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RESUMO

Diferentes mecanismos envolvidos no controle da infeccdo pelo HIV-1 dependem,
além de fatores virais, da variabilidade genética do hospedeiro. Assim, foi observado gque 0s
receptores tipo Toll (TLRs) endossomais, tais como TLR7, 8 e 9, estdo envolvidos no
reconhecimento de &cidos nucleicos derivados de virus, como o HIV-1. Sendo que TLR7/8
reconhecem RNA simples fita (SSRNA) e TLR9 reconhece DNA dupla ou simples fita
(ssDNA/dsDNA). Observou-se que o sSRNA derivado de HIV-1 é reconhecido pelos TLR7/8,
0s quais estimulam células dendriticas (DCs) e macrdfagos a producdo de interferons (IFNs) e
citocinas pro-inflamatdrias. Também foi observado que a proteina gp120 do HIV inibe a
ativacdo das DCs plasmocitdides (pDCs), que expressam TLR9, consequentemente inibindo
producdo de IFN-a. Variantes nos genes TLR7/8/9 ja foram associadas com a infeccdo ao
HIV-1 e outras doencas inflamatorias, autoimunes e infecciosas. O objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia dos polimorfismos genéticos potencialmente funcionais: rs179008 no
TLR7, rs3764880 no TLR8, rs5743836 e rs352140 no TLR9 em 366 pacientes adultos HIV+ e
415 individuos adultos saudaveis provenientes do sul do Brasil. O polimorfismo rs5743836 do
TLR9 foi genotipado através da técnica de PCR alelo especifico BIPASA enguanto que 0s
demais polimorfismos por PCR-RFLP. As frequéncias genotipicas e haplotipicas foram
comparadas usando o teste de Qui-quadrado e as frequéncias alélicas usando o teste Exato de
Fisher. As comparacdes foram realizadas subdividindo os individuos de acordo com a origem
étnica e o sexo. Quando comparamos individuos HIV+ eurodescendentes com 0 grupo
controle, observamos diferencas nas frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo
rs5743836 no TLR9 (P=0,011 e P=0,028, respectivamente), sendo que a frequéncia do
gendtipo CC foi maior nos pacientes quando comparado com os controles (residual P=0,040)
conferindo susceptibilidade a infeccdo (OR=1,53; 95% IC: 1,05-2,23; P=0,030, modelo
dominante). Na comparacdo dos individuos HIV+ afrodescendentes com o grupo controle,
houve uma menor frequéncia do gendtipo TC nos pacientes (residual P=0,006), sendo que
esse genotipo foi associado com protecdo a infeccdo (OR=0,60; 95% IC: 0,36-0,99; P=0,049,
modelo dominante). Na analise de hapl6tipos dos polimorfismos rs5743836 e rs352140 do

TLR9, as frequéncias haplotipicas estimadas ndo foram diferentes na comparacdo entre
12



pacientes e controles. Em relagdo aos polimorfismos do TLR7 e TLR8 também néo
observamos diferencas nas frequéncias alélicas e genotipicas quando comparamos pacientes e
controles. Nossos resultados demonstram o papel fundamental do polimorfismo rs5743836 na
infeccdo do HIV e a importancia do background genético entre os grupos étnicos que

influenciam na susceptibilidade frente ao virus.

Palavras-chave: TLRs, HIV-1, etnia, polimorfismos
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ABSTRACT

Different mechanisms are involved in the control of HIV infection, as viral factors and
genetic variability on the host. Thus, intracellular Toll-like receptors (TLRs), such as
TLR7/8/9, are involved in the recognition of nucleic acids derived from viruses. TLR7/8
recognizes simple RNA strand (sSRNA) and TLR9 recognizes simple or double DNA strand
(ss/dsDNA). It was showed that the sSRNA derived from HIV is recognized by TLR7/8 and
stimulates DCs and macrophages to secrete IFN-a and proinflammatory cytokines. Also, a
direct interaction of HIV gp120 with pDCs inhibits TLR9-mediated responses, including pDC
activation and IFN-a secretion. TLR7/8/9 polymorphisms have been associated with HIV
infection and other inflammatory autoimmune and infectious diseases. The aim of this study
was to evaluate the influence of the rs179008 TLR7, rs3764880 TLR8 and rs5743836/rs352140
TLR9 polymorphisms, potentially functional, in 366 HIV+ adults patients and 415 healthy
adults subjects from the Southern Brazil. The rs5743836 polymorphism was genotyped by
allele specific PCR-BIPASA while the other variants by PCR-RFLP. Genotypic and
haplotypic frequencies were compared using the Chi-square test and allele frequencies using
the Fisher's exact test. The comparisons were made by subdividing the sample according to
ethnicity and gender. In European-derived individuals, differences in genotypic and allelic
frequencies was observed for the rs5743836 as compared patients with controls (P=0.028 and
P=0.011, respectively). Also, a higher frequency for the CC genotype in patients as compared
with controls (residual P=0.040), this genotype conferring susceptibility to HIV-1 infection
(OR=1,53; 95% CI: 1,05-2,23; P=0,030, dominant model). In African-derived individuals,
was observed that the rs5743836 TC genotype frequency was lower in patients as compared to
controls (residual P=0,006) being associated with protection against to HIV infection
(OR=0,60; 95% CI: 0,36-0,99; P=0,049). No differences in allelic and genotypic frequencies
were observed for the TLR7/8 polymorphisms or haplotypic frequencies of TLR9 variants,
comparing patients and controls. Our results suggest that the rs5743836 TLR9 polymorphism
has an important role in HIV-1 infection since it was associated with susceptibility in Euro-

derived and Afro-derived individuals. Keywords: TLRs, HIV-1, ethnicity, polymorphisms.
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I. INTRODUCAO

1.1HIV/AIDS: A origem e diversidade

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) foi primeiramente descrita nos
Estados Unidos em 1981. Caracterizada por uma imunodeficiéncia generalizada como
consequéncia de uma alta incidéncia de infec¢Bes oportunistas, foi inicialmente observada
em homens homossexuais (Rambaut et al., 2004). A AIDS em humanos €é causada pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), um lentivirus da familia Retroviridae (Levy,
1978). O sucesso evolutivo dessa familia se baseia em sua simplicidade enganosa, pois o
virus pode infectar persistentemente humanos subvertendo a resposta imune inata e
adaptativa, apesar de codificar apenas 15 proteinas maduras (Engelman & Cherepanov,
2012). O virus foi inicialmente isolado em 1983 e ao longo da década de 80 dois tipos de
HIV (HIV-1 e HIV-2) foram identificados, os quais circulavam na populagdo humana
com leves diferencas na estrutura de seus genomas. Estudos filogenéticos observaram que
0 HIV-1 e HIV-2 sdo o resultado de multiplas transmiss@es interespécies do Virus da
Imunodeficiéncia de Simios (SIV), o qual infecta naturalmente primatas africanos. Assim,
acredita-se que um evento de transmissdo envolvendo o SIV de chimpanzés (SIVcpz) no
Centro-Oeste da Africa (Cameroon) deu a origem ao HIV-1 do grupo M, enquanto que o
SIV de Sooty mangabeys (SIVsmm) deu origem ao HIV-2 (Sharp & Hahn, 2011). Ambos
0s tipos de virus sdo caracterizados por uma ampla diversidade genética. O HIV-1 esta
filogeneticamente dividido em 3 grupos: M, N e O, com uma divisdo mais ampla do
grupo M em 9 subtipos (A,B,C,D,F,G,H,J,K) e 51 formas recombinantes circulantes
(CRF). Hoje em dia o grupo M € o principal envolvido na pandemia e tem quase uma
distribuicdo mundial, enquanto que os grupos N e O est&o restritos a populagdes do Oeste
Africano. O HIV-2 é o mais comum em individuos do Oeste africano e estd composto por
7 subtipos (Sharma et al., 2011).
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1.2 Caracteristicas e ciclo de vida do HIV

O HIV é estruturalmente formado por um envelope lipoprotéico e um nucleocapsideo
contendo duas fitas de RNA de aproximadamente 9kb, onde estdo dispostas as
informacgdes genéticas. Seu genoma é composto por trés regides génicas: gag (regido
codificadora de proteinas do nucleo e da matriz); pol (regido que codifica as enzimas
transcriptase reversa (RT) e protease integrase) e env (regido que codifica proteinas do
envelope: gap120/41). Existem também dois genes regulatérios (tat e rev) e quatro genes
acessorios (nef, vif, vpr, vpu) os quais modulam a replicacdo do virus e sdo responsaveis
por adaptacBes para a sobrevivéncia do virus no hospedeiro (Fanales-Belasio et al., 2010;
Verlag, 2013).

O ciclo de replicacdo do HIV é similar ao de outros retrovirus estudados. Ele consta de
diversas etapas, as quais dependem tanto de fatores celulares/moleculares do hospedeiro
quanto de fatores virais: 1) A entrada na célula se inicia quando o virus se liga na célula
alvo, pela interacdo entre a glicoproteina viral gp120/41 e a molécula receptora CD4
(glicoproteinas presentes na membrana de algumas células do sistema imune). ApoOs
utilizar o CD4 como receptor primario, o virus interage com os receptores de quimiocinas
CCR5 ou CXCR4, que agem como co-receptores virais. 2) Essas interagcbes permitem a
fusdo da membrana viral com a membrana celular do hospedeiro e consequentemente a
entrada do capsideo viral na célula. 3) Ocorre o desmantelamento do capsideo e a
liberacdo do RNA viral no citoplasma. 4) O genoma RNA do virus € convertido em DNA
de dupla fita pela transcriptase reversa (RT). 5) Ocorre a formagdo do complexo de pré-
integracdo (PIC) no DNA viral o qual é transportado ativamente para o nucleo. 6) O DNA
viral é integrado ao genoma da célula do hospedeiro pela integrase viral, a qual esta
associada ao PIC. A forma do DNA integrado do virus é chamada de provirus. 7) A
transcricdo do provirus é mediada pela RNA polimerase 11 (RNA Pol 1) do hospedeiro e 0
fator B de elongacgéo transcricional positiva (P-TEFb). 8) Producdo de mRNA virais e
exportacdo ao citoplasma via a proteina CRM1 do hospedeiro. 9) Os mRNA virais sdo

traduzidos em proteinas do virus. 10) No citoplasma, o conjunto das particulas virais e
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proteinas acessorias do virus € unido pelo encapsulamento de completos RNAs virais
gendmicos. 11) O processo é completado pela interacdo com as proteinas do capsideo viral
formando o nucleocapsideo, dando lugar ao brotamento. 12) Liberacdo de novas particulas
virais. 13) Finalmente se da a maturacdo dessas particulas virais para formar particulas

infecciosas (Engelman & Cherepanov, 2012) (Figura 1).

Em contraste a outros retrovirus, a transcricdo e o splicing do RNA do provirus sao
regulados por proteinas reguladoras: TAT e REV, as quais sdo as primeiras a ser
sintetizadas. TAT se une a regido transativadora (TAR) do genoma do virus para habilitar
a alta eficiéncia da transcricdo do provirus. REV, por ouro lado, é necessaria para o
controle do splicing do RNA e o transporte de RNAs ao citoplasma (Fanales-Belasio et al.,
2010).
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Figura 1. Ciclo de vida do HIV (Adaptado de Engelman & Cherepanov, 2012).
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1.3 Imunopatogénese da infeccédo pelo HIV e progresséo a AIDS

As primeiras células infectadas pelo virus geralmente sdo as células dendriticas (DCs)
encontradas em varios tecidos humanos, entre eles a mucosa do trato genital e a mucosa
anal (Wu & KewalRamani, 2006). Em seguida, as células dendriticas, “conduzem” o virus
aos linfonodos onde ocorre a infeccdo dos linfocitos T CD4+, principais alvos celulares
do HIV e fundamentais para a coordenacdo das defesas do organismo (Gringhuis et al.,
2010). As DCs agem como ‘“Cavalos-de-Troia”, j& que sdo as responsaveis pela
disseminacdo do virus e realizam o transporte do HIV até as células T - o virus liga-se ao
receptor do tipo lectina (DC-SING, L-SIGN e Siglec-1) presente na membrana celular da
DC e é internalizado mantendo-se intacto até a passagem para um linfocito T CD4+, nos
linfonodos (da Silva et al., 2011; Hijazi et al., 2011; lzquierdo-Useros et al., 2012).

A fase aguda, ou infeccdo primaria, esta definida como a fase inicial de infeccéo,
caracterizada como se estendendo desde a possibilidade de detec¢do de RNA do HIV até a
formacdo de anticorpos especificos contra o virus, apos 3-4 semanas (Figura 2)
(McMichael et al., 2010). Em estudos com modelos animais com SIV e em individuos
HIV+ foi documentado que essa fase de infeccdo é caracterizada pelo declinio do niumero
de linfocitos T CD4+ de memoria predominantemente na mucosa, lugar onde se localizam
um grande numero de células T (Brenchley et al., 2004; Mattapallil et al., 2005). A carga
viral no plasma aumenta até alcancar um valor maximo apdés 21-28 dias de infeccdo, com
uma resposta imune intensa. Consequentemente os pacientes podem desenvolver sintomas
da Sindrome Retroviral Aguda, incluindo influenza febril, garganta inflamada,
linfadenopatia ou exantema (Kahn & Walker, 1998). Alguns estudos demonstraram uma
expanséo oligoclonal de linfécitos T citotoxicos CD8+ (CTL) circulantes e sua associagdo
com o controle da viremia mediado pela capacidade citotoxica dessas células contra as
células infectadas (Borrow et al., 1994), porém recentes estudos in vitro e in vivo
questionam o papel citotoxico dos linfocitos T CD8+ neste processo (Davenport &
Petravic, 2010).
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Figura 2. Fases clinicas da infeccdo pelo HIV e progressdo a AIDS (Adaptado de An
& Winkler, 2010).

A fase cronica da doenca esta caracterizada por uma acentuada ativacdo imune e uma
acelerada renovacdo celular, pois ocorre a queda do numero de células T CD4+
circulantes até os niveis normais, também ocorrendo estabilizacdo da viremia em niveis
variaveis (set-points virais) e estabelecimento de uma infeccdo assintomatica por um
longo periodo de tempo (fase clinica de laténcia) (Grossman et al., 2006) (Figura 2). As
células B sdo policlonalmente ativadas com uma conseqiiente hipergamaglobulinemia,
também a ativacdo e numero de céelulas Natural Killers (NK) é incrementada e 0 numero
de DCs decresce no sangue periférico. Danos imunoldgicos no trato gastrointestinal levam
ao rompimento na barreira da mucosa permitindo a translocacdo de PAMPs (Padrdes
Moleculares Associados a Patdgenos) de bactérias, tais como o LPS (lipopolissacarideos),
0s quais ja foram correlacionados com ativacao imune (Brenchley et al., 2006). Contudo,
danos no tecido linfoide sdo observados: disfuncédo timica, fibrose dependente do fator de
transformacdo do crescimento beta e alteragcBes na arquitetura do foliculo linfoide, tais
danos podem ser revertidos progressivamente com o inicio do tratamento (Douek et al.,

1998; Hardy et al., 2004).
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Sabe-se que uma ativacdo imune generalizada desencadeia uma alta supressédo de
células T CD4+/CD8+, a destruicdo de tais células leva a uma severa imunodeficiéncia
que resulta na incapacidade de lutar frente a outros agentes infecciosos ou células
tumorais (e.g. tuberculose ou pneumonia ou cancer), consequentemente levando a uma

progressao para AIDS (Kuan-Teh, Jean 2000).
1.4 Epidemiologia do HIV-1/AIDS

Apesar da associacdo inicial com o comportamento homossexual masculino, hoje em
dia sabe-se que tanto o HIV-1 é também transmitido em relaces heterossexuais, pela via

intravenosa e verticalmente durante a gestacdo, na interface materno-fetal.
1.4.1 No mundo

Na atualidade, segundo o Ultimo relato global da UNAIDS/2012, no mundo existem
aproximadamente 34 milhdes de pessoas que vivem com o HIV dos quais ~30 milhdes sdo
adultos (~16 milhdes de mulheres) e ~3 milhdes séo criancas (< 15 anos). Desde 0 inicio
da epidemia foram registrados aproximadamente 30 milhdes de 6bitos em decorréncia da
AIDS e s6 em 2011 foi registrado ~1,7 milhdes de mortes por causa da AIDS (~1,5
milhGes de adultos e ~230.000 criancas < 15 anos), 0 que representa um decréscimo de
24% nos 6bitos devidos a AIDS comparando-se com os dados de 2005 (~2,3 milhdes).
Considerando-se todas as regiées do mundo, a maioria dos individuos que vivem com HIV
(97%) reside em paises de baixa e média renda, especialmente na Africa subsaariana
(Global report UNAIDS, 2012).

1.4.2 No Brasil

Segundo o ultimo Boletim Epidemiolédgico Brasileiro (com dados do ano base de
2010), de acordo com o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAM),
Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM), Sistema de Controle de Exames

Laboratoriais (Siscel) e o Sistema de Controle Logistico de Medicamentos (SICLOM),
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foram notificados 608.230 casos de AIDS de 1980 a 2010, sendo que 397.662 (65,4%)
foram relativos a individuos do sexo masculino. Em 2010, foram notificados 34.218
novos casos de AIDS e sua distribuicdo no territorio Brasileiro foi: 14.142 (41,3%) na
Regido Sudeste; 7.888 (23,1%) na Regido Sul; 6.702 (19,6%) na Regido Nordeste; 3.274
(9,6%) na Regido Norte e 2.211 (6,5%) na Regido Centro-Oeste. Com taxa de incidéncia
nacional de 17,9/100.000 habitantes e raz&o de sexo de 1,7 novos casos em homens para
cada caso em mulheres, demonstrando uma diminuicao desta propor¢do nos Ultimos anos.
Ao longo dos dltimos 12 anos observa-se uma estabilizacdo da taxa de incidéncia no
Brasil, concentrada em alguns subgrupos populacionais em situacdo de vulnerabilidade,
sendo observada uma reducéo desta taxa apenas na Regido Sudeste e aumento nas demais
regibes. Em 2010 também foram notificados 482 novos casos de AIDS em menores de
cinco anos, com taxa de incidéncia de 3,5/100.000 habitantes. No Brasil, a taxa de
incidéncia em menores de cinco anos € utilizada como indicador de monitoramento da
transmissao vertical, e ao longo dos ultimos 12 anos observa-se uma reducdo de 40,7%.
Contudo houve aumento da incidéncia no Norte e Nordeste, e reducdo nas demais regides.
Nesse ano também ocorreram 11.965 obitos, com coeficiente bruto de mortalidade de
6,3/100.000 habitantes. Considerando o coeficiente de mortalidade padronizado
(Populacao brasileira de 2000, IBGE), nos ultimos 10 anos observa-se reducgdo de 11,1%
na mortalidade por AIDS no Brasil, demonstrando varia¢@es entre as regides do pais com
aumento no Norte, Nordeste e Sul, diminuicdo no Sudeste, e estabilizacdo no Centro-
Oeste. Também no ano de 2010 foram notificados 5.666 casos de HIVV em gestantes, com
taxa de deteccdo de 2,0 casos por 1.000 nascidos vivos, sendo que a Unica regido com
uma taxa de deteccdo de HIV em gestantes superior a média nacional foi a Regido Sul
com 4,8 casos por 1.000 nascidos vivos (Boletim Epidemioldgico AIDS.DST, 2012).

Do total de casos novos na regido Sul no ano de 2010 [7.888 (23,1% do total
Brasileiro)], foi observado: 4.018 (50,9%) no Estado do Rio Grande do Sul, 1.984
(25,2%) no Parana e 1.886 (23,9%) em Santa Catarina. Ao respeito das capitais da regido
Sul e com relacéo a incidéncia de novos casos de AIDS, observa-se a maior taxa em Porto
Alegre/RS (99,8/100.000 habitantes), seguido por Floriandpolis/SC (57,9) e Curitiba/PR
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(41,8). Destaca-se que nesses estados da Regido Sul, a taxa de incidéncia nesse ano foi
maior do que a média nacional (17,9/100.000 habitantes). Porto Alegre e Floriandpolis
continuam liderando a classificacdo por taxa de incidéncia de casos de AIDS, ocupando
os dois primeiros lugares entre as capitais brasileiras desde o ano de 1998 (Boletim
Epidemioldgico AIDS.DST, 2012). E importante salientar que todos esses nimeros de
casos notificados no Brasil correspondem sé a pessoas com AIDS, pois dados de pessoas
infectadas com HIV-1 e que ndo progrediram a AIDS ainda nédo estdo sendo registrados

pelo governo.

O cenario epidemioldgico tem sido influenciado, além das politicas publicas de
prevencdo, pelo acesso universal a terapia anti-retroviral ou “HAART” (Highly Active
Antiretroviral Therapy), pois esses medicamentos visam impedir a multiplicacdo do virus
no organismo. Eles ndo eliminam o HIV, mas ajudam a evitar o enfraquecimento do
sistema imunoldgico, gerando uma melhor qualidade de vida. Além disso, também ja foi
observado que eles ajudam a diminuir a transmisséo do virus porque baixam a carga viral.
Atualmente, existem 21 medicamentos principais divididos em cinco grupos: 1)
Nucleosideos inibidores da transcriptase reversa (INRT); 2) Inibidores ndo nucleosideos
da transcriptase reversa (INNRT); 3) Inibidores de protease (IP); 4) Inibidores de fusdo
(IF) e 5) Inibidores da integrase (I1). Uma combinacéo tipica de HAART envolve dois
inibidores nucleosidicos da trascriptase reversa e um inibidor ndo-nucleosidico da

transcriptase reversa ou um inibidor de protease (Fauci, 2003).

Desde 1996 o Brasil distribui gratuitamente o coquetel antiaids pelo Sistema Unico de
Saude (SUS). Segundo dados do Ministério da Saude, cerca de 200 mil pessoas recebem
regularmente os remédios para tratar a doenca. Segundo as diretrizes do Programa
Nacional de DST e AIDS do Ministério de Saude, estabelecidas em 2008, o inicio de
tratamento antirretroviral é recomendado para pacientes HIV+ com sintomatologia de
AIDS, ou ainda, para individuos assintoméaticos com medidas recorrentes do nimero de
linfocitos T CD4+ entre 200 e 300 células/mm?®; carga viral persistente independente dos

niveis de células T-CD4+, e individuos com hepatite C ou B crbnica. No entanto, em
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agosto de 2012 foram propostas novas recomendagfes técnicas consensuais para adesao
de terapia antirretroviral de pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA) no Brasil
(publicadas na pagina do Ministério da Saude), as quais ainda estdo em sua versao
preliminar e em fase de avaliacdo para serem liberadas na portaria. Essas novas
recomendagdes incluem como principais critérios para o0 inicio do tratamento

antirretroviral: Pacientes assintométicos: contagem de células T CD4+ abaixo de 500

célulassmm?® ou, se co-infectados com hepatite B, com células T-CD4+ acima de 500

células/smm?; pacientes com risco elevado a infeccdo ou com doenca cardiovascular ou

com neoplasias que necessitam de tratamento imunossupressor. Pacientes sintomaticos:
Uso de terapia antiretroviral independente da contagem de T-CD4+. No caso de gestantes,
a indicacdo é independente da contagem de T-CD4+. Também foi proposto um protocolo
de tratamento preventivo para pessoas HIV+ que vivem em parceria com individuos
soronegativos, como medida de prevengdo da transmissdo do HIV. Neste caso o
tratamento deve ser oferecido independente da contagem de T-CD4+.

1.5 Variabilidade genética do hospedeiro frente ao HIV

Nos ultimos anos tem-se demonstrado que os diferentes mecanismos envolvidos no
controle do HIV dependem, além de fatores virais, da variabilidade genética do
hospedeiro. Ambos os fatores resultam na variabilidade da evolucdo clinica a qual tem
permitido a classificacdo de individuos infectados de acordo com a progressdo da doenca
em: 1) Progressores tipicos, que representam a maioria da populacdo soropositiva e
desenvolvem uma infecgdo sintomatica, iniciando o tratamento antirretroviral entre 0 3° e
10° ano apds a soroconversdo. 2) Progressores rapidos, que demonstram um declinio
muito rapido na contagem das células CD4+, normalmente de 2 a 3 anos ap06s o contato
com o virus. A principal caracteristica deste grupo € a elevada carga viral, que nao
diminui apos infeccdo primaria ou fase aguda. 3) Progressores lentos ou long-term non-
progressors (LTNPs), correspondem entre 5 e 15% da populacéo infectada pelo virus.
Eles parecem controlar o virus de forma natural, permanecem assintomaticos, com

contagem de células CD4+ e carga viral estaveis por mais de 10 anos, sem uso de terapia
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anti-retroviral. Porém, com o tempo esses individuos progridem para AIDS (Casado et al.,
2010; O'Connell et al., 2009). 4) Controladores de elite, que parecem ser capazes de
controlar a replicacdo viral. Os individuos tém contato com o HIV, mas permanecem
saudaveis durante muitos anos, com carga viral muito baixa ou indetectavel, e geralmente
ndo apresentam sinais clinicos de progressdo da doenca (Casado et al., 2010; Blackson,
2010).

Desta forma, muitos estudos tém como objetivo a identificacdo dos fatores do
hospedeiro, ou alelos, que afetam a grande heterogeneidade de resposta (protecdo vs.
susceptibilidade), e sua influéncia na infeccdo de HIV/transmissdo/progresséo da doenca.
Anélise de genes candidatos baseados em prévios estudos em grandes coortes tem
destacado a importancia desses determinantes fatores do hospedeiro, entre 0s quais estdo
varios genes envolvidos no sistema imune, tais como genes que regulam a entrada viral
(receptores de quimiocinas, receptores tipo lectinas, receptores alternativos), que
influenciam na imunidade inata e adquirida (HLAs, KIRs, TLRs, NLRs, citocinas, etc),
assim como outros fatores que afetam a replicacdo do virus (e.g. TRIM-alfa e
APOBEC3G) (Chatterjee K, 2010; Sharma et al., 2011; Pontillo et al., 2012). Evidéncias
sugerem que todos esses fatores influenciam na carga viral, nimero de células T
CD4+/CD8+, susceptibilidade, progressdo a AIDS e resposta ao tratamento (Kaur &
Mehra, 2009).

Segundo os estudos de Genome-Wide Association (GWAS) realizados nas diferentes
populacbes, observou-se que a regido do antigeno leucocitario humano - Human
Leukocyte Antigen (HLA) de classe | e mais especificamente a variante HLA-B*5701 e
HLA-B27, foram associados com progressdo lenta em uma populacdo de ancestralidade
européia (Fellay et al., 2009, Van Manen et al.,, 2012). J& em populagcbes com
ancestralidade africana o alelo HLA-B*5703 foi 0 maior determinante no controle viral
(Pelak et al., 2010). E importante salientar o papel do alelo HLA-B*5701 na
farmacogenética, pois essa variante foi associada fortemente em pacientes HIV-1

positivos com hipersensibilidade imunol6gica a Abacavir, medicamento utilizado na

24



terapia do tipo nucleosideo inibidor de transcriptase reversa, esses achados indicam a
importancia dos testes farmacogenéticos para prevenir danos toxicos (Poggi et al., 2010,
Crovellaetal., 2011).

Também ja foi observado que os receptores KIR (Killer Immunoglobulin-like
Receptors), expressos na superficie celular das células natural Killers (NK), regulam o
estado de ativacdo/inibicdo das células NK (controlando a ativagdo da citotoxicidade e
morte celular) podendo modular o efeito de resposta imune inata ante a infecdo com HIV-
1. Assim, Carrington et al. (2008) observaram que KIR3DL1 e KIR3DS1 estavam
associados a um melhor controle do HIV-1 quando encontrados em pacientes com alelos
HLA-Bw4. Porém, um estudo mais recente observou diferengas no controle do HIV-1 na
presenca de HLA-Bw4 (Fellay et al.,, 2010). Embora se observe uma ampla
heterogeneidade genética com respeito a HLA e KIR entre as populaces, ja foi bastante
documentado que um receptor de quimiocina no cromossomo 3 (CCR5) esta envolvido no
controle da infeccdo por HIV-1, especificamente considerando-se individuos que possuem
um alelo caracterizado por uma delecdo de 32pb (CCR5A32) (Huang et al., 1996). Além
disso, variantes na regido promotora do CCR5 e uma troca ndo-sinbnima na regido
codificante de outro gene de receptor de quimiocinas, o0 CCR2 (V64l) também foram
associados ao controle da progressdo da doenca (Huang et al., 1996; loannidis et al.,
2001).

Outros importantes efetores do sistema imune inato também ja foram associados a
infeccdo pelo HIV-1. Um grupo deles sdo os Nod-like receptors (NLRs), a interacéo
dessas proteinas com seus adaptadores formam complexos moleculares conhecidos como
inflamossomos, levando a ativacdo de caspase-1 e producdo de IL-18. O polimorfismo
rs10754558 do gene NALP3/NLRP3 que codifica a proteina NLRP3, um tipo de
inflamossomo que reconhece motivos no DNA, ssSRNA e dsRNA de alguns virus, foi
associado a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1 (Pontillo et al., 2012). J& outras
moléculas efetoras da imunidade inata, tais como as defensinas, também ja foram

associadas a transmissdo do HIV-1. Foi observado que variantes da defensina-beta 1
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presentes em mées e criangas HIV+ influenciam na transmissdo materno-fetal podendo
controlar a carga viral presente nas maes infectadas (Braida et al., 2004; Freguja et al.,
2012; Milanese et al., 2006; Ricci et al.,, 2009). Outros polimorfismos tém sido
identificados em genes que codificam citocinas e seus receptores, levando a uma
producéo diferencial de citocinas e que parecem também estar envolvidos nas diferengas
interindividuais no curso da infeccdo pelo HIV. As citocinas que estdo envolvidas na
patogénese do HIV e com a progressdo da doenca podem ser classificadas de trés formas:
HIV-indutoras; HIV-supressoras e citocinas com ambas as capacidades (bifuncionais)
(Vicenzi et al., 1997).

1.6 Receptores tipo Toll (TLRS)

O sistema imune inato é considerado a primeira linha de defesa contra patgenos e esta
constituido, entre outras moléculas e barreiras, por receptores codificados na linhagem
germinativa, o0s quais sdo evolutivamente conservados e especializados para o
reconhecimento de patdgenos. Esses receptores sdo chamados também de moléculas de
reconhecimento de padrdo (PRRs) (Takeuchi & Akira, 2010). Os receptores tipo Toll
(TLRs) sdo os PRRs melhor caracterizados e estudados e sdo conservados desde
Caenorhabditis elegans até mamiferos (Janeway & Medzhitov, 2002). O nome deriva-se
por sua similaridade a Toll, primeiro receptor descoberto na mosca da fruta (Drosophila
sp.) Toll, foi inicialmente identificado como um produto essencial para o
desenvolvimento da polaridade dorsoventral embrionaria em Droséfila e mais tarde
demonstrou-se seu papel critico na resposta contra fungos em moscas (Lemaitre et al.,
1996). Um ano ap0s esta descoberta, se identificou, em mamiferos, um homologo do
receptor Toll, o qual induzia a expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatéria
(Medzhitov et al., 1997).

Os TLRs sao receptores glicoprotéicos integrais de membrana, do tipo |, caracterizados
por um dominio extracelular composto de 550 a 950 aminoacidos que contém motivos
repetidos ricos em leucina (LRR) N-terminais, um dominio transmembrana e um dominio

de sinalizacdo citoplasmatica homélogo ao receptor de interleucina de tipo | (IL-1R),
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denominado dominio de homologia Toll/IL-1R (TIR) (Beutler et al., 2006) (Figura 3).
Apesar desta similaridade entre estes dois tipos de receptores, os dominios extracelulares
ndo estdo relacionados estruturalmente, sendo que o IL-1R possui um dominio do tipo
imunoglobulina, enquanto que no TLR a estrutura do LRR consiste de uma folha beta
pregada e uma alfa hélice conectadas por algas, e se postula que esta estrutura com
superficie cbncava esteja envolvida diretamente no reconhecimento de diversos patdgenos
(Akira & Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2005) (Figura 3).

Receptor TIR ¢ m &) Q% Receptor TIR
0

Figura 3. Representacao esquematica da estrutura geral de um TLR (Adaptado de
Beutler et al., 2006).

Foram identificados 13 TLRs em camundongos e 10 TLRs em humanos, cada
um caracterizado por sua especificidade em reconhecer padrdes moleculares associados
aos patogenos (PAMPSs) (Kumar et al., 2011). TLR1-TLR9 sdo conservados em humanos
e camundongos, TLR10 é expresso em humanos, mas ndo em camundongos devido a um
stop-codon no gene TLR10 murino. TLR11, TLR12 e TLR13 nédo estdo presentes no
genoma humano e no camundongo néo estdo bem caracterizados, pois sua funcgdo, assim
como a do TLR10 humano, ainda permanece desconhecida (Kawai & Akira, 2009; Kumar
et al., 2009; Kumar et al., 2011). Os membros da familia dos TLRs podem ser divididos

em dois grupos, de acordo com sua localizagdo celular. O grupo formado por TLRI1,
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TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR11 (este ultimo presente em camundongos, mas ndo em
humanos) inclui moléculas expressas exclusivamente na superficie celular e que
reconhecem PAMPs derivados de bactérias, fungos e protozoarios, tais como lipidios,
lipoproteinas e proteinas, enquanto que TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9, conhecidos como
TLRs intracelulares ou endomossomais, reconhecem PAMPs de &cidos nucleicos
derivados de virus e bactérias. Especificamente, TLR3 reconhece RNA dupla fita; TLR7 e
TLR8 RNA simples fita (sSRNA); TLR9 DNA dupla fita ou simples (sSDNA/dsDNA)
(Kawai & Akira, 2006) (Figura 4). Inicialmente acreditou-se que a especificidade do
TLR9 era exclusiva a motivos CpG, que séo quatro vezes menos frequentes (e na maior
parte metilados) no DNA genémico de mamiferos do que no DNA bacteriano ou viral.
Hoje sabe-se que os motivos CpG ndo sao obrigatorios para o reconhecimento pelo TLR9
e que esse reconhecimento depende apenas da estrutura do acucar desoxirribose 2’ fosfato
do DNA, o qual parece ser o principal determinante na unido TLR9-DNA (Haas et al.,
2008; Kawai & Akira, 2009; Kumar et al., 2009; Kumar et al., 2011).
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Figura 4. Localizacdo dos TLRs de mamiferos e seus ligantes mais conhecidos
(Adaptado de Borden et al., 2007).

Para distinguir os &cidos nucleicos proprios e nao proprios esses TLRs intracelulares
sdo exclusivamente expressos dentro de compartimentos endociticos, onde o DNA do
hospedeiro geralmente (mas ndo sempre) é excluido, sendo que tudo isso acontece em um
estado particular de acidificacdo e maturacdo do endossomo. E importante ressaltar que

muitos virus sdo detectados somente pelos TLRs endossomais (Blasius & Beutler, 2010).

As celulas que expressam TLRs sdo predominantemente células apresentadoras de
antigenos (APCs) tais como células dendriticas convencionais (cDCs), células dendriticas
plasmociticas (pDCs), células B e macrofagos. A via classica de sinalizacdo, apés o TLR
reconhecer seu ligante, inicia com o recrutamento da proteina adaptadora MyD88 (fator
de diferenciacdo mieldide 88), a porcdo citoplasmatica dos TLRs através de interacdes
homofilicas dos seus dominios TIR, que ativa os fatores de transcricdo NF-kB e AP-1
(proteina ativadora-1) (Blasius & Beutler, 2010). Algumas das proteinas adaptadoras,
como TRIF, TIRAP/Mal, TRAM e SARM, ja foram caracterizadas (Takeuchi & Akira,
2010). Esse evento de sinalizacdo descrito acima resulta na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como TNF-alfa, IL-6 e IL-12, mas ndo IFN-1 (interferon de tipo 1).
Porém, nas pDCs existe uma via alternativa, unica nesse tipo de células, que resulta na
producdo abundante de IFN-1 através da sinalizacdo dos TLR7/9 (Blasius & Beutler,
2010). As pCDs sao consideradas as principais células na imunidade antiviral, pois sdo
capazes de produzir IFN do tipo I, além de apresentar antigenos as células T CD4+ e T
CD8+, consolidando a resposta Thl (Turvey & Broide, 2010).

1.6.1 Transporte de TLRs intracelulares/endomossomais

Como j4 foi descrito acima, TLR3/7/8/9 estdo implicados na defesa anti-viral. TLR3 é
expresso em células dendriticas mieloides (mDC), TLR7/9 predominantemente em células
dendriticas plasmociticas (pDC), mas também em células B e macrdfagos, ja o TLR8 €

expresso em mDC e macrdéfagos (Kadowaki et al.,, 2001). A organizacdo dos TLRs
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intracelulares em compartimentos é fundamental, ndo somente pelo acesso aos seus
ligantes, mas também para a especificidade dos sinais desencadeados a partir deste
reconhecimento. Assim, um sistema complexo de regulacdo, que requer estagios de
maturacdo no complexo de golgi e clivagens proteoliticas, existe para assegurar que 0S
TLRs estardo adequadamente localizados (Blasius & Beutler, 2010). Nas cDC,
UNC93B1, uma proteina localizada no reticulo endoplasméatico (ER), tem um papel
critico no transporte de TLR7/8/9 até o endossomo (Kumar et al., 2011). Em células
pDCs, que utilizam uma via alternativa, MyD88 é necessario para a producdo de citocinas
pro-inflamatorias e IFN-1, quando essas células sdo ativadas por PAMPs detectados pelos
TLR7 e 9. Nesse caso, MyD88 recruta varias proteinas de sinalizacdo, tais como IRAK4,
TRAF6, TRAF3, IRAK1 e IKKa, o qual fosforila e ativa IRF7 (fator regulador de
interferon 7), constitutivamente expresso na célula, para iniciar a transcri¢do de IFN-1 e
assim incluindo IFN-alfa e IFN-beta (Blasius & Beutler, 2010; Kawai & Akira, 2006;
Kumar et al., 2011; Takeuchi & Akira, 2010) (Figura 5).
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Figura 5. Cascata de sinalizagdo ativada pelos TLR7/8/9 apds reconhecimento de seus
ligantes (Adaptado de Beutler et al., 2007).

A maturacdo endossomal pode, em alguns casos, facilitar a destruicdo de microbios, a
fim de liberar os ligantes contidos dentro deles, mas também pode contribuir para o
processamento essencial dos proprios TLRs. Por exemplo, ao atingir o compartimento
endolisossomal, o ectodominio do TLR9 é proteoliticamente clivado por proteases (um
TLR9 completo é encontrado unicamente no reticulo endoplasmatico). Vérias proteases
tém sido implicadas na clivagem do TLR9, como catepsinas e asparagino endopeptidase.
A clivagem do TLR9 € necessaria para o recrutamento do MyD88 e inicio da sinalizacao.

Um processo similar de clivagem foi observado para o TLR7 (Blasius & Beutler, 2010).
1.6.2 Envolvimento dos TLR7/8/9 na infec¢do por HIV

Como descrito anteriormente, observamos que o virus utiliza a maquinaria de
replicacdo do hospedeiro para sua replicacdo. Além disso, o virus aproveita o
reconhecimento pelo sistema imune inato, por exemplo: uma vez ativados, os TLRs (com
excecdo do TLR3) irdo desencadear a ativacao dos fatores de transcricdo celulares NF-kB
e AP-I, os quais sao capazes de ativar a replicacdo do virus (Bafica et al., 2004). Entdo, ao
mesmo tempo em que as células estdo sinalizando uma invasdo viral através da producao
de citocinas pro-inflamatdrias e IFN, ha ativacdo de NF-kB e a replicacdo do HIV esta

sendo estimulada.

O primeiro estudo que observou uma uniéo direta entre 0s PRRs e o HIV foi publicado
em 2004. Heil et al. (2004) demonstraram que o sSSRNA derivado de HIV é reconhecido
pelos TLR7/8, os quais estimulam a producdo de IFN- alfa e citocinas pré-inflamatorias
por DCs e macrofagos. Recentemente foi sugerido que a infeccdo de DCs pelo virus
necessita de duas vias de transducdo de sinais dependentes do HIV-1: a) O
reconhecimento de ssRNA do HIV pelo TLR8 ativa o fator de transcricdo NF-kB e inicia
a transcricdo do provirus integrado ao genoma do hospedeiro; b) A interacdo entre a
proteina gp120 do HIV com a proteina DC-SIGN (receptor de tipo lectina expresso na
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membrana das DCs) induz uma fosforilagdo da subunidade p65 do NF-kB dependente de
Raf, a qual é necessaria para sintetizar transcritos virais completos e consequentemente
permitir uma infeccdo de sucesso (Gringhuis et al., 2010). Outro estudo observou que a
estimulacdo dos TLR7/8 induz mudancas ndo favoraveis para o microambiente do HIV,
com a presenga de células NK e linfocitos T CD8+, embora nenhum fator especifico
soluvel responsavel por esses efeitos tenha sido identificado (Boasso & Shearer, 2008;
Schlaepfer & Speck, 2008). Finalmente, outro estudo observou que o HIV contribui
diretamente na ativacdo e disfuncdo do sistema imune apos estimulacdo do TLR7, pois
andlises histopatol6gicas em camundongos evidenciaram destruicdo progressiva do
sistema linfoide, caracterizada por linfopenia, abolicdo na producdo de anticorpos, altos
niveis de citocinas pré-inflamatorias, esplenomegalia e alteracBes na microarquitetura

linfoide do érgdo afetado ap0s ativacao de TLR7 (Baenziger et al., 2009).

Apesar do HIV apresentar seu genoma na forma de RNA, acredita-se que o TLR9 seja
capaz de reconhecer tanto o sSDNA quanto o dsDNA do virus ap6s o processo de
retrotranscricdo, primeiro no citoplasma e logo no ndcleo da célula. Estudos vém
demonstrando uma relacdo deste receptor com o curso da infecgdo, embora os resultados
ainda sejam insuficientes para a compreensdo completa do mecanismo. Segundo
Martinelli et al. (2007) a concentracdo de TLR9 é reduzida em células B de individuos
infectados pelo HIV e a proteina gp120 (do envelope do virus) inibe a ativacdo das células
pDCs que expressam TLR9, consequentemente inibindo a producdo de IFN-alfa. Tais
processos acabam gerando respostas celulares deficientes. Porém, ja foi observado que a
administracdo de motivos CpG de DNA em camundongos ativa pDCs via TLR9, gerando
patologias linfoides, tais como hiperplasia linfonodal, interrupcdo da microarquitetura
folicular e diminui¢do do numero de células CD4+ e CD8+ (Heikenwalder et al., 2004).
Por outro lado, o trabalho ex vivo de Brichacek et al. (2010) com tecido linféide tonsilar

demonstrou que a replicacdo do HIV sofreu reducdo na presenca de agonistas do TLR9.

Com todos esses achados pode-se observar que a ativagdo da resposta imune inata ante

a presenca do virus ndo esta bem esclarecida e € ainda um assunto controverso. Como
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anteriormente salientado, ja foi descrito que um acontecimento importante durante a
infecgdo é a producdo de IFN-1, o qual tem atividade anti-viral, porém IFNs poderiam
também prejudicar o sistema imune do hospedeiro com uma notavel ativacdo imune
cronica (Herbeuval & Shearer, 2007) (Figura 6). Esses IFNs podem ser induzidos através
da sinalizagéo de PRRs, tais como os TLRs, que reconhecem PAMPs derivados do HIV

ou de patdgenos oportunistas.

Apoptose de células T
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Figura 6. Mecanismo paradoxo da func¢do do IFN tipo 1 (Adaptado de Herbeuval &
Shearer, 2007).

1.6.3 Co-infeccéo e TLRs

A ativacdo do sistema imune inato durante a infecdo do HIV ndo somente envolve
PAMPs derivados do HIV, mas também envolve PAMPs originados de patdgenos
oportunistas e da translocacdo bacteriana através da barreira mucosa gastro-intestinal
(Brenchley et al., 2006). A grande quantidade de bactérias patogénicas presentes durante
0 periodo da infeccdo do HIV é reconhecida pelos PRRs desencadeando uma ativagéo
imune (Mogensen et al., 2010). Um estudo em humanos ja demostrou que quase todos 0s
TLRs podem induzir ativagdo e morte de células T CD4+ e CD8+, o que pode contribuir &
patogénese da imunodeficiéncia durante uma infecdo crénica do HIV (Funderburg et al.,
2008; Equils et al. (2001), observaram em microvasos dérmicos de células endoteliais

humanas que o LPS de bactérias ativa a regido LTR (long terminal repeat) do HIV
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através de TLRA4. Isso é mediado pela ativacdo do fator de transcricdo NF-kB junto ao
elemento LTR do HIV, o que induz a replicacdo viral. Por outro lado, um estudo clinico
recente com pacientes infectados pelo HIV associou niveis elevados de LPS com uma
infecdo cronica e observou que a tolerancia de LPS foi diminuida em individuos HIV+,
sugerindo que nesses pacientes a infecdo pelo HIV desregula uma resposta natural dos
TLRs e subsequentemente leva a uma endotoxemia subclinica (Lester et al., 2009). Os
virus do HIV, da hepatite B (HBV) e da hepatite C (HCV) correspondem as trés infeccdes
virais crbnicas mais comuns documentadas no mundo. Esses virus tém rotas de
transmissao similares, através do sangue e seus derivados, por uso comum de agulhas para
injetar drogas ou através de atividade sexual, tornando a co-infecgdo um evento comum.
Quanto a TLRs intracelulares, seu papel nas co-infec¢Bes ainda ndo foi esclarecido, mas
ja foi proposto um provavel papel duplo de IFN via sinalizacdo de TLR7 durante a co-
infeccdo HCV/HIV-1. Por um lado, ambos os virus gerariam uma sinalizacdo crénica do
TLR7 e por outro, esse efeito poderia neutralizar a producdo deficiente de IFN nos
pacientes infectados com ambos 0s virus. Mas esse mecanismo nao esta bem esclarecido e
faltam estudos que avaliem o papel do IFN na co-infeccdo HCV/HIV-1 (Gonzalez et al.,
2010). Também, observou-se que uma monoinfecgdo crénica com HBV esta associada a
baixos niveis de células T CD4+ o que é produto de uma ativacdo imune, tal efeito
também ja foi descrito em uma infecgdo cronica pelo HIV. Consequentemente a esses
achados foi proposto que uma co-infeccdo com HBV/HIV poderia causar uma ativacédo
imune sinérgica que promoveria um decréscimo severo de células T CD4+ (Li et al.,
2012). Por outro lado, j& foram observados niveis elevados de ativacdo imune em
individuos co-infectados com HBV/HIV-1 quando comparados com individuos
monoinfectados com HIV-1 (Gonzalez et al., 2010). Contudo, 0s processos pelos quais
esses virus, via interagdes sinérgicas e agonisticas, influenciam na resposta imune e a

progressao da doenca certamente sdo complexos e merecem melhores estudos.
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1.6.4 Imunogenética dos TLR7/8/9

O gene TLRY7 localiza-se no cromossomo X, na regido Xp22.3-p22.2 em humanos e
possui 3 éxons (Figura 7). O polimorfismo rs179008, localizado no éxon3, corresponde a
uma troca de uma adenina por uma timina e resulta na troca ndo-sindbnima de um residuo
de Glutamina por um de Leucina na posi¢do 11 da proteina (GInllLeu). Uma andlise in
silico revelou que essa troca estd localizada na sequéncia peptideo sinal, o que
provavelmente afeta o direcionamento do TLR7 e a sua maturacdo no complexo de Golgi,
diminuindo, assim, a concentracdo desta molécula nos endossomos (Mgller-Larsen et al.,
2008). Um estudo observou que a variante alélica T ou 11Leu esta relacionada com o
aumento da carga viral, progressdo acelerada da infeccdo e aumento da susceptibilidade
em mulheres em uma coorte de pacientes infectados por HIV-1 (Oh et al., 2009). Além
disso, 0 mesmo grupo de pesquisadores avaliou funcionalmente (ex vivo) a variante T e
observou que as células mononucleares dos portadores do alelo T, as quais haviam sido
previamente induzidas com imiquimod (ligante sintético do TLR7), secretavam
significativamente menos IFN-alfa, porém a producdo de IL-6 permanecia inalterada.
Visto que a expressdo da IL-6 é induzida pelo NF-kB e IFN-alfa via IRF7, o estudo
demonstrou que o TLR7 tem um importante papel na sinalizacdo IRF7/IFN (Oh et al.,
2009). Em contraste, um estudo mais recente em outra coorte de pacientes HIV-1+, ndo
observou diferencas significativas na producdo de IFN-alfa em pDCs ativadas pelo HIV-1
quando comparados individuos dos diferentes genétipos AA/A,AT, TT/T (Chang et al.,
2011). Tal discrepancia poderia ser explicada pela diferenca dos ligantes utilizados, no
primeiro caso 0 uso de imiquimod e no segundo o sSRNA do HIV-1 inativado. Em outros
estudos, essa mesma variante alélica foi associada com o aumento da susceptibilidade a
infeccdo por HCV e com resposta ndo favoravel a terapia baseada em IFN-alfa em
mulheres infectadas por HCV (Schott et al., 2008). Outro estudo, também com HCV, viu
que o alelo T est4 associado com a presenca de agregados linféides no trato portal de
pacientes infectados por HCV e com a menor expressao do mRNA de IL-29/IFN-lambda
e de subunidades de IL-10R e IL-28R no figado de mulheres homozigotas TT e homens

hemizigotos T (Askar et al., 2010). Com relacgdo a outras situacfes patoldgicas, apesar dos
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poucos estudos existentes, esse polimorfismo ja foi associado com degeneracdo macular
relacionada a idade (Edwards et al., 2008) e doencas inflamatérias como a asma (Maller-
Larsen et al., 2008).
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Figura 7. Estrutura do gene TLR7 e localizacdo do polimorfismo rs179008 (Adaptado
de Edwards et al., 2008).

O gene TLR8 situa-se no cromossomo X, na regido Xp22.3-p22.2, aproximadamente
16kb a jusante do gene do TLR7 e possui 3éxons (Figura 8). Estudos de ligacdo
analisando a regido dos genes TLR7 e TLR8 revelou um grau de desequilibrio de ligacdo
muito baixo entre eles, indicando que as associacdes observadas para quaisquer
polimorfismos nestes genes devem representar sinais independentes (Cheng et al., 2007,
Magller-Larsen et al., 2008). A transcri¢do de TLR8 da origem a duas isoformas de TLRS,
denominadas TLR8v1 e TLR8v2, com sitios alternativos de inicio de tradugdo (Chuang &
Ulevitch, 2000; Du et al., 2000). O polimorfismo rs3764880, chamado alelo G ou AlG,
cuja variante 1Val troca o cddon de inicio traducional (MetlVal), ndo altera a taxa
transcripcional do gene nem a funcdo da proteina, mas controla a traducdo fazendo com
que o transcrito TLR8v2 seja menos traduzido que o TLR8v1 (Gantier et al., 2010). A
diminuicdo do nivel traducional em TLR8v2 pela presenca do alelo G pode reduzir a
ativacdo e sinalizagdo do TLR8. No entanto, poucos estudos avaliando essa variante ja
foram realizados, dentre eles, um estudo demonstrou o efeito protetivo da variante G

levando a diminuicdo da ativacdo do NF-kB a qual resulta em uma ativacdo reduzida do
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sistema imune (Oh et al., 2008). Da mesma forma, (Davila et al., 2008) observaram que o
alelo G foi associado a protecdo contra tuberculose ativa, sendo que o reconhecimento
fagossomal de M. tuberculosis acarreta uma limitada resposta imune. Por ultimo, essa
variante também ja foi associada com asma (Mgller-Larsen et al., 2008) e susceptibilidade

a infeccdo pelo virus da febre Crimean-Congo (Engin et al., 2010).
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Figura 8. Estrutura do gene TLR8 e localizac¢do do polimorfismo rs3764880 (Adaptado
de Oh D.-Y et al., 2008).

O gene TLR9Y esta localizado no cromossomo 3, regido 3p21.3 e tem 2 éxons, sendo
que o segundo exon contem a maior proporc¢do codificante (Du et al., 2000; Hur et al.,
2005) (Figura 9). Diversos polimorfismos foram descritos nesse gene e, dentre eles os
polimorfismos rs5743836 (T-1237C) e a rs352140 (G2848A) representam 0s quatro
haplo6tipos mais frequentes em amostras populacionais de diferentes etnias (Lazarus et al.,
2003). O polimorfismo rs352140 (G2848A ou G1635A) corresponde a troca de uma
guanina por um adenina na posi¢do +2848 do éxon 2, mutacgéo silenciosa. O genétipo AA
foi associado com maior expressdo do gene e maior frequéncia de células B positivas para
IgM intracelular (Kikuchi et al.,, 2005), mas ndo ha ainda estudos funcionais
considerando essa variante. J& o polimorfismo rs5743836 (T-1237C) esta localizado na
regido promotora na posicdo -1237 e ele consiste na troca de uma timina para uma
citocina, inserindo um potencial sitio de ligagdo do fator de transcricdo NF-kB no
promotor do gene TLR9 (Hamann et al., 2006). Diferentes estudos reportaram que esses
dois polimorfismos estdo associados a vérias doengas inflamatdrias e processos de alergia

(Berghofer et al., 2005; Noguchi et al., 2004), susceptibilidade a infec¢des (Carvalho et
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al., 2007; Peixoto-Rangel et al., 2009), asma (Lachheb et al., 2008; Lazarus et al., 2003;
Noguchi et al., 2004; Smit et al., 2009), arterioscleroses (Hamann et al., 2006), lupus
eritematoso (dos Santos et al., 2012; Hur et al., 2005) e doenca de Crohn (To6rok et al.,
2004; Torok et al., 2009). Especificamente em relacdo ao HIV/AIDS, o trabalho de
(Bochud et al., 2007) investigou a influéncia do polimorfismo rs352140 na progresséo
para AIDS, sendo que os genotipos 2848AG e GG foram associados com a progressao
rapida. No entanto, (Soriano-sarabia et al., 2008) encontraram um resultado oposto em
uma coorte Espanhola, pois o gendétipo GG foi associado a maiores niveis de células T
CD4+ e uma progressdo lenta. Um efeito protetor similar foi encontrado no trabalho de
(Pine et al., 2009), o gendtipo GG foi associado a maiores niveis de células T CD4+ e
menores niveis de carga viral circulante, e consequentemente, a uma progressdao mais
lenta. Logo depois, (Ricci et al., 2010) observaram a significancia do alelo C (quando
combinado com outro polimorfismo, rs352139, do TLR9) na modulagdo da transmisséo
materno-fetal do HIV-1, confirmando a importancia desses polimorfismos do TLR9 na
infeccdo perinatal pelo HIV-1. Da mesma forma (Freguja et al., 2012) acharam que a
presenca da variante alélica C também em combinacdo com o rs352139 (haplétipo GG)
foi significativamente associada com alto risco e progressdo rapida em criancas infectadas
pelo HIV-1. Até o momento, apenas dois estudos avaliaram a influéncia do outro
polimorfismo, rs5743836, no curso da infeccdo pelo HIV. Bochud et al. (2007)
investigaram esta variante em uma coorte européia de pacientes HIV-1+ classificados
como progressores rapidos e ndo-rapidos, mas ndo detectaram associacdo da variante C
com progressdao para AIDS, embora a frequéncia do alelo C tenha sido maior nos
progressores ndo rapidos. Pouco depois, Pine et al. (2009), investigaram essa mesma
variante em uma coorte norte americana e associaram a presenca do alelo C com carga
viral elevada e evolugdo rapida para AIDS, mas essas associacbes ndo foram
significativas apds correcdo para multiplas comparac6es. Mais recentemente foi proposto
um modelo de feedback do efeito do alelo C, os pesquisadores observaram que células
mononucleares de sangue periférico com o genotipo TC expressavam altos niveis de
TLR9 levando a uma proliferacdo aumentada de células B e IL-6 em resposta a CpG,
propondo que a troca de T por C geraria um novo elemento regulatorio na regido
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promotora do TLR9 aumentando sua ativacdo transcripcional dependente da sinalizacéo

Exon 2

Figura 9. Estrutura do gene TLR9 e localizacéo dos polimorfismos rs5743836 e
rs352140 (Adaptado de Hur et al., 2004) .

de IL-6 (Carvalho et al., 2011).
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Considerando o papel importante dos TLR7, 8 e 9 no reconhecimento do HIV-1 e as
diferentes respostas interindividuais nas populagdes frente ao virus, o presente estudo visa
analisar as frequéncias dos polimorfismos rs179008 no TLR7, rs3764880 no TLRS,
rs5743836 e rs352140 no TLR9 em individuos HIV-1 positivos e controles saudaveis de
uma amostra com ancestralidade europeia e africana do Sul do Brasil, buscando uma

possivel associacdo entre esses fatores na infeccdo com HIV-1.

39



11.OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho é verificar as frequéncias das variantes alélicas dos
genes TLR7, 8 e 9 em pacientes HIV-1 positivos e comparar com individuos saudaveis.

2.2 Objetivos especificos

e Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas entre o0 grupo de pacientes e
controles.

e Estimar e comprar as frequéncias haplotipicas dos polimorfismos do TLR9 entre o

grupo de pacientes e controles.

e Comparar as frequéncias destes polimorfismos entre os subgrupos de pacientes
portadores do HIV sem co-infecgéo e co-infectados com hepatite C.
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ABSTRACT

Objective: This study investigates the role of TLR7/8/9 genes in susceptibility to HIV-1
infection through the analyses of TLR7 rs179008, TLR8 rs3764880, TLR9 rs5743836 and
rs352140 polymorphisms.

Materials and methods: The frequency of the variant alleles was analyzed in 366 HIV-1
adults patients infected and 415 healthy individuals from the southernmost state of
Brazil. The promoter variant from TLR9 was genotyped using a BI-PASA technique and
the others polymorphisms were analyzed by PCR-RFLP. Chi-square and Fisher test was
used to compare allelic and genotypic frequencies between patients and controls. All
statistical analyses were conducted controlling by gender and ethnic origin.

Results: Among the Euro-derived individuals, statistically significant differences were
observed for genotypic and allelic frequencies of the promoter variant TLR9 rs5743836
between patients and controls (P=0.028 and P=0.011, respectively). The CC genotype
was observed at higher frequency in patients when compared to controls (residual
P=0.040) and conferred susceptibility (OR=1.53; 95% CI. 1.05-2.23; P=0.030, dominant
model). However, among the Afro-derived individuals, the TC genotype was less
represented in patients when compared with controls (residual P=0.006) and conferred
protection (OR=0.60; 95% CI: 0.36-0.99; P=0.049, dominant model). No statistical
significant differences were observed for all other polymorphisms or haplotypic analyses

when patients and controls were compared.

Conclusions: The present study reveals a fundamental role of the TLR9 rs5743836
polymorphism against HIV-1 infection, the CC genotype confer susceptibility among
Euro-derived individuals while TC genotype confer protection in the Afro-derived
individuals. The difference observed when patients were stratified by ethnic origin
highlights the importance of the genetic background, and specific of genes involved in
immune responses, in susceptibility to virus infection, pointing to the need of studies in

different human admixed populations.
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INTRODUCTION

According to the last global report published by The Joint United Nations Program on
HIV/AIDS (UNAIDS), there are around 34.0 million people living with HIV worldwide
and around 1.7 million people died from AIDS-related causes in 2011. This represents a
24% decline in AIDS-related mortality compared to 2005 (when around 2.3 million
deaths occurred) [1]. By 2010, in Brazil 34,218 new cases of AIDS were notified, with a
national incidence rate of 17.9/100,000 inhabitants. In this year 11,965 people died, which

represents an 11.1% decline in AIDS-related mortality in the last ten years [2].

The comprehension of the innate immunity role in the initial detection of HIV-1 and in
an efficient response against the virus has been increased in recent years. Besides, the
susceptibility to HIV-1 infection and pathogenesis has been associated to polymorphisms

in involved genes in innate immune response [3].

Toll-like receptors (TLRs) are the most widely studied Pattern Recognition Receptors
(PRRs) and are considered to be primary sensors of pathogens. TLRs are type | membrane
glycoproteins and consist of extracellular leucine rich repeats (LRRs) that are required for
pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) recognition, and a cytoplasmic
Toll/interleukin-1 receptor (TIR) domain, required for downstream signaling [4]. Their
activation induces intracellular signaling pathways that result in production of
inflammatory cytokines as well as type | interferons (IFNs) [5]. TLR1, 2, 4, 5 and 6 are
primarily expressed on the cell surface and recognize PAMPs derived from bacteria, fungi
and protozoa, whereas TLR3, 7, 8 and 9 are exclusively expressed within endocytic
compartments and primarily recognize nucleic acid PAMPs derived from viruses and
bacteria [5-7]. Many viruses are perceived only by TLR3, 7, 8 and 9, known as endosomal
TLRs [8]. In humans, RNA from RNA viruses is sensed by TLR7 and TLR8 (the function
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of murine TLR8 is not known) [4]. TLR9 was originally described as binding to bacterial
DNA. Its specificity was initially thought to be directed toward CpG motifs, which are
four times less abundant (and mostly methylated) in mammalian genomic DNA than in
bacterial or viral DNA [7]. However, recent work has been shown that DNA recognition
by TLR9 depends on the 2’ deoxyribose phosphate backbone, which is necessary to
induce a response [9]. TLR7 and TLR9 are expressed in both B and plasmacytoid
dendritic cells (pDC), and are responsible by abundant quantities of Type I IFN. TLR8 is

expressed in monocyte-derived cells, such as macrophages and myeloid DC (mDC) [10].

A study demonstrated that guanine-uridine-rich ssRNA derived from HIV is
recognized by TLR7/8 and stimulates DCs and macrophages to secrete IFN-alpha and
proinflammatory cytokines [11]. Also, strong evidence for the involvement of TLR7
triggering in immune activation was provided by histopathological studies in mice, which
showed that activation of TLR7 leads to disruption of the lymphoid system, including
lymphopenia, abolishment of antibody production, and alterations in lymphoid
microarchitecture that resembles HIV-mediated pathology [12, 13]. In another hand,
direct interaction of HIV gp120 with pDCs inhibits TLR9-mediated responses, including
pDC activation, IFN-alpha secretion and cytolytic activity of NK cells [14]. This
observation indicates that probably in certain situations, HIV inhibits innate immune
activation, and that it could be advantageous for HIV to evade the innate immune system
[15].

The TLR7 gene is located on Xp22.3-p22.2. An in silico analysis identified an
interesting polymorphism, rs179008, which is a non-synonymous change of a GIn (A
allele) = Leu (T allele) at position 11 of the peptide. This polymorphism shortens the
TLR7 protein N region and extends the hydrophobic region within the signal sequence,
potentially affecting TLR7 processing [16]. A study showed that the presence of the Leu
variant results in significantly less IFN-alpha production which was associated with
accelerated disease progression and may also be associated with increased HIV
susceptibility [17].
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TLR8 is located on Xp22.3-p22.2, 16 kb away from TLR7, with little linkage
disequilibrium between them [16, 18]. This gene encodes two splice variants (TLR8v1
and TLR8v2) with alternative translation start sites [19]. A study showed that the control
of protein expression is fine-tuned by rs3764880, a polymorphism that leads to an A-> G
exchange at the first codon position, the G allele being responsible for increasing TLR8v1
translation without changes in mRNA levels or protein function [20]. Interestingly, a
study demonstrated a protective effect of the G variant, namely a slower clinical natural
course of the disease in patients with HIV, through to a decreased NF-kappaB release that
results in a reduced activation state of the immune system [21]. In the same way, the G
allele was also associated to protection against damage from active tuberculosis [22].

The TLR9 gene is located on 3p21.3 and polymorphisms of this gene were analyzed
by Lazarus et al., (2003), and a screening of the single nucleotide polymorphisms (SNPs)
associated to different diseases into three ethnics groups was performed. From the studied
SNPs two, rs5743836 (T-1237C) and rs352140 (G2848A), distinguish the four
commonest TLR9 haplotypes [23]. The rs5743836 polymorphism is located in the
promoter at the position -1237 and corresponds to a T-> C exchange, creating a potential
binding site for NF-kappaB [24]. This polymorphism has been implicated in chronic
inflammatory and in infectious diseases, including asthma [23], pulmonary aspergillosis
[25], systemic lupus erythematosus (SLE) [26] and even Crohn’s disease [27, 28]. The
rs352140 polymorphism is located at position +2848, in exon 2 and corresponds to a G -
A exchange, that do not alters the amino acid sequence. Nevertheless, the AA genotype
has already been associated with high TLR9 expression and intracellular IgM in B cells in
patients with primary biliary cirrhosis [29]. There are no studies reporting functional
assays for this polymorphism. Besides, these two SNPs in TLR9 have been linked to viral
load, CD4+ T cell count and disease progression in HIV-infected individuals and mother-
to-child HIV transmission [30-33].

Considering the potential involvement of TLR7/8 and 9 on HIV-1 recognition and

considering the existence of differences on individual immune responses against HIV it is
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important to characterize the genetic variations in hosts from different populations. The
present study aims to analyze the frequency of the TLR7 rs179008, TLR8 rs3764880, and
TLR9 rs5743836 and rs352140 polymorphisms among HIV-1 positive individuals and
healthy controls from a sample with European and African ancestry from Southern Brazil,

looking for a possible association between TLR genes and HIV infection.

MATERIALS AND METHODS

Patients and controls

A total of 366 samples of HIV-infected patients from the South Brazilian HIV Cohort
(SOBRHIV) [34] at the HIV/AIDS outpatient clinic at Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, RS, Brazil, were consecutively enrolled. All patients were on HAART for at least
1 year. All were more than 18 years old, with viral load < 50 copies per milliliter
(HAART prescribed according to Brazilian guidelines at that time). Exclusion criteria
were pregnancy or mental illness. Of patients, 213 (58%) were men and 153 (42%) were
women, with age ranging from 19-73 years, and 112 (33.3%) were diagnosed with HCV
(Hepatitis C virus) co-infection. According to phenotypic characteristics of individuals
and ethnicity, 212 (57.9%) were classified as European-derived and 154 (42.1%) were
classified as African-derived (table 1). Issues regarding the skin color-based classification
criteria that is used in Brazil are well documented [35-37] and have been already assessed
by our group in previous studies [26, 38, 39]

The control group was composed by 415 healthy people from the same urban center:
191 (46%) were women and 224 (54%) were men. Of all of them, 309 (74.4%)
individuals were European-derived and 106 (25.6%) were African derived (table 1). The
study protocol was approved by the Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre and informed consent according to the Declaration of Helsinki was obtained from

all patients.
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Genotyping

DNA was isolated using a salting-out method [40] and stored at -20°C. The TLR7
rs179008, TLR8 rs3764880 and TLR9 rs352140 polymorphisms were amplified by PCR-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) using Apol, Nlalll and BstUI
restriction endonucleases, respectively, using the protocol described by Cheng and
colleagues [19]. After treatment with restriction endonucleases, TLR7 rs179008 and TLR9
rs352140 cleavages were visualized in a 6% polyacrylamide gel and TLR8 rs3764880 was
visualized in a 8% polyacrylamide gel, all of them stained with silver nitrate. TLR9
rs5743836 was genotyped as described by Carvalho and colleagues [41] with
modifications and visualized in a 1.8% agarose gel stained with ethidium bromide.

Statistical analysis

A descriptive analysis of data through calculation of mean and standard deviation for
quantitative variables was performed, while frequency and percentage were calculated for
categorical data. We used the chi-square test or Fisher’s exact test in the comparisons
between allelic and genotypic frequencies. Besides, odds ratio (OR) and confidence
intervals (CI) were calculated. The Hardy—Weinberg equilibrium test was performed in
cases and controls using the Chi-square test. Haplotype frequencies, D’ and r? were
estimated using MLocus program. A two tailed value of P<0.05 was taken to indicate
statistical significance.

For the case-control study, we tested each of the 8 alleles with 1-degree-of-freedom
(d.f) allelic test, 2-d.f. genotypic test, 1-d.f. Cochran-Armitage trend test. All statistical
analyses were performed using SPSS 20.0 and WiInPEPI version 11.1 softwares and were

conducted controlling by gender and ethnic origin.

RESULTS

In previous studies of our group we observed a high interethnic diversity in this cohort

for other genes [39] and also for TLRs genes in another cohort with Systemic lupus

48



erythematosus (SLE) in this part of Brazil [26]. For this reason, our analyses were
performed subdividing the individuals according to ethnic origin. In addition, we
subdivided according to gender since TLR7 and TLR8 genes are located on the X
chromosome. SNPs allelic and genotypic frequencies were in Hardy-Weinberg
equilibrium in patients and controls.

Table 2 shows genotypic and allelic frequencies in European-derived individuals. The
TLR9 rs5743836 minor C allele was significantly more frequent in patients than in
controls (0.21 vs. 0.14, P=0.011), suggesting a predisposing effect on HIV-1
susceptibility (OR 1.54; 95% CI: 1.10-2.16 for allele carriers). The rs5743836 genotype
distribution was also significantly different between patients and controls (P=0.028). An
increased frequency of CC genotype was observed in patients as compared to controls
(residual P=0.040). The C allele behaved according to a dominant model (OR= 1.53,;
95%; CI: 1.05-2.23; P=0.030) rather than to a recessive model (OR= 2.77; 95% CI: 1.01-
8.21; P=0.034) (table 3). No differences between HIV-1+ patients and controls were

observed concerning the others polymorphisms in this ethnic group.

Table 3 shows genotypic and allelic frequencies in African-derived individuals. The
rs5743836 genotype distribution was also significantly different between patients and
controls (P=0.019). We observed that the TLR9 rs5743836 TC genotype frequency was
lower in patients as compared to controls (P=0.006). The C allele behaved according to a
dominant model (OR= 0.60; 95% CI: 0.36-0.99; P=0.049) rather than to a recessive
model (OR= 1.96; 95% CI: 0.07-6.23; P=0.188) (Table 5). Also, when homozygous
individuals were grouped in one category and compared against the GA genotype (GA vs.
GG+AA), the results suggested heterozygosity as an HIV-1 protection factor (OR= 0.49;
C1 95%: 0.29-0.82; P=0.008). No differences between HIV-1+ patients and controls were

observed concerning the others polymorphisms in this ethnic group.

In the analysis of linkage disequilibrium (LD) for SNPs TLR9, the D’ value between
rs5743836 and rs352140 was 0.502 (modest disequilibrium) and the r? was 0.057 (5.7%

of correlation) in European-derived HIV-1+ patients. While the D’ was 0.250 (low
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disequilibrium) and the r? was 0.028 (2.8% of correlation) in African- derived HIV-1+
patients. Table 6 shows haplotype analysis for TLR9 polymorphisms. Comparing patients
and controls, no statistical differences were observed in the haplotypic frequencies.
Differences due to the ethnic origin of individuals become quite evident when European-
derived and African-derived groups were compared. For instance, African-derived
individuals have an overall CG haplotypic frequency higher than European-derived

individuals.

Table 7 shows the comparison among HIV-infected patients co-infected with hepatitis
C virus (HCV) and not co-infected. Among African-derived individuals, for TLR7
rs179008 we observed an association with protection. The A variant allelic frequency was
lower in HCV- hemizygous when compared with HCV+ hemizygous (0.09 vs. 0.28;
P=0.047), but this association was lost considering the OR associated with this allele
(OR=26.0, 95% CI: 0.04-1.11). No differences among allelic and genotypic frequencies
were found for the other polymorphisms.

DISCUSSION

TLR7, 8 and 9 are intracellular receptors that primarily recognize nucleic acid PAMPs
derived from bacteria and viruses. They are involved in NF-kappaB activation and in the
production of inflammatory cytokines such as type | interferons (IFNs) [3]. TLR7 and
TLR9 are expressed in both B and plasmacytoid dendritic cells (pDC), and are responsible
for abundant quantities of Type I IFN. TLR8 is expressed in monocyte-derived cells, such
as macrophages and myeloid DC (mDC) [8, 10]. Several studies have evaluated
functional TLR7/8/9 polymorphisms in different populations in the context of HIV

infection, although the conclusions were somewhat conflicting.

The rs179008 TLR7 (GInllLeu) generates a change in the signal peptide sequence of
the protein, which affects TLR7 maturation and targeting to endosomes. According to Oh
et al., (2009), the presence of the T variant in the TLR7 was associated with a decline on
CD4+ T cell counts and with a decreased production of IFN-a after stimulation of
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peripheral blood mononuclear cells with imiquimod, a TLR7 ligand, in a German cohort
of HIV-infected women [17]. In this same work, it was observed that the combination of
limited antiretroviral IFN-a activity with an increase in viral load led to an accelerated
progression to AIDS in HIV-infected women. Also, this variant was already associated to
higher susceptibility to HCV infection and less response to an IFN-a based therapy in
chronic HCV-infected German women [42]. In contrast, no differences were observed on
genotypic or allelic frequencies between patients and controls in our study for this

polymorphism.

TLR8 encodes two splice variants (TLR8v1 and TLR8v2) with alternative translation
start sites [19]. The rs3764880 (Met1Val) leads to an exchange at the first codon position,
the variant G is responsible for increasing TLR8v1 translation without changes in mMRNA
levels or protein function [20]. According to Oh et al., (2008), individuals carrying the G
allele display a decrease on CD4 T cells number significantly slower, as compared to non-
carriers, and were associated with slower AIDS progression. Also, the G allele was
associated to protection against damage from active tuberculosis [22]. However, no
association between the presence of this polymorphism with HIV-1 infection was

observed in the present study when compared patients with controls.

Concerning the TLR9 rs5743836 polymorphism, differences in both genotypic and
allelic frequencies were observed among European-derived patients and controls
(P=0.028 and P=0.011, respectively), suggesting the C allele as a susceptibility factor for
HIV-1 infection (OR 1.54; 95% CI: 1.10-2.16 for C allele carriers). Also, a higher
frequency of the CC genotype was observed in patients (P=0.040) when compared with
controls. In contrast, Bouchud et al., (2007) did not find an association of this variant in a
European cohort of HIV-infected adults. Pine et al., (2009) described an association of the
C allele with high viral load and rapid AIDS progression, although these associations
were not significant after corrections. In this late work, the sample was composed
exclusively by Caucasian individuals, hindering comparisons with our group. With regard

to the rs352140 polymorphism, no associations were observed. In the analyses comparing
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African-derived patients with controls, our results showed a lower frequency of the TC
genotype in patients as compared to controls (P=0.006) suggesting the TC genotype as a
protective factor in HIV-1 infection. No associations were observed concerning the

rs352140 polymorphism.

TLR9 haplotypes were also analyzed according to ethnicity and no significant
differences were observed in the distribution between patients and controls. However,
different haplotypic frequencies between individuals from distinct ethnic origins become
evident. For instance, African-derived individuals have an overall CG haplotypic
frequency higher than European-derived individuals. Indeed, a previous study had already
suggested a higher frequency of the CG haplotype among African-derived individuals
[23]. These different frequencies seems to be related to the ethnic origin of the studied
individuals, being independent of the disease, since recently, a study from our group
obtained similar results in patients with SLE [26]. Of note, this genetic heterogeneity was
already observed in studies of this same HIV-1+ cohort with respect to MBL
polymorphisms [39]. Interestingly, a study about the evolution and natural selection of
TLRs in different ethnic groups, described a higher genetic diversity in TLR9 on African
populations when compared with the European and Asian populations [43]. One possible
explanation may be a large prevalence of infection by intracellular pathogens in Africa,
resulting in a positive pressure in TLR9. However, further replication studies in other
Brazilian samples of HIV-1+ patients and evolutionary studies need to be done to confirm
this hypothesis.

When a comparative analysis between HIV-infected patients co-infected or not with
hepatitis C virus was performed, no statistical differences were found for both genotype
and allele frequencies for any of the studied polymorphisms excepted for an association
with protection against HCV infection observed among African-derived individuals. The
A variant allelic frequency was lower in HCV- hemizygous when compared with HCV+
hemizygous patients (0.09 vs. 0.28; P=0.047), but this association was lost considering
the OR associated with this allele (OR=26.0; 95% CI: 0.04-1.11). So, our results were not
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capable to corroborate previous associations of TLR molecules with susceptibility to
HCYV infection [42, 44].This may be due to a the low sample number when we subdivided
the patients according to the presence/absent of co-infection to HCV and ethnicity (n=69
HCV+ and n=106 HCV- in Euro-derived; n= 44 HCV+ and n=86 HCV-, in Afro-derived).
Also, our results can reflect the existence of other genetic factors involved in HCV/HIV-1

co-infection.

In conclusion, we suggest that the rs5743836 TLR9 polymorphism has an important
role in HIV infection since it was associated with susceptibility in Euro-derived and Afro-
derived individuals. In addition, our data reinforces the fact that further research
considering the genetic background of different ethnic groups should be conducted to
understand the influence of genetic variability on the course of HIV-1 infection and

replication studies in other Brazilian samples of HIV positive patients need to be done.
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Table 2. Genotypic and allelic frequencies in HIV-1 Euro-derived patients and controls.

Protein, polymorphism, HIV-1 patients Controls OR P _value
genotype or allele N (freq.) N (freq.) (95% CI)
TLR9
T-1237C
TT 136 (0.64) 227 (0.73)
TC 65 (0.31) 77 (0.25) 0.028%
cC 11 (0.05) 6 (0.02)
T 337 (0.79) 531 (0.86) b
C 87 (0.21) g9 (014)y 04 (110-2.16) 0.011
G2848A
GG 51 (0.26) 74 (0.24)
GA 87 (0.44) 151 (0.49) 0.561
AA 59 (0.30) 83 (0.27)
G 189 (0.48) 299 (0.49) 0.897
A 205 (0.52) 317 (0.51) '
TLRS
Al1G
AAQ 47 (0.49) 69 (0.47)
AG Q 35 (0.37) 56 (0.38) 0.945
GG ? 13 (0.14) 21 (0.14)
AQ 129 (0.68) 194 (0.66) 0.767
G? 61 (0.32) 98 (0.34) '
Ad 52 (0.55) 98 (0.65) 0.137
G3J 42 (0.45) 52 (0.35) '
TLR7
A32T
AAQ 70 (0.69) 102 (0.71)
AT Q 25 (0.25) 37 (0.26) 0.655
TT Q 6 (0.06) 5 (0.03)
AQ 165 (0.82) 241 (0.84) 0.626
TQ 37 (0.18) 47 (0.16) '
Ad 91 (0.86) 137 (0.86) 1000
Td 15 (0.14) 23 (0.14) '

® Pearson y2 ;" Fisher's test

residual: CC: P =0.040 (T-1237C)

Absolute frequency and (relative frequency) are shown for genotypes and alleles.

The P value for allelic and genotypic frequencies comparisons; Cl, confidence interval; OR, odds ratio; P values < 0.05 are

indicated in bold.

Table 3. Genetic models in HIV-1 Euro-derived patients and controls.

HIV-1 patients

Controles

0, -
TLR9 SNP Model Genotype N Freq N Freq OR (C195%) P-value
) T 136 0.64 227 0.73 1
10370 Dominant TC+CC 76 0.36 83 0.27 1,53 (1.05-2.23) 0.030
. TC+TT 201 0.95 304 0.98 1
Recessive 0.034
cc 11 0.05 6 0.02 2,77 (1.01-8.21)
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Table 4. Genotypic and allelic frequencies in HIV-1 Afro-derived patients and controls.

Protein, polymorphism, HIV-1 patients

Controls

OR

P -value
genotype or allele N (freq.) N (freq.) (95% CI)
TLRO
T-1237C
TT 90 (0.58) 47 (0.46)
TC 50 (0.32) 51 (0.50) 0.019°
cc 14 (0.10) 5 (0.04)
T 230 (0.75) 145 (0.70) 0a1gb
C 78 (0.25) 61 (0.30) :
G2848A
GG 45 (0.32) 43 (0.41)
GA 72 (0.50) 49 (0.47) 0.223
AA 26 (0.18) 13 (0.12)
G 162 (0.57) 135 (0.64) 0,005
A 124 (0.43) 75 (0.36) '
TLRS
ALG
AAQ 24 (0.41) 21 (0.48)
AG 9 26 (0.45) 17 (0.39) 0.796
GG 9 8 (0.14) 6 (0.13)
AQ 74 (0.64) 59 (0.67) 0650
G 42 (0.36) 29 (0.33) |
Ad 57 (0.68) 44 (0.72) 0715
Gd 27 (0.32) 17 (0.28) |
TLR?
A32T
AAQ 46 (0.71) 29 (0.67)
AT Q 17 (0.26) 10 (0.23) 0.380
TT 9 2 (0.03) 4(0.10)
AQ 109 (0.84) 68 (0.79) 0374
TO 21 (0.16) 18 (0.21) |
Ad 78 (0.80) 53 (0.85) 0523
Td 19 (0.20) 9 (0.15) '

® Pearson 32 ;™ Fisher's test
residual: TC: P =0.006 (T-1237C)

Absolute frequency and (relative frequency) are shown for genotypes and alleles.

The P value for allelic and genotypic frequencies comparisons; Cl, confidence interval; OR, odds ratio; P values < 0.05

are indicated in bold.

Table 5. Genetic models in HIV-1 Afro-derived patients and controls.

HIV-1 patients Controles o
TLR9SNP  Model Genotype N Freq N Freq OR (C195%) P-value
. TT 90 0.58 47 0.46 1
1937C Dominant + o 64 0.42 56 0.54 0.60 (0.36-0.99) 0.049
Recessive TC+TT 140 0.90 98 0.96 1 0.188
cC 14 010 60 5 0.04 1.96 (0.70-6.23) '




Table 6. Haplotypic frequencies estimated of TLR9 polymorphisms and number
chromosomes(n) in European- and African-Derived patients and controls.

Haplotype European-derived African-derived
G2848A T-1237C freq n freq n
Patients G T 0.43225° 167  0.459519° 128
(n=386/278) G C 0.047024° 18  0.108826° 30
A T 0.370859° 143 0.285085° 79
A C 0.149867° 58  0.146569° 41
Controls G T 0.462699" 284 0.463805° 91
(n=614/196) G C 0.021014" 13 0.179052° 35
A T 0.39235" 241 0.235175° 46
A C 0.123937" 76 0.121968" 24

axb (x): p=0.073
cxd(y2):p=0.123
axc (y2): p=0.0065

residual: GC: p =0.0026, AT: p =0.020

bxd(y2):p=1.2E-15

residual: GC: p = 4.4E-16, AT: p = 0.000058
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Table 7. Genotypic and allelic frequencies of polymorphisms in HIV + individuals

with or without HCV co-infection, according to ethnicity.

European-derived

African-derived

Protein,polymorphism, HIV + HIV + HIV + HIV +
genotypes or alleles  HCV - HCV + HCV - HCV +
Freq (n) Freq (n) Freq (n) Freq (n)
TLR9
T-1237C
TT 68(0.64) 42(0.61) 47(0.55) 29(0.67)
TC 34(0.32) 22(0.32) 31(0.36) 10(0.23)
CcC 4(0.04) 5(0.07) 8(0.09) 4(0.1)
T 170(0.80) 106(0.77) 125(0.73) 68(0.79)
C 42(0.20) 32(0.23) 47(0.27) 18(0.21)
G2848A
GG 28 (0.28) 14(0.22) 21(0.27) 15(0.34)
GA 44(0.43) 27(0.44) 40(0.51) 21(0.48)
AA 29(0.29) 21(0.34) 17(0.22) 8(0.18)
G 100(0.50) 55(0.44) 82(0.53) 51(0.58)
A 102(0.50) 69(0.56) 74(0.47) 37(0.42)
TLR8
AlG
AAQ 25(0.46) 9(0.41) 19(0.48) 4(0.29)
AGQ 22(0.41) 9(0.41) 14(0.35) 9(0.64)
GG @ 7(0.13) 4(0.18) 7(0.17) 1(0.07)
AQ 72(0.67) 27(0.61) 52(0.65) 17(0.61)
G?Q 36(0.33) 17(0.39) 28(0.35) 11(0.39)
Ad 20(0.51) 21(0.57) 26(0.79) 18(0.58)
GJ& 19(0.49) 16(0.43) 7(0.21) 13(0.42)
TLRY
A32T
AAQ 39(0.66) 17(0.74) 31(0.69) 11(0.73)
AT @ 16(0.27) 4(0.17) 13(0.29) 3(0.2)
TT @ 4(0.07) 2(0.09) 1(0.02) 1(0.07)
AQ 94(0.80) 38(0.83) 75(0.83) 25(0.83)
TQ 24(0.20) 8(0.17) 15(0.17) 5(0.17)
Ad 38(0.86) 38(0.84) 31(0.72)* 30(0.91)b
T3 6(0.14) 7(0.16) 12(0.28)* 3(0.09)"

a x b (Fisher): P =0.047; OR: 26; Cl 95%: 0.04-1.11

Absolute frequency and (relative frequency) are shown for genotypes and alleles
The %2 and Fisher's test was used to determine differences between genotypic and allelic frequencies,
respectively. Cl, confidence interval; OR, odds ratio.
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IV. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Muitos estudos vém sendo gerados para um melhor entendimento da patogénese do
HIV-1 e de seu reconhecimento pelo sistema imune, o qual é muito complexo, pois essa
relacdo depende tanto da variabilidade genética do hospedeiro como da ampla diversidade
do virus, consequentemente desencadeando diferentes respostas entre os individuos.

O sistema imune conta com as primeiras barreiras de defesa frente ao virus, dentre elas
0s TLRs endossémicos. Como ja descrito, os TLRs endossémicos tem a capacidade de
reconhecer acidos nucleicos, tais como ss/dsDNA ou ssSRNA de bactérias ou virus. Varios
estudos demonstraram que polimorfismos nos genes que codificam estes TLRs
influenciam no curso da infeccdo de HIV-1. Assim, analisamos polimorfismos ja descritos
na literatura nos genes TLR7/8/9 em pacientes HIV-1 positivos e em individuos saudaveis,
ambas as amostras provenientes do sul do Brasil. Nossos achados indicam resultados
interessantes para o TLR9, especificamente em relacdo ao polimorfismo no promotor
rs5743836 TLR9 o qual foi associado com susceptibilidade e protecdo a infeccdo nos
individuos eurodescendentes e afrodescendentes, respectivamente.

Um papel importante do TLR9 esta relacionado a maturacao das células dendriticas e
a ativacdo de células B, as quais produzem citocinas pro-inflamatorias via ativagao por
NF-kappaB. A ativacdo das células B de memoria pelo TLR9, ap6s reconhecimento de
seu ligante, é fundamental para a homeostase das células B e uma producdo adequada de
anticorpos (Jiang et al., 2008; Krieg M. 2002). As diferencas genéticas no hospedeiro,
para TLR9, geram potencialmente diferentes respostas no reconhecimento de seus ligantes
(motivos CpG). O polimorfismo rs5743836 esta sendo cada vez mais estudado, pois
observou-se ter um papel fundamental na susceptibilidade a doencas inflamatdrias e
infecciosas tais como a asma (Lazarus et al., 2003), arterioscleroses (Hamann et al.,
2006), lapus eritematoso (dos Santos et al., 2011), doenga de Crohn (Torok et al., 2004;
Torok et al., 2009) e hepatite B (Wu et al., 2012). Porém, em relagdo ao HIV-1, Bouchud
et al. (2007) ndo encontraram associacdo da variante alélica C com a progressdo da

infeccéo. Pine et al., (2009), apesar de inicialmente haverem observado uma associagéo
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deste alelo com a progressdo rapida da infec¢do, esta associacdo foi perdida apos
correcdes estatisticas.

Um estudo in silico avaliando o polimorfismo rs5743836 demonstrou que o alelo C
insere um potencial sitio de ligacdo do fator de transcricdo NF-kappaB, o qual esta
relacionado com o aumento da expressdo do promotor em resposta a seus ativadores
(Hamann et al., 2006). Outro estudo funcional avaliando essa variante foi realizado em
uma amostra de pacientes com doenca gastrica induzida por Helicobacter pylori e
observou-se uma elevada atividade transcripcional do TLR9 nos pacientes com o alelo C
quando comparados com um grupo controle de individuos saudaveis. A possivel
explicagdo é que uma elevada expressdo do TLR9 aumente a sensibilidade do hospedeiro
em reconhecer CpG-DNA do H. pylori o que, pelo menos em parte aumentaria o efeito
inflamatério Th-1 observado durante a infeccdo (Ng et al., 2010). Mais recentemente,
outro estudo funcional identificou um novo elemento regulatério na regido promotora do
TLRY, o qual aumentaria sua ativacao transcricional dependente da sinalizacdo de IL-6.
Os pesquisadores propuseram um modelo de feedback do efeito do alelo C, pois eles
observaram que as células mononucleares de sangue periférico com o genétipo TC
expressavam altos niveis de TLR9 levando a uma proliferacdo aumentada de células B e
IL-6 em resposta a motivos CpG oligodeoxinucleotideos sintético (Carvalho et al., 2011).
Em relagdo ao HIV, ainda ndo foi realizado um estudo funcional avaliando essa variante
frente ao virus, mas ja foi descrito o comportamento da proteina durante a infeccdo em
células B. Jiang et al. (2008) observaram que as células B tiveram uma expressdo do
TLR9 diminuida levando a uma baixa ativacdo dessas células. Esse efeito poderia ter sido
consequéncia de um mal funcionamento observado nas celulas B em individuos
infectados por HIV-1, tal como alta susceptibilidade & apoptose ou alta producdo de
anticorpos (Moir et al., 2001; De Milito et al., 2004) (Figura 10). Essa expressdo
diminuida do TLR9 poderia contribuir para o declinio no nimero de células B de
memdaria e uma conseqiiente curta duracdo da resposta de anticorpos apds imunizacao,
tais desfechos foram observados no curso da infecgédo pelo HIV (Titanji et al., 2006).

Com base nesses achados descritos acima, podemos supor que a variante alélica C de
rs5743836 no promotor do TLR9 desencadearia uma elevada expressao do TLR9,
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incrementando a ativagdo ndo s6 das celulas B, mas também das células dendriticas
plasmocitdides (principalmente ativadas pelo TLR7 e 9) consequentemente aumentando a
proliferacdo de citocinas proinflamatdrias, IFN-1 e IL-6 (Figura 11). Isso influenciaria no
curso da infeccdo e podendo levar a uma infecgdo crénica.

Em nossos resultados, quando comparamos individuos euro-descendentes infectados
pelo HIV-1 com o grupo controle, observamos diferencas nas frequéncias alélicas e
genotipicas para o polimorfismo rs5743836 no TLR9 (P=0,011 e P=0,028,
respectivamente), sendo que a variante alélica C confere susceptibilidade a infeccdo (OR=
1,54; 95% CI: 1,10-2,16). A frequéncia do gen6tipo CC foi maior nos pacientes quando
comparado aos controles (residual P=0,040) conferindo susceptibilidade a infeccéo pelo
HIV-1 (OR=1,53; 95% CI: 1,05-2,23; P=0,030, modelo dominante). Em contraste,
qguando comparamos individuos afrodescendentes infectados pelo HIV-1 com o grupo
controle, se observou uma menor frequéncia do genotipo TC nos pacientes (residual
P=0,006) sendo que esse genotipo foi associado com protecdo a infeccdo (OR=0,60; 95%
ClI: 0,36-0,99; P=0,049, modelo dominante). Mais recentemente Medeiros et al. (2012)
observaram uma associac¢do do alelo C do polimorfismo rs5743836 no TLR9 com uma
progressdo lenta no curso da infeccdo pelo HIV entre os individuos afrodescendentes
(comunicacéo pessoal).

J& na analise de hapldtipos para os polimorfismos rs5743836 e rs352140 do TLR9, as
quatro combinacdes foram encontradas, mas as frequéncias haplotipicas ndo diferiram
entre pacientes e controles. Porém, quando comparamos 0s grupos étnicos entre eles
observamos marcada diferenca nas frequéncias dos haplotipos GC e AT, 0 que sugere que
haja uma marcada diferenca genética entre 0s grupos étnicos, independente da doenca.
Por exemplo, na comparacdo entre os controles, as frequéncias dos haplétipos foram
significativamente diferentes (P=1,2 E'15) e na analise dos residuos dois haplétipos
tiveram uma distribuicdo bem diferente entre os grupos étnicos (residual: GC: P = 4,4E-
16, AT: P = 0,000058), sendo que o haplétipo GC foi super-representado nos individuos
afrodescendentes (tabela 6 do artigo). Essa mesma diferenca em termos de frequéncias
haplotipicas do TLR9, considerando-se a etnia, também foi observada por nosso grupo em
uma amostra de pacientes com lupus eritematoso sistémico e controles provenientes da
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regido sul do Brasil (dos Santos et al., 2012). Também da Silva et al. (2010) observaram
essa heterogeneidade genética entre 0s grupos étnicos quando se analisaram
polimorfismos do MBL na mesma amostra de individuos infectados pelo HIV que nos
também avaliamos.

Um estudo da evolugdo e selecdo natural dos TLRs em diferentes grupos étnicos,
observou que o TLR9 apresenta maior diversidade genética na populacdo africana quando
comparado com a diversidade existente em populacdes europeias e asiaticas. Com base
neste estudo, os pesquisadores propuseram que isso tenha ocorrido em reposta a uma
pressdo seletiva maior na populacéo africana (Barreiro et al., 2009). Uma explicacéo pode
ser a grande prevaléncia de infeccdes por patdgenos intracelulares na Africa, sugerida
como resultando em uma pressdo positiva, que no TLR9, o genétipo TC do polimorfismo
rs5743836, neste contexto, teria sido selecionado positivamente, atuando como fator
protetor contra essas infecgdes. Porém, temos que salientar que nossos resultados sé
representam uma amostra da populacédo desta parte do Sul do Brasil e que mais estudos de
replicacdes em outras popula¢des poderiam confirmar a hipétese.

Na analise comparativa entre pacientes infectados pelo HIV co-infectados e nédo co-
infectados com o virus da hepatite C (HCV) ndo foram encontradas diferencas nas
frequéncias alélicas e genotipicas para qualquer dos polimorfismos estudados. Assim,
apesar desses TLRs ja terem sido associados com susceptibilidade a infec¢do pelo HCV
(Gonzales et al., 2010; Schott et al.,2008) esses resultados podem estar refletindo o baixo
numero amostral quando subdividimos os pacientes de acordo com a presencga/auséncia de
co-infeccdo e com a etnia (n=69 HCV+ e n= 106 HCV- nos eurodescendentes; n= 44
HCV+ e n= 86 HCV-, nos afrodescendentes), além de ter controlado por sexo no caso dos
polimorfismos nos TLR7 e TLR8. Porém, também esses resultados podem refletir a
existéncia de outros fatores genéticos envolvidos na co-infec¢do pelo HIV-1/HCV.

Concluimos que o polimorfismo rs5743836 no TLR9 tem importante papel na infecgédo
pelo HIV-1, pois foi associado com a susceptibilidade e protecdo nos individuos
eurodescendentes e afrodescendentes, respectivamente. Além disso, nossos resultados
reforcam o papel do background genético na infeccdo pelo virus e, visto que o Brasil € um
pais com altas taxas de miscigenacdo, novas investigacdes devem ser realizadas para
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compreendermos a influéncia desta variabilidade genética no curso da infecgdo pelo HIV.
Além disso, avaliagbes funcionais frente ao HIV-1 precisam ser realizadas nas células

alvo com esse polimorfismo.

HIV
V ATIVACAO Inducéo
> | Imunidade
Humoral
Anormalidades: CpG
A Susceptibilidade a apoptose CpG
A Secrecdo de Igs ¢ & cpG
X\@o CpG CpG
CpG

Homeostase entre as cél.B
¢NTLR9 MRNA J’ e producdo de Igs.

Figura 10. Diminuicéo da ativacdo das células B pelo ligando TLR9 no contexto do HIV
(Adaptado de Moir et al., 2001; De Milito et al., 2004 e Jiang et al. 2008).
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Figura 11. Modelo sugerido da ativagdo das células B pelo ligando TLR9 afetado pelo
polimorfismo T-1237C, no contexto do HIV.
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