado pelos virus CTLs-
especificos podem ter uma importante funcdo no tempo de escape do CTL. A
diversidade do TCR influencia a pressdo imposta pelo HIV (132,133). A
atividade dos CTLs para sua célula alvo através da interacdo de seus TCRs
com o complexo peptideo-MHC pode ser importante para determinar se o
escape de reconhecimento do epitopo ocorre no inicio ou mais tarde apds a

infeccéo.

1.7. HLA B57 e progressao para AIDS

Até o0 momento, ndo existe informacao definitiva para explicar como
individuos infectados pelo HIV-1 que possuem o alelo HLA-B57 conseguem
controlar melhor a replicagéo viral. Neste estudo, avaliamos a frequéncia desse
alelo em recém infectados pelo HIV-l e descrevemos as caracteristicas dos

pacientes.
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JUSTIFICATIVA



2. JUSTIFICATIVA

A constituicdo de coorte de pacientes recém infectados pelo HIV-1 do
Estado de Sao Paulo foi uma excelente oportunidade para avaliar a associacéo
do HLA-B57 com os aspectos laboratoriais associados a melhor controle da
replicacdo viral. Ao tipificar o HLA de todos os participantes, confirmamos que
ha 7,2% de individuos HLA*B57. Os valores de linfécitos T CD4+ e a carga viral
do HIV-1, entretanto, revelaram que cerca de metade deles tém claro privilégio
no controle da replicacdo viral, o que permitiu dividir em dois grupos bem
definidos de individuos.

Isto permite consideragbes importantes sobre a imunopatogénese da
infeccdo e oferece interessante oportunidade para explorar como este alelo esta
relacionado a fendtipo favoravel apdés a infeccdo pelo HIV-1. O presente

trabalho descreve a identificacdo destes pacientes nesta coorte.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral: Estudar a frequéncia e o comportamento da progressao

para imunodeficiéncia em individuos HLA-B57 recém-infectados pelo HIV-1.
3.2. Objetivos especificos: Mapear a coorte para identificar pessoas
recentemente infectadas pelo HIV-1 que expressam HLA B*57 e estabelecer
uma associacdo com melhor controle da replicacdo viral e contagem de
linfécitos T CD4+.

3.2.1 Sub-objetivo A: Identificar os subtipos dos alelos HLA B*57.

3.2.2 Sub-objetivo B: Verificar se os alelos HLA B*57, tipificados até quatro

digitos, identificam gendétipo especifico relacionado ao controle da viremia.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Caracterizacdo da amostra populacional

As amostras foram obtidas sequencialmente. Os nimeros das centenas
podem variar de acordo com o local de inclusdo do voluntario. Os participantes

estao identificados por numeros arabicos.

4.1.1. Coorte de individuos recém-infectados pelo HIV-1.

No ano de 2002 iniciou-se o desenvolvimento de uma coorte prospectiva
de individuos recentemente infectados pelo HIV. O projeto foi planejado para
identificar, recrutar e realizar seguimento prospectivo de individuos
recentemente infectados pelo HIV (140) empregando o critério STARHS
(serologic testing algorithm for recent human immunodeficiency virus
seroconversion) (ELISA sensivel reagente, ELISA de menor sensibilidade néo-
reagente) (141) para identificar infeccéo pelo HIV nos dltimos seis meses. Os
pacientes identificados com infec¢do recente foram consultados para participar
da coorte, de acordo com o algoritmo da Figura 9.

Aos individuos que procuraram o0s Servicos de Testagem e
Aconselhamento da Secretaria Municipal de Saude de S&o Paulo participantes
deste estudo e que receberam resultado positivo de sorologia para o HIV-1,
método Elisa e confirmado pelo teste Western Blot, foram submetidos ao
STARHS, realizado com o kit HIV-1 ELISA test Vironostika HIV-1 micro-ELISA
(BioMérieux, Durham, NC, EUA), apés assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido 1. Quando negativo, indicando possibilidade de infecgcéo
recente, os voluntarios foram convidados a participar do estudo, apos
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 2 (Figura 9).

Foram considerados pacientes recém infectados pelo HIV-1 que

apresentaram pelo menos um teste Elisa para HIV-1 positivo confirmado pelo
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teste Western Blot, mas negativo usando o teste menos sensivel HIV-1 ELISA,

teste Vironostika.

[ Wisita para teste e aconselhamento J

[ Aconselhamento g teno de consentimento para STARHS ]

]

{ Sorologia para o HIV no Laboratario Central Lapa J

{ HIV positiva | { HIV negativo }
|
[ STARHS J

{F‘usitivn (sem infeccéo recente)][megativn (cam infeccAn recente)]

Pas-aconselhamento g Assinatura de termo de Piis-
Encaminhamento consentimento para aconselhamento
participacao no estudo

[ Yisita clinica e coleta de amaostras prospectivas J

Figura 9: Algoritmo de fluxo para captacéo de voluntarios para a coorte.

4.1.2. Critérios de inclusdo e exclusdo do estudo

Foram obedecidos os seguintes critérios de inclusédo e exclusao:

A. Critérios de inclusao

Idade igual ou superior a 18 anos completos;
Teste de deteccdo de anticorpos anti-HIV pela técnica de ELISA, com

resultado positivo, confirmado por teste de Western-Blot;
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Teste com ensaio imunoenzimatico para deteccado de anticorpos anti-HIV
com resultado positivo, porém com resultado negativo apds método com
ensaio imunoenzimatico menos sensivel;

Hematocrito de 28% ou mais, obtido antes da coleta de sangue quando

da inclusado no estudo.

B. Critérios de excluséo
Relato de teste soroldgico para o HIV com resultado reagente, realizado
ha quatro meses, ou antes;
Mulheres gravidas ou amamentando;
Resultado de teste de gravidez realizado com amostra de urina, obtido
antes da coleta de sangue, com resultado positivo;
Qualguer afeccdo que na opinido do investigador, possa interferir com a
avaliacdo dos objetivos do estudo;
Presenca de qualquer indicacdo de que o0 paciente apresente
comprometimento significativo do sistema imunolégico na primeira
consulta médica, por exemplo, uma doenca oportunista grave ou um
tratamento para uma doenca oportunista grave;
Presenca de qualquer indicacdo de que o paciente ndo goze de plena
capacidade mental ou que ndo seja capaz de compreender os termos do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.1.3. Avaliagéo inicial dos pacientes

Apos a inclusdo dos voluntarios, foram realizados todos os exames
laboratoriais necessarios, seguido de consulta clinica, para acompanhamento
do paciente conforme recomendacédo do Ministério da Saude para individuos
infectados pelo HIV-1 (142).

Os voluntéarios foram questionados durante consulta médica inicial sobre
a presenca de sintomas sugestivos de infeccdo recente nos quatros meses

anteriores a realizacéo da primeira sorologia. Os sintomas questionados foram:
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febre, quadro compativel com resfriado ou gripe, fraqueza intensa ou
indisposicao, presenca de adenomegalia, exantema, lesées na mucosa oral ou
algum outro quadro apresentado no periodo, bem como data e duracdo dos
sintomas.

A indicacdo de inicio do tratamento também seguiu as recomendacdes
de 2006 do Ministério da Saude descritas no documento (Recomendacgdes para
Terapia Anti-Retroviral em adultos e Adolescentes Infectados pelo HIV), que
indica o tratamento para pacientes com contagem de linfécitos T CD4+ abaixo
de 200 células/pL e considera o tratamento para pacientes com contagem de
linfécitos T CD4+ entre 200 e 350 células/pL, de acordo com evolucdo de
parametros viroldgicos, imunoldgicos e clinicos (150). Mais recentemente, 0s
critérios de tratamento foram adaptados a nova publicacdo do Ministério da
Saude, com as nhormas consensuais mais atuais de tratamento (150).

Nem toda a contagem de linfocitos T CD4+ menor que 300 células/uL
resultaram em inicio de tratamento. Os testes séo repetidos para confirmacao e

a necessidade de adeséo ao tratamento foi discutida com o paciente.

4.2. Contagem de linfocitos T CD4+ e CD8+

A contagem de linfécitos T CD4+ e CD8+ foi realizada utilizando-se a
técnica de marcacao de linfécitos com monoclonais conjugados, anti CD3, CD4
e CD8, (Kit Tri Test, BD Biosciencies, San Diego, Califérnia, EUA); CD4
conjugado com isotiocianato de fluoreceina (fluorescein isothiocyanate, FITC),
CD8 conjugado com ficoeritrina (phycoerythin, PE) e CD3 conjugado com
proteina de clorofila peridina (peridin chlorophil protein, PerCP). Foram
colocados 20 pL de monoclonais e 50 pL de sangue em tubos TrueCount (BD
Biosciences), incubados por 15 minutos em temperatura ambiente e em
seguida, adicionados 450 pL de solugdo de lise diluida 1:10 com nova
incubacdo de 15 minutos. As amostras de células sdo adquiridas em citbmetro
FACSCalibur (BD Biosciences), equipado com laser de argbnio de 15 mWw, 488

nm, refrigerado a ar, com expansor prismatico e lentes esféricas, criando um
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feixe eliptico de 20 x 64 um, com fluxo da amostra de 60 +/- 7 pyL/min. As
dispersdes de luz frontal e lateral foram detectadas com fotomultiplicadores,
com valores de 530/30 nm para FITC, 585/42 nm para PE, 650 nm para PerCP
e 661/16 nm para aloficocianina (APC), com valores obtidos em escala
logaritmica. O citbmetro € aclopado ao microcomputador (Machintosh Power
PC, modelo 7300/200, Apple Computer Inc., Cupertino, Califérnia, EUA), que
permite o controle da aquisicdo dos parametros descritos para cada evento,
com armazenamento de dados em disco rigido. Para aquisicdo e a andlise da
contagem de linfocitos T CD4+ e CD8+ foi utilizado o programa MultiSet (BD

Biosciences), de acordo com as normas do fabricante.

4.3. Quantificag&o da carga viral

A dosagem de RNA plasmatico foi realizada empregando-se teste RT-
PCR AMPLICOR HIV-1 MONITOR versdo 1.5 (Roche Diagndésticos,
Indiangpolis, IN, EUA até Janeiro de 2007 e posteriormente substituido pelo
teste bDNA (Versant-bDNA HIV-1 RNA 3.0 Assay, Bayer Health Care LLC

Tarrytown, NY) executadas de acordo com os protocolos dos fabricantes.

4.4.Técnica de extragdo do DNA gen6mico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando-se o kit QlAamp®
DNA Blood Kit (QIAGEN), de acordo com as instru¢des do fabricante. Em tubos
de 1,5 mL, foram adicionados 0,9 mL de solucéo de lise, 300uL de sangue total,
que foram misturados com auxilio de agitador (PHOENIX, mod. AP56) durante
30 segundos e incubados durante 5 minutos a temperatura ambiente e entdo
centrifugados entre 12.000-16.000 rotagbes por minuto (rpm) durante 20
segundos. Todo o sobrenadante foi removido. Foram adicionados 500uL de
solugdo de extracdo (Extraction Solution) e os tubos foram homogeneizados
como descrito acima e incubados 5 minutos a temperatura ambiente. Todos os

volumes, foram transferidos para as colunas de separacdo e centrifugados a
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8.000 rpm durante 1 minuto. Os filtrados foram descartados e as colunas foram
colocadas em outros tubos coletores. Foi adicionado novamente 500 plL de
Solucdo de extracdo (Extraction Solution) e os tubos foram centrifugados a
8.000 rpm durante 1 minuto. Os filtrados foram descartados e as colunas foram
colocadas em outros tubos coletores. Foi adicionado 500uL de solucdo de
lavagem (Wash Solution) e os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm durante
3 minutos. Os filtrados foram descartados e as colunas transferidas para outro
tubo de 1,5 mL e adicionado 100 uL de agua a 70°C para a eluicdo do DNA.
Apds 1 minuto de incubacdo a temperatura ambiente, as colunas foram
centrifugadas a 8.000 rpm por 1 minuto e o0 DNA gendmico extraido e pronto

para ser utilizado em reacao de PCR.

4.5. Técnicas de tipificacdo dos alelos HLA

A tipificagdo dos alelos HLA foi realizada com duas metodologias,
descritas a seguir.

4.5.1. PCR-SSP

A metodologia de reacdo em cadeia da polimerase utiliza
oligonucleotideos iniciadores sequéncia especificos, do inglés: Polymerase
Chain Reaction-Sequence Specific Primers (PCR-SSP) é baseada no principio
de que oligonucleotideos iniciadores complementares sao utilizados de forma
mais eficaz, pela Taq polimerase recombinante, para amplificar uma sequéncia
alvo do que um iniciador sem complementaridade perfeita. Os pares de
iniciadores séo delineados para apresentar apenas correspondéncias perfeitas
com um unico alelo ou grupo de alelos. Sob condi¢cdes de PCR estritamente
controladas, os pares de iniciadores com perfeita complementaridade traduzem-
se na amplificacdo de sequéncias alvo (ou seja, um resultado positivo),
enquanto que pares de iniciadores sem correspondéncia ndo se traduzem em

amplificagéo (ou seja, um resultado negativo) (143).
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A tipificacdo dos alelos HLA foi realizada pela metodologia SSP de
acordo com as normas do fabricante do kit SSP Uni tray da Pel Freez. Os kits
SSP utilizados séao elaborados em placas para PCR de 96 pocos, sendo que
cada placa tipifica uma amostra, para os loci HLA-A, HLA-B e HLA-C.

Para uma reacéo de PCR foi utilizado 32 pL do master mix (Kit), com 7,6
ML de DNA e 0,32 uL de Tag Polimerase adicionadas na placa de SSP Uny
Tray ABC e colocada no termociclador , utilizando o seguinte programa:
(Quadro 1).

Quadro 1. Programa da PCR-SSP

Passo Temperatura °C Tempo N° de ciclos

1 96° C 02:00 1

2 96° C 00:15 10
65° C 00:60

3 96° C 00:10 20
61°C 00:50
72°C 00:30

4 4°C infinito 1

Ap6s a amplificacdo pela PCR, os fragmentos de DNA amplificados
foram separados por eletroforese em gel de agarose 2% e tampao TBE 0,5x
(Trizma base 45mM, acido borico 45mM, EDTA 0,01M em pH8,0), corados com
brometo de etideo na concentracdo final de 0,5ug/mL do gel e fotografados
durante exposicao a luz ultravioleta. A corrida eletroforética foi por 10 minutos &
150 Volts.

A interpretacao dos resultados de PCR-SSP foi baseada na presenca ou
auséncia de um fragmento de DNA amplificado visualizado no gel.

Existe um par de iniciadores de controle interno incluido em todas as
reacoes da PCR. Este par amplifica uma regido conservada do gene da -
globina humana, presente em todas as amostras de DNA. O resultado de sua
amplificacdo € a presenca da banda do controle interno, a qual € usada para

confirmar a integridade da reagdo de PCR. A banda visivel entre ela devera ser

43



considerada como banda de tipagem positiva. Na presenca de uma banda de

tipagem positiva, a banda do controle interno pode ser fraca ou ausente.
4.5.2. PCR-SSO Luminex

Além do método SSP descrito anteriormente, a caracterizagdo dos alelos
do gene HLA também foi feita pelo método de PCR-SSOP, empregando-se o
Kit LABType SSO, fabricado por One Lambda Inc. Optou-se por mais de um
meétodo de tipagem devido ao numero grande de amostras, o que levariamos
muito mais tempo utilizando-se somente o0 método SSP tipando uma amostra
por vez, ao passo que , através da técnica SSO multiplas amostras podem ser
processadas e tipadas em uma so vez. Este motivo também levou a escolha de
um kit comercial, desenvolvido por empresa com tradicdo em kits de
diagnéstico para tipagem de alelos de genes do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC).

Todos os procedimentos para o0 uso do Kit LABType SSO foram
realizados de acordo com as instrucbes do fabricante, e consistem
primeiramente em uma amplificacdo da regido do gene de interesse, sendo o
produto desta amplificacdo biotinilado. Este produto de PCR marcado € entéo
desnaturado e mantido na forma de simples fita através do uso de tampdes. O
produto de PCR de fita simples é reibridizado com sonda de sequéncia
especifica. Estas sondas estdo conjugadas na superficie de microesferas
codificadas por cores. Ap6s a rehibridizacdo é feita a marcacdo com
estreptavidina conjugada com ficoeritrina (SAPE).

As reac0des sao lidas no citdmetro de fluxo LABScanTM, 0 qual emprega a
tecnologia conhecida como Luminex, onde um laser de cor vermelha com
comprimento de onda de 633nm reconhece a cor da microesfera e outro laser
verde com comprimento de onda de 532nm reconhece se esta microesfera esta
ou ndo marcada com SAPE, o que determina sua positividade. As andlises das
tipagens foram realizadas com o auxilio do software HLA Visual versao 2.0 que

faz a coleta de dados e a determinacédo dos alelos.
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A metodologia de tipagem através da reacdo em cadeia da polimerase
utiizando  oligonucleotideos-sonda  sequéncia-especificos, do inglés:
Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotide Probes (PCR-
SSOP) utilizada neste estudo emprega a tecnologia Luminex. Esta tecnologia
consiste em um sistema de multi-andlise que trabalha com um conjunto de
microesferas codificadas por cores que representam diferentes comprimentos
de onda, as quais sdo analisadas em citometro de fluxo. Microesferas
codificadas por uma determinada cor contém em sua superficie apenas sondas
de oligonucleotideos de mesma sequéncia, sendo assim, diferentes
microesferas podem ser trabalhadas em um Unico tubo, substituindo o formato
multi-pogos convencional. A metodologia assemelha-se a técnica SSOP
padrdo, onde primeiramente a regido alvo do DNA é amplificada e desnaturada,
seguindo-se a hibridizagdo com sondas marcadas e de sequéncia conhecida.
No entanto, na tecnologia Luminex a regido alvo do DNA é amplificada com o
uso de oligonucleotideos iniciadores biotinilados, entdo, os produtos marcados
sdo desnaturados e hibridizados em um Unico tubo com as sondas acopladas
as microesferas. Por ultimo faz-se a marcacdo com estreptavidina conjugada
com ficoeritrina e a leitura da reacdo. Este método também é chamado de
SSOP reverso devido ao fato das sondas estarem imobilizadas em uma
superficie.

Reacao de amplificacéo:

Foi adicionado em microtubo previamente identificado 1,0 pL de amostra
de DNA gendmico extraido. Em outro microtubo foi preparado uma mistura
contendo 0s seguintes reagentes: D-Mix, a sonda especifica e a enzima Taq
polimerase, de acordo com o Quadro 2. O tubo foi agitado em um agitador tipo
Vortex por 10 segundos e centrifugado rapidamente; e adicionado 5,6 uL em
cada tubo contendo a amostra e colocado no termociclador para amplificacao

conforme programa citado no Quadro 3.
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Quadro 2: Protocolo de Amplificacdo PCR-SSO

N° de D-Mix (uL) Sonda de Taq Polimerase
Reacbes Amplificacdo (uL) 5U/uL (uL)
1 4,6uL 1,3uL 0,06uL
8 36,8uL 10,4uL 0,48uL
16 73,6uL 20,8uL 0,96puL
24 110,4uL 31,2uL 1,44uL
32 147,2uL 41,6pL 1,92uL
96 441,6pL 124,8uL 5,76pL

Quadro 3: Programa de amplificacdo PCR-SSO

Passo Temperatura °C Tempo min N° de ciclos

1 96° C 03:00 1
96° C 00:20

2 60° C 00:20 5
72°C 00:20
96° C 00:10

3 60° C 00:15 30
72°C 00:20

4 72°C 10:00 1

5 4°C infinito 1

Hibridizacao

Uma placa de PCR 96 orificios (fundo em V) foi identificada conforme o
locus a ser hibridizado. Em cada orificio foi adicionado 1 pyL do tampdo de
desnaturacdo e 1,6 pL do produto amplificado para cada poco da placa de
PCR seguindo a ordem dos respectivos locus e homogeneizado
vigorosamente com a pipeta até obter uma coloracédo rosa forte. A placa foi
selada com a tampa de silicone e agitada no agitador tipo Vortex e
centrifugada por alguns segundos. A placa foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apos a incubacao foi adicionado 1,6 pL do tampéao de
neutralizagcdo e a placa novamente agitada por alguns segundos até obter

uma coloragcédo amarela por igual.
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Foi adicionado 12,6 pL do conjugado de microesferas com tampao de

hibridizacdo previamente preparado conforme Quadro 4 em cada poco e a

placa agitada por alguns segundos e incubada a 60°C por 15 minutos. Apés a

incubacgéo foram realizadas trés lavagens com 35 pL de tamp&o de lavagem

em cada poc¢o. Apos a ultima lavagem foi adicionado 16 pL do substrato SAPE

em cada poco preparado de acordo como o Quadro 5. A placa foi novamente

agitada e incubada em 60°C por 5 minutos. Apds a incubacédo foi realizada

uma lavagem com 35 pL com solugdo de lavagem e adicionado 60 pL de

Sheath fluid. O contetdo foi homogeneizado com auxilio de uma pipeta e

transferido para uma placa ELISA com fundo em V. A placa foi levada ao

Labscan 100 para leitura e aquisicdo dos resultados e andlise realizada

através do programa Fusion verséo 2.0.

Quadro 4: Protocolo de hibridizacéo (Célculo para as microesferas)

N° Testes Tampéo Hibridacéo microesferas

(HL) (L)

1 11,3pL 1,3uL

8 90,4uL 10,4pL

16 192,1uL 22,1uL

24 293,8uL 33,8uL

32 395,5uL 45,5uL

96 1130,0pL 130,0uL

Quadro 5: Protocolo de hibridizacdo (Calculo para o substrato-Sape)

N° de Tampdao SAPE (uL) SAPE

Testes (pL)
1 16,5pL 0,16uL
8 132uL 1,28uL
16 264pL 2,56L
24 396pL 3,84uL
32 528pL 5,12pL
96 1584pL 15,36uL
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4.5.3. Tipificacdo de alta definicdo dos alelos HLA-B*57 pela metodologia
da PCR-SSO Luminex

Todos os procedimentos para a realizacdo da subtipagem dos alelos
HLA-B*57 foram realizadas utilizando o Kit LABType SSOH1D, de acordo com

as instrucdes do fabricante, conforme item 3.5.2.

4.6. Andlise Estatistica

A analise foi realizada em diferentes etapas. Inicialmente, foi feita a
andlise descritiva dos dados demograficos e laboratoriais iniciais dos
participantes do estudo. Foram utilizadas somente a etnia e a idade entre as
variaveis demograficas, pois a maioria dos participantes € do sexo masculino e
referem sexo com homens, o0 que caracteriza viés de inclusédo nas variaveis de
género, forma de aquisicdo do HIV e comportamento sexual.

Para responder os objetivos do estudo foram descritos os resultados da
carga viral, os niveis de linfécitos T CD4+ e CD8+ basais, seus valores
maximos e minimos durante todo o tratamento e os valores maximos e minimos
até o tratamento segundo a presenca de cada alelo de interesse com uso de
medidas resumo e comparados os valores das variaveis segundo a presenca
de cada alelo com uso de testes Mann-Whitney.

Como outro enfoque para a carga viral foi criada a categorizacdo como
<400 e >400 e verificada a existéncia de associacdo da categoria da carga viral
e a presenca dos alelos de interesse com uso de testes exatos de Fisher .

Para analise dos subtipos do alelo HLA-B*57, foi utilizado o teste
Kruskal-Wallis.

Os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1.- Caracteristicas dos participantes da coorte

Foram incluidos no estudo 228 voluntarios (até o fechamento da base de
dados para andlise), sendo 209 homens (91,6%), 194 deles que descreveram
praticar sexo com homens (HSH, 85,5%). Eles foram preferencialmente
recrutados nas areas norte, sul e central da cidade de S&o Paulo, e encontram-
se distribuidos nas diferentes etnias como descrito na Tabela 2. Entre todos os
participantes, 126 sdo brancos (55,0%) com média de idade igual a 32 anos
(extremos de 18 e 70 anos). Todos os voluntarios referiram ter contraido o virus
por via sexual, nenhum deles relatou transfusdo recente de sangue, uso de

hemoderivados ou uso de drogas intravenosas como apresentado (Tabela 2).

Tabela 2: Caracteristicas dos 228 individuos a entrada no estudo.

Total Porcentagem Mediana Interquartil
25% 75%

Sexo
- masculino 209 91,6
- feminino 19 8,4
Etnia
- brancos 126 55,0
- mulatos 44 19,4
- negros 15 6,6
- outros * 43 19,0
Exposigéo

- HSH ** 195 85,5

- 33 14,5
heterossexual
Idade (anos) 30,8 24,8 36,3

* indigenas, asiaticos ou multirraciais
* HSH: homens que fazem sexo com homens
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5.2. Avaliacéo laboratorial dos pacientes recém infectados pelo HIV-1

Vinte dos 228 participantes foram excluidos da analise, pois o valor de
linfécitos T ou a carga viral do HIV-1 ndo era disponivel na visita inicial. Entre os
208 restantes, a mediana da contagem dos linfocitos T CD4+ T foi 520
células/uL(cel/uL), refletindo a imunidade celular relativamente preservada,
compativel com infeccdo recente adquirida pelo HIV, junto com alta contagem
dos linfécitos T CD8+. A carga viral também foi compativel com infeccéo
recente. Estes resultados podem ser observados na Tabela 3.

A mediana do resultado da contagem de linfocitos T CD4+ na primeira
coleta de sangue (V1, visita n°1) do estudo foi de 520 células/uL (interquartil 25-
75% [1Q], 402-698), de linfécitos T CD8+ foi de 912 células/uL (1Q 631-1.199) e
a mediana da carga viral 20.300 cépias/mL (1Q 33.875-64.076), que em escala
logaritmica (logip) corresponde a 4,3 (IQ 3,6—4,8). Os achados laboratoriais a

inclusdo estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3: Achados Laboratoriais

Variaveis Laboratoriais Mediana Interquartil 25%  Interquartil 75%
Linfécitos T CD4+ (céls./ul) 520 402 698
Linfécitos T CD8+ (céls./ul) 912 631 1199

Carga viral HIV-RNA
- copias/ml 20.300 3.875 64.076
- l0g10 4,3 3,6 4,8

5.3. Tipificac&o dos alelos HLA

Dos 228 individuos da coorte, todos foram tipificados para os alelos HLA-

A, HLA-B, HLA-C e os resultados estao demonstrados na Tabela 4.

51



Tabela 4. Tipificagdo dos alelos HLA da coorte de pacientes recém infectados pelo HIV-1.

Legenda: (-), indica homozigose para o alelo expresso ou alelo ndo descrito.

AMOSTRA TECNICA HLA-A* HLA-B* HLA-C*
1001 SSO A*30 A*33 B*42 - C*17 -
1002 SSP A*02 A*11 B*27 B*35 C*02 C*04
1004 SSP A*02 A*26 B*38 B*44 C*12 C*14
1005 SSP A*02 A*31 B*15 B*39 C*04 C*07
1006 SSP/SSO A*33 A*68 B*07 B*15 C*07 C*15
1008 SSO A*24 - B*07 B*15 C*07 -
1009 SSP/SSO A*31 A*68 B*07 B*44 C*07 -
1010 SSO A*31 A*68 B*39 B*57 C*07 -
1011 SSP A*31 A*68 B*35 B*40 C*03 C*04
1012 SSP A*01 A*32 B*14 B*57 C*07 C*08
1013 SSO A*02 A*26 B*27 B*35 C*01 C*04
1015 SSP A*03 A*68 B*40 B*35 C*03 C*04
1016 SSP A*02 - B*51 B*57 C*02 C*15
1017 SSP A*24 A*26 B*35 B*38 C*12 -
1018 SSP A*23 A*24 B*18 B*50 C*05 C*06
1019 SSP A*02 A*03 B*39 B*35 C*03 C*12
1020 SSO A*02 A*80 B*44 B*51 C*05 C*16
1021 SSO A*24 A*68 B*35 B*58 C*04 C*06
1022 SSP A*02 - B*14 B*52 C*08 C*12
1024 SSP A*02 - B*27 B*44 C*05 -
1025 SSP A*11 A*74 B*35 B*40 C*04 -
1026 SSP A*02 - B*15 B*51 C*15 -
1027 SSP A*01 A*68 B*58 B*81 C*06 C18
1028 SSP/SSO A*23 A*68 B*14 B*45 C*08 C*16
1029 SSP A*23 A*29 B*18 B*53 C*05 C*06
1030 SSP A*02 A*30 B*15 B*51 C*03 C*15
1031 SSP A*02 A*30 B*14 B*35 C*07 C*08
1032 SSP A*02 A*66 B*35 B*58 C*03 C*07
1033 SSP A*01 A*02 B*18 B*51 C*02 C*05
1034 SSP A*02 A*03 B*15 B*57 C*02 C*08
1035 SSP A*01 A*03 B*08 B*40 C*02 C*07
1036 SSP A*11 A*32 B*07 B*40 C*02 C*07
1037 SSO A*30 A*30 B*18 B*42 C*05 C*17
1038 SSP/SSO A*24 A*68 B*39 B*50 C*06 C*07
1039 SSO A*01 A*01 B*37 - C*06 -
1040 SSO A*02 A*03 B*07 B*49 C*07 -
1041 SSO A*30 A*31 B*14 - C*08 -
1042 SSP A*03 A*11 B*07 B*35 C*04 C*07
1043 SSP A*01 A*32 B*27 B*37 C*02 C*06
1044 SSO A*24 A*30 B*14 B*35 C*08 C*12
1046 SSP A*03 A*31 B*15 B*39 C*03 C*07
1047 SSO A*26 A*34 B*51 B*53 C*04 C*16
1048 SSO A*02 A*32 B*14 B*44 C*05 C*08
1049 SSP/SSO A*02 A*80 B*14 B*41 C*08 C*17
1050 SSP A*03 A*33 B*15 B*27 C*01 C*16
1052 SSP A*02 A*31 B*15 B*50 C*04 C*06
1053 SSP A*01 A*68 B*07 B*57 C*06 C*07
1054 SSP A*01 A*68 B*08 B*51 C*07 C*08
1055 SSO A*02 A*11 B*41 B*51 C*04 C*17
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Continuacdo Tabela 4

AMOSTRA  TECNICA HLA-A* HLA-B* HLA-C*
1056 SSO A*01 A*66 B*08 B*39 C*07 C*12
1057 SSP A*02 A*29 B*07 B*49 C*07 C*15
1058 SSP A*02 A*03 B*44 B*51 C*07 C*14
1059 SSP A*01 A*02 B*18 B*42 C*12 C*17
1060 SSP A*30 A*32 B*14 B*57 C*08 C*18
1061 SSO A*02 A*30 B*07 B*42 C*02 C*17
1062 SSO A*02 A*30 B*44 B*45 C*05 C*17
1064 SSP A*02 A*32 B*49 B*58 C*07 -
1065 SSP A*02 A*68 B*39 B*58 C*07 C*08
1066 SSO A*02 - B*07 B*53 C*04 C*07
1068 SSP A*03 A*29 B*07 B*58 C*07 -
1069 SSO A*02 A*66 B*38 B*57 C*06 C*12
1070 SSP A*02 A*31 B*08 B*44 C*04 C*07
1071 SSP A*03 A*24 B*27 B*35 C*04 C*15
1072 SSP A*02 A*11 B*07 B*48 C*04 C*07
1073 SSP A*01 A*34 B*35 B*57 C*07 C*18
1074 SSP A*02 A*03 B*15 B*38 C*03 C*12
1075 SSO A*23 A*30 B*42 B*53 C*04 C*17
1076 SSP A*11 A*26 B*08 B*35 C*04 Cc*07
1077 SSO A*03 A*32 B*40 B*44 C*02 C*16
1078 SSP A*02 A*30 B*44 B*81 C*16 C*18
1079 SSO A*30 A*33 B*14 - C*08 -
1080 SSO A*01 A*T74 B*15 - C*02 C*03
1081 SSP A*03 A*23 B*14 B*44 C*04 C*08
1082 SSO A*01 A*23 B*38 B*50 C*06 C*12
1084 SSO A*01 A*30 B*49 B*58 C*06 C*07
1085 SSO A*02 - B*49 B*51 Cc*07 -
1087 SSO A*11 A*24 B*08 B*52 C*07 C*15
1088 SSO A*26 A*30 B*14 B*42 Cc*08 C*17
1089 SSP A*11 A*32 B*08 B*53 C*06 Cc*07
1090 SSP A*02 A*30 B*18 B*45 C*05 C*16
1092 SSO A*03 A*68 B*35 B*47 C*04 C*06
1093 SSO A*02 - B*15 B*35 C*04 Cc*07
1094 SSO A*02 A*31 B*39 B*51 C*07 C*15
1095 SSO A*11 - B*15 B*35 C*03 C*04
1096 SSO A*02 A*30 B*07 B*44 C*05 C*07
1097 SSO A*01 A*11 B*44 B*58 C*05 C*18
1098 SSP A*03 A*26 B*27 B*57 Cc*01 C*18
1099 SSO A*02 A*29 B*39 B*44 C*07 C*16
1100 SSP A*03 A*11 B*35 B*41 C*04 C*17
1102 SSP A*01 A*03 B*07 B*27 C*02 Cc*07
1103 SSP A*01 A*02 B*35 B*57 C*04 C*06
1104 SSO A*01 A*02 B*49 B*57 C*06 Cc*07
1105 SSP A*02 A*29 B*15 B*27 C*01 C*03
1106 SSP A*26 A*74 B*15 B*44 C*03 C*05
1107 SSO A*02 - B*14 B*44 C*08 C*16
1108 SSP A*01 A*02 B*15 B*51 C*07 C*14
1109 SSP A*03 - B*15 B*49 C*03 Cc*07
1110 SSP A*02 A*23 B*44 B*49 C*03 Cc*07
1111 SSO A*03 A*24 B*07 - C*07 -
1112 SSO A*11 A*23 B*15 B*35 C*03 -
1113 SSO A*26 A*68 B*35 B*40 C*02 C*03
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AMOSTRA TECNICA HLA-A* HLA-B* HLA-C*
1114 SSO A*26 A*66 B*35 B*49 C*04 Cc*07
1115 SSO A*33 A*68 B*44 B*49 C*03 C*04
1116 SSO A*02 A*24 B*14 B*50 C*06 C*08
1117 SSO A*24 A*30 B*08 B*41 C*03 c*07
1118 SSO A*24 A*33 B*14 B*18 C*08 C*12
1119 SSO A*32 A*69 B*14 B*15 c*07 C*08
1120 SSO A*02 - B*15 B*44 C*04 C*15
1121 SSO A*01 A*03 B*15 B*37 C*06 C*12
1122 SSO A*02 A*26 B*51 - C*12 C*14
1123 SSO A*01 A*30 B*14 B*57 C*06 C*08
1124 SSO A*26 A*30 B*13 B*39 C*06 C*12
1125 SSO A*11 A*68 B*15 B*55 C*03 C*14
1126 SSO A*24 A*26 B*38 B*52 C*12 -
1127 SSO A*11 A*24 B*14 B*35 C*02 -
1128 SSO A*01 A*26 B*08 B*18 C*07 -
1129 SSO A*02 A*24 B*18 B*51 C*07 C*14
1130 SSO A*01 A*24 B*08 B*15 C*03 Cc*07
1131 SSO A*02 A*32 B*08 B*44 C*05 Cc*07
1132 SSO A*02 A*32 B*42 B*49 C*07 C*17
1133 SSO A*24 A*26 B*15 B*44 C*03 C*05
1134 SSO A*01 A*02 B*37 B*58 C*06 Cc*07
1135 SSO A*02 A*24 B*14 B*18 C*08 C*18
1136 SSO A*24 A*31 B*14 B*39 C*02 Cc*07
1137 SSO A*02 A*36 B*40 B*53 C*04 C*15
1138 SSO A*11 A*24 B*35 B*44 C*03 C*05
1139 SSO A*02 A*11 B*49 B*58 C*07 Cc*07
1140 SSO A*02 - B*27 B*44 C*02 C*16
1141 SSO A*11 A*24 B*45 B*52 C*12 C*16
1142 SSO A*02 A*23 B*35 B*45 C*04 C*16
1143 SSO A*02 A*24 B*07 B*18 C*07 C*12
1144 SSO A*02 A*24 B*15 - C*07 C*16
1145 SSO A*03 A*23 B*35 B*44 C*04 -
1146 SSO A*24 A*31 B*35 B*40 C*02 C*04
1147 SSO A*02 A*29 B*44 B*58 C*07 C*16
1148 SSO A*01 A*02 B*18 B*45 C*05 C*16
1149 SSO A*24 A*26 B*08 B*38 C*07 C*12
1150 SSO A*01 A*02 B*38 B*51 C*12 C*15
1151 SSO A*24 A*68 B*15 - C*03 -
1152 SSO A*02 A*24 B*15 B*41 C*03 C*16
1153 SSO A*30 A*32 B*18 B*40 C*02 C*05
1154 SSO A*03 A*34 B*15 B*44 C*04 C*16
1155 SSO A*24 A*32 B*13 B*40 C*03 -
1156 SSO A*02 A*24 B*27 B*49 Cc*01 C*05
1158 SSO A*01 A*24 B*35 B*37 C*06 C*12
1159 SSO A*23 A*66 B*37 B*58 C*06 -
1160 SSO A*02 A*03 B*18 B*44 C*05 -
1161 SSO A*02 A*30 B*18 B*57 C*05 C*06
1162 SSO A*03 A*24 B*15 B*40 C*03 -
1163 SSO A*01 A*32 B*38 B*49 C*07 C*12
1164 SSO A*29 - B*18 B*44 C*12 C*16
1165 SSO A*26 A*33 B*07 B*14 C*08 C*15
1166 SSO A*24 A*32 B*35 B*51 C*04 C*14
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AMOSTRA  TECNICA HLA-A* HLA-B* HLA-C*
1168 SSO A*02 - B*35 B*40 C*03 C*04
1169 SSO A*02 - B*07 B*41 C*07 C*17
1170 SSO A*02 - B*07 B*51 C*07 C*14
1171 SSO A*02 A*32 B*14 B*48 C*04 Cc*08
1172 SSO A*24 A*32 B*15 B*73 C*03 C*15
1173 SSO A*26 A*68 B*15 B*57 C*03 C*06
1174 SSO A*23 A*24 B*44 B*57 c*07 C*16
1175 SSO A*02 A*68 B*39 B*48 C*04 C*07
1176 SSO A*31 A*68 B*39 B*53 C*04 C*07
1177 SSO A*31 A*68 B*15 B*35 C*03 C*04
1178 SSO A*02 - B*44 B*51 C*05 C*15
1179 SSO A*02 A*30 B*42 B*44 C*05 C*17
1180 SSO A*31 A*68 B*45 B*48 C*04 C*06
1181 SSO A*24 A*30 B*08 B*35 C*03 C*04
1182 SSO A*02 A*33 B*15 B*40 C*03 -
1183 SSO A*02 A*68 B*27 B*39 C*05 C*07
1184 SSO A*24 A*68 B*14 B*18 C*05 C*08
1185 SSO A*02 A*31 B*15 B*44 C*03 C*05
1186 SSO A*02 A*32 B*07 B*15 C*03 Cc*07
1187 SSO A*02 A*31 B*50 B*51 C*06 C*15
1188 SSO A*03 A*29 B*07 B*41 C*15 C*17
1189 SSO A*24 A*30 B*15 - Cc*01 C*03
1190 SSO A*02 A*24 B*35 B*52 C*03 C*12
1191 SSO A*24 A*68 B*15 B*40 C*03 -
1192 SSO A*01 A*30 B*13 B*15 C*03 C*06
1193 SSO A*02 A*31 B*40 B*51 C*03 C*15
1194 SSO A*03 A*26 B*27 B*40 C*02 -
2004 SSO A*23 - B*45 B*49 C*06 C*07
2005 SSO A*02 A*11 B*39 B*58 C*07 C*12
2006 SSO A*02 - B*07 B*35 C*04 Cc*07
2008 SSO A*24 A*26 B*35 B*38 C*04 C*12
2009 SSO A*01 A*29 B*08 B*44 Cc*07 C*16
2010 SSO A*03 A*26 B*14 B*35 C*04 C*08
2011 SSO A*01 A*24 B*18 B*49 C*07 C*12
2012 SSO A*02 A*25 B*15 B*39 Cc*07 C*12
2013 SSO A*01 A*33 B*14 B*37 C*06 C*08
2014 SSO A*24 - B*39 B*44 C*02 C*07
2015 SSO A*02 A*68 B*40 B*44 C*03 C*04
2016 SSP A*02 A*11 B*35 B*44 C*04 C*16
2017 SSP A*02 A*11 B*35 B*39 C*04 Cc*07
2018 SSO A*02 - B*44 B*51 C*05 C*14
2019 SSO A*02 A*33 B*51 B*58 C*01 C*03
2020 SSO A*02 A*29 B*07 B*44 Cc*07 C*16
2021 SSO A*02 - B*35 B*51 C*02 C*04
2023 SSO A*02 A*25 B*18 B*58 C*06 C*12
2024 SSO A*32 - B*07 B*35 C*04 Cc*07
2025 SSO A*29 A*32 B*40 B*49 C*02 C*07
2026 SSP A*01 A*02 B*18 B*51 C*02 C*05
2027 SSO A*23 A*24 B*08 B*51 Cc*07 -
2028 SSO A*02 A*23 B*35 B*45 C*04 C*16
2029 SSO A*02 A*23 B*49 B*51 Cc*07 C*16
2031 SSO A*24 A*30 B*08 B*35 C*03 C*04
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AMOSTRA TECNICA HLA-A* HLA-B* HLA-C*
2032 SSO A*01 A*24 B*08 B*35 c*07 C*12
2033 SSO A*02 A*34 B*07 B*58 C*06 Cc*07
2036 SSO A*03 A*24 B*14 B*15 C*03 C*08
2037 SSO A*33 A*68 B*53 B*58 C*03 C*04
2038 SSO A*01 A*11 B*51 B*57 C*06 C*15
2039 SSO A*32 A*33 B*45 B*49 C*06 c*07
2040 SSO A*01 A*03 B*07 B*35 C*04 c*07
2041 SSO A*02 - B*35 B*50 C*04 C*06
2042 SSO A*02 A*68 B*15 B*39 C*02 C*12
2043 SSO A*02 A*23 B*35 B*41 C*03 C*08
2044 SSO A*02 A*30 B*15 B*18 C*03 Cc*07
2045 SSO A*11 A*24 B*35 B*55 C*03 C*04
2046 SSO A*02 - B*15 B*35 C*04 -
2047 SSO A*02 A*74 B*18 B*40 C*02 C*03
2048 SSO A*02 A*11 B*44 B*50 C*04 C*06
2049 SSO A*02 A*29 B*44 B*51 C*15 C*16
2050 SSO A*01 A*24 B*08 B*40 c*07 C*15
2051 SSO A*01 A*02 B*08 B*51 Cc*07 C*14
2052 SSO A*02 A*24 B*18 B*35 C*04 Cc*07
2053 SSO A*02 A*24 B*39 B*59 Cc*01 Cc*07
2054 SSO A*03 - B*07 B*38 Cc*07 C*12
2055 SSO A*31 A*33 B*44 - C*02 Cc*07
2056 SSO A*01 A*01 B*38 B*39 C*12

Legenda: (-), indica homozigose para o alelo expresso ou alelo ndo descrito.

5.3.1. Demonstracédo da frequéncia dos alelos HLA-A, HLA-B, HLA-C na
coorte estudada.

Como podemos observar os alelos mais frequentes na populagéo
estudada foram: A*02 (46,5%), B*15 (18,9%), B*35 (21,9%) e B*44 (18,0 %), e
C*07 (38,6%) e C*04 (25,0%). O presente estudo, entretanto, ndo teve como
objetivo se configurar como um estudo populacional. Os alelos mais frequentes
em todos os locus estdo demonstrados na Figura 10A, 10B,e 10C
respectivamente.

As frequéncias dos alelos séo relativas ao total de 228 participantes. A
frequéncia foi analisada, excluindo os alelos que ndo apresentaram uma

relevancia significativa (menor que cinco casos expressando o alelo).
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Dos 228 individuos tipificados para os alelos HLA, encontramos 14% do
haplétipo B*35/C*04.

5.4. Correlacdo entre as variaveis laboratoriais (contagem de linfécitos T
CD4+, CD8+ e Carga Viral) e os alelos HLA Classe |, locus A,B e C.

Dos 228 individuos tipificados para os alelos HLA-A, HLA-B e HLA-C, 20
foram excluidos desta analise. A analise dos demais demonstrou algum efeito
protetor para progressdo para AIDS no locus B em relagdo a carga viral
(p=0,021) enquanto que para os alelos dos locus HLA-A e HLA-C nesta coorte

estudada o valor de p nao foi significativo; p>0,05 (Figuras 11,12 e13).
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Figura 11. Analise comparativa entre os alelos HLA classe | locus A com

0 — ey
o o —mmm—— %,
— - &
Sy
] o,
o — - %,
o —— A - €
b
[in]
X — - 9%
= b
Fn
o — - ‘e,
— -
oo G,
. e L&
0 %
@© * — - 4
— *be
S
o) a — | o
+— *be
@®
— o - e
o b
o)
a T I T T T T
— =3 =] (=) (=) (=) =)
(=] =] (=] (=] (=]
w = w = [
o~ ~ - -

(rsenia9) +#@d Lseinizd

s

as variaveis

0,908

p=|

5000 -

4000 4

* E——
— -
— -
— -
— -
* Q — .
— EE——-—
* WO — -
— -
* ——
— -
* -
* [E—T —
s = <
: & &
(TjseIni2a) 4800 L SEINZD

3
[%]
€9
< =
g
e
[s 3]
0 a
5 ®
[%2]
g e
o]
c c
o O
Qoo
0 x
— F
“
— e o &,
N o o L»mv
— o \v.,u.v
— Le.v
— \&»?
o™
= — N . ——— F9
=
ﬂ‘ b
= — -mbv
— F,
— s o \mnv
— N Lav
— -m_e.v
I Py,
T T T T T
= = = = =
3 = = = ~

(qwyseidos (% BoT) |enp ebies

59



Figura 12. Analise comparativa entre os alelos HLA classe |, locus B, com

laboratoriais.
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Figura 13. Analise comparativa entre os alelos HLA classe | locus C com

as variaveis laboratoriais.
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5.5. Comparacdo da contagem de linfécitos T CD4+ entre os individuos
gue expressam e ndo expressam o alelo HLA-B*57

Dos 228 pacientes tipificados para o locus B do HLA, nédo foi possivel
correlacionar as variaveis laboratoriais em 20 casos, que foram excluidos por
ndo preencher os critérios de inclusdo para esta analise. Dos demais, 208
individuos analisados para o locus B, 15 individuos (7,2%) expressam o alelo
HLA-B*57.

O alelo HLA-B*57 foi fortemente correlacionado com os individuos que
apresentam melhores parametros laboratoriais. A presenca do HLA-B*57 foi
associada com niveis basais de linfécitos T CD4+, nivel minimo durante todo o
seguimento e contagem minima sem terapia antirretroviral estatisticamente
maiores com valores de p significativos, p=0,043, p= 0,034 e p=0,036 quando
comparados com os individuos que ndo expressam este alelo. Embora o valor
de p néo tenha sido significativo p=0,059 e p=0,060 observamos valores mais
elevados de linfocitos T CD4+ maximos durante todo o seguimento e na
auséncia de terapia antirretroviral respectivamente quando comparados aos

individuos que ndo expressam este alelo (Figura 14).

62



Figura 14. Comparagdo da contagem de linfécitos T CD4+ entre individuos que
expressam e ndo expressam o alelo HLA-B*57
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Tabela 5: Comparagdo da contagem de linfécitos T CD4+ entre individuos que
expressam e ndo expressam alelo HLA-B*57

. Alelo - . . .
Variavel HLA-B*57 Media DP Mediana | Minimo | Maximo N o]
CD4+- nao: 327,89 145,90 289 7 876 103
minimo- expressa
até-o- 0,036
expressa 449,80 231,60 434 172 1055 15
tratamento
CDa+ nao- 72719 | 28485 684 128 2449 193
méximo- expressa 0,060
. atitri'gﬁt o | expressa 908,73 423,70 942 372 2147 15

DP: Desvio Padréo, N: nimero de participantes da coorte

A Tabela 5 demonstra que pacientes sem tratamento que expressam 0
alelo B*57 apresentam estatisticamente maiores niveis de linfocitos T CD4+
minimos quando comparados com os individuos que ndo expressam este alelo
(p=0, 036). Observam-se, também, valores mais elevados de linfocitos T CD4+
MAaximos nos pacientes sem tratamento que expressam o alelo B*57, embora

nao apresente diferenca estatisticamente significante (p=0, 060).
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5.6. Comparacao da contagem de linfécitos T CD8+ entre individuos que

expressam e nao expressam HLA-B*57.

Em relacdo a contagem de linfécitos T CD8+, podemos observar uma
contagem menor inicial, maxima e minima durante todo o seguimento e minimo
sem terapia antirretroviral nos individuos que expressam o alelo HLA-B*57; p=0,
030, p=0, 031, p=0, 041 e p=0, 013 respectivamente. Os valores maximos da
contagem de linfocitos T CD8+ nos individuos sem terapia antirretroviral ndo
mostraram diferenca significante, p=0, 077, embora, as contagens sejam

menores nos individuos que expressam o alelo HLA-B*57 (Figura 15).
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Figura 15: Comparacdo da contagem de linfécitos T CD8+ entre individuos que

expressam e ndo expressam o alelo HLA-B*57
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Tabela 6: Comparacdo da contagem de linfécitos T CD8+ entre individuos que
expressam e ndo expressam o alelo HLA-B*57

iy Alelo - . , . -
Variavel HLA-B*57 Média DP Mediana | Minimo | Maximo N P
CD8x nao 720,03 492,89 646 106 4358 193
minimao expressa 0.013
até o expressa 482.73 174,85 503 164 747 15
tratamento
Chgx nao 139147 | 796,18 1189 106 4680 193
maximo expressa 0,077
até o ’
tratamento | €XPressa 1017,07 | 370,65 1009 360 1527 15

DP: desvio padrdo, N: namero de participantes da coorte
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A Tabela 6 demonstra que os individuos que expressam o alelo HLA-
B*57 apresentam menores niveis de CD8+ minimos estatisticamente
significante (p=0,013) quando comparados aos individuos que ndo expressam
este alelo. Observam-se, também, valores menores de CD8+ maximos nos
individuos sem tratamento, que expressam o alelo HLA B*57, porém n&o

estatisticamente significativos (p=0, 077).

5.7. Comparacédo do nivel da carga viral entre individuos que expressam e

ndo expressam o alelo HLA-B*57

A presenca do HLA B*57 demonstrou estar associada a niveis virémicos
menores quando comparado aos individuos que ndo expressam este alelo, na
V1, durante todo seguimento com carga viral maxima menor, antes do
tratamento antirretroviral com carga viral minima e maxima menores; p=0, 001,

p=<0, 001, p=0, 006 e p=<0, 001, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16: Comparacgao do nivel da carga viral entre individuos que expressam e
ndo expressam o alelo HLA-B*57
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Tabela 7 : Comparacéo do nivel da carga viral entre individuos que expressam e
néo expressam o alelo HLA-B*57

s Alelo - . . o
Variavel HLA-B*57 Meédia DP Mediana | Minimo | Maximo N p
Carga Viral neo 2948124 | 9004765 3247 49 704000 193
. . expressa
minima até o 0,006
tratamento expressa 4368,53 10103,24 139 49 33100 15
Carga Viral nao 109431,27 139636,57 52500 399 704000 193
. . expressa
maxima até <0,001
o tratamento expressa 68096,87 149400,48 2756 105 437000 15

DP: desvio padrao, N: nimero de participantes da coorte

A Tabela 7 demonstra que os individuos que possuem o alelo HLA-B*57

sem tratamento apresentam cargas virais minimas e maximas estatisticamente
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menores (p=0, 006 e p<0, 001 respectivamente), quando comparado aos

individuos que néo apresentam este alelo.

5.8 Parametros laboratoriais de 15 individuos com alelo HLA B*57

Dos 15 individuos que expressam o HLA-B*57, oito (53,3%) apresentaram-
se com a viremia menor que 400 copias/ml na visita inicial (Grupo A) (limite de
deteccdo do teste de carga viral ao inicio da coorte) na auséncia de terapia
antirretroviral e sete (46,6%) apresentaram-se com viremia maior que 400

copias/mL (Grupo B) (Tabela 8).
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Tabela 8- Parametros laboratoriais de 15 individuos com alelo HLA-B*57. O
primeiro grupo consiste naqueles com carga viral abaixo de 400 cépias/mL e o

segundo com carga viral acima de 400 cépias/mL, na primeira visita.

TRATADO LOCUS A LOCUS B LOCUSs C V1 V1 V1
CD4 CD8 CcVv
Grupo A
1034 N A*02, A*03 B*15:10, B*57:02 C*02, C*08 534 283 <400
1060 N A*30, A*32 B*14:02, B*57:03 C*08, C*18 799 904 <400
1073 N A*01, A*34 B*35:03, B*57:01 C*07, C*18 486 164 <400
1098 N A*03, A*26 B*27:05, B*57:03 C*01, C*18 879 812 <400
1103 N A*01, A*02 B*35:05, B*57:01 C*04, C*06 813 796 <400
1123 N A*01, A*30 B*14:02, B*57:01 C*06,C*08 702 1116 <400
1173 N A*26, A*68 B*15:20, B*57:01 C*03, C*06 839 830 <400
1174 N A*23, A*24 B*44:03, B*57:03 C*07, C*16 404 784 <400
Mediana 751 804 <400
percentil 25% 522 659 <400
percentil 75% 820 849 <400
Grupo B
1010 N A*31, A*68 B*39:03, B*57:03 C*07, ------- 1422 877 3800
1012 N A*01, A*32 B*14:01, B*57:01 C*07, C*08 910 633 6330
1016 S A*02, ------- B*51, B*57:01 C*02, C*15 372 1049 426000
1053 S A*01, A*68 B*07:02, B*57:01 C*06, C*07 198 503 24500
1104 N A*01, A*02 B*49:01, B*57:01 C*06, C*07 451 593 51900
1161 N A*02, A*30 B*18:01, B*57:01 C*05, C*06 1098 938 906
2038 N A*01, A*11 B*51, B*57:01 C*06, C*15 698 589 5100
Mediana 698 633 6330
percentil 25% 412 591 4450
percentil 75% 1004 908 38200

Legenda: V1 (Visita 1), N (N&o tratado), S (Em tratamento).

Embora tenha sido demonstrada uma diferenca significativa em relacdo a

carga viral basal (p=0,0002) entre o grupo A e grupo B, a contagem linfocitos T

CD4+, CD8+ nado apresentou diferenca significativa, (p=0,7984 e p=0,8785)

respectivamente, confirmando que o alelo HLA-B*57 desempenha um papel

protetor em pacientes recém infectados pelo HIV-1 (Figura 17).

69



Figura 17- Comparacédo entre as variaveis laboratoriais no grupo A e no

grupo B que expressam o HLA-B57.
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5.8.1- Seguimento dos parametros laboratoriais dos grupos Ae B

Embora o grupo B tenha apresentado uma carga viral maior que 400

copias/mL, podemos observar neste estudo que os individuos que expressam o

alelo HLA-B*57, mantém os niveis da contagem de linfécitos T CD4+ e a carga

viral durante todo o seguimento (Figura 18).

70



Figura 18- Curva de seguimento dos parametros laboratoriais dos grupos
A e B. Sdo apresentados os valores individuais historicos de linfocitos T
CD4+, CD8+ e carga viral do HIV. No painel C, as linhas pontilhadas
referem-se ao periodo em que dois participantes iniciaram tratamento

antirretroviral, ambos pertencentes ao Grupo B.
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5.9- Comparacdo entre os individuos que expressam os alelos HLA B*27,
B*51,B*57 ou B*58 em relacdo a contagem de linfécitos T CD4+ , T CD8+ e
carga viral

A andlise estatistica ndo demonstrou valor significativo quando
comparado individuos que expressam os alelos HLA-B*27, B*51, B*58 com
individuos que ndo expressam estes alelos durante o seguimento destes
pacientes e na auséncia de tratamento antirretroviral, em relacdo &s variagcbes
laboratoriais, Linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ e carga viral
respectivamente, mesmo apos a exclusdo dos individuos que expressam HLA
B*57. Esses dados sugerem que os alelos HLA-B*27, B*51 e B*58 néo
apresentaram nenhum efeito protetor contra progressdo, ao menos nesta

coorte.

5.9.1- Comparacdo entre os individuos que expressam alelos HLA B*27,
B*51, B*57 e B*58 em relacdo & carga viral basal >400 e <400 cé6pias/ml

Quando comparamos individuos que expressam os alelos HLA B*27,
B*51, B*57 e B*58, com os individuos que ndo expressam estes alelos em
relacdo a carga viral basal, podemos observar que os individuos HLA B*57
apresentam mais cargas virais <400 coépias/mL quando comparados aos
demais pacientes; p=0,001. Os demais alelos néo resultaram em diferencas
estatisticamente significantes; p=>0,05, sugerindo, que o HLA B*57
desempenha um papel protetor contra a progressdo para imunodeficiéncia
(Tabela 9).
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Tabela 9: Descricdo da presenca dos alelos B*27, B*51, B*57 e B*58 relacionado com

carga viral .
Carga Viral
Alelo <200 >=200 Total p
n % n %
nao expressa 26 13,2 171 86,8 197
HLA-B*27 0,646
expressa 2 18,2 9 81,8 11
ndo expressa 26 14,1 159 85,9 185
HLA-B*51 0,746
expressa 2 8,7 21 91,3 23
ndo expressa 20 10,4 173 89,6 193
HLA-B*57 <0,001
expressa 8 53,3 7 46,7 15
nao expressa 27 14,1 165 85,9 192
HLA-B*58 0,707
expressa 1 6,3 15 93,8 16
Total 28 13,5 180 86,5 208

n: numero de participantes da coorte

5.10. Tipificacao de alta definicdo dos alelos HLA-B*57 pela metodologia
PCR-SSO Luminex

Em virtude de alguns trabalhos demonstrarem diferenca na resposta

imunologica em individuos que expressam diferentes subtipos dos alelos HLA-

B*57, em relacdo a protecdo e progresséo rapida da doenca pelo HIV-1, foi

também objeto do nosso estudo esta analise. Nesta corte estudada, né&o

encontramos diferenca em relagdo ao melhor controle da viremia nos individuos

HLA-B*57 de diferentes subtipos, p>0,05 (Tabela 10) embora o niumero de cada

subtipo encontrado tenha sido pequeno.
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Tabela 10: Comparacdo entre os subtipos de HLA-B*57

Subtipo
Variavel | alelo Média DP Mediana | Minimo | Maximo | N p
B*57
Linfocitos 5701 657,8 275,5 700 198 1098 | 10
T CD4+ 5702 534,0 534 534 534 1 | 0,626
basal 5703 876,0 419,1 839 404 1422 4
Linfécitos 5701 721,1 284,3 714,5 164 1116 | 10
T CD8+ 5702 283,0 283 283 283 1 | 0,299
basal 5703 844,3 55,8 844,5 784 904 4
5701 51609,1 | 132583,3 3003 <400 426000 | 10
Carga 5702 <400 <400 <400 <400 1 | 0,287
viral basal
5703 1175,8 | 1755,0 <400 <400 <400 4

DP: Desvio padréo, N: niumero de participantes da coorte

5.11. Anélise de fatores aditivos

5.11.1. Andlise da expresséo do alelo HLA-B*35

Neste estudo, podemos observar a influéncia do alelo HLA B*35 na carga

viral. Individuos que expressam o alelo HLA-B*35, demonstraram carga viral

basal,

maxima durante

todo seguimento e até

inicio do

tratamento

estatisticamente maior em relacdo aos individuos que nédo expressam este alelo

p=0,049, p=0,016 e p=0,019 respectivamente, sugerindo que o alelo HLA-B*35

esta relacionado a desfechos desfavoraveis da infeccdo pelo HIV-1. (Tabela

11).
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Tabela 11. Descri¢do dos niveis de carga viral segundo a presenca do alelo HLA-B*35

Alelo

Variavel HLA-B*35 Media DP Mediana | Minime | Maximo N P
_ Nao expressa | 56842 | 116086 | 16400 100 | 702999 | 160
Carga Viral expressa | 92240 | 136379 | 21850 399 | 704001 | 48 | 0,049
Total 65011 | 121646 | 19873 100 | 704001 | 208
_ Nao expressa | 4483 | 14085 105 49 100000 | 160
Carga Viral ™ pressa 3769 | 8637 51 19 44100 | 48 | 0.897
Total 4322 | 13016 99 49 100000 | 208
_ N&o expressa | 07065 | 135452 | 45900 105 | 703000 | 160
Carga Viral expressa | 152652 | 150004 | 76050 399 | 704000 | 48 | 0,016
Total 109892 | 142774 | 50195 105 | 704000 | 208
Carga Viral | MNAO expressa | 22567 | 77630 | 2145 49 657000 | 160
minima até expressa | 44681 | 112116 | 4731 49 702000 | 48 | 0,084
o tratamento Total 27670 | 87008 2698 49 704000 208
Carga Viral | NAO expressa | 93543 | 131795 | 41617 105 | 703000 | 160
maxima até |  expressa | 149474 | 158961 | 70211 399 | 704000 | 48 | 0,019
o tratamento Total 106450 | 140392 | 49051 105 704000 208

DP: desvio padrdo, N: niumero de participantes da coorte

Na coorte estudada, encontramos um individuo expressando HLA-B*35 e
HLA-B*57, (amostra 1103); porém nao observamos influéncia do alelo HLA-

B*35 em relacdo ao alelo HLA-B*57. A carga viral inicial foi <400 copias/mL.
5.11.2 Comparacdo entre individuos homozigotos e heterozigotos

Neste estudo, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante
entre os individuos homozigotos e heterozigotos, nos locus A, B e C,
relacionados com as variaveis laboratoriais de contagem de linfécitos T CD4+,
CD8+ e carga viral (p=>0,05). Nao foi encontrado nenhum caso de homozigoto
para o alelo HLA-B*57.

5.11.3 Anédlise do receptor CCR5

Dos 15 individuos HLA-B*57, apenas dois apresentaram o fendtipo

CCR5A32/CCRS5, demonstrando, portanto, que este fator genético nao interferiu
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na analise da influéncia do alelo HLA-B*57 nos valores laboratoriais iniciais e

nos indicadores de progressao para imunodeficiéncia.
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6- DISCUSSAO

A investigacéo da distribuicdo e frequéncia dos alelos HLA em populacao
saudavel € importante para avaliar a participacdo destes genes na
susceptibilidade e protecdo contra doencas, para avaliar as origens genéticas
das populacdes e essencial para realizacao de certos transplantes (144). O fato
de termos analisado uma coorte infectada pelo HIV-1 também consistiu em
oportunidade para uma analise da porcentagem dos alelos HLA encontrados
com mais frequéncia nesta populacgao.

Até hoje, sdo disponiveis poucos estudos populacionais que descrevem
a distribuicdo de alelos de HLA classe | no Estado de Sao Paulo. Donadi e
colaboradores (145), avaliaram dois grupos, o primeiro (G1) constituido de 100
individuos saudaveis, todos caucasoides, e o segundo (G2) com 257 doadores
cadaveres de 6rgdos solidos, ambos do interior do Estado de Sao Paulo. O
HLA-A*02 foi o mais frequentemente encontrado, atingindo 46% em G1 e 50%
em G2, o que estd de acordo com a prevaléncia de 46,5% encontrada em
nosso estudo. O alelo HLA-B*35 teve uma prevaléncia de 21,9% em nossa
coorte, corroborado por estudo de prevaléncia alélica em diferentes etnias com
617 individuos da cidade de S&o Paulo, onde a frequéncia do alelo HLA-B35
estava aumentada (146).

A frequéncia do alelo B*5701, em coorte de 517 individuos infectados
pelo HIV-1 foi de 6,4% (33 dos 517 expressaram este alelo) em estudo
realizado para pesquisa da associacao deste alelo com hipersensibilidade ao
Abacavir (147). Paul Terasaki e colaboradores, em 1998 identificaram uma
frequéncia fenotipica de B*57 em 100 individuos mesticos de 12% (148).

Em estudo realizado em colabora¢cdo com nosso grupo, a frequéncia do
alelo B*5701 encontrada foi de 8% em uma coorte de 60 criancas brasileiras
infectadas pelo HIV-1 (anexo pagina 93).

Dados do NMPD (National Marrow Donor Program), apresentam a
frequéncia do alelo B*5701 como 0,03832 em europeus, 0,00477 em africanos,

0,02066 em asiaticos e 0,01176 em hispanicos, para o alelo B*5702 a
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frequéncia é de 0,00038 em europeus,0,00415 em africanos, O em asiaticos e
0,00025 em hispéanicos, e para o alelo B*5703 a frequéncia é de 0,00032 em
europeus, 0,03382 em africanos, 0 em asiaticos e 0,00675 em hispéanicos (149).

Podemos observar que o alelo B*57 n&o ocorre em frequéncia alta.
Observando os dados do NMDP, a frequéncia do alelo B*5701 € maior em
europeus e o alelo B*5703 em africanos. Em nosso estudo, a frequéncia foi
7,2% para o alelo B*57 (16 de 228), sendo 10 individuos B*5701, 1 individuo
B*5702 e 4 individuos B*5703. A etnia brasileira apresenta muita miscigenacéo
e isto pode explicar o fato de termos a expresséao do alelo B*5701 e B*5703,
B*5701 mais presente na populacdo européia e B*5703 mais presente na
populacdo africana, uma vez que temos a influéncia destas duas etnias em
nossa populagcdo. O fato de ndo termos acesso aos dados demograficos em
relacdo & etnia de todos os individuos ndo nos permite afirmar a heranca
genética.

A investigacdo de alelos do sistema HLA relacionados com a
patogenecidade do HIV-1 tem sido tema de muitos estudos atuais devido a sua
importancia para entender a resposta imunolégica pelo hospedeiro e a
fisiopatogenia da infeccéo pelo HIV-1.

O sistema HLA, tem demonstrado ser um fator genético importante do
hospedeiro em doencas infecciosas, doencas autoimunes e cancer, com
associacfes com susceptibilidade ou resisténcia em mais de 50 doencas
diferentes (150). O papel do sistema HLA na suscetibilidade por infeccdo viral
foi descoberta primeiramente por Zinkernagel e Doherty, que determinaram que
as células T CD8+ (citotoxicas) reconheciam o antigeno viral e a molécula do
MHC (restricdio do MHC) (151). O HLA classe | desempenha um papel na
resposta imune e na destruicdo das células infectadas por virus.

Alguns alelos HLA classe | tém sido associados com menor progressao
da infeccéo pelo HIV-1 para AIDS, incluindo A*23, A*25, A*26, A*32, A*68, B*27
e B*57 (152). Isto estd em desacordo com o encontrado na nossa coorte

estudada, onde apenas o Locus B, especificamente o alelo HLA-B*57

79



apresentou forte associagcdo com melhores parametros laboratoriais, incluindo
niveis de carga viral e contagem de linfocitos TCD4+ e CD8+.

O sistema HLA tem sido associado a suscetibilidade ou resisténcia a
diferentes viroses, e, h4 mais de dez anos, um grande numero de estudos tem
descrito a associacao do HLA com a rapida ou lenta progresséo para AIDS em
infectados pelo HIV (135-137). Na infec¢do pelo HIV-1, individuos suscetiveis
iniciam uma queda progressiva do sistema imune caracterizada por declinio dos
linfécitos T CD4+, que resulta na imunodeficiéncia, infec¢bes oportunisticas e
morte na auséncia de terapia antirretroviral. ApoOs a infeccdo primaria, as
respostas imune celular e humoral atuam para manter o virus sob controle, mas
muitas vezes 0 virus consegue se evadir destas respostas. H4, entretanto,
pessoas que nao requerem tratamento e apresentam uma boa sobrevida
apesar da infeccdo pelo HIV-1. Geralmente denominados long term non-
progressors (LNTP), estes individuos sdo muito importantes na analise
imunogenética (99). Além disso, individuos em grupo de risco que foram
expostos ao HIV-1, mas que ndo se tornaram infectados ou seus niveis de HIV-
1 ndo sdo detectaveis, sdo importantes como controles em estudos de
associacdo. Existem muitos fatores que podem modular a variacdo clinica da
doenca pelo HIV-1 e o sistema HLA tem sido relacionado como influéncia critica
no curso clinico da infec¢éo pelo HIV-1 (99,135,152).

Alguns alelos HLA classe | foram descritos como associados a baixas
cargas virais e a progressao lenta para doenca, incluindo o HLA-B27 e o HLA-
B57 (135,136). Estudos recentes demonstraram que as pessoas com
expresséo de B57 apresentam com menor frequéncia os sintomas da infec¢ao
aguda pelo HIV e exibem um melhor controle na replicacdo viral a seguir a
infeccdo aguda (131). Estes dados demonstram que os fatores genéticos do
hospedeiro podem influenciar as manifestacdes clinicas da infeccéo aguda pelo
HIV na progresséao da doencga. A associacao entre o HLA-B27 e o HLA-B57 e 0
controle da infeccdo pelo HIV-1 foi pesquisada, quando células T especificas ao
HIV-1 restritas a esses alelos HLA foram capazes de manter a proliferacdo apos

um periodo longo de infec¢do cronica. Isto demonstra que as células T CD8+
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especificas dos LTNP podem manter a capacidade proliferativa que é
diretamente ligada a sua especificidade e restrita ao HLA, sugerindo que os
alelos B27 e B57 possuem certa vantagem na prote¢éo contra o HIV-1 (153).

O HLA-B57 esté fortemente associado a baixa progressao da doenca em
pacientes infectados. Individuos sem terapia antirretroviral que mantém viremia
plasmatica abaixo de 50 copias/mL e contagem normal de linfocitos T CD4+,
denominados controladores de elite, bloqueiam com sucesso os efeitos nocivos
do HIV, através de mecanismo ndo completamente esclarecido. Muta¢des nos
epitopos restritos ao HLA-B57 tém sido observadas, mas o significado delas
ainda ndo é claro (102).

Em nosso estudo, foi possivel identificar associacdo do sistema HLA com
a patogenicidade pelo HIV-1 em populacédo brasileira o que corroborou com
estudos desenvolvidos em outros paises (99,135,137). Tais resultados tém
importante implicacdo para o desenvolvimento de uma vacina anti-HIV. O
presente estudo foi realizado com dados gerados a partir de uma coorte
prospectiva em acompanhamento na cidade de Sao Paulo, e nos direciona para
confirmacdo que o alelo B*57, est4 fortemente associado com uma baixa
progressao para imunodeficiéncia apos a infeccdo pelo HIV, na auséncia de
terapia antirretroviral em individuos com infeccdo recente, confirmando
resultados encontrados por outros grupos de pesquisadores. O fato do grupo de
individuos que expressam o alelo HLA-B*57 ser segregado em 2 grupos
distintos pela carga viral inicial, <400 copias/ml e >400 cépias/ml, sem diferenca
na contagem de linfécitos T CD4+, aponta para uma relacdo maior entre a
presenca desse alelo e o controle da viremia, mas nao primordialmente como
um meio de preservacao direta de linfocitos T CD4+. Nao foi possivel avaliar o
mecanismo pelo qual o sistema imune indica ser mais ativo nestes individuos.
Sugerimos que esta relacionado com a regido imunogénica apresentada pelo
HLA B*57. Este € o primeiro estudo em humanos que claramente identifica
essas duas populagdes de individuos B*57 infectados pelo HIV-1.

A infeccdo aguda pelo HIV-1 € uma sindrome muito heterogénea e os

individuos que apresentam sintomas mais graves durante a infeccdo aguda
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tendem a progredir mais rapidamente para a AIDS (113,114). Os fatores que
influenciam esta associacdo entre a intensidade da sindrome e evolucdo da
doenca ndo sdo bem compreendidos. Nossos dados demonstram que o alelo
B*57 tem um impacto significativo detectado logo apds a infec¢cdo aguda. Este
estudo também fornece uma evidéncia da ligacdo entre os alelos B*57 com
melhor controle imunolégico precoce da viremia e uma associacdo em longo
prazo de infec¢do ndo progressiva ou de lenta progressao.

Em alguns estudos, os alelos HLA-B57, HLA-B58 e HLA-B27 (153,154)
foram descritos por estarem associados com a progressao lenta da doenca.

Os HLA-B57 e HLA-B58 apresentam fortes similaridades, e varios de
seus subtipos estdo associados com baixa progressdo para doenga em VAarios
estudos (101,135-137). Os muitos epitopos apresentados por esses alelos séo
utilizados para explicar o controle da replicacdo do HIV-1 (155,156). Os
linfécitos T citotoxicos (CTL) restritos a molécula B*57 podem ser detectados na
infeccdo recente, sugerindo sua importancia para limitar o inicio da replicacéo
viral e conservar a funcdo da resposta imune (113,131). Isto sugere que o
epitopo pode limitar a viremia in vivo (107,138). Consequentemente, jA que
diferentes alelos de classe | que podem apresentar diferentes epitopos,
diferentes HLAs poderao estar associados a efeitos semelhantes na progressao
para doenca. Como HLA-B57 e HLA-B58 apresentam sitios de ligacédo
semelhantes, isto pode explicar como ambos estdo associados com a baixa
progressdo da infeccdo pelo HIV-1 (95). O HLA-B63 detectado por meio
sorolégico inclui os alelos HLA-B*1516 e o HLA-B*1517. Através de eventos
recombinantes, o HLA-B*1516 e o HLA-B*1517 adquiriram sequéncias similares
ao HLA-B-57 e o HLA-B58, especialmente com a cadeia pesada alfa 1 (a1) de
classe |. Baseados em caracteristicas comuns, os alelos HLA-B63 tem sido
agrupados dentro dos subtipos de HLA-B58, juntos com HLA-B57 e HLA-B58
(157,158).

O alelo HLA-B63 também esta associado a reducdo da carga viral em
individuos cronicamente infectados e nédo tratados, demonstrando que o0s

epitopos apresentados pelos alelos HLA-B57, HLA-B58 e HLA-B63 podem ter
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um papel central na mediacdo do efeito benéfico associado a esses alelos. A
capacidade do HLA-B57 e HLA-B58 apresentarem epitopos idénticos ja foi
demonstrada h& alguns anos (139), porém os epitopos nao apresentados pelo
HLA-B57 séo apresentados por subtipos de HLA-B58. A andlise da sequéncia
dos residuos que formam a fenda do HLA-B*1516 sugere fortemente que
epitopos do HLA-B57 podem ser acomodados no HLA-B*1516 (159,160).

Goulder et al, testou a idéia que a resposta dos CTL restritos a moléculas
HLA classe | que conferem protecdo ao HIV-1, impdem forte pressao sobre a
replicacdo viral. Como medida de pressao imposta pelos alelos HLA classe I, foi
determinado o tamanho do epitopo associado em uma coorte de individuos
europeus infectados pelo HIV-1. Os resultados deste estudo foram validados
em uma segunda coorte de pacientes africanos, descrevendo epitopos chaves
do HIV-1 restritos pelas moléculas HLA (B27, B57 e B51 em pacientes
europeus e B*5703, B*5801 e B*8101 em pacientes africanos), onde foram
mais frequentemente mutados em individuos apresentando moléculas HLA
restritas. Foi concluido que moléculas HLA classe | impdem forte selecédo a
epitopos chaves do HIV-1, revelado pela frequente associacdo entre a resposta
efetiva de células T e mutantes virais circulantes em pacientes (139).

Na andlise da associacdo entre os alelos HLA-B*27, HLA-B*51, HLA-
B*58, com a baixa progressao da infeccdo pelo HIV-1, indicado pela analise dos
parametros laboratoriais, ndo encontramos influéncia destes alelos com
melhores parametros laboratoriais fato que estd em desacordo com resultados
obtidos por outros estudos citados acima que relacionam estes alelos com um
papel protetor para doenca pelo HIV-1. Quando comparado os niveis de carga
viral <400 cépias/mL e >400 coépias/mL, nos individuos que expressam 0S
alelos HLA-B*27, HLA-B*51, HLA-B*57e HLA-B*58, podemos observar que
apenas os individuos que expressam HLA-B*57 apresentam uma diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao controle da viremia e dos niveis
linfécitos T CD4+ e CD8+ (Tabela 9).

Neste presente estudo, procuramos determinar o impacto da genética do

sistema HLA classe | sobre a magnitude, extensdo e manutencdo do virus a
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uma resposta especifica de linfocitos T CD8+ durante a infeccdo aguda. Os
resultados obtidos demonstram que a expressao dos alelos B*57 podem estar
associados significativamente com o controle da viremia e manutencao da
contagem de linfécitos T CD4+ na infeccao recente pelo HIV-1, e durante todo o
seguimento desta coorte, mesmo quando comparamos a carga viral minima e
maxima até o tratamento, contagem de linfécitos T CD4+ e CD8+ (Figura 13,
Gréficos 4 e 6). E interessante notar que em toda analise realizada o alelo HLA-
B*57 esta associado com melhor controle da viremia e melhor contagem de
linfécitos TCD4+ e CD8+.

O fato de ter havido uma segregacao consistente das amostras que
expressam o alelo HLA-B*57 em dois grupos distintos: Grupo A: individuos que
apresentaram carga viral basal <400 copias/mL e Grupo B: individuos que
apresentaram carga viral basal 2400 cépias/mL, nao interferiu nas contagens de
linfocitos T CD4+ e CD8+. E interessante notar que as contagens de linfocitos T
CD4+ se mantém elevadas mesmo nos individuos que apresentam carga viral
mais alta, sugerindo que o efeito protetor pelo alelo HLA-B*57 pode ainda estar
presente e 8 dos 15 individuos que expressam o HLA-B*57 foram capazes de
controlar a replicacédo viral, na auséncia de terapia antirretroviral em niveis <400
copias do RNA-HIV-1/mL de plasma (Tabela 8, Grafico 7). A natureza deste
efeito, portanto, pode também envolver outros mecanismos protetores, além do
controle da viremia.

A expressao dos alelos B*57 ndo é, por si sé, suficiente para conferir
uma protecdo capaz de controlar espontaneamente a replicacdo do virus a
niveis abaixo do limite de deteccdo de carga viral. E possivel, portanto, que a
resposta observada nestes individuos pode ser o resultado de um segundo fator
modificador da resposta que altera a resposta de linfocitos T CD8+ para
favorecer a expansdo dos clones. De qualquer forma, os acontecimentos no
inicio da infeccédo pelo HIV-1 que podem formar uma resposta imune celular
especifica destes pacientes provavelmente fornecem mais informagdes
importantes para uma restricdo imune mediada. Estudos adicionais podem

fornecer importantes informagdes sobre os mecanismos pelos quais o HIV-1
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contorna a resposta imune celular de pacientes com doenca progressiva e
guais os parametros devem ser medidos para prever a capacidade de restricao
da replicacéo do virus.

Outra hipétese é que as diferengcas que levam ao efeito favoravel do
B*57 na infeccdo pode residir na capacidade das células T CD8+ mediar a
citolise, secretando fatores supressivos. Acreditamos, entretanto, que esta
hip6tese ainda ndo pode ser confirmada com os dados atuais disponiveis de
ensaios ex vivo e in vitro.

Estudos tém demonstrado o papel central da resposta imune celular
gerada durante a infeccdo aguda do HIV-1 no controle inicial da viremia e o
estabelecimento de set point viral. A eficiéncia da resposta dos linfécitos T
CD8+ ao HIV-1 pode ser comprometida pelas mutagdes virais que modificam os
peptideos que ligam ao complexo HLA.

Estes conceitos sustentam a teoria existente de que as respostas
protetoras mediadas por linfécitos T CD8+ resistem a mutacdo de escape (161).
Se isso for confirmado, uma futura vacina envolveria a selecdo daqueles
peptideos do HIV-1 que teriam a resisténcia maxima as mutacdes de escape.
Para os alelos que oferecem uma resposta menos protetora, uma estratégia
possivel seria pesquisar proteinas do HIV-1 com tais caracteristicas que fossem
comuns, independente do gendtipo de HLA do individuo infectado. Podemos
sugerir que nenhum alelo HLA é verdadeiramente protetor ao HIV-1, por si s0,
embora 0 nosso e outros estudos tenham demonstrado o efeito protetor do
HLA-B57 esta protecdo deve estar relacionada a outros componentes da
resposta imune. Alguns alelos HLA classe | sdo associados com a progressao
lenta da doenca, mas a contribuicdo relativa do alelo contra os sitios restritos
para esta protecao relativa permanece obscura.

Ha um dominio do alelo HLA-B, visto em estudos imunolégicos do HIV-1
(162) que permite acumular evidéncia do funcionamento e do equilibrio
microbioldgico (163, 164). Estes resultados sugerem que os alelos, dentro de
um subtipo, sejam funcionalmente diferentes nos termos da interagdo HLA-

peptideo, mesmo aqueles relacionados filogeneticamente e dentro do mesmo
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genatipo. Os efeitos da selecdo do alelo B*5701 e do alelo B*5703 sdo campo
fértil para pesquisa da patogénese da infeccdo pelo HIV-1. As diferencas na
progressdo da doenca associadas com o alelo B58 (162) e os subtipos HLA-
B35(100) sugerem que a variacdo alélica do sistema HLA, em particular o alelo
HLA-B, tenha uma base evolucionaria funcional. Consequentemente, é
importante elucidar as respostas das células T qualitativas relacionadas aos
diferentes subtipos dos alelos HLA.

A resposta restrita das células T CD8+ ao HIV-1 ligada as moléculas de
B*5701 e B*5703, que diferem por dois aminoacidos, demonstrou que ambos
estdo associados com a resposta dominante do mesmo epitopo do HIV-1 Gag
KF11 (KAFSPEVIP). Quando este epitopo € apresentado pela molécula HLA-
B*5701, é induzida uma conformacdo nos TCR que é altamente conservada em
certos individuos que reconhecem epitopos virais variantes, raramente
associados com escape mutacional. Em contraste, quando o KF11 apresentado
pela molécula B*5703 a indugcdo € totalmente diferente, demonstrando a
influéncia dos subtipos dos alelos HLA na selecdo de TCR e indicam que a
grande diversidade nos TCRs ndo é um pré-requisito para a prevencao da
mutacao viral (165).

A convergéncia de ascendéncias africanas, européias, asiaticas e dos
amerindios na populacdo brasileira reane uma diversidade de alelos HLA
através das linhagens alélicas mudltiplas. Este tipo de amostragem da
populacdo, com a verificagdo baseada especificamente na raca e etnia e
diversidade do sistema HLA consiste em uma 6tima oportunidade para
identificar uma vacina candidata contra o HIV-1. Mesmo com as distribuicdes
diferentes dos alelos HLA nesta coorte, 0 enriquecimento estatistico significativo
dos alelos B*57:01/57:02/57:03 associado com a progressao mais lenta da
doenca HIV-1 foi um achado notavel e serviria de evidéncia para um estudo
mais aprofundado da infeccdo pelo HIV-1 como uma influéncia seletiva na
frequéncia de certos alelos do sistema HLA em uma populagéo.

O fato de em nosso estudo encontrarmos um numero pequeno de

individuos que expressam os alelos B*57:01, 57:02 e 57:03 n&o nos permite
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correlacionar com diferencas entre os subtipos de B*57 com efeito protetor para
doenca pelo HIV-1. E necessario, contudo, um niimero maior de individuos que
expressam estes subtipos para uma analise comparativa, embora nossa anélise
estatistica ndo tenha demonstrado valor significativo entre estes diferentes
subtipos.

Estudos sugerem que os alelos HLA classe | tém influéncia na
velocidade de progresséo e que a forca dos alelos protetores sdo comparaveis
ao efeito protetor dos receptores CCR5A32 (166). Os homozigotos para esta
delecdo de 32 pares de bases (CCR5A32) ndo expressam o0 receptor de
superficie celular e s6 podem ser infectados com estirpes de virus que sejam
capazes de usar outros co-receptores tais como CXCR4. O fato de que os
alelos de CCR5A32 e algum HLA terem efeitos protetores independentes
refletem a dualidade de sua ac¢do na expansao viral: o primeiro limitando a
replicacéo pela disponibilidade diminuida do co-receptor e 0 segunda levando a
uma resposta imune celular mais eficiente contra o HIV-1. Isto esta de acordo
com o resultado obtido neste estudo, onde podemos observar que apenas dois
individuos foram heterozigotos para o fenétipo CCR5A32 entre os 15 individuos
gue expressam B*57, sugerindo auséncia de associacao entre os dois fatores
genéticos.

Em andlise adicional, identificamos a associac¢ao do alelo HLA-B*35 com
maior carga viral sugerindo que o alelo HLA-B*35 est4 relacionado com
progressdo para AIDS. Este resultado esta de acordo com estudos que tém
sido realizados que associam o alelo HLA-B*35 com progressao mais rapida
para doenca pelo HIV-1 (57,135). O alelo C*04 foi associado a rapida
progresséao devido ao forte desequilibrio de ligacdo com HLA-B*35 em estudos
gue analisaram estes dois alelos (57,135). Embora ndo tenha sido objetivo
principal, nosso estudo corrobora estes resultados, indicando uma frequéncia
de 14% de desequilibrio de ligagdo do alelo HLA-B*35 e C*04 nesta coorte
analisada.

Pudemos também colaborar com um estudo de caso, onde o individuo

apos um més de exposicao ao HIV-1, manifestou pneumonia por Pneumocystis
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jiroveci e a contagem de linfécitos T CD4+ foi abaixo de 200 cels./ uL por trés
meses consecutivos. A terapia antirretroviral foi introduzida, e o teste de
resisténcia genotipica nédo identificou nenhuma mutacéo do virus. A contagem
de linfocitos T CD4+ atingiu contagem acima de 200 céls/uL apds seis meses. A
tipificacdo do HLA Classe | foi realizada e os alelos identificados foram A*23,
24, B*1503,35, C*02,04, corroborando com achados que descrevem o HLA-
B*35, associado ao C*04 em desequilibrio de ligacdo, relacionado a rapida
progressao para imunodeficiéncia (Pagina 94).

A homozigose do sistema HLA pode diminuir o niumero de epitopos virais
0S quais poderiam ser alvo para os CTls. A homozigose do alelos HLA da
classe | e especialmente dois locus apresentando homozigose parece estar
associado com progressao para AIDS como reportado em estudos, incluindo
homossexuais caucasianos, americanos e europeus, mulheres heterossexuais
africanas e coortes de grupos de risco (176). A manutengédo da variabilidade
genética parece ser uma vantagem contra agentes patdgenos, e a heterozigose
do sistema HLA pode desempenhar um papel maior no combate de doencas
infecciosas.

Embora, estudo realizado tenha correlacionado a sobrevida de
caucasianos portadores do HIV-1 & heterozigose completa para os locus do
sistema HLA, ndo encontramos diferenca estatisticamente significativa entre
individuos homozigotos e heterozigotos para os alelos HLA-A, HLA-B e HLA-C,
em relacdo a melhores parametros laboratoriais. O fato de ndo termos
encontrado esta associacdo pode ser devido a auséncia de homozigose

completa dos alelos HLA classe |I.
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7. CONCLUSOES

1- O alelo HLA-B*57 esta associado a protecdo contra marcadores de
progressdo para AIDS em individuos recém infectados pelo HIV-1, tanto em
amostras iniciais, quanto durante o seguimento desta coorte. Os marcadores
incluem menor carga viral, maiores niveis de linfocitos T CD4+ e menor nivel de
linfécitos T CD8+.

2- O efeito protetor contra progressdo para AIDS néo foi detectado em

associacao a outros alelos de HLA analisados.

3- Entre os individuos HLA-B*57 identificamos dois grupos bastante
distintos, o primeiro favorecido com niveis de viremia muito baixos (<400
cOpias/mL) e o segundo com viremia mais alta (>400 copias/mL), comparavel
ao restante da coorte. Nao foi detectada diferenca na contagem de linfécitos T

CD4+ ou CD8+ entre os dois grupos.

4- O alelo HLA-B*35 indica estar relacionado com maior nivel de carga
viral em individuos recém infectados pelo HIV-1 & um progressdao mais rapida
para doenca pelo HIV-1, conforme o parametros laboratoriais.

5- Nado detectamos influéncia da frequéncia do gendétipo heterozigoto

CCR5/CCR5A32 nos individuos HLA-B*57 em relacao aos niveis de linfocitos T
CD4+ e carga viral do HIV.
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8. ANEXOS

Anexo |. Aprovacio do Comité de Etica do HC-FMUSP (CAPPESQ)

BAS CLINICAS
VOE JE WMIEDICIRA
DA UMIVERSIDADE DE SAD PAULD

\s

APROVACAO

A Comiss@o de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sess@o de 06/05/2009, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n® 0367/09, intitulado: "ESTUDO DA ASSOCIACAO DO HLA-
B57 COM O CONTROLE DA VIREMIA EM COORTE DE INDIVIDUOS RECEM
INFECTDAOS PELO HIV-1." apresentado pelo Departamento de CLINICA MEDICA:

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugc@o do Conselho Nacional de
Savde n°® 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra &

Pesquisador (a) Responsdvel: Prof.Dr. Esper Georges Kallas
Pesquisador (a) Executante: Dra. Nancy Alves de Lima Gouvea
CAPPesq, 07 de Maio de 2009
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Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da ComissGo de

Etica para Andlise de Projetos-
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Comiss&o de Etica para-Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
o & Hqspital das Clinicas da Facuidade de Medicina da Universidade de Szo Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3089 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
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Anexo Il. Poster: Distribution of HLA Class | alleles and CCR5 genotypes

Brazilian HIV-1 infected children.
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Introduction

The number of people living with HIV worldwide
continued to grow in 2008, reaching an estimated
33.4 million [31.1 million-35.8 million]

An estimated 430 000 [240 000-610 000] new HIV
infections occurred among children under the age
of 15 in 2008. Most of these new infections are
believed to stem from transmissicn in uterus, during
delivery or post-partum as a result of breastieeding
The number of children newly infected with HIV in
2008 was roughly 18% lower than in 2001. AIDS
continues to be a major global health priority.

In Brazil, where free antiretroviral therapy has been
available since 1996, average survival following an
AIDS diagnosis in Sdo Paulo state rose from four
months in 1992- 1995 to 50 months in 1998-2001.
Most HIV-tinfected children are on antiretroviral
drug regimens, with many individuals surviving
through adolescence and into adulthood. The
course of HIV-1 infection in these children is
variable, and understudied.

Host genefic factors play an important role in the
HIV Pathogenesis. One of the genetic factor that
influences the infection and disease progression of
the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is
the deletion of 32 base pairs of the gene encoding
the cell surface receptor CCRS.

HLA polymorphism has been shown to play a role
in protection against HIV infection and several
studies examining HLA associations with disease
progression have suggested that certain HLA class
| alleles, are associated with low set-point viremia
and delayed onset of AIDS.

As Brazilian population is characterized by a
mixture of ethnicity and Sao Paulo, epicenter of the
epidemic, we also wanted to investigate the
frequency of the CCRS polymorphism in the group
of HIV-1 infected children.

Objectives

The aims of this study were to determine the HLA
allele distribution in HIV-1 infected children and the
frequency of CCR5A32 polymorphism in the same
population

Patients and Methods

A total of sixty HIV-infected children were enrolled in this
study. Three out of sixty were ART-naive patients and fifty
seven were under stable antiretroviral therapy, following
guidelines.

Al participants signed the IRB-approved informed
consent. Venous blood was collected and the DNA was
obtained from whole blood using the QlAamp DNA blood
kit following the manufacturer’s instructions.

The HLA class | molecular typing was carried out using
LABType SSO PCR (sequence-specific oligonucleotide).
LABType® SSO is a reverse SSO (rSSO) DNA typing
solution that uses sequence-specific oligonucleotide
(880) probes and color-coded microspheres to identify
HLA alleles. The target DNA is amplified by polymerase
«chain reactions (PCR) and then hybridized with the bead
probe array (Figure 1)

We also analyzed CD4+ and CD8+ T cell counts by flow
cytomelry (Becton Dickinson) and HIV-1 viral load by PCR
using branched DNA assay (Versant® HIV-1 RNA 3.0
ASSAY (bDNA), Siemens Healthcare Diagnostics,
Deeffield, IL, USA) with a detection limit of 50 copies/ml.
The GCR5A32 polymorphism was: identify by PCR.

Nonparametric analyses were performed, significance
threshold was defined at p<0.05

Figure 1: LABType princilple

Results

At the time of study, 57 were under treatment and 3
untreated children were analyzed. Of the 60 participants,
52% were women and their median age was 12.1 years
(25-75% IQR,10.3 - 14.1). As depicted in Table 1, the
median CD4+ T cell count was 535 cells/mm? (IQR, 420 -
899), The median CD8+ T cell count was 1,034 cells/mm?
(IQR, 733 - 1280). The HIV-1 viral load was 220 HIV-RNA
copiesiml (IQR, 49 - 7,530).

None patient with CCR5A32 heterozygous was found in
this study.

Among the enrolled volunteers, we were able to identify
as the most common HLA alleles HLA-A*02 (39%), -A*14
(21%), -A68 (19%), -B'44 (25%), -B*35 (22%), -B"15
(13%), -Cw*04 (33%), -Cw*07 (28%), -Cw*08 (21%).

From all HLA-B'5701 patients (8%), only one was
untreated (5%). Although a delay in the fime to ART
initiation in some allele (HLA-B*15 and B*57) could be
observed, no statistically significant differences were made
evident when analyzing the frequencies of each HLA-B
allele.

Table 1: Selected cohort characteristics at enrollment

Cohort participant
Variable
N %)
Age, in years: median (GR) 121103, 149
Sexsmale w8
€D4 T colls (per ul): median (1QR) 535 (420 - 699)

COB + T cels (per ul): median (QR) 1,034 (733 - 1,280)
Viral load (copiesimi): median (1OR) 220 149 - 7.530)

Table 2 Selected parameters according to the HLA-B
locus
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Conclusions

Brazilian patients express a mixture of HLA alleles
reflecting the diverse groups of individuals that populated
this country. In Brazil, the assessment of genetic markers
among the HIV-1 infected individuals has been restricted to
adult and this is the first cohort study to assess the
of and HLA

of CCR5 genotypes and
alleles in children of Sao Paulo, Brazil.

1. A considerable variety in the frequency of HLA allele
distribution in HIV-1 infected children was observed.

2. The most common alleles were HLA-A*02, -B*44, -B*35
and -Cw*04 .

3. A delay in the time to ART initiation in some allele does
not reflect any significant effect when analyzed related to
described HLA class | alleles, associated with low set-point
viremia and delayed onset of AIDS.

4. None of the HIV-1 infected children studied hold the
CCR5A32 polymorphism.
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Anexo lll. Artigo Ciéntifico: Acute HIV infection with rapid progression to AIDS

ABSTRACT

Acute HIV infection is rarely recognized as the signs and symptoms are normally unspecific and
can persist for days or weeks. The normal HIV course is characterized by a progressive loss of CDd+
cells, which normally leads to severe immunodeficiency after a variable time interval. The mean
time {rom initial infection to development of clinical AIDS is approximately 8-10 years, but it is
variable among individuals and depends on a complex interaction between virus and host. Here we
describe an extraordinary case of a man who developed Pitcumiocisiss jiroveci pneumonia within one
month after sexual exposure to HIV-1, and then presented with 3 consecutive CD4 counts bellow
200 cells/mm?® within 3 months, with no other opportunistic disease. Although antiretroviral therapy
(AZT+3TC+ATZft) was started, with full adherence of the patient, and genotyping indicating no
primary antiretroviral resistance mutations, he required more than six months to have a CDA resto-

ration to Jevels above 200 cells/mm?® and 10 months to HIV-RNA to become undetectable.

Keywords: HTV, acute infection, progression, AIDS.

{Braz [ Tnfect Dis 2010:14(3):29)- 293 /& Flsevier Edifora Lida.

INTRODUCTION

HIV infection is characterized by a progres-
sive loss of CD4+ cells, which normally leads to
severe immunodeficiency after a variable time
interval. Following infection with HIV-1, the
majority of individuals present with a clinical
picture characterized by a mononucleosis-like
syndrome, a transient drop in CD4+ cells, and
a subsequent recovery of these initially reduced
CD4+ T cell counts to near normal levels.' The
mean time from initial infection to develop-
ment of clinical AIDS is approximately 8-10
years,** but can vary among individuals and
depends on the complex interaction between
virus and host. The strongest predictor for the
speed of HIV-1 disease progression is viral load
set point, and infected subjects with high levels
of viremia usually progress to AIDS faster than
those with lower viral load.*”

Opportunistic infections that occur within
the first months after infection with HIV-1 are ex-
tremely rare, and are often misdiagnosed or missed.
Patients and treating physicians can be misguided
by a negative HIV-1 test within the preceding
months. Here we describe a case of a homosexual
man who developed Preumocisits firoveci pneu-
monia within one month of infection by HIV-1.

This case emphasizes that clinicians need to be
aware of the possibility of opportunistic infections
occurring during early HIV-1 infection.

CASE REPORT

A 28-year-old male patient presented on April
4, 2005, with fever of 38° C, a rash on the upper
limbs, which extended to the trunk and face af-
ter 2 days, night sweats, headache, myalgia and
fatigue. After 7 days, the symptoms spontane-
ously disappeared. This episode was preceded by
asingle high-risk sexual exposure to a partner of
unknown HIV serostatus, seven days before the
onset of symptoms. Apart from this single risk
exposure, the subject reported to be in a monoga-
mous relationship with his HIV-1-negative male
partner that had no other risk factors for HIV in-
fection (tested HIV-1 negative in March 2005 and
still negative at the latest measurement in Septem-
ber 2008). He was also tested negative for HIV-1
on January 17, 2005 (antibody and p24 antigen
negative), when an HIV-1 test was performed in
acontext of an acute episode of diarrhea,

Tiwo weeks after rash onset (on April 22,
2005), the patient was seen at the emergency
roomofaprivate hospital complainingof cough
and fever. A chest X-Ray showed interstitial
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Acute HIV infection with rapid progression to ATDS

infiltration and he was prescribed moxifloxacin (400 mg/d,
PO). Thete was no improvement, and after 48 hours he re-
turned to the hospital with persistent symptoms, malaise and
shortness of breath. A chest computerized tomography scan
revealed an interstitial infiltrate suggestive of P. jiroveci pneu-
monia. His arterial oxygen pressure was 70 mmHg, with an
0, saturation index of 96%. He was hospitalized, and received
prednisone 1mgfkg, and sulphametoxazole plus thrimetho-
prim (800/160 mg, qid, 21d). Acid fast baciloscopy (AFB) and
blood pyogenic cultures were negative, Fever disappeared af-
ter 48 hours, and clinical symptoms resolved. A new HIV-1
serological test (EIA) performed on April 24, 2005, was posi-
tive for HIV (p24 Gag; p 41 Env) antibodies, which was con-
firmed by Western Blot (p17, p31, p51, p55, p66 = negative,
p24-weakly positive, Gp41, Gp!20, Gp160 positive).

ACD4+ T cell count performed on May 24, 2005, was 24
cells/ mm?, while the CD8+ T cell count was 251 cells/ mm’.
HIV-1 viral load was quantified using NASBA (NucliSENS,
BioMerieux) and was over 7,000,000 copies HIV-1 RNA
per mlL plasma. At a follow-up visit on June 08, 2007, the
HIV-1 viral load had decreased to 3,200,000 copies/mL
and CD4+ and CD8+ T cell counts had increased to 61
and 799 cells/mm’, respectively, without the initiation of
any antiretroviral therapy. A genotyping test for potential
antiretroviral drug resistance mutations performed on May
24, 2005, using the Trugene HIV-1 assay showed no evi-
dence of drug-resistance mutations, mRNA flow cytometric
analysis using ViroTect, Invirion Diagnostics Tnc.® revealed a
dual-tropic virus infection. He was discharged from hospital
on May 11,2005, without any symptoms.

He returned to hospital on June 11,2005, with a clinical
picture suggestive of upper respiratory tract infection (fever,

Figure 1: Timeline

headache, nasal congestion). An X-Ray of his face showed
sinusitis, which was successfully treated with amoxacillin-
davulanate (500/125 mg, tid, 14d). His plasma viral load
was 2,900,000 copies/raL; CD4+ cells count had increased
to 136 cells/mm?® (June 14, 2005). The patient was started
on antiretroviral (ARV) therapy using AZT + 3TC + ATV/x
on June 14, 2005, and then discharged. After 2 weeks of
therapy (June 28, 2005), his viral load decreased to 11,000
copies/mL and CD4 count was 62 cells/mm”. Four weeks
after (July 12, 2005), his plasma viral load was 320 cop-
ies/mL, while his CD4+ cells count has increased to 196
cells/mm®. Besides report of full adherence to ARV therapy,
measures 3 and 5 months after initiation of viral load were
210 and 1400 copies/mL, respectively; he only became un-
detectable 9 months after and remained as such since then
(36 months) (Figure 1), The patient’s HLA type was Locus
A*23, 24 BY1503, 35 Cw*02, 04.

DISCUSSION

The natural history of HIV infection is highly variable.”
However, most infected individuals remain free of symptoms
for 6-10 years after initial infection, and a subset of infected
individuals do not progress to ATDS aftet being infected for
more than 25 years (so called “long-term non-progressors”).
Differences in the speed of HIV-1 disease progression have
been linked to several factors; most consistently to genetic
factors, including chemokine polymorphisms and the ex-
pression of specific HLA class I or KIR alleles.™" On the
other hand, there are rare individuals who progress to AIDS
in a very short time after initial exposure to HIV. In MACS
cohort a rate < 1% of rapid progression to AIDS within 12

Legend Figure 1
neg= negative
HiV=Human Imuncdefficiency Virus
Ab= antibody

Exp= exposure

PCP= Pneumocystis jiroveci Pneumonia
Pas= positive

Ind = Indeterminado

WB= Westem Blot

VL= Viral Load
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months of infection was reported with 0.007% of individuals
reaching 2 CD4+ cell count less than 200 cells/ mm? within
6 months of infection, and 0.045% within one year.*The
factors that are responsible for the rapid progression of dis-
ease in these individuals are not known.

Recently, a case of a man who developed AIDS, including
the need for ARV therapy within 4-5 months after acute infec-
tion, was reported, and potential co-factors, such as life-style,
use of drugs, or even an exceptionally virulent resistant strain
of HIV have been discussed in this context.' There are some
cases of P jiroveci in literature, but all recovered CD4 levels
without ARV therapy within four months after symptoms.”
Tn the present case, the study subject did not report any drug
use and he had stable HIV negative sex-partner. It was previ-
ously reported that HLA-B*35, Cw*04 and A*68 were asso-
ciated with increased risk of fast progression to AIDS;'*" of
these, our patient has the first two antigens. Tn addition, the
HIV-1 strain isolated was sensitive to all current antiretrovi-
ral drugs, and belonged to subtype B, the most frequent viral
subtype circulating in Bahia and associated with non-agges-
sive progression,” however, the dual tropic viral profile was
related to a increased risk of fast progression." Most impor-
tantly; this case emphasizes that physicians must be aware that
life threatening opportunistic infections can occur during this
early phase of infection. Acute HIV-1 infection can occasion-
ally result in a rapid and dramatic loss of CD4+ T cells.
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Anexo IV- Artigo Cientifico

HLA B*57 and recent HIV infection: laboratory

characteristics and impact on viral control
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ABSTRACT (182 words)

Introduction:  After HIV-1 infection, a priviledged group of subjects control viral
replication to low levels, without the use of antiretroviral drugs. Some HLA alleles are
associated with this control and to slower progression to immunodeficiency, especially
the HLA-B*57. Objectives: The aim of this study was to confirm the association of
HLA-B*57 with viral control in recently HIV-1-infected subjects. Patients and
Methods: A cohort of 228 recently HIV-1-infected subjects was evaluated for CD4+,
CD8+ T cell counts, viral loads, and HLA typing .Results: Of those, 15 (7.2%) were
HLA-B*57. This genotype was strongly correlated with favorable laboratory outcomes.
HLA-B*57 subjects presented higher CD4+ T cell counts (p=0.043) and lower viral
loads at the baseline visit (p=0.001). Eight (53.3%) out of 15 HLA-B*57 subjects
presented undetectable viral load at the baseline visit (Group A) and seven (46.6%) had
detectable viremia (Group B). However, the CD4+ T cell counts were not different
between the two groups. Conclusions: These results confirms the protective association
of HLA-B*57 allele with better laboratory outcomes in HIV-1 infection, demonstrated
by better CD4+ T cell counts and lower viral loads. Nevertheless, different profiles may
exist within this group of subjects. The diverse viral control in such subjects may help

better understand the pathogenesis of HIV-1 infection.
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INTRODUCTION

HLA-B57 has been shown to be strongly associated with slow disease progression in
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1). Rare HIV-1 infected individuals,
termed long-term nonprogressors (LTNPs), maintain stable and/or low plasma viral load
and normal CD4+ T cells counts without therapy for longer time (1,2) another privileged
group, the elite controllers, seem to control viral replication to very low levels, despite
the use of antiretroviral drugs (1). In both groups, HIV-1 induces to a vigorous and
effective immune response to the virus antigens, which is unfortunately not the case for
the majority of HIV-infected subjects. . Because CD8+ T cell responses are widely
detected in such individuals, class | major histocompatibility complex (MHC) pathway
has been long thought as a one of the key mechanisms for virus control. Among the
several evidences, the association of better disease outcome and human leukocyte
antigen (HLA) heterozygosity strongly suggested that the breath of class | MHC-
mediated responses is important for the host (3).

Some HLA alleles have been described to be associated with lower HIV viral loads and
with slower progression to immunodeficiency, such as B27 and B*57 (4,5). Acute HIV
infection in B*57 patients are also less likely to present symptoms and better control
viral replication after acute phase (6). On the other side of the spectrum, B35 positive
individuals seem to progress faster to disease (3).

The mechanisms governing the protection induced by MHC pathway remains to be
determined. It has been suggested that HLA molecules directly interfere in viral
replication (7), although more studies are warranted to confirm this hypothesis.

The aims of this study was to address how HLA B*57 interferes with disease
progression in a cohort of recently HIV-1-infected subjects and better characterize this
group of individuals. We were able to identify two distinct groups of subjects: the first
who successfully control HIV replication and the second who presents with detectable
viremia. The identification of such groups provides a unique fertile ground to
investigate the details of cellular immune control of HIV and the pathogenesis of disease

progression.
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PATIENTS AND METHODS

In this prospective study, 228 recently HIV-1-infected, antiretroviral naive subjects were
evaluated. All patients were enrolled as a part of the prospective cohort of recently HIV-
1-infected subjects, after providing Institutional Review Board-approved written
informed consent. The recently HIV-1-infected patients were identified by the Serologic
Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversion (STARHS) (8,9).

Laboratory exams were performed in every 3-4 months after the initial clinical
appointment. The initiation of treatment followed the Ministry of Health Guidelines for
HIV therapy in Brazil (10). The patients were tested for clinical and virological status as
well as the presence of others coinfections at enrollment and after one year of follow up.
Age, gender, race, transmission route, and laboratory data were obtained as previously
described

CD4+ and CD8+ T cell counts were performed using a lymphocyte marking technique
with CD3, CD4, and CD8 conjugated monoclonal antibodies (TriTest, BD Biosciences,
San Diego, California, USA). The plasma RNA measurements were performed using
the Amplicor HIV-1 Monitor test, version 1.5 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN,
USA) until January 2007, which was subsequently replaced by the branched DNA
(bDNA) assay (Versant® - bDNA HIV-1 RNA 3.0 ASSAY, Bayer Health Care LLC
Tarrytown, NY). Both were performed according to manufacturer’s protocols.

Genomic DNA extraction was performed using QlAamp® DNA Blood Kit (QIAGEN),
following manufacturers’ instructions. HLA typing was carried out either by SSP, using
the SSP Uni tray kit (Pel Freez, Brown Deer, Wisconsin, USA) or by PCR-SSOP, using
the LABType SSO kit (One Lambda, Inc., Canoga Park, California, USA). Both kits
were used following the manufacturers’ instructions.

All baseline plasma samples were also tested for the presence of E2 antibodies against
GBV-C envelope glycoprotein E2 and the presence of GBV-C RNA in plasma was
determined by a GBV-C-specific nested reverse-transcriptase-polymerase-chain-reaction
assay and GBV-C viral load was determined by real-time PCR, as previously described

(11). The evaluation was performed after HIV seroconversion in order to establish the
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prevalence of GBV-C infection near the time of HIV seroconversion and after one year
of enrollment (12).

Viral load, CD4+ and CD8+ T cells were defined as variables at baseline, as well as
their zenith and nadir values throughout each participant’s follow-up, until initiation of
antiretrovirals when applicable. Each allele was analyzed for all the laboratory variables
and compared using Mann-Whitney non-parametric test. Viral loads were also
categorized as <400 or >400 copies/ml for allele associations using Fisher exact test.
Significant differences were considered when p<0.05.

103



RESULTS

Out of 228 subjects included in this cohort, 208 (91.6%) were men, 194 (85.5%) of
whom reported practicing sex with men. Almost half declared themselves as Caucasians
(125, 55.0%), the median age was 32 years-old (range, 18 to 70), and all participants
reported HIV acquisition via sexual practices. The demographic and laboratory findings
are summarized in Table 1. Twenty participants were excluded from the analyses of
HLA associations to disease progression because the baseline CD4+ T cell count or viral
load was not available at baseline. The baseline laboratory findings are also described in
Table 1, compatible to what would be expected in recently infected subjects.

The allele B*57 was detected in 7.2% of the subjects, who presented lower HIV viral
load values, either the zenith or the nadir values in their follow-up (p=0.006 and
p<0.001, respectively), when compared to those who did not have this allele (Table 2).
Like HIV viral loads, nadir CD4+ T lymphocyte counts were higher in B*57 subjects
(p=0.036), although the zenith values were not significantly higher (p=0.060, Table 3).
The nadir CD8+ T lymphocyte values were lower in B*57 subjects (p=0.013), but,
again, no significant differences were noted in the zenith values (p=0.077, Table 4).

We further investigated the influence of other alleles besides B*57. As shown in Table
5, no influence in HIV viral load was detected when other alleles previously associated
with protection against disease progression were evaluated, such as B27, B51, and B58.
We could clearly identify two distinct groups of HLA B*57 subjects at baseline. As
demonstrated in Table 6, eight (53.3%) out of 15 subjects (Group A) had viral loads
<400 copies of HIV-RNA/mI, whereas seven (46.6%) had >400 copies of HIV-RNA/mI
(Group B), which resulted in a significant difference between the two groups
(p=0.0002). On the other hand, no difference was observed in CD4+ or CD8+ T cell
counts at baseline comparing the two groups (p=0.7984 and p=0.8785, respectively).
The laboratory profile comparing the two groups is shown in Figure 1.
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DISCUSSION

In this study, we aimed at determining the impact of HLA B*57 in a cohort of recently
HIV-1-infected subjects. Our data confirmed previous observations that this genotype is
associated with a favorable effect in disease pathogenesis (1,2,4-6). By showing a lower
early HIV viral load and higher historical values in subjects prior to initiation of
antiretroviral therapy, we speculate the main effect of such association is related to
better control of HIV replication. Nevertheless, a favorable effect was also detected in
CD4+ T lymphocyte counts, but at a lesser extent than what was seen in HIV viral load.
To ascertain the independency of such effect, we have also addressed potential influence
of other HLA alleles in the cohort’s outcomes, especially those belonging to the
serological Bw4 motif. No association was observed when we analyzed B*27, B*51,
and B*58, the latter closely related to B*57 (13). In fact, B*57 and B*58 present several
resemblances, including their preferred binding peptides (14-16), leading to the
hypothesis that other mechanisms may be involved in the B*57 protection phenotype.
In fact, CD8+ T cells restricted to B*57 are readily detected in recent infection, which
suggests that cellular immune response is involved in early viral control (17).

The protection association of B*57 and HIV viral control seems to be variable. As
demonstrated in Table 6, two quite distinct groups of subjects were identified, the first
with outstanding control of viral replication, fitting the definition of elite controllers, and
the second group who allows viral replication. It is not clear why distinct outcomes are
seen in B*57 subjects who acquire HIV infection.

The first possibility could be related to the allele subtype. Yu et al. have explored how
B*5701 and B*5703, despite a difference in two aminoacids, present the same dominant
Gag KAFSPEVIPMF peptide (KF11), but with distinct TCR beta-chain repertoire
heterogeneity, which results in less effective response by B*5703 (18). Therefore, one
can speculate that specific B*57 subtypes could carry the protective effect. However, as
seen in Table 6, we could not identify an enrichment of B*57:01 genotype in the
controllers’ group to confirm this hypothesis; on the contrary, no particular subtype

distribution pattern could be detected.
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The second possibility is that the B*57 allele could only constitute a particular
haplotype. Due to the limited number of subjects in our cohort, in particular those who
are B*57 positive, we could not further explore this hypothesis. Population based
studies or combinations of different cohorts of HIV-infected subjects may be required
for such analyses.

The third possibility could involve other factor that, in combination with B*57, may lead
to better disease outcome. This could involve, but are not limited to, antigen
intracellular processing mechanisms, antigen presentation pathways, recognition by the
T cell receptor, and cross-stimulation of NK cells through HLA and KIR receptors
interactions (19-21) Unfortunately, we did not have access to the KIR genetic typing

from our B*57 subjects to evaluate potential HLA and KIR interactions.
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CONCLUSIONS

In this report, we were able to confirm the association between HLA B*57 and better
laboratory outcomes in HIV-1 infection. This is the first description of B*57 frequency
in a population of HIV-1-infected subjects, at 7.2%. The presence of this allele was
associated with lower HIV viral loads and higher CD4+ T cell counts and lower CD8+ T
cell counts, the latter potentially reflecting lower cell activation status. Two distinct
groups of subjects were identified at baseline: the first with viremia control and the
second with detectable viral replication. Surprisingly, no difference was observed in the
levels of CD4+ T cell counts between the two groups. This finding reflect that other

factors may play a role in the protective role of B*57, which remain to be determined.
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Table 1: Demographic and laboratory characteristics at baseline of the study participants

Total Percentage = Median IQR*** 2506-75%
Gender
- Male 209 91.6
- Female 19 8.4
Ethnicity
- Caucasian 126 55.0
- Mullato 44 194
- Black 15 6.6
- Other * 43 19.0
Route of acquisition
- MSM ** 195 85.5
- Heterosexual 33 14.5
Age (years) 30.8 24.8 - 36.3
CD4+ T lymphocytes (cells/ul) 520 402 - 698
CD8+ T lymphocytes (cells/ul) 912 631 - 1199
Viral load
- HIV-RNA copies/ml 20300 3875 - 64076
- l0g19 4.3 3.6-4.8

* Indian descendents, Asia descents, multirracial
** MSM: men who have sex with men
*** |QR: interquartile range
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Table 2. Presence or absence of B*57 allele was analyzed for the levels of viral load
during the subjects’ follow-up, before initiation of antiretroviral therapy.

B*57 Mean SD* Median  Minimum Maximum n p
Nadir Negative  29481.24  90047.65 3247 49 70400 193
;/c;;z' Positive 436853  10103.24 139 49 33100 15 0.006
Zenith  Negative 10943127 139636.57 52500 399 704000 193
;g;z' Positive  68096.87  149400.48 2756 105 437000 15  <0.001

* SD: standard deviation
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Table 3. Presence or absence of B*57 allele was analyzed for the levels of CD4+ T
lymphocyte counts during the subjects’ follow-up, before initiation of antiretroviral
therapy.

B*57 Mean SD* Median ~ Minimum Maximum n p
Nadir Negative  327.89 14590 289 7 876 193
;/c;;z' Positive 449.80  231.60 434 172 1055 15 0.036
Zenith Negative  727.19  284.85 684 128 2449 193
;g;z' Positive 908.73  423.70 942 372 2147 15 0.060

* SD: standard deviation.
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Table 4. Presence or absence of B*57 allele was analyzed for the levels of CD8+ T
lymphocyte counts during the subjects’ follow-up, before initiation of antiretroviral

therapy

B*57 Mean SD* Median ~ Minimum Maximum p
Nadir Negative ~ 720.03  492.89 646 106 4358 193
;/c;;z' Positive 48273  174.85 503 164 747 15 0.013
Zenith Negative 139147  796.18 1189 106 4680 193
;g;z' Positive  1017.07  370.65 1009 360 1527 15 0.077

* SD: standard deviation
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Table 5. Association between HIV viral load at baseline and different HLA-Bw4 alleles.

HLA HLA HIV-RNA viral load n p value
allele status <400 copies/ml >400 copies/ml
n % n %
Negative 26 13.2 171 36.8 197
B*27  positive 2 18.2 9 81.8 17~ 0646
Negative 26 14.1 159 85.9 185
B*1  positive 2 8.7 21 01.3 23 0746
Negative 20 10.4 173 8.6 193
BS7  positive 8 53.3 7 46.7 15 <0.0001
Negative 27 14.1 165 85.9 192
B¥S8  positive 1 6.3 15 93.8 16 0707
Total 28 135 180 86.5 208
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Table 6. Laboratory characteristics of two distinct groups of B*57 subjects. Group A
successfully controlled viral replication, whereas Group B had detectable HIV viral load
at baseline B*57 alleles were typed at four digits resolution.

Treated HLA Baseline Baseline Baseline

CD4+T CD8+T  HIV-RNA

Locus A Locus B Locus C cells cells viral load

Group A
1034 No A*02, A*03 B*15:10, B*57:02 C*02, C*08 534 283 <400
1060 No A*30, A*32 B*14:02, B*57:03 C*08, C*18 799 904 <400
1073 No A*01, A*34 B*35:03, B*57:01 C*07, C*18 486 164 <400
1098 No A*03, A*26 B*27:05, B*57:03 C*01, C*18 879 812 <400
1103 No A*01, A*02 B*35:05, B*57:01 C*04, C*06 813 796 <400
1123 No A*01, A*30 B*14:02, B*57:01 C*06,C*08 702 1116 <400
1173 No A*26, A*68 B*15:20, B*57:01 C*03, C*06 839 830 <400
1174 No A*23, A*24 B*44:03, B*57:03 C*07, C*16 404 784 <400
Median 751 804 <400
Percentile 25% 522 659 <400
Percentile 75% 820 849 <400
Group B

1010 No A*31, A*68 B*39:03, B*57:03 C*07, ------- 1422 877 3800
1012 No A*01, A*32 B*14:01, B*57:01 C*07, C*08 910 633 6330
1016 Yes A*02, ------- B*51, B*57:01 C*02, C*15 372 1049 426000
1053 Yes A*01, A*68 B*07:02, B*57:01 C*06, C*07 198 503 24500
1104 No A*01, A*02 B*49:01, B*57:01 C*06, C*07 451 593 51900
1161 No A*02, A*30 B*18:01, B*57:01 C*05, C*06 1098 938 906
2038 No A*01, A*11 B*51, B*57:01 C*06, C*15 698 589 5100
Median 698 633 6330
Percentile 25% 412 591 4450
Percentile 75% 1004 908 38200
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Figure 1: Follow-up cohort B*57
Figure Legends

Figure 1: The laboratory follow-up of HLA B*57 subjects is shown for (A) CD4+ T cell
counts, (B) CD8+ T cell counts, and (C) HIV-RNA viral load. The subjects are divided
into two groups based on their baseline HIV-RNA viral loads: Group A (green lines)
baseline viral loads were <400 HIV-RNA copies/ml, whereas Group B (red lines)
subjects presented with >400 HIV-RNA copies/ml. In panel C, viral loads in two
participants, 1016 and 1053 (both in Group B), are represented in dashed lines when
they were put on antiretroviral therapy. Patient 1010 is highlighted in panel A because
he is HTLV-coinfected. Two patients from Group B (1016 and 1053) started on

antiretrovirals and their lines are converted in dashed lines upon initiation of therapy.
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