
Universidade Federal de Pernambuco 

Centro de Biociências  

Programa de Pós-Graduação em Genética 

 

 

 

 

ANSELMO JIRO KAMADA 

 

 

 

VVaarriiaanntteess  eemm  ggeenneess  ccooddiiffiiccaanntteess  ddaa  iimmuunniiddaaddee  iinnaattaa  nnaa  

ssuusscceeppttiibbiilliiddaaddee  àà  ttrraannssmmiissssããoo  mmaatteerrnnoo--iinnffaannttiill  ddoo  vvíírruuss  ddaa  

IImmuunnooddeeffiicciiêênncciiaa  HHuummaannaa  TTiippoo  11  ((HHIIVV--11))  ee  pprrooggrreessssããoo  àà  

SSíínnddrroommee  ddaa  IImmuunnooddeeffiicciiêênncciiaa  AAddqquuiirriiddaa  ((AAIIDDSS))  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recife 

2017 



1 
 

 

 

ANSELMO JIRO KAMADA 

 

  

 

VVaarriiaanntteess  eemm  ggeenneess  ccooddiiffiiccaanntteess  ddaa  iimmuunniiddaaddee  iinnaattaa  nnaa  

ssuusscceeppttiibbiilliiddaaddee  àà  ttrraannssmmiissssããoo  mmaatteerrnnoo--iinnffaannttiill  ddoo  vvíírruuss  ddaa  

IImmuunnooddeeffiicciiêênncciiaa  HHuummaannaa  TTiippoo  11  ((HHIIVV--11))  ee  pprrooggrreessssããoo  àà  

SSíínnddrroommee  ddaa  IImmuunnooddeeffiicciiêênncciiaa  AAddqquuiirriiddaa  ((AAIIDDSS)) 

 

 

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação em Genética da Universidade 

Federal de Pernambuco como parte dos requisitos 

exigidos para obtenção do título de Doutor em 

Genética. 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Sergio Crovella  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recife 

2017 



2 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Catalogação na Fonte: 
Bibliotecário Bruno Márcio Gouveia, CRB-4/1788 

 
 
 
 

 
            Kamada, Anselmo Jiro              

      Variantes em genes codificantes da imunidade inata na susceptibilidade à 
transmissão materno­infantil do vírus da Imunodeficiência Humana Tipo 1 (HIV­1) e 
progressão à Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) / Anselmo Jiro Kamada. – 
2017. 
        
      123 f. : il. 
 

 Orientador: Sergio Crovella 
Tese (doutorado) – Universidade Federal de Pernambuco. Centro de 
Biociências. Pós-graduação em Genética, Recife, 2017. 
Inclui referências e anexos 

 
1.  HIV (Vírus) 2. Transmissão da AIDS I. Crovella, Sergio (orientador) II. 

Título. 
 
                                             
     616.9792                         CDD (22.ed.)                          UFPE/CB-2017-571                                                        
                               

 

 



3 
 

 

 

ANSELMO JIRO KAMADA 

 
VVaarriiaanntteess  eemm  ggeenneess  ccooddiiffiiccaanntteess  ddaa  iimmuunniiddaaddee  iinnaattaa  nnaa  ssuusscceeppttiibbiilliiddaaddee  àà  

ttrraannssmmiissssããoo  mmaatteerrnnoo--iinnffaannttiill  ddoo  vvíírruuss  ddaa  IImmuunnooddeeffiicciiêênncciiaa  HHuummaannaa  TTiippoo  11  

((HHIIVV--11))  ee  pprrooggrreessssããoo  àà  SSíínnddrroommee  ddaa  IImmuunnooddeeffiicciiêênncciiaa  AAddqquuiirriiddaa  ((AAIIDDSS))  

 
Tese apresentada ao Programa 
de Pós-Graduação em Genética, 
Área de concentração Genética, 
da Universidade Federal de 
Pernambuco como requisito 
parcial para obtenção do título de 
Doutor em Genética. 

 

 

 

 

____________________________________________ 
Dr. Sergio Crovella 

Universidade Federal de Pernambuco 
 
 

____________________________________________ 
Dr. Luiz Cláudio Arraes de Alencar 

Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira 
 
 

____________________________________________ 
Dr. Paulo Roberto Eleutério de Souza 

Universidade Federal Rural de Pernambuco 
 
 

____________________________________________ 
Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra 
Universidade Federal de Pernambuco 

 
 

____________________________________________ 
Dr. Will de Barros Pita 

Universidade Federal de Pernambuco 
 

 
 
         Aprovado em: 30/08/2017   
 
 
 
 
             BANCA EXAMINADORA 
 



4 
 

 

 

AGRADECIMENTOS  

 

Aos meus pais Antonio e Hiroko pelos exemplos que dão de apoio, dedicação 

e confiança, principalmente nos momentos de dificuldade; 

Ao meu orientador Sergio Crovella, pela amizade, entusiasmo e confiança 

depositada, com quem posso contar pelo suporte incondicional;       

À Lucas, Rafael e Ronald, principalmente pela parceria no meu período em 

Trieste, tornando o trabalho diário mais leve e com bom humor; 

Aos amigos do grupo de Imunogenética da UFRGS, Prof. Zeca, Francis, 

Maria, Rúbia, Jacque, Rafael Michita, Priscila, Eriza e Tiago Veit pela amizade e 

colaboração no meu período em Porto Alegre; 

Aos amigos de Trieste, Paola, Luisa, Fulvio, Karla, Serena, Giulia e Federica 

pelo ótimo convívio no laboratório, aprendizado e paciência com meus 

experimentos; 

Aos amigos do Grupo de PatGen (Paula Sandrin, Ronaldo Celerino, Jaqueline 

Azevêdo, Heidi e demais membros) pela amizade, profissionalismo e compartilharem 

o conhecimento durante este período de convívio;          

     Aos amigos que levo desde a graduação em Ciências Biológicas: Vitor, 

Antonio, Mailton, Kézia, Caio, Edvaldo e Rafael, com os quais posso contar sempre 

e me conhecem mais do que ninguém; 

Aos meus compadres e amigos de longa data Raphael, Daniel, Joaquim, 

Jorge e Anninha pelo companheirismo e apoio em todos os momentos; 

A todos que contribuíram direta ou indiretamente para a realização deste 

trabalho. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



5 
 

 

 

RESUMO 

 

A transmissão materno infantil (TMI) do vírus da imunodeficiência humana (HIV-1) 

representa um problema de saúde pública mundial, principalmente pela alta 

morbidade e mortalidade associada à infecção neonatal, atingindo cerca de 150 mil 

neonatos/ano. Diversos componentes do sistema imune são conhecidos na proteção 

à transmissão horizontal do HIV-1, no entanto o impacto de fatores imunes atuando 

na interface materno-infantil ainda não está bem esclarecida. Neste contexto, a tese 

investigou o envolvimento de genes candidatos do sistema imune inato na proteção 

à TMI (na gestação, parto e amamentação) em uma coorte da Zâmbia (101 

gestantes infectadas e 331 filhos nascidos de mães infectadas), e complementou 

com uma análise em coortes de progressão infantil associada à infecção e à 

síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) adulta. O primeiro capítulo da tese 

focou em polimorfismos situados no gene codificante da teterina (BST2) pela sua 

função na retenção viral e sinalização da resposta adaptativa; enquanto o segundo 

capítulo avaliou polimorfismos em genes da Lactoferrina (LTF), β defensina 1 

(DEFB1) e Perforina (PRF1), pelo envolvimento destes componentes na resposta 

antiviral inicial. O alelo rs9576A BST2 e os genótipos c.*87A/A DEFB1 e c.900C/T 

PRF1 nos neonatos estavam associados à proteção durante a TMI por 

amamentação, enquanto o genótipo rs919266GA BST2 contribuiu na rápida 

progressão à AIDS nos adultos. Embora estes marcadores genéticos sejam 

preliminares, a investigação da imunidade inata poderia viabilizar soluções 

terapêuticas a populações tão vulneráveis à epidemia do HIV-1. 

 

Palavras-chave: HIV-1. SNPs. BST2. LTF. DEFB1. PRF1. 
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ABSTRACT 

 

Mother-to-child transmission (MTCT) of Human immunedeficiency virus type 1 (HIV-

1) is a major global health issue due to  high morbidity and mortality associated to 

neonatal infection, leading to approximately 150.000 neonatal infections/year. Host 

immune factors have been well described during HIV-1 horizontal transmission, 

although their role during MTCT is still underestimated. This thesis described the role 

of innate immune gene candidates in MTCT (intrauterine, intrapartum and 

postpartum) in a cohort of Zambia (101 HIV-1+ pregnant women e 331 infected 

infants), with additional analysis in a HIV-1 pediatric disease cohort and a adult 

acquired immunedeficiency syndrome (AIDS) progression cohort. The first chapter 

described the role of Tetherin coding gene (BST2) single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) in risk to MTCT; while the second chapter described the role of Lactoferrin 

(LTF), β defensin 1 (DEFB1) e Perforin (PRF1) coding genes in risk to MTCT. 

rs9576A BST2 allele and c.*87A/A DEFB1 e c.900C/T PRF1 neonatal genotypes 

were associated with neonatal protection during breastfeeding, while rs919266GA 

BST2 genotype was associated with rapid progression adult AIDS. Despite these 

genetic markers are still preliminary, the understanding of innate immune factors 

during MTCT should provide support to therapeutic development to vulnerable 

groups affected by neonatal HIV-1 infection. 

 

Key words: HIV-1. SNPs. BST2. LTF. DEFB1. PRF1. 

 

 



7 
 

 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1 - Proporção de indivíduos de populações chave infectados e número 

estimado de indivíduos infectados pelo HIV-1 por região no ano de 2015 ................ 11 

Figura 2 - a) Número de casos de AIDS no Brasil; b) nº de óbitos relacionados à 

AIDS  ......................................................................................................................... 13 

Figura 3 - a) Descrição das regiões codificantes e proteínas virais; e posição no 

genoma do HIV-1. b) Representação das etapas da infecção pelo HIV-1. ............... 14 

Figura 4 - Estabelecimento da infecção nos sítios iniciais e alvos celulares ............ 15 

Figura 5 - Progressão clínica natural da infecção pelo HIV-1.. ................................. 16 

Figura 6 - Padrão de diversidade viral durante a transmissão sexual do HIV-1 revela 

efeitos de gargalo genético. ...................................................................................... 17 

Figura 7 - Representação esquemática de um lócus polimórfico de base única (SNP) 

e as regiões (*) nas quais os SNPs podem ter importância funcional ....................... 22 

Figura 8 - Diferenças inter-individuais de SNPs e representação dos haplótipos de 

SNPs presentes em um determinado grupo de indivíduos........................................ 22 

Figura 9 - Grupos de estudo e fenótipos clínicos para estudo de associação 

genética da susceptibilidade à infecção e progressão à AIDS .................................. 23 

Figura 10 - Representação esquemática de componentes da imunidade inata que 

modulam a resposta antiviral na mucosa. ................................................................. 25 

Figura 11 - Regiões codificantes do gene BST2 correspondentes aos domínios 

protéicos da Teterina ................................................................................................. 26 

Figura 12 – Localização do gene codificante da Teterina/BST-2 (BST2) e os fatores 

de  transcrição (FT) envolvidos na regulação gênica do gene BST2. ....................... 27 

Figura 13 - Regulação transcricional da Teterina mediado por IFN e citocinas pró-

inflamatórias produzidas durante a resposta de célula dendrítica ao HIV-1 .............. 28 

Figura 14 - a) Organização gênica da PRF1 e domínios estruturais de monômero de 

perforina e b) formação de poro pela oligomerização de 20-50 monômeros ............ 29 

Figura 15 - a) Organização gênica e sequência de pré própeptídeo da β defensina 1 

humana (hBD-1).  b) Estrutura cristalizada de hBD-1 madura .................................. 30 

Figura 16 - a) Organização genômica do gene LTF e localização específica no 

transcrito de cada isoforma quanto à posição dos seus lobos N-terminais. b) 

Estrutura de Ltf cristalizada ....................................................................................... 32 



8 
 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS 

 

Item Definição 

AIDS - Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

APCs - Células apresentadoras de antígeno 

BST2 - Teterina 

CCR-5 - C-C receptor de quimiocina tipo 5 

CGA - Análise de genes candidatos 

DCs - Células dendríticas 

DNA - Ácido desoxirribonuléico 

gp120 - Glicoproteína 120 

GWAS - Estudos associação genômica de larga escala 

HAART - Terapia antirretroviral de alta potência 

HLA - Antígeno leucocitário humano 

HIV-1 - Vírus da imunodeficiência humana tipo 1 

LD - Desequilíbrio de ligação 

MHC - Complexo principal de histocompatibilidade 

NK - Células Natural Killers 

PAMP - Padrões moleculares associado a patógenos 

PBMCs - Células mononucleares do sangue periférico 

PCR - Reação em cadeia da polimerase 

PRR - Receptores reconhecedores de patógenos 

RNA - Ácido ribonuléico 

SNP - Polimorfismo de base única 

TAR - Terapia antirretroviral 

TIP - Transmissão intraparto 

TIU - Transmissão intrauterina 

TLR - Receptor semelhante a Toll 

TMI - Transmissão materno-infantil do HIV-1 

TPP - Transmissão pós-parto 

UTR - Região não-traduzida 

 

 



9 
 

 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 10 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA .................................................................................. 11 

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA INFECÇÃO PELO VÍRUS DA IMUNODEFICIÊNCIA TIPO 

1 (HIV-1) ENTRE ADULTOS E CRIANÇAS/JOVENS ............................................... 11 

2.1.1 Epidemiologia da infecção pelo HIV-1 e AIDS no Brasil ............................. 12 

2.2 MECANISMOS DE ENTRADA CELULAR E TRANSMISSÃO A PARTIR DE 

CÉLULAS-ALVO DO VÍRUS DA IMUNODEFICIÊNCIA TIPO 1 (HIV-1) ................... 13 

2.3 PROGRESSÃO CLÍNICA E PATOGÊNESE DA INFECÇÃO PELO HIV-1 ........ 15 

2.4 TRANSMISSÃO MATERNO-INFANTIL DO HIV-1 (TMI) .................................... 17 

2.4.1   Transmissão intrauterina (TIU).................................................................... 18 

2.4.2   Transmissão intra-parto (TIP)...................................................................... 19 

2.4.3   Transmissão pós-parto (TPP)...................................................................... 20 

2.5 IMUNOGENÉTICA DO HOSPEDEIRO NA RESPOSTA À INFECÇÃO PELO 

HIV-1 ......................................................................................................................... 21 

2.5.1 Fatores imunogenéticos associados à transmissão materno-infantil do 

HIV-1 (TMI) ................................................................................................................ 24 

2.5.1.1 Teterina/BST-2 (Bone marrow stromal cell antigen-2) ................................... 26 

2.5.1.2 Perforina ........................................................................................................ 28 

2.5.1.3 β Defensina 1 ................................................................................................ 30 

2.5.1.4 Lactoferrina ................................................................................................... 32 

3 OBJETIVOS ........................................................................................................... 34 

4 MATERIAL E MÉTODOS ...................................................................................... 35 

5 CAPITULO I - PROTECTIVE ROLE OF BST2 POLYMORPHISMS IN MOTHER-

TO-CHILD TRANSMISSION OF HIV-1 AND ADULT AIDS PROGRESSION. ......... 38 

6 CAPITULO II - INNATE IMMUNITY GENES POLYMORPHISMS AND HIV-1 

MOTHER-TO-CHILD TRANSMISSION IN ZAMBIAN POPULATION ...................... 49 

7 DISCUSSÃO GERAL............................................................................................. 69 

8 CONCLUSÃO ........................................................................................................ 72 

REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 73 

APÊNDICES ............................................................................................................. 83 

ANEXOS ................................................................................................................. 110 



10 
 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A infecção pelo vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) constitui um 

desafio de saúde pública global, afetando principalmente populações desassistidas 

por métodos preventivos e de terapia antirretroviral (TAR) em países 

subdesenvolvidos, nos quais a transmissão materno-infantil do HIV-1 (TMI) ainda 

tem persistido. Ensaios clínicos têm apontado que na ausência de TAR, a 

amamentação exclusiva de curta duração apresenta maiores índices de 

sobrevivência neonatal e menor taxa de TMI comparada ao aleitamento combinado 

a fórmulas nutricionais, destacando as funções benéficas de componentes 

nutricionais e/ou imunes específicos da interface materno-infantil, mesmo com o 

risco de morbidade e mortalidade associada à infecção neonatal.  

A estimativa de que 75-80% dos neonatos não são infectados pelo HIV-1 

mesmo com alta carga viral materna durante a gestação, indica que fatores 

intrínsecos do hospedeiro atuem na proteção à TMI. Neste contexto, a identificação 

dos principais mecanismos imunes tem sido promissor porém incipiente, seja por 

modelos experimentais in vitro/in vivo limitados quanto à reprodução do ambiente de 

mucosas e populações celulares locais ou por dificuldades inerentes ao 

acompanhamento e amostragem de neonatos infectados e gestantes não-tratadas.  

O estudo de variantes genéticas envolvidas na resposta imune diferencial do 

hospedeiro à infecção pelo HIV-1 poderia indicar fatores protetivos durante a TMI. 

Diversos alelos de proteção à transmissão horizontal e progressão à AIDS já foram 

descritos, no entanto o impacto de alelos como o CCR5-Δ32, tem sido restrito 

principalmente pela sua frequência maior em populações menos afetadas pela 

epidemia (entre europeus e norte-africanos). Neste sentido, a investigação do 

background genético na susceptibilidade à TMI em populações mais atingidas (por 

ex., provenientes da porção central e sul africana) ainda tem sido subestimada, e 

poderia auxiliar na elaboração de estratégias específicas a grupos mais vulneráveis 

aos efeitos da epidemia pelo HIV-1.  

Desta forma, a tese visou investigar fatores imunogenéticos envolvidos na 

susceptibilidade à transmissão materno-infantil do HIV-1 (na gestação, parto e 

amamentação) em uma coorte de gestantes provenientes da Zambia que 

participaram do ensaio clínico de aleitamento exclusivo de curta duração.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA INFECÇÃO PELO VÍRUS DA IMUNODEFICIÊNCIA 

TIPO 1 (HIV-1) ENTRE ADULTOS E CRIANÇAS/JOVENS 

 A infecção pelo vírus da imunodeficiência tipo 1 (HIV-1) constitui um dos 

principais desafios globais de saúde pública, visto que desde sua descoberta na 

década de 80, aproximadamente 35 milhões de mortes foram associadas à 

síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) causada pelo vírus. O impacto da 

infecção em recém nascidos na ausência de tratamento ainda é mais dramático, 

levando um terço dos recém infectados a óbito já no primeiro ano de vida, enquanto 

metade dos infectados morrem já no segundo ano, de acordo com o Programa de 

HIV/AIDS das Nações Unidas (UNAIDS/WHO, 2016).  

 Atualmente, estima-se que 36.7 milhões de indivíduos convivem com o HIV-1, 

nos quais 1.8 milhões são crianças/jovens (0 a 14 anos) infectados majoritariamente 

por transmissão materno infantil (TMI). No ano de 2015, dentre as 2.1 milhões de 

novas infecções (Fig.1) e 1.1 milhão de óbitos no mundo, 150 mil novas infecções e 

110 mil óbitos foram entre crianças/jovens (UNAIDS, 2016). 

Figura 1 – Proporção de indivíduos de populações chave infectados e número total estimado de 
indivíduos infectados pelo HIV-1 por região somente no ano de 2015, totalizando 2.1 (1.8 - 2.4) 
milhões no mundo.  

  

Autor: Relatório GAP report UNAIDS (2016). 

 A redução de custos de testes diagnósticos e maior acesso à terapia 

antirretroviral (TAR); e cobertura de programas nacionais e internacionais de 
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prevenção contribuíram na redução de novas infecções pelo HIV-1 e de mortes 

associadas à AIDS entre adultos e jovens. Neste sentido, a diminuição da taxa de 

TMI de 25.8% (2009) para 16% (2013) em países prioritários (21 países da África 

subsaariana com 85% de casos no mundo de TMI) tem sido influenciada pelo 

aumento no número de gestantes com aconselhamento e testes diagnósticos (de 

26% para 44% entre 2009 a 2013)(UNAIDS/WHO, 2014). 

 Riscos atribuídos à TMI ainda têm persistido, principalmente quando do total de 

1.3 milhões de gestantes infectadas pelo HIV-1 em 2015, 300 mil partos ainda foram 

realizados na ausência de terapia antirretroviral durante a gestação. Além disso, o 

número total de novas infecções entre mulheres na idade reprodutiva (15 a 49 anos) 

reduziu somente 2% nos últimos cinco anos em todo o mundo, e os índices de 

abandono ao tratamento tem sido alto durante a gestação e amamentação, 

principalmente em países prioritários (UNAIDS/WHO, 2016).  

 

2.1.1 Epidemiologia da infecção pelo vírus da imunodeficiência tipo 1 (HIV-1) e 

AIDS no Brasil 

 Foram registrados no Brasil desde a primeira notificação em 1983 até junho de 

2013, cerca de 686 mil casos de AIDS e 278 mil mortes associadas à infecção pelo 

HIV-1, representando um terço dos casos de AIDS em toda a América Latina 

(UNAIDS/WHO, 2014). Diferentemente dos países prioritários na África, a 

prevalência do HIV-1 entre populações-chave no Brasil é maior, representados 

particularmente entre homens que fazem sexo com homens (HSH)(10.5%), 

profissionais do sexo (4.9%), pessoas que usam drogas (> 18 anos) (5.9%), 

enquanto na população entre 18 a 49 anos é de cerca de 0.4% (UNAIDS, 2015). 

 A política prioritária do Departamento de IST, AIDS e Hepatites Virais (Min. da 

Saúde) com a distribuição gratuita de medicamentos antirretrovirais pelo Sistema 

Único de Saúde desde 1996, destacou o Brasil entre países em desenvolvimento, 

apresentando em 2015 cerca de 87% de indivíduos convivendo com HIV-1 

diagnosticados, no qual 64% estavam sob TAR (média mundial 46%) e destes 90% 

apresentaram carga viral suprimida (UNAIDS/WHO, 2014).  

 O cenário epidemiológico do HIV-1 no Brasil, representado atualmente por 

cerca de 734 mil indivíduos infectados, é considerado estável em virtude de 
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detecções em taxas constante com média de 20,4 casos/100 mil habitantes na 

maioria dos estados nos últimos cinco anos. No entanto, uma maior concentração 

tem sido apresentada em estados “hot spots” como Amazonas e Rio Grande do Sul, 

os quais tiveram respectivamente quase o dobro do número de casos de AIDS (37,4 

e 41,3/100 mil hab.) e de morte associadas à infecção (8,7 e 11,2/100 mil hab.) em 

relação à média nacional em 2013 (Fig. 2).  

Figura 2 - a) Número de casos de AIDS no Brasil; b) número de óbitos relacionados à AIDS a cada 
100 mil habitantes em 2014. 

 

 

Autor: Ministério da Saúde ( 2014). 

 

2.2  MECANISMOS DE ENTRADA CELULAR E TRANSMISSÃO A PARTIR DE 

CÉLULAS-ALVO DO VÍRUS DA IMUNODEFICIÊNCIA TIPO 1 (HIV-1)  

 O HIV-1 é um membro da família Lentiviridae constituído por duas cópias 

idênticas de RNA genômico (com cerca de 9749 nucleotídeos) inseridas em 

capsídeo protéico, o qual é envolvido por um envelope externo de origem 

membranar do hospedeiro. Seu genoma codifica nove domínios poliprotéicos, que 

necessitam ser clivados proteoliticamente para dar origem ao repertório total de 15 

proteínas (Fig. 3a), com funções específicas em seu ciclo viral (Fig. 3b): Env e Gag 

compõem estruturas do envelope e capsídeo; Pol regula a retrotranscrição e 

integração do genoma viral; Tat e Rev regulam a transcrição e tradução dos 

produtos virais; e Vif, Nef, Vpr e Vpu/Vpx desempenham funções acessórias na 

evasão ao sistema imune.  
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Figura 3 – a) Descrição das regiões codificantes e proteínas virais; e sua posição relativa no genoma 
do HIV-1. b) Representação esquemática das etapas da infecção pelo HIV-1 

    

  

Autor: Mario Stevenson (2003).   

 A ligação da glicoproteína de envelope gp120 a receptores CD4 e o 

ancoramento da subunidade gp41 a receptores de quimiocinas CCR-5 ou CXCR-4, 

são essenciais para a entrada do vírus a diversas células-alvo do sistema imune, no 

qual populações de linfócitos T auxiliares (CD4+) são alvos preferenciais, pela sua 

alta densidade de receptores CD4+ e permissividade maior à replicação viral. 

Embora linfócitos CD4+ de memória imaturos sejam infectados com maior 

frequencia nas mucosas, a expansão da replicação ocorre majoritariamente em 

linfócitos CD4+ ativados (Fig. 4 frequência de 1:70 linfócitos imaturos) nos sítios 

iniciais de transmissão (Haase, 2010; Saba et al., 2010).  

 Células apresentadoras de antígenos (APCs) como macrófagos e células 

dendríticas (DCs) apresentam menor produção viral e são menos frequentes que 

linfócitos CD4+ residentes (1:4 e 1:5, respectivamente), no entanto apresentam alta 

transmissão célula-a-célula a linfócitos CD4+ na lamina propria e linfonodos locais 

(Saba et al., 2010; Moir et al., 2011). Células dendríticas especializadas que se 

situam entre epiteliócitos, conhecidas como células de Langerhans, desempenham 

papel essencial no estabelecimento da infecção, pela capacidade de captura viral 

a)
)))
) 

b) 
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através de processos membranares ao lúmen da mucosa e adesão viral por meio de 

ligação à gp120 por lectinas de membrana DC-SIGN (Hladik et al., 2007). 

Figura 4 – Estabelecimento da infecção nos sítios iniciais de entrada do HIV-1 e seus alvos celulares. 

 

 Autor: Moir e cols. (2010). 

 

 Evidências recentes têm revelado que a eficiência na entrada viral durante a 

transmissão célula-a-célula, é cerca de 10 a 1000 vezes maior em comparação a 

transmissão por vírions (partículas virais) livres, por meio de estruturas conhecidas 

como sinapses virais. As sinapses aumentam a transmissão simultânea do HIV-1 

através de agrupamentos numerosos (clusters) de Env ligados a receptores CD4+, 

sendo estabilizados por moléculas de adesão LFA-1 e seus receptores ICAM-

1,3(Anderson, 2014). A migração de células infectadas a órgãos linfóides distais ao 

sítio inicial de transmissão potencializaria ainda mais os efeitos patogênicos da 

transmissão celular, pela abundância e contato íntimo entre células-alvo locais 

(Alvarez et al., 2014; Galloway et al., 2015).   

 

   2.3 PROGRESSÃO CLÍNICA E PATOGÊNESE DA INFECÇÃO PELO HIV-1 

 Os mecanismos patogênicos do HIV-1 têm sido atribuído majoritariamente a 

efeitos diretos da depleção de linfócitos T-CD4+/CD8+, e mais recentemente, 

inúmeros efeitos indiretos (bystander) induzidos por mecanismos inflamatórias e 

apoptose de células não-infectadas foram identificados (Haase, 2010; Iwasaki, 2012; 

Stevenson, 2003). Na ausência de intervenção terapêutica, sintomas e sinais 
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clínicos característicos resultantes desta interação vírus-hospedeiro foram 

classificados em três fases clínicas distintas (fase aguda, crônica e síndrome da 

imunodeficiência adquirida) para facilitar o reconhecimento do grau de progressão 

da infecção pelo HIV-1 (Fig.5)(Moir et al., 2011). 

Figura 5 - Progressão clínica natural (na ausência de tratamento) da infecção pelo HIV-1. As etapas 
chaves no estabelecimento da infecção com possíveis alvos para intervenção terapêutica estão 
enumeradas: 1) Baixo fitness do HIV-1 e entrada nas primeiras células-alvo; 2) Fase ascendente de 
proliferação viral; 3) Contenção parcial da infecção por resposta imune celular; 4) Ativação imune 
crônica.  

 

Autor: Mogensen e cols. (2010).   

 

 A fase aguda ou primária da infecção é o período de estabelecimento da 

infecção viral, apresentando um crescimento rápido da proliferação viral e depleção 

de linfócitos nas mucosas, circulação e órgãos linfóides distais (como tecido linfóide 

associado a trato gastro-intestinal (GALT), baço e timo), sendo controlado 

parcialmente pela imunidade mediada por linfócitos CD8+/CD4+, através de 

atividade citotóxica a células infectadas e produção de anticorpos anti-HIV-1 

(McMichael et al., 2009; Mogensen et al., 2010). Esta fase pode compreender seis 

semanas pós-exposição, de forma assintomática ou com síndrome retroviral aguda, 

caracterizada por febre, linfoadenopatia, e sintomas secundários como dores 

musculares, rash cutâneo e diarréia (Kahn e Walker, 1998; Mogensen et al. 2010). 

 A fase crônica da infecção é caracterizada por um período assintomático com 

uma redução persistente dos níveis de linfócitos circulantes e acompanhado de 

aumento lento na viremia, podendo ter duração de quatro a dez anos de acordo com 

a manutenção dos níveis de linfócitos CD4+ (Douek et al., 2003; Yates et al., 2007). 

A translocação de produtos microbianos na circulação (perda de integridade da 
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GALT e linfócitos Th-17) e liberação de produtos virais (gp120, Nef, ácidos 

nucléicos) propiciam ativação imune crônica e tem sido associado à inibição de 

resposta efetiva a infecções oportunistas por M. tuberculosis, citomegalovirus (CMV), 

vírus da herpes simplex (HSV) e fungos (Lawn et al., 2001; Douek et al., 2003).  

Na persistência do quadro de ativação imune crônica, uma drástica perda 

funcional e numérica de linfócitos CD4+ e limitada capacidade regenerativa em 

órgãos linfóides como timo e baço (Zeng et al., 2012), caracterizam a síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS)(Lawn et al., 2001). O colapso do sistema imune 

propicia o estabelecimento de infecções oportunistas e neoplasias, assim como 

maior morbidade em co-infecções virais (HBV, HCV, HTLV-1), que quando não 

tratadas levam rapidamente à morte (Pantaleo, 1993).  

 

2.4 TRANSMISSÃO MATERNO INFANTIL DO HIV-1 (TMI) 

 A diversidade genética do HIV-1 na infecção crônica tem sido atribuída à 

adaptação de variantes em diversos compartimentos no hospedeiro, acentuada pela 

alta taxa de erros durante a incorporação de nucleotídeos pela transcriptase reversa 

(Mogensen, 2009). A redução na diversidade de variantes genéticas entre mucosas 

e sangue periférico na fase aguda, tem indicado que componentes estruturais, 

celulares ou solúveis de mucosa, epitélios ou fluidos atuem como gargalos genéticos 

durante a transmissão sexual e materno-infantil(Fig. 6)(Joseph et al., 2015, 

Nakamura et al. 2017; Ronen et al., 2015) .   

Figura 6 – Padrão de diversidade viral durante a transmissão sexual do HIV-1 revela efeitos de 
gargalo genético desempenhado em diferentes compartimentos do hospedeiro transmissor e do 
receptor. 

 



18 
 

 

 

Autor: Joseph e cols.(2010)  

  Estudos em coortes de gestantes infectadas pelo HIV-1 têm apontado que 

mesmo em condições de alta carga viral materna, os índices de transmissão 

materno-infantil (TMI) variam de 5 a 10% na gestação, 10 a 20% no parto e 5 a 15% 

na amamentação (Kourtis et al., 2006), enquanto a terapia antirretroviral durante a 

gestação reduz os índices de TMI entre 0.3 a 2% (European Collaborative Study, 

2005). Eventos como a ruptura de barreiras epiteliais e mucosas, co-infecções, 

modo/duração do trabalho de parto, carga viral materna e do leite materno 

modificam propriedades inibitórias na placenta, mama e mucosas genitais maternas; 

assim como na placenta, mucosas orais e intestinais nos fetos/neonatos, dificultando 

a investigação de fatores de resistência do hospedeiro na transmissão e à exposição 

ao HIV-1 (Tobin e Aldrovandi, 2013).  

 

2.4.1 Transmissão intrauterina (TIU) 

 A interface intrauterina é constituída por uma membrana placentária que 

separa o conteúdo sanguíneo materno do embrionário, no qual ocorre a troca de um 

conteúdo complexo formado por nutrientes, gases, anticorpos e hormônios, servindo 

também como barreira à transmissão de patógenos e substâncias tóxicas ao 

embrião. A modificação da composição de células e componentes solúveis 

placentários e a redução da membrana placentária ao longo da gestação tem sido 

indicado como eventos importantes no risco à TMI (Al-Husaini, 2009), com o risco 

mais baixo nas primeiras 14 semanas de gestação (1%) e maior entre a 14ª e 36ª 

semana (4%)(Kourtis et al., 2006). 

 A placenta é caracterizada por uma face materna composta pela decídua basal 

(de origem do endométrio) que compartimentaliza o sangue materno, uma interface 

materno-fetal formada por uma capa trofoblástica (citotrofoblastos e mais 

externamente sinciciotrofoblasto) e capilares da vilosidade coriônica de origem fetal. 

Células imunes como CDs, macrófagos placentários (Células de Hofbauer, CHs), 

Natural Killers (NK), linfócitos CD4+; e trofoblastos regulam a resposta imune local 

por uma variedade de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e hormônios 

(Volmink and Marais, 2008; Tobin and Aldrovandi, 2013), no qual principalmente 

CHs, trofoblastos e linfócitos CD4+ foram descritos como alvos de infecção e 

replicação viral.  
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 A alta frequencia de citocinas do tipo Th-2 como a IL-4 em placentas de mães 

não-transmissoras em comparação com as transmissoras, poderia indicar a 

importância da redução nos níveis de CCR-5 de membrana em linfócitos CD4+ 

locais e menor replicação do HIV-1 em tecidos placentários mediados por estas 

citocinas (Behbahani et al., 2000; Patterson et al., 2001). Por outro lado, a 

polarização de resposta para o tipo Th-1 tem sido mais frequente entre placentas de 

transmissores do HIV-1, no qual mecanismos como a trancrição do HIV-1 induzidos 

por citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α em trofoblastos infectados e aumento 

de CCR-5 mediado por citocinas Th-1 facilitariam a proliferação placentária do HIV-1 

(Vidricaire et al., 2003). Elevados níveis séricos de IL-6, IL-1Ra e IL-7 na placenta 

também foram associados à transmissão intrauterina (Kumar et al., 2012), descritos 

previamente na indução transcricional do provírus ou associados à progressão à 

AIDS (Poli et al., 1990; Kreuzer et al., 1997).  

 

2.4.2 Transmissão intra-parto (TIP) 

 A transmissão intra-parto (TIP) compreende o período inicial do parto até a 

expulsão do neonato, no qual pode haver contato com o sangue materno durante a 

transferência de conteúdo placentário ou com secreções na passagem do neonato 

pelo canal vaginal. A TIP representa o maior risco entre gestantes não tratadas com 

TAR, compreendendo cerca de 49% de todas TMI (Kourtis et al., 2006).  

 Neste contexto, o risco de transmissão é reduzido pela cesárea eletiva em 

torno de 70% em comparação por parto vaginal, enquanto cesáreas de emergência 

reduzem o risco à 20%, principalmente por maiores chances na presença de 

rupturas na placenta, denominadas microtransfusões placentárias (The International 

Perinatal HIV Group, 1999). A detecção da enzima fosfatase alcalina placentária em 

cordões umbilicais, tem sido utilizada como indicador de microtransfusões e maior 

risco à TIP (Kwiek et al., 2006).  

 O risco na TIP associado ao tempo de contato com o sangue materno e fluidos 

genitais na passagem pelo canal vaginal foi indicado por investigações em coortes 

de gêmeos, no qual o primeiro nascituro apresentava 35% de risco de TIP enquanto 

o risco era reduzido a 5% para o segundo (Duliège et al., 1995); associado a tempos 

prolongados no trabalho de parto (por mais de quatro horas)(Landesman et al., 
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1996) e detecção de HIV-1 de sangue materno presente em aspirados gástricos nos 

neonatos (Nielsen et al., 1996).   

 

2.4.3 Transmissão pós-parto (TPP) 

 A transmissão pós-parto através do leite materno ocorre com um sistema 

imune fetal e intestino mais maduro que durante a TIU e TIP, apresentando índices 

menores de progressão à doença e mortalidade que as demais vias de TMI (Fawzi 

et al., 2001; Marinda et al., 2007). Nesse contexto, a recomendação do aleitamento 

entre gestantes infectadas representa um dilema principalmente em países com 

menor acesso à TAR, pelos riscos associados à infecção pelo HIV-1, mas também 

por vantagens nutricionais e no amadurecimento do sistema imune neonatal 

associado à amamentação, atuando contra o desenvolvimento de inúmeras 

infecções. A redução em hospitalizações de neonatos associado à amamentação 

exclusiva foi de 53% em casos de diarréia e de 31% em doenças respiratórias, em 

comparação a fórmulas nutricionais (Quigley et al., 2007). 

 O epitélio mamário representa a primeira barreira durante a transmissão de 

partículas virais da circulação para o leite materno, apresentando em média carga 

viral 100 vezes menor do que a presente no sangue periférico (Heath et al., 2010) e 

mesmo na ausência de TAR, cerca de um terço das mulheres infectadas não 

apresentam níveis de RNA viral detectáveis, enquanto outro terço produz níveis de 

RNA viral abaixo de 50 cópias/mL(Semrau et al., 2008). Fatores associados a maior 

transmissão viral ao leite materno como alta carga viral materna, condições 

inflamatórias como mastites e abcessos, e aleitamento combinado à formulas são 

mais conhecidos, no entanto a análise de fatores protetores no leite tem sido 

dificultada pela alta variabilidade na composição do leite entre as mulheres e do 

tempo de amamentação(Moriuchi e Moriuchi, 2004; Aldrovandi e Kuhn, 2010; Van 

de Perre et al., 2012).  

 O leite contém uma rica quantidade de citocinas, quimiocinas, receptores 

solúveis, peptídeos antimicrobianos, anticorpos e hormônios que se interagem com 

componentes de mucosas orais, intestinais e sistema imune neonatal/infantil, 

modulando a tolerância a antígenos provenientes da dieta e de microorganismos 

não-invasivos, e induzindo resposta a antígenos derivados de patógenos. De forma 
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direta, componentes presentes no leite, como anticorpos HIV-1-específicas (IgA e 

indutor de citotoxicidade celular), lactoferrina e peptídeos antimicrobianos (alfa e 

beta defensinas) foram evidenciados respectivamente como fatores de neutralização 

de vírions e indução de citotoxicidade, de inibição da ligação e fusão membranar do 

HIV-1 em células dendríticas e como fator de lise do capsídeo viral (Groot et al., 

2005; Jia et al., 2001; de Souza Campos Fernandes et al., 2011; Tobin e Aldrovandi, 

2013).  

 

2.5 IMUNOGENÉTICA DO HOSPEDEIRO NA RESPOSTA À INFECÇÃO PELO 

HIV-1  

Após a descrição da sequência completa de cerca de 3 bilhões de bases 

nucleotídicas do genoma revelado pelo Projeto Genoma Humano em 2003, foi 

possível viabilizar o mapeamento e distribuição de polimorfismos (variações alélicas 

com frequências populacionais acima de 1%) através de consórcios internacionais 

como o HapMap (International Haplotype Mapping Project) e mais recentemente 

1000 Genomes (Abecasis et al., 2011).  

A função e distribuição populacional de polimorfismos gênicos, dentre os quais 

se destacam os polimorfismos de base única (SNPs), com cerca de 10 milhões de 

polimorfismos descritos em todas as populações, tem revelado como a 

heterogeneidade alélica foi influenciada historicamente pela composição entre 

diferentes populações humanas, e como isto pode implicar na interação das 

populações com o seu ambiente. Neste sentido, inúmeros estudos puderam 

evidenciar a influência de polimorfismos em diversas funções metabólicas e 

imunológicas, tendo implicações na susceptibilidade a doenças infecciosas e 

autoimunes (Syvanen et al., 2005).  

Polimorfismos gênicos em regiões codificantes e regulatórias (região promotora 

do gene, região não-traduzida 5’ (5’UTR), 3’UTR e sítios de splicing) podem 

contribuir na modulação da expressão gênica em etapas diversas, tais como: 

mudança estrutural/funcional da proteína, nos níveis transcricionais mediado por 

região promotora, na estabilidade secundária e processamento do RNA (Fig. 

7)(Brookes et al., 1999). 

Figura 7 - Representação esquemática de um lócus polimórfico de base única (SNP) e as regiões (*) 
nas quais os SNPs podem ter importância funcional. 
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Autor: Anselmo Jiro Kamada (2017). 

 

Polimorfismos localizados em loci cromossômicos próximos entre si podem ser 

transmitidos hereditariamente em conjunto, forma de transmissão denominada efeito 

de desequilíbrio de ligação (ou desequilíbrio de linkage, LD). Além da contribuição 

singular de cada polimorfismo, diferentes combinações alélicas mantidas por LD, 

conhecidas como haplótipos(Fig. 8), contribuem na variação inter-individual da 

expressão gênica, apresentando frequencia heterogênea entre as populações (Risch 

et al. , 2000). 

Figura 8 – Diferenças inter-individuais de SNPs e representação dos haplótipos de SNPs presentes 
em um determinado grupo de indivíduos. 

 
Autor: Anselmo Jiro Kamada (2017). 
 

Diferenças inter-individuais na susceptibilidade à transmissão do HIV-1 e 

progressão à AIDS têm sido encontradas em populações com composição genética 

distintas, revelando a importância de variações polimórficas durante a transmissão 

(mucosal ou parenteral), tempo de progressão clínica à AIDS, co-infecção 

(tuberculose, HBV, HCV) e resposta ao tratamento antirretroviral (efeitos adversos, 
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níveis séricos de antirretrovirais)(Fig. 8)(Lama e Planelles, 2007; An, 2010; 

Raghavan et al., 2012; van Manen et al.,2012).   

A caracterização imunogenética da infecção pelo HIV-1 pôde ser realizada 

através de investimentos massivos por países desenvolvidos no recrutamento e 

acompanhamento de coortes européias e norte-americanas, focadas 

principalmente em populações-chave com comportamento de risco como usuários 

de drogas injetáveis, homens que fazem sexo com homens (HSH) e indivíduos 

hemofílicos infectados na década de 80. No entanto estas descobertas refletem 

com menor representatividade o background genético das populações mais 

afetadas pela epidemia do HIV-1 em países em desenvolvimento e 

subdesenvolvidos, que ainda enfrentam desafios na contenção da infecção por 

métodos preventivos, alcance da população à terapia antirretroviral e 

acompanhamento pré-natal de mães infectadas (An, 2010).  

Figura 9 – Grupos de estudo e fenótipos clínicos para estudo de associação genética da 
susceptibilidade à infecção e progressão à AIDS (Adaptado de An et al 2010). *LTNP = Não-
Progressores de longo prazo (Contagem de céls. CD4+ estáveis e níveis baixos de viremia por no 
mínimo 10 anos na ausência de HAART). 

 

Autor: An e cols. (2010). 

Estudos de associação genética em larga escala (“high throughput”) 

conhecidos como Genome-Wide Association Studies (GWAS)(Telenti and 

Carrington, 2008; Fellay et al., 2010; Bashirova et al., 2011; van Manen et al., 2011, 

2012) e análises de genes-candidatos (CGA)(Kaslow et al., 2005; An e Winkler, 

2010) têm auxiliado na descoberta de diversos marcadores de susceptibilidade, 

principalmente por alelos do complexo antígeno leucocitário humano (HLA), no 

entanto estima-se que somente 15-20% dos casos de heterogeneidade à infecção 
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pelo HIV-1 possa ser explicado pelas variantes identificadas até o momento (An e 

Winkler, 2010). Estudos de genética reversa por RNA de interferência (siRNA e 

shRNA) apontaram moficadores fenotípicos por inibição transcricional (“knock-

down”) em modelos celulares de infecção, no entanto poucos marcadores foram 

ratificados em GWAS e CGA(Brass et al., 2008; Yeung et al., 2009). 

A análise de genes candidatos (CGA) possibilitaram evidenciar o primeiro 

marcador de resistência à transmissão horizontal do HIV-1 em 1996, a deleção de 

32 pares de base nucleotídicas do gene codificante do CCR-5 (CCR5-Δ32) mais 

frequente em populações européias, norte africanas e da ásia ocidental (4 a 16% da 

população). Além da transmissão horizontal, o alelo CCR5-Δ32 apresentou função 

de resistência durante a progressão à AIDS, assim como alelos em genes 

codificantes de receptores de quimiocinas (CCR2, CXCR6), quimiocinas 

(CCL5,CCL2), citocinas (IL10, IFNG), do sistema de apresentação de antígenos 

(HLAB*27, HLAB*57, KIR3DS1) e fatores de restrição (APOBEC3G, APOBEC3B, 

TRIM5) evidenciados por CGA(Carrington and O’Brien, 2003; O’Brien and Nelson, 

2004; Javanbakht et al., 2006; An et al., 2009; Bashirova et al., 2011). 

 

2.5.1 Fatores imunogenéticos associados à transmissão materno-infantil do 

HIV-1 (TMI) 

Dentre os fatores genéticos associados  por CGA à TMI, a discordância entre 

HLA de classe I materno-fetal tem se destacado durante a resistência transmissão, 

tendo em vista que a produção de anticorpos anti-MHC ou resposta alorreativas por 

linfócitos T e NK poderia elicitar efeitos protetivos contra cepas de escape da 

resposta imune materna (Hengel et al., 1998; MacDonald et al., 1998; Paximadis et 

al., 2011; Walter et al., 2008). Além da discordância de HLA, o efeito de proteção à 

TMI foi associada a alelos polimórficos presentes somente em um membro do par 

materno-neonatal: nas mães pelo HLA de classe I (B4901, B5301, A2/6802 and 

B18)(Winchester et al., 1995, 2004; MacDonald et al., 2001; Farquhar et al., 2004), 

nos neonatos pelo MHC não-clássico HLA-G (del/ins 14 pb e 3777G>C 

3’UTR)(Segat et al., 2009, 2014) ou em pelo menos um dos dois (HLA-B*27 ou HLA-

57:1)(Mackelprang et al., 2008; Thobakgale et al., 2009).  
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Além de alelos do sistema MHC no contexto da transmissão materno-infantil, 

o alelo HS3ST3A1 rs8069770 T envolvido potencialmente na expressão de heparan 

sulfato na placenta foi associado à transmissão intrauterina pelo único estudo de 

GWAS (Joubert et al., 2010). Entre componentes da imunidade inata, alelos 

previamente associados à transmissão horizontal e progressão à AIDS foram 

corroborados na TMI, como alelos em genes codificantes de: quimiocinas (SDF1, 

CCL3L1, CCL4L2)(John et al., 2000; Tresoldi et al., 2002; Gonzalez et al., 2005; 

Shostakovich-Koretskaya et al., 2009) e seus receptores de quimiocina (CCR5 e 

CCR2)(Michael et al., 1997; Misrahi et al., 1998; Brouwer et al., 2005).  

Variações polimórficas em genes de componentes da imunidade inata como o 

receptor reconhecedor de padrão (PRR) Toll-like 9 (TLR9)(Ricci et al., 2010), lectina 

ligadora de manose (MBL2)(Boniotto et al., 2000), receptor de lectina do tipo C L-

SIGN (LSIGN) (Boily-Larouche et al., 2009) e receptor de anticorpos IgG FcγRIIa 

(FCGRIIA)(Brouwer et al., 2004) ratificaram a importância da resposta inata na 

resistência à TMI, no entanto a contribuição de variações em componentes 

expressos em APCs, neutrófilos, células NKs, trofoblastos, células epiteliais gastro-

intestinais/mamárias, como fatores de restrição viral, componentes citotóxicos, 

citocinas e proteínas antimicrobianas ainda são desconhecidos (Fig. 10). 

Figura 10 – Representação esquemática de componentes da imunidade inata que modulam a 
resposta antiviral na mucosa. Receptores semelhantes a Toll (TLR), Nod (NLR), RIG-I (RLR) e 
receptores de Lectinas do tipo C (CLR).   

 Autor: Glimcher e cols.(2004) e Munz e cols. (2009).  
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2.5.1.1 Teterina/BST-2 (Bone marrow stromal cell antigen-2) 

 
A teterina/BST-2 (“Bone marrow stromal cell antigen-2” ou CD317) é uma 

proteína transmembranar de 30-34 kDa que foi inicialmente descrita como um 

receptor (ao ILT-7 produzido por células estromais) de células B maduras e 

mielomas. No entanto, ganhou maior notoriedade a partir de 2008 como fator de 

restrição em diversas infecções por vírus envelopados (HTLV-1, HCV, KSHV, Ebola, 

vírus de Marburg e de Lassa)(Evans et al., 2010; Yan and Chen, 2012). 

A teterina é constituída por 180 a.a. organizados em uma porção N-terminal 

com uma cauda citoplasmática, um domínio transmembrana (DTM), um ectodomínio 

formado por α-hélices e glicosilfosfatidilinositol (GFI) na porção C-terminal que se 

ancora a rafts lipídicos membranares (Fig. 11). A função de restrição viral tem sido 

atribuída à capacidade de ancoramento das porções terminais a envelopes virais, 

impedindo células infectadas de liberarem vírions ao ambiente extracelular. Além da 

restrição direta, sua cauda citoplasmática modula a produção de citocinas pró-

inflamatórias e Interferon do tipo I mediado por IRF e NF-kB, por ligação dos motivos 

de tirosina a TRAF6 (Galão et al. 2012) e TAB1 e TAK1 (Tokarev et al. 2013). 

 
Figura 11 – a) Regiões codificantes do gene BST2 correspondentes aos domínios protéicos da 
Teterina. b) estrutura em dímero associada à membrana e transdução de sinal mediado pela cauda 
citoplasmática. A formação em homo-dímero de Teterinas depende de ligações covalentes entre 
cisteínas do ectodomínio, e garante maior estabilidade na associação com a membrana. 

 
Autor: Anselmo Jiro Kamada (2017). 
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O gene codificante da teterina (BST2) é composto por quatro éxons e está 

situado no cromossomo 19 (posição 19p13.1) apresentando expressão constitutiva 

em diversas células do sistema imune como linfócitos B e T, macrófagos, células 

dendríticas e monócitos (Loschko et al., 2011; Giese and Marsh, 2014). A indução 

de atividade antiviral nestas células é regulada principalmente por fatores de 

transcrição induzidos por Interferon (IFN) do tipo I e II (Fig.12) assim como fatores de 

restrição APOBEC3G, TRIM-5a e SAMHD-1.  

 
Figura 12 - Localização do gene codificante da teterina/BST-2 (BST2) e os fatores de transcrição (FT) 
envolvidos na regulação gênica do gene BST2. 

 
Autor: Anselmo Jiro Kamada (2017). 

 

A retenção física de partículas de HIV-1 pela teterina foi caracterizada 

recentemente pela ligação do GFI ao envelope viral, o qual induz a fosforilação de 

resíduos de tirosina na sua porção citoplasmática e ativação de citocinas pró-

inflamatórias mediada pelo fator de transcrição NF-kB (Galão et al., 2014). Além 

disso, a retenção física facilita a endocitose e degradação endossomal do HIV-1 

(Neil et al., 2006) reforçando a suas propriedades de restrição ao vírus. 

A atividade de restrição pela teterina é amplamente antagonizada pela 

proteína acessória Vpu do HIV-1, levando à inibição da NF-kB por fosforilação dos 

resíduos de tirosina em sua cauda citoplasmática (Neil et al., 2008), inibição da 

endocitose de partículas virais (Neil et al., 2006) e retenção de teterinas no retículo 

endoplasmático (Van Damme et al., 2008)(Fig.13). Evidências recentes apontam no 

entanto que polimorfismos de base única (SNPs) situados na região promotora do 

gene BST2 investigados em uma coorte espanhola (Laplana et al., 2013) e norte-

americana(Hancock et al., 2015), contribuiram respectivamente no menor tempo de 

progressão à AIDS e maior proteção à transmissão horizontal, indicando que fatores 
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que modulam a expressão de teterina podem implicar na progressão clínica e 

compensar possíveis efeitos inibitórios do HIV-1 à atividade de restrição da teterina. 

 
Figura 13 – Regulação transcricional da teterina mediado por IFN e citocinas pró-inflamatória 
produzidos durante a resposta de célula dendrítica plasmacitóide ao HIV-1 e mecanismo de restrição 
da Teterina em linfócito-T infectado pelo HIV-1. 

 
Autor: Sauter et al. (2010). 
 
 

2.5.1.2 Perforina 

A perforina é uma proteína de 72-75 kDa, membro da família de proteínas 

MACPF (Complexo de ataque de membrana/Perforina) que atua essencialmente 

como unidade componente de poros tubulares citolíticos produzidos durante a 

resposta citotóxica(Anderluh et al., 2014). Esta função é atribuída à sua composição 

estrutural de 555 aminoácidos organizada em domínio MACPF (complexo formador 

de poro) em sua extremidade N-terminal, domínio similar à EGF e domínio C2 

ligante de Ca+ em sua porção C-terminal. Na presença de cálcio, a formação de 

poros circulares se dá a partir de monômeros de perforina seguindo-se as etapas de 

ligação membranar de domínio dependente de cálcio (C2); oligolimerização por 

ligações adjacentes entre domínios N-terminais; e rearranjo de clusters de α-hélices 

(TMH-1 e TMH-2) em grampos antiparalelos de folhas β que expandem o espaço 

intermembranar em cerca de 150 Å para a formação de poro membranar (Fig.14a e 

14b)(Anderluh et al., 2014).   

 
Figura 14 – a) Organização gênica da PRF1 e domínios estruturais de um monômero de perforina e 
b) formação de poro de perforina pela oligomerização de 20 a 50 monômeros de perforina a 
membranas de células-alvo. 
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Autor: Voskoboinik e cols.(2015).  

 
A indução citolítica sobre células infectadas por vírus, células tumorais ou 

não-próprias é regulada principalmente por reconhecimento específico e inato 

mediados por linfócitos citotóxicos: um dependente de apresentação antigênica por 

complexo MHC de classe I a TCR de linfócitos T CD8+ citotóxicos; e outro inato por 

ativação de receptor membranar NKG2 (com domínio de lectina) e KIR (receptor 

Killer Ig-like) em células Natural Killers (NK)(Voskoboinik et al., 2010).  Embora as 

vias de ativação de células NK e linfócitos T CD8+ seja distintas, a indução do efeito 

citolítico mediada por exocitose de grânulos lisossomais é conservada entre ambos 

(D’Angelo et al., 2012). Perforinas e serina proteases conhecidas como granzimas 

são liberadas na sinapse imunológica a células-alvo, com funções respectivas de 

formação de poros de entrada para granzimas e indução citolítica por clivagem de 

proteínas intracelulares (Lopez et al., 2012).  

O gene codificante da perforina PRF1 (10q21-22)(Fig. 13a) tem sido alvo de 

investigação clínica pelos efeitos de suas mutações e variantes polimórficas nos 

desfechos de síndromes familiares autossômicas recessivas associadas à 

deficiência de perforina (denominadas perforinopatias), e como fator de modificação 

fenotípica em alguns tipos de cânceres hematológicos (Voskoboinik e Trapani, 

2013). Síndromes como a linfo-histiocitose hemofagocítica primária, é caracterizada 

por atividade citotóxica e níveis de perforina baixa ou ausente em linfócitos CD8+ e 

NK; e maior produção de citocinas TNF-α, IFN-γ e IL-6 durante infecções 

(Göransdotter Ericson et al., 2001). A influência de variações mais comuns como a 

A91V (alanina por valina na posição 91) tem conferido risco ao desenvolvimento da 

leucemia linfoblástica aguda infantil e leucemia linfoblástica aguda pré-B mesmo em 

heterozigose (Santoro et al., 2005; Mehta et al., 2006).     
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A função protetora de alelos de HLA de classe I (Winchester et al., 1995, 

2004; Farquhar et al., 2004) e de susceptibilidade por KIR2DL2, KIR2DL3 e 

cognatos HLA-C e HLA-G (Segat et al., 2009, 2014; Paximadis et al., 2011) sugerem 

respectivamente que a resposta citotóxica mediada tanto por linfócitos CD8+ como 

por células NK pode modular a TMI. Neste contexto, a influencia de variantes no 

gene codificante da perforina foi investigado somente por um estudo em coorte 

brasileira, o qual encontrou uma associação à proteção pelo alelo PRF1 rs885822 C 

(Padovan et al., 2011). 

 

2.5.1.3 β Defensina 1 

A β defensina 1 humana (hBD-1) é um membro da família de peptídeos 

catiônicos (de 3 a 4 KDa) denominados defensinas, classificadas em α, β e θ 

defensinas pelo padrão de espaçamento entre resíduos de cisteínas e pareamento 

das pontes dissulfeto que ligam estes resíduos (Bullard et al., 2008). A hBD-1 é 

codificada pelo gene DEFB1 (8p22-p23) situado próximo à região de cluster gênico 

de defensinas (8p23.2 e 8p23.1), onde estão situados os genes da α e θ defensinas, 

e maioria das β-defensinas (Selsted e Ouellette, 2005; Hollox et al., 2008).  

O gene DEFB1 é composto por dois éxons e assim como as demais 

defensinas, sintetizam o seu produto gênico na forma de prepropeptídeo 

processados diferencialmente de acordo com o tipo celular específico, com o 

tamanho de sua forma madura variando entre 36-48 aminoácidos (Fig. 15)(Hollox et 

al., 2008; Prado-Montes de Oca, 2010). A hBD-1 é caracterizada estruturalmente 

pela presença de duas folhas beta antiparalelas e por pontes dissulfeto nos resíduos 

de cisteínas (37-66,44-59, 49-67)(Hollox et al., 2003; Klotman et al., 2006).  

 
Figure 15 – a) Organização gênica e sequência de pré própeptídeo da β defensina 1 humana (hBD-
1). b) Estrutura cristalizada de hBD-1 madura com o posicionamento de suas pontes dissulfeto 
mostrados em amarelo.  
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Autor: Hollox e cols. (2008) 

A sua atuação como membro da primeira linha de defesa é atribuída à 

expressão constitutiva nos principais sítios de entrada de patógenos como a pele e 

mucosa oral, nasal, pulmonar, urogenital, estomacal, intestinal e renal, e em 

secreções como o leite materno (Klotman e Ryan, 2006; Ryan e Diamond, 2017). A 

indução da expressão do hBD-1 também foram descritos em monócitos e neutrófilos 

por estímulos como o LPS de bactérias gram negativas, IFN-α e IFN-γ; em 

queratinócitos por IL-6 IL-1ß, TNF-α e IFN-γ e em células epiteliais (intestinais e 

pulmonares) por RNA viral de fita dupla (agonista de receptor Toll-like-3)(Klotman e 

Chang, 2006; Selsted e Ouellette, 2005; Corleis et al., 2017). 

A proteção conferida pela hBD-1 durante infecções bacterianas, fúngicas e de 

vírus envelopados é atribuída à mudança de permeabilidade membranar e formação 

de poros pela interação eletrostática do hBD-1 a microorganismos (Pagzbier et al. 

2006). Recentemente, foi demonstrado que a atividade antimicrobiana pode ser 

aumentada em ambientes redutores como o muco intestinal, ao favorecer a abertura 

de pontes dissulfetos e gerar interações entre resíduos livres de cisteína nas hBD-1 

reduzidas e formar aglomerados (“nets”) que atuam no killing e imobilização de 

bactérias gram negativas e positivas (E. coli, B. subtilis e S. aureus), enquanto hBD-

1 oxidadas apresentaram atividade bacteriostática limitadas a gram-negativas 

(Raschig et al,  2017).  

Atividades associadas à proteção à infecção pelo HIV-1 por α e β defensinas 

foram atribuídas principalmente aos efeitos de quimiotaxia mediado por receptor 

CCR-6 em APCs (β-defensinas 2 e 3), efeitos na replicação viral (α-defensina 1) e 

inibição de entrada viral (α defensina 5) (Chang et al., 2005; Sun et al., 2005; Furci et 

al., 2012).  Estudos de genes candidatos têm indicado no entanto que alguns alelos 

polimórficos da região 5’ UTR do gene DEFB1 atuam como fatores de 

susceptibilidade à transmissão horizontal e vertical do HIV-1 em populações italianas 

e brasileiras (Braida et al., 2004; Ricci et al., 2009; Segat et al., 2009; Tesse  et al., 

2009), o que corroboraria também com a função antiviral da β-defensina 1 tendo em 

vista que é expressa na resposta mediada por IFN- α durante a infecção aguda ao 

HIV-1 (Corleis et al., 2017).  
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2.5.1.4 Lactoferrina 

A lactoferrina (ou lactotransferrina, Ltf) é uma glicoproteína de 80kDa 

pertencente à família das transferrinas com funções antimicrobianas e 

imunorregulatórias em mucosas e secreções. A Ltf ao apresentar um sítio de alta 

afinidade a íons Fe+3 em cada um dos seus dois lobos globulares (N-terminal e C-

terminal, Fig.16b), atua como quelante de Fe+3 e inibe processos metabólicos de 

microorganismos dependentes deste cofator(Legrand, 2016). A porção N-terminal 

(principalmente através do peptídeo lactoferricina (1º-47o aa)) confere características 

antiinflamatórias à Ltf como sítio de ligação a agonista (lipopolissacarídeo) e co-

receptor (CD14 solúvel) de receptor TLR-4(Elass-Rochard et al., 1998; Majerle et al., 

2003),  assim como atua na imunomodulação de receptores de lectina como Siglec-

1 e ICAM- 3 em APCs e lectina do tipo C em células endoteliais (Zimecki, 2002; 

Ward et al., 2005; Graham et al., 2011). 

 
Figura 16 – a) Organização genômica do gene LTF e localização específica no transcrito de cada 
isoforma quanto à posição dos seus lobos N-terminais. b) Estrutura de Ltf cristalizada e apresentação 
de diferenças estruturais nas extremidades N-terminais da Ltf e ΔLtf: a presença do peptídeo sinal e 
dos primeiros 27 aa no lobo N-terminal conferem diferenças de localização, processamento e função 
entre as isoformas. 

 
Autor: Mariller e cols. (2012) e Teng e cols. (2002).  

 

O gene LTF localizado no cromossomo 3 (3p21.3), apresenta 17 éxons que 

codificam isoformas reguladas por dois sítios promotores (P1 e P2): uma é secretada 

e apresenta funções antimicrobianas e imunomodulatórias (Ltf) e a outra é 

intracelular e atua como fator de transcrição (ΔLtf)(Mariller et al., 2012). A indução 
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transcricional pelo promotor P1 promove a síntese de Ltf e também da ativação do 

promotor P2 (localizado no íntron 1) pelo qual é sintetizado ΔLtf, gerando um 

transcrito idêntico de Ltf mas com um éxon mais curto (éxon (1))(Fig 15a), 

justamente em porção do lobo N-terminal associada à ligação a receptores imunes e 

função de killing bacteriano pelo Ltf (Ward et al., 2005; Legrand, 2016).  

A lactoferrina é produzida em células epiteliais e em grânulos secundários de 

neutrófilos, se apresentando em fluidos exócrinos como saliva, lágrima, fluidos 

biliares, pancreáticos, gástricos e genital, e particularmente no leite materno (com 

concentração no colostro maior em cerca de sete vezes ao leite maduro)(Teng, 

2002). Neste contexto, a expressão da LTF é constitutiva na maioria das secreções, 

no entanto pode ser induzida por hormônios e citocinas inflamatórias da ativação de 

fatores de transcrição como o elemento responsivo ao estrógeno (ERE), elemento 

responsivo à hormônio half site (1/2 HRE) e por NF-kB/cRel (Liu et al., 2003;  Hoedt 

et al., 2010).  

 Mecanismos antivirais atribuídos à Ltf durante a infecção por HIV-1 foram 

evidenciados previamente como o bloqueio da interação entre a gp120 a co-

receptores CCR-5 e CXCR-4 e inibição de replicação viral em células infectadas 

(Berkhout et al., 2002; Saidi et al., 2006). Neste contexto, a influência de 

polimorfismos do gene LTF (T29A and R47K) foram avaliados entre quatro coortes 

(italiana, brasileira, indiana e zambiana) de transmissão materno-infantil por Zupin et 

al. (2016), no entanto nenhuma das variantes conferiu risco à TMI. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a influência de polimorfismos genéticos em genes codificantes de 

componentes da imunidade inata na susceptibilidade à transmissão materno-infantil 

(TMI) do vírus da Imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1).  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.2.1 Identificar amostras elegíveis ao estudo quanto aos critérios clínicos de 

exposição viral nas vias distintas de TMI (intrauterina, intra-parto e pós-parto) a partir 

de banco de amostras de mães e neonatos/crianças da coorte de amamentação 

exclusiva de Lusaka (Zambia); 

3.2.2 Identificar amostras elegíveis quanto à progressão clínica a partir da coorte 

brasileira de progressão adulta à AIDS de Porto Alegre (Brasil) e da coorte italiana 

de progressão infantil à infecção pelo HIV-1 de Trieste (Itália); 

3.2.3 Avaliar polimorfismos de base única (SNPs) no gene codificante da Teterina 

(BST2) entre gestantes infectadas pelo HIV-1 como fatores de transmissão viral 

materna e como fatores de susceptibilidade em crianças expostas ao HIV-1 por 

diferentes vias de TMI;  

3.2.4 Avaliar o risco conferido por SNPs do gene codificante da Teterina (BST2) 

quanto ao tempo de progressão à AIDS adulta e na progressão infantil ao HIV-1. 

3.2.5 Avaliar o risco conferido por SNPs em genes codificantes da Lactoferrina 

(LTF), Beta-Defensina 1 (DEFB1) e Perforina (PRF1) como fatores de transmissão 

viral em mães infectadas pelo HIV-1 e em neonatos expostos a diferentes vias de 

TMI. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 GRUPO DE ESTUDO 

A avaliação da susceptibilidade genética conferida por componentes da 

imunidade inata durante a transmissão materno-infantil do HIV-1 (descrita nos 

Capítulos I e II) foi realizada através do estudo do tipo caso-controle em coorte de 

101 mães que convivem com HIV-1 e 331 neonatos expostos à transmissão do HIV-

1 durante o parto. A coleta foi coordenada pela Drª Louise Kuhn durante o ensaio 

clínico randomizado Zambian Exclusive Breastfeeding Study (ZEBS, 

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00310726) nos ambulatórios da George Clinic e 

Chawama Clinic na cidade de Lusaka, compreendendo o período de Maio de 2001 a 

Setembro de 2004.   

No capítulo I, a influência de variantes do gene BST2 na progressão clínica 

da infecção pelo HIV-1 em adultos e em crianças foi avaliada respectivamente em 

uma população brasileira de Porto Alegre e italiana de Trieste. A triagem de 88 

portadores adultos com diferentes perfis de progressão à Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida - AIDS (37 progressores rápidos, 30 progressores 

crônicos e 21 não-progressores de longo prazo) foi coordenada pela Drª Sabrina 

Esteves em população brasileira proveniente de Porto Alegre (RS) através do 

Hospital Conceição e Fundação Estadual de Produção e Pesquisa em Saúde 

(FEPPS). Co-variáveis como idade, etnia, frequência alélica da deleção CCR5Δ32, 

tempo de progressão clínica (diagnóstico até a AIDS), tipo de exposição ao HIV-1 e 

presença de co-infecções na coorte adulta de progressão foram considerados 

juntamente com o perfil genotípico para avaliação da influência de cada um no 

desfecho clínico.  

A coorte pediátrica de 88 crianças italianas infectadas pelo HIV-1 com 

diferentes perfis de progressão clínica (classificadas de acordo com os critérios da 

1994 CDC AIDS surveillance case definition) foi selecionada no ambulatório da 

divisão pediátrica do Hospital IRCCS Burlo Garofolo em Trieste. Foram considerados 

Progressores rápidos (RP) aqueles com desenvolvimento clínico severo nos 

primeiros dois anos de infecção e os progressores lentos (SP) aqueles que 

desenvolviam imunossupressão severa após oito anos de idade.   
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4.2 PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS  

 

 O DNA genômico foi extraído por meio do método salting out a partir de 

amostras de células mononucleares de sangue periférico cedidas pelos voluntários 

adultos enquanto amostras sanguíeas de neonatos da coorte ZEBS e coorte 

pediátrica italiana foram obtidas com o uso do cartão Guthrie.  

4.3 SELEÇÃO DE POLIMORFISMOS E GENOTIPAGEM 

A escolha de SNPs do gene BST2 no Capítulo I inicialmente baseou-se em 

uma seleção prévia daqueles com frequência significativa na coorte africana de 331 

portadores do HIV-1, através de sequenciamento completo do gene BST2, 

coordenado pelo Dr. Sergio Crovella no IRCCS Burlo Garofolo – Trieste (Itália). A 

réplica do estudo foi proposta para três populações distintas com o intuito de avaliar 

a susceptibilidade à infecção durante a transmissão vertical (Zâmbia), progressão à 

AIDS infantil (Itália) e adulta (Brasil). Os SNPs rs919266, rs919267 e rs9576 do gene 

codificante do fator de restrição Teterina (BST-2) foram replicados a partir de uma 

coorte infantil infectada por transmissão vertical do HIV-1 (Zambia) para uma coorte 

de progressão à AIDS adulta em coorte brasileira. 

A genotipagem dos SNPs  (rs919266, rs919267 e rs9576) na coorte brasileira 

foi realizada por sondas TaqMan SNP Genotyping (Applied Biosystems), em PCR 

em tempo real ABI 7500 (Applied Biosystems) no Departamento de Genética da 

UFRGS. Os sete polimorfismos dos genes DEFB1, LTF e PRF1 foram detectados 

por  sondas sondas TaqMan SNP Genotyping (Applied Biosystems),e TaqMan® 

GTXpress™ Master Mix em PCR em tempo real ABI7900HT (Applied Biosystems - 

Life Technologies, Carlsbad, California, U.S.A.) nas amostras da coorte ZEBS. Os 

SNPs DEFB1 5'UTR -52G>A (rs1799946), -44C>G (rs1800972), -20G>A (rs11362) 

and 3’UTR c.*87A>G (rs1800971) foram detectados respectivamente com as sondas 

C__11636795_20, C__11636794_20, C__11636793_20 e C___8845559_10, 

enquanto os polimorfismos do éxon 1 do LTF, T29A (rs1126477) e R47K 

(rs1126478) com sondas C___9698511_10 and C___9698521_10 assays e PRF-1 

c.900C>T (rs885822) com C___1799201_10. 
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4.4  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística para a avaliação da influência de cada genótipo durante 

a progressão foi realizada por testes log-rank e curvas de Kaplan-Meier, além da 

análise multivariada por regressão de Cox para inferir quais variáveis influenciam 

mais no desfecho da AIDS (<350 céls./mm3) entre os portadores. As variáveis, tais 

como idade, sexo, etnia, formas de transmissão, co-infecções, deleção do CCR5, 

que possuíam valor de p < 0.1 em análise de regressão univariada foram 

consideradas no modelo de análise multivariada. Todos os testes foram realizados 

no software IBM SPSS Statistics v. 20. 

 A associação de alelos e genótipos e a conformidade ao equilíbrio de Hardy-

Weinberg foram avaliadas respectivamente,por Teste Exato de Fisher e teste de qui-

quadrado (χ2) com o software R, considerando o nível de significância de 5%, 

indicando se alelos ou genótipos se distribuem igualmente entre os grupos. O 

cálculo da razão de chances (odds ratio, OR) e um intervalo de confiança de 95% 

(IC=95%) associado, indicam o grau de associação entre o alelo de risco e o 

desfecho clínico.  
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Supplementary Digital Content 1 

Clinical followup and inclusion criteria from the Zambian Exclusive Breastfeeding Study 

(ZEBS)(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00310726). 

 

Infant samples 

 

Initially 358 infants born from the ZEBS cohort prior to 10/31/2002 were elegible to BST2 

genotyping, as this date was selected as the final PCR results were available. All but three 

samples from infected children could be found and genotyped (one missing in each group). 

We defined as uninfected all children with a negative PCR when last seen at a minimum of 28 

days if lost to follow-up or died before 24 months of age.  There were 242 uninfected children 

and all but four could be found and genotyped.  We also included in the uninfected group nine 

children who tested negative before death but who died less than 28 days of age.   These were 

combined in the group considered “uninfected”. Exclusion of these children did not change 

the results. We did not select for genotyping 19 children with a last negative PCR results <28 

days who were not known to have died. 

 

Transmission rate in the cohort selected for genotyping 

The HIV transmission rates were slightly, but not significantly, higher in the genotyped 

cohort than in the entire ZEBS cohort who were not genotyped.  Intauterine, intrapartum and 

postpartum transmission rates were 7.1%, 7.4% and 11.8%, respectively, in the 331 children 

who were genotyped and 5.6%, 6.4% and 8.6%, respectively in the 592 children who were not 

genotyped but who could be classified using the same definitions (p=0.26). 
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Supplementary Digital Content 2 

     Table S1- Clinical and demographic variables in Zambian cohort of mother-to-child transmission of HIV-1 

Variables 
 HIV-1 infected infants (II); n = 85 Exposed uninfected 

 infants (EU)  

p-value 

(II vs. EU) d 
IU a IP b  PP c  

 n = 22 n = 25 n = 38 n = 246  

Maternal age [IQR]  
26.0  

[22.8 - 31.2] 

27.0  

[21.0 - 30.0] 

26.9  

[24.9 - 28.8] 

25.0  

[22.0 - 29.0] 
0.26 

Maternal body mass index  
    

 

<18.5 kg/m2 5 (22.7%) 6 (24.0%) 12 (31.6%) 45 (18.9%) 0.25 

>18.5 kg/m2 17 (77.3%) 19 (76.0%) 26 (68.4%) 193 (81.1%)  

Hemoglobin 
   

  

<10 g/dl 9 (40.9%) 10 (40.0 %) 14 (36.8%) 66 (27.2%) 0.16 

>10 g/dl 13 (59.1%) 15 (60.0 %) 24 (63.2%) 177 (72.8%)   

Maternal CD4+ cell count 
during delivery [IQR] 

215.5 
[134.3 - 327.0] 

242.0 
[154.5 - 305.5] 

209.0 
  [106.0 -318.8] 

373.0 
 [268.5 - 528.3] 

< 0.0001 

Maternal plasma viral 

load in delivery [IQR] 

(log10 copies/ml)  

5.19  

[4.66 - 5.39] 

5.12  

[4.52 - 5.33] 

5.12  

[4.64  - 5.33] 

4.54  

[3.92 - 5.05] 
< 0.0001  

Breast milk viral load 

[IQR] (log10 copies/ml)  

2.97 

[2.66 - 3.08] 

3.46 

[3.05 - 3.59] 

3.10 

[2.81 - 3.24] 

1.69 

[1.46 - 1.88] 
< 0.0001 e 

Infant sex, female (%) 10 (45.4%) 9 (37.5%) 19 (50.0%) 113 (46.3%) 0.89 

Infant birth weight  
   

  

< 2500 g 3 (13.7%) 4 (19.1%) 5 (13.5%) 28 (11.7%) 0.44 

> 2500 g 19 (86.3%) 17 (80.9%) 32 (86.5%) 212 (88.3%)  
 

a Intrauterine transmission (IU) confirmed with positive HIV-1 PCR within 2 days of birth;  
b Intrapartum transmission (IP) confirmed with positive PCR result within 42 days of birth;  
c Postpartum transmission (PP) with positive PCR result at 42 days or older;  
d Mann-Whitney test and Fisher exact test were performed respectively for continuous and categorical variables; 
e Postpartum infected infants (PP) vs. Exposed uninfected infants (EU).  
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Supplementary Digital Content 3 

Brazilian cohort of adult AIDS progression 

The period to AIDS was defined as HAART initiation or CD4+ T cell count below 350 

cells/mm3 and HIV-1 infection diagnosis, thus patients were classified in categories according 

to time (in years) to AIDS: rapid progressors (RP), chronic (CP) and long-term nonprogressors 

(LTNP). RP were defined as having at least, one HIV-1 negative /undetermined test before the 

first HIV-1 positive serological test, as long as the interval of both measures does not exceed 

three years, CP started HAART or developed symptomatic comorbidities between four to nine 

years after seroconversion and LTNP started HAART or developed symptomatic comorbidities 

after ten years, according to Casado et al. (2010) criteria. After signed an informed consent 

form, the patients were interviewed about behaviour and socio-demographics characteristics 

using a standard questionnaire and peripheral blood was collected.  

  
Table S2 - Clinical and demographic characteristics of a Brazilian cohort with AIDS progression follow up. 

Clinical characteristics 
Long-term 

nonprogressors  
 

Rapid 

progressors (RP)  

Chronic 

progressors (CP) 

p-value  

(RP vs CP) 

 n = 21  n = 37 n = 30  
      
Age (years)[IQR] 39.2 [35.4 - 43.0]   

 

 

 39.8 [35.8 - 43.8]  

 

 

40.3 [35.5 - 43.0]  0.56 

Sex, female (%) 20 (95.23)   23 (62.16)  24 (80.0) 0.18 

Ethnicity (% European-descendant)  13 (61.90)   27 (72.97)  20 (66.67) 0.60 

CCR5-Δ32 allelic frequency (%)  14.28   5.41  5.00 0.62 

Time from HIV-1 diagnosis to AIDSa    1.57 [1.29 - 1.37] 9.40 [9.17 - 9.63]  

Routes of exposure to HIV-1 (%) b      

   Heterosexual 20 (95.23)   30 (81.09)  25 (83.33) 1 

   Men who have sex with men 0 (0.00)   6 (16.21)  2 (6.67) 0.28 

   Injection drug users 0 (0.00)  1 (2.70)  2 (6.67) 

 

0.58 

   Others 1 (4.76)   0 (0.00) 1 (3.33)  

      Coinfections (%)       

   Hepatitis C virus 0 (0.00)   3 (8.11)  7 (23.33) 0.09 

   Hepatitis B virus 0 (0.00)  2 (5.41)  1 (3.33) 1 

   Tuberculosis  1 (4.76)  2 (5.41)  2 (6.67) 1 

   Human T-lymphotropic virus type 1  0 (0.00)  1 (2.21)  0 (0.00)  

   Toxoplasmosis  1 (4.76)   5 (13.51)  0 (0.00)  

   Human papillomavirus 0 (0.00)  1 (2.21)  0 (0.00)  

   Others b 1 (4.76)   7 (18.91)  0 (0.00)  

a AIDS progression criteria according to Casado et al. (2010): RP were classified according to measurements below 

350 CD4+ cells/mm3 within three years of seroconversion, CP included patients with four to ten years without 

HAART and measurements below 350 CD4+ cells/mm3  and LTNP; 
b “Others” category include at least one of the following coinfections: Human papillomavirus, cytomegalovirus, 

herpes zoster and syphilis. 



 
 

 

 

Supplementary Digital Content 4 

Table S3 - BST2 polymorphisms in infected mothers and exposed infants from a Zambian cohort of HIV-1 vertical transmission. 

CI, Confidence interval; D’, Coefficient of linkage disequilibrium; MAF, Minor allele frequency; OR, Odds ratio; R2, Correlation coefficient of alleles; SNPs, Single 

nucleotide polymorphisms.  

a Adjusted for maternal CD4+ cell count and HIV-1 plasma viral load. 

               

BST2 SNPs 

HIV-1 exposed infants   HIV-1 infected mothers 

Infected Uninfected OR [95% CI] a p-value  Transmitters 
Non-

transmitters 
OR [95% CI] a p-value   

MAF n = 85 (%) n = 246 (%)  
  

n = 26 (%) n = 75 (%)  
 

rs919266 A 7 (4.12) 26 (5.28) 0.88 [0.34 - 2.26] 0.69 
 

4 (7.69) 6 (4.0) 3.98 [0.88 - 18.04] 0.49 

rs919267 T 59 (34.71) 154 (31.30) 1.55 [0.90 - 2.70] 0.47 
 

18 (34.62) 45 (30.0) 1.23 [0.48 - 3.12] 0.66 

rs9576 A 22 (12.94) 73 (14.84) 0.80 [0.43 - 1.49] 0.63  7 (13.46) 22 (14.67) 1.11 [0.39 - 3.15] 0.99 

Genotypes          

 
G/G 78 (91.76) 220 (89.43) Reference 0.68 

 
22 (84.62) 70 (93.33) Reference 0.35 

rs919266 G/A 7 (8.24) 26 (10.57) 0.89 [0.35 - 2.25] 
  

4 (15.38) 4 (5.33) 4.8 [0.99 - 23.16] 
 

 
A/A 0 (0.0) 0 (0.0) -   

 
0 (0.0) 1 (1.34) - 

 

 
    

  
   

 

 
C/C 34 (40.00) 117 (47.56) Reference 0.19 

 
11 (42.31) 34 (45.33) Reference 0.97 

rs919267 C/T 43 (50.59) 104 (42.28) 1.68 [0.95 - 3.00] 
  

12 (46.15) 37 (49.33) 1.04 [0.39 - 2.76] 
 

 
T/T 8 (9.41) 25 (10.16) 1.10 [0.43 - 2.83] 

  
3 (11.54) 4 (5.34) 3.41 [0.59 - 19.65] 

 

    
 

    
 

 

 
C/C 65 (76.47) 176 (71.54) Reference 0.44 

 
19 (73.08) 55 (73.33) Reference 0.89 

rs9576 C/A 18 (21.18) 67 (27.24) 0.75 [0.40 - 1.43] 
  

7 (26.92) 18 (24.00) 1.22 [0.43 - 3.50] 
 

  A/A 2 (2.35) 3 (1.22) 2.27 [0.29 - 17.66]     0 (0.0) 2 (2.67) -   

Haplotypes          

rs919266-

rs919267-

rs9576 

(D'=0.97; 

R2=0.29) 

G-C-C 111 (65.29) 333 (68.52) Reference   34 (65.38) 105 (70.00) Reference  

G-T-C 37 (21.76) 85 (17.49) 1.31 [0.81 - 2.06] 0.24  11 (21.15) 23 (15.33) 1.47 [0.58 - 3.54] 0.39 

G-T-A 15 (8.82) 43 (8.85) 1.05 [0.52 - 2.01] 0.87  4 (7.69) 16 (10.67) 0.77 [0.18 - 2.62] 0.78 

A-T-A 7 (4.11) 25 (5.14) 0.84 [0.30 - 2.07] 0.83  3 (5.77) 6 (4.0) 1.54 [0.23 - 7.68] 0.69 

    

 

    

 

    

4
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Supplementary Digital Content 5 

 

Figure S1 – Kaplan-Meier 

analysis was performed to 

evaluate the influence of three 

BST2 SNPs (rs919266, rs919267 

and rs9576) genotypes in a 

Brazilian cohort of: A) Chronic 

progressors (CP, n=37) and rapid 

progressors (RP, n=30); B) CP, 

RP and Long-term non 

progressors (LTNP=21). Time to 

AIDS was defined as the interval 

from the first HIV-1 positive 

result until the date of the first 

diagnostic of CD4+ cells decline 

(<350 cells /mm3) or HAART 

intervention.  

4
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Innate immunity genes polymorphisms and HIV-1 mother-to-child transmission in 

Zambian population 

 

Abstract 

It is widely known that host immunity is crucial in limiting viral infections and innate 

immunity could be considered as the first line of defence against pathogens. Human Beta 

Defensin-1 (hBD-1), Lactoferrin and Perforin-1 (P1) are three components of the innate 

immune system, already reported as involved in HIV-1 infection susceptibility and HIV-1 

mother-to-child transmission (MTCT) in different populations.  

Seven selected polymorphisms within DEFB1, LTF and PRF1 genes (encoding for hBD-1, 

Lactoferrin and P1 respectively) were analysed among 101 HIV-1 positive mothers and 331 

infants born to HIV-1-positive mothers from Zambia, performing a genetic association study 

with the aim of investigating the possible role of these genetic variants in HIV-1 MTCT. 

The children and mothers samples were genotyped for DEFB1 5'UTR -52G>A, -44C>G, -

20G>A and 3’UTR c.*87A>G polymorphisms, LTF exon 1 polymorphisms, T29A and R47K, 

PRF-1 c.900C>T polymorphisms using TaqMan SNPs genotyping assays. 

Maternal LTF T29A A/A and A/G genotypes as well as children DEFB1 c.*87 A/A genotype, 

DEFB1 GCGA and ACGG  haplotypes and PRF1 c.900 C/T genotype were significantly 

associated with decreased HIV-1 MTCT susceptibility. 

The LTF, DEFB1 and PRF1 polymorphism were correlated with protection against HIV-1 

MTCT in this Zambian population. 

 

 

Keywords: innate immunity, HIV-1, MTCT, polymorphisms, genotyping.

Introduction 

Human immunodeficiency type-1 (HIV-1) mother-to-child transmission (MTCT) has been 

dramatically reduced with antiretroviral drugs [1]. Nevertheless, data from prior years in 

which antiretroviral drugs were not yet available for prevention provide a unique model to 

understand the role of host genetic factors in the modulation of HIV-1 infection susceptibility 

in the multifactorial context of in vivo viral infection [2].  

So far several genes and genetic polymorphisms (e.g. single nucleotide polymorphisms, 

SNPs) have been described as conferring risk or protection towards HIV-1 infection [3]. Since 

innate immunity is known to play a crucial role in the immune system of the foetus, we 
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focused our attention on functional genetic variations distributed in primary natural defence 

genes such as DEFB1 (8p22–23), encoding the human beta defensins 1 (hBD-1) antimicrobial 

peptide, LTF (3p21.3) encoding the iron carrier protein lactoferrin and PRF1 (10q22) 

encoding the pore forming protein Perforin-1 (P1), molecules already reported to be somehow 

associated with HIV-1 MTCT [4-7]. 

So, considering the potential role of the molecules mentioned above in the modulation of 

HIV-1 MTCT in different ethnic groups and previous studies reporting the functional effects 

of genetic variants in hBD-1, lactoferrrin and P1 encoding genes [4-7], we analysed selected 

polymorphisms in LTF, T29A and R47K (rs1126477 and rs1126478) previously associated 

with oral pathologies [8-11], DEFB1, –52G>A (rs1799946), –44C>G (rs1800972) and –

20G>A (rs11362) at the 5' untranslated region (5'UTR) and c.*87A>G (rs1800972) at the 

3’UTR possibly modulating hBD-1 expression in different cellular models [12-14], and 

PRF1, c.900C>T (rs885822) polymorphism reported as correlated with protection towards 

HIV-1 infection susceptibility [7] in the context of HIV-1 MTCT in 101 HIV-1 positive 

mothers and 331 infants born to HIV-1-positive mothers from Zambia with the aim of 

investigating their potential role in risk or protection towards HIV-1 perinatal infection. 

 

Materials and methods 

Study Design and Population  

The Zambia Exclusive Breastfeeding Study (Lusaka Zambia, ClinicalTrials.gov Identifier: 

NCT00310726) population enrolled for this study was previously analysed in another work by 

Segat et al.  [15]. 

For the current genetic analysis 331 infants were selected: 85 were HIV-1 infected (designed 

as HIV+): 22 (6.9%) had intrauterine MTCT (IU), 25 (7.5%) had intrapartum MTCT (IP) and 

38 (14.4%) had postnatal (breastfeeding) MTCT (PP). The remainder 246 were HIV-1-

exposed uninfected children (designed as HIV-). The samples of 101 HIV-1 positive mothers 

(mean age 26 years, range 18-45) of these children were selected and included in the 

genotyping analysis: 26 of these transmitted the HIV-1 infection to their newborns (designed 

as TR): 26.9% (7/26) were IU transmitted MTCT, 30.8% (8/26) were IP transmitted, and 

42.3% (11/26) were PP transmitted via breastfeeding; 75 mothers did not transmit HIV-1 to 

their infants (designed as NTR). The mothers samples were not randomly selected but were 

chosen to over-represent children who died before 24 months of age. 
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All women provided written informed consent for participating in the study. All the study 

experiments and procedures have been performed in accordance with ethical standards of the 

1975 Declaration of Helsinki (7th revision, 2013) and the ethical committee of IRCCS Burlo 

Garofolo approved the study (protocol L-1106, 1 May 2010). 

DNA extraction and genotyping  

The DNA extraction was performed as described in Segat et al. [15]. 

The seven polymorphisms in DEFB1, LTF and PRF1 genes were detected using TaqMan 

SNPs genotyping assays and TaqMan® GTXpress™ Master Mix on the ABI7900HT Real 

Time PCR platform (Applied Biosystems - Life Technologies, Carlsbad, California, U.S.A.), 

following manufacturer instructions: DEFB1 5'UTR -52G>A (rs1799946), -44C>G 

(rs1800972), -20G>A (rs11362) and 3’UTR c.*87A>G (rs1800971) polymorphisms using 

respectively C__11636795_20, C__11636794_20, C__11636793_20 and C___8845559_10 

assays, LTF exon 1 polymorphisms, T29A (rs1126477) and R47K (rs1126478) using 

respectively C___9698511_10 and C___9698521_10 assays, , PRF-1 c.900C>T 

polymorphisms (rs885822) using C___1799201_10 assay. 

 

Statistical analysis 

The DEFB1, LTF and PRF1 allele and genotype frequencies were calculated by direct 

counting, while haplotype frequencies and linkage disequilibrium were computed using the 

Arlequin software version 3.5.1.2 [16].  

Nonparametric Wilcoxon rank sum test with continuity correction were used to compare 

continuous variables. Fisher’s exact test was used for pairwise comparison of allele, genotype 

and haplotype frequencies. Logistic regression and Wald’s test were conducted to examine the 

association between polymorphisms genotypes and the risk of HIV-1 MTCT. The statistical 

tests were performed with the free software R version 3.1.3 [17]. P-value for linkage 

disequilibrium analysis was calculated using the permutation test with the EM algorithm, on 

Arlequin [16], whereas D’ and r2 measures were computed with SNPstat [18]. Post-hoc power 

calculations were performed with G*Power software version 3.1.9.2 using post-hoc 

calculation using Fisher’s exact test [19]. 

 

Results 
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HIV-1 MTCT status significantly correlated with maternal CD4 cells count and plasma viral 

load (Wilcoxon rank sum test with continuity correction p=3.544e-08 and p=2.35e-13 

respectively) (data not shown). 

 

DEFB1 polymorphisms 

DEFB1 polymorphisms at position -52G>A, -44C>G and -20G>A were in Hardy Weinberg 

equilibrium (HWE) in all groups with the exception of -44C>G variation in the HIV- children 

group. The polymorphisms were in linkage disequilibrium in the children but not in the 

mothers group (D’>0.51, r2>0.01, p<0.04 and D’>0.645, r2>0.02, p<0.07 respectively) and 

combined to form three major haplotypes, namely ACGA, GCAA, ACGG and other minor 

haplotypes (with frequency <0.05). 

Analysing DEFB1 polymorphisms’ allele and genotype frequency distribution no statistical 

significant differences were observed between HIV+ and HIV- children, also when stratifying 

for HIV-1 routes of MTCT (table supplementary 1). The only exceptions were c.*87 G allele 

and A/G genotype, more frequent among IU HIV+ and associated with increased risk of IU 

HIV-1 MTCT (power: 0.57 G allele and 0.38 A/G genotype), also after adjustment for 

maternal CD4 cells count and plasma HIV-1 viral load  (table 1). 

However when DEFB1 haplotypes were considered, the GCGA haplotype was significantly 

more frequent among HIV- children than HIV+ and associated with a protection towards 

HIV-1 infection (table 1) (power: 0.93). 

When the children were stratified according to HIV-1 route of MTCT the GCGA and ACGG 

haplotypes were more represented among HIV- respect to the ACGA haplotype (power: 0.80 

ACGG and 0.36 GCGA), more frequent among IP HIV+, and associated with a protection 

towards IP HIV-1 MTCT (table 1). 

No statistical significant association was detected between maternal DEFB1 polymorphisms 

and the risk of HIV-1 MTCT, comparing NTR and TR mothers (table supplementary 2). 

Finally no association was found between the maternal DEFB1 polymorphisms’ genotypes 

and maternal plasma viral load (data not shown). 

LTF polymorphisms 

The LTF T29A and R47K frequency distributions were in HWE in all groups except for the 

polymorphism T29A in the group of NTR mother and for the polymorphism R47K in the 

group of HIV- children. T29A and R47K polymorphisms were in linkage disequilibrium 

(D’=0.996, r2=0.06, p<0.01 for mother group and D’=0.62, r2=0.03, p<0.01 for children 
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group) and combined to form two major (AG and GG) and two minor haplotypes (GA and 

AA, frequency <0.05). 

No statistical significant association was found comparing infant allele, genotype and 

haplotype LTF frequencies in HIV- and HIV+ children nor when stratifying according with 

HIV-1 type of MTCT (table supplementary 1). 

No statistical significant association was detected for the LTF R47K polymorphism 

confronting NTR with TR mothers MTCT (table supplementary 2); while for the T29A 

polymorphism the G/G genotype was more frequent in TR than in NTR (table 2) (power: 

0.68); this result was confirmed among PP MTCT group (p=0.02; OR=0.08; CI=0.005-0.90) 

(data not shown). 

The haplotype analysis did not show any statistically significant correlations (table 

supplementary 2). 

LTF R47K maternal genotypes were associated with plasma viral load (Kruskal-Wallis rank 

sum test, KW chi-squared=6.08, df=1, p-value=0.01, G/A genotype median: 1033 copies/ml, 

GG: 66355,5 copies/ml). Instead maternal LTF T29A genotypes were not correlated with 

maternal plasma viral load (data not shown). 

PRF1 polymorphism 

The PRF1 c.900C>T frequency distribution was in HWE in all groups with the exception of 

HIV + children and HIV+ PP children. 

The C/T genotype was more frequent among HIV- respect to HIV+ and associated with 

decreased risk of acquiring HIV-1 infection also after adjustment for maternal CD4 cells 

count and HIV-1 plasma viral load (table 3) (power: 0.68). When the children were 

subdivided according to the route of transmission, C allele and C/T genotype correlated with 

protection towards HIV-1 MTCT in the group of PP infected children (power: 0.64 C allele 

and 0.50 C/T genotype), also after adjustment for maternal CD4 cells count and HIV-1 

plasma viral load (table 3). 

The allele and genotype frequencies between TR and NTR mothers were similar: no statistical 

significant correlation was observed between the PRF1 c.900C>T polymorphism and the risk 

of HIV-1 MTCT (table supplementary 2). 

Finally the maternal PRF1 c.900C>T genotypes were not associated with maternal plasma 

viral load (data not shown). 

 

Stratification for maternal CD4 cells count and plasma viral load 
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The mothers and children data were also stratified based on maternal CD4 cells count (low 

and high, cut off=350 cells/mm3) and plasma viral load (low and high, cut off=50000 

copies/ml): DEFB1, LTF and PRF1 polymorphisms frequencies were not different comparing 

different TR and NTR mothers and also between HIV+ and HIV- children (data not shown). 

 

Discussion 

In our study we tested the possible association between functional variations at DEFB1, LFT 

and PRF1 genes and susceptibility to HIV-1 infection in mothers and children from Zambia. 

LTF T29A polymorphism associated with HIV-1 MTCT, being the T29A G/G genotype more 

represented among NTR mothers respect TR, moreover LTF R47K was correlated with HIV-1 

maternal infection, indeed G/A genotype was linked with low maternal viral load instead G/G 

with high maternal viral load. 

Lactoferrin possesses antiviral activity against HIV-1 inhibiting viral replication and blocking 

the spread of HIV-1 infection in peripheral blood mononuclear cell cultures [20] and is able to 

inhibit HIV-1 reverse transcriptase [21]. The presence of low concentrations of lactoferrin in 

the mother’s serum has been reported as increasing the risk of HIV-1 MTCT [20]; however, 

few studies analysed the LTF genetic background. The LTF T29A polymorphism is known to 

cause a single-point A>G nucleotide mutation resulting in a threonine/alanine substitution at 

position 11 of the secreted lactoferrin protein, instead R47K produces a transition A>G 

leading to a lysine to arginine changing at position 29 [6]. No previous study associated these 

polymorphisms with HIV-1 infection [22], not withstanding the T29A G allele was associated 

with periodontitis among African American individuals [9], instead R47K G allele was 

correlated to susceptibility towards periodontitis development among Taiwanese patients [8] 

and African Americans [9] and it has been also linked with risk of dental caries in Brazilians 

[11] and North Americans [10]. 

The importance of T29A and R47K polymorphisms and their associations with HIV-1 

infection in our study could be hypothesized according to the position of the amino acidic 

substitutions caused by these polymorphism in the basic N-terminal region of the lactoferrin 

molecule that mediates its antimicrobial properties [23]. However in silico analysis with 

PolyPhen-2 [24] and SIFT [25] software predicted the polymorphisms as benign and thus not 

able to radically affect the protein. 
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In our study the other LTF polymorphism, R47K, was not associated with MTCT, 

nevertheless DEFB1 and PRF1 variations were correlated with HIV-1 MTCT among 

children. 

DEFB1 c.*87 A allele and A/A genotype was related to decreased susceptibility towards IU 

HIV-1 MTCT, additionally considering DEFB1 haplotypes, the GCGA associated with 

protection towards acquiring HIV-1 MTCT, moreover when the children were stratified 

according to the route of virus MTCT, the GCGA and ACGG haplotypes were correlated with 

decreased IP HIV-1 MTCT susceptibility. 

Other previous works showed associations between DEFB1 polymorphisms and HIV-1 

infection in other ethnic groups, namely European Caucasian, Italians (for the -52A>G and -

44C>G polymorphisms) [26] and Brazilians (for the -52A>G and -20G>A polymorphisms) 

[13]. 

In our study the -52A>G polymorphism was linked to MTCT, but only in the haplotype 

combination, instead the c.87*A/G polymorphism was associated with MTCT risk in this 

work for the first time. 

Beta-defensins are important mediators of innate mucosal defence against microbial infection 

and are also known for their antiviral activities [27]. There are controversial reports regarding 

DEFB1 mRNA expression in various tissues or cell lines [28, 14, 12], nevertheless hBD-1 is 

constitutively expressed at the mucosa surface [27]. Our study indicated that the four DEFB1 

polymorphisms could be involved in the HIV-1 infection susceptibility, suggesting also an 

additive and cooperative effect: it is possible to speculate that the DEFB1 c.*87 G allele and 

A/G genotype and DEFB1 ACGA haplotype, more frequent among HIV+ children might 

decrease the hBD-1 expression leading to an increased risk of acquiring HIV-1 infection. 

PRF1 c.900C>T polymorphism was associated with HIV-1 infection susceptibility also after 

adjustment for maternal CD4 cells count and HIV-1 plasma viral load. When the children 

were stratified based on routes of HIV-1 infection, the statistical significance was maintained 

only in the HIV+ PP group: the PRF1 c.900 T/T genotype was associated with an increased 

risk of acquiring HIV-1 infection, specially in the post partum period. 

Our results partially agree with the data of Padovan et al. [7], in fact both studies observed an 

increased frequency of c.900 T allele in the HIV-1 positive children group respect to the 

group of HIV-1 exposed but not infected children. Our study found the c.900 T/T genotype 

more frequent among HIV+ respect to T/C genotype, instead in the study of Padovan et al. 

T/T was more frequent compared to C/C homozygous genotype.  
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The study of McIlliroy et al. [29] analysed also this PRF1 gene polymorphism in a cohort of 

French HIV+ sero-converters. They observed that PRF1 c.900C>T polymorphism seemed to 

not alter the amino acidic sequence of P1 protein and it was not associated with HIV-1 

infection or progression. Ethnic differences could account for the divergent results as well as 

the different modality of HIV-1 transmission.  

Despite the importance of subject’s genetic background, other major factors are supposed to 

be involved in the susceptibility to the HIV-1 infection such as maternal viral load, virus 

subtypes and advancement of immune deficiency status [30]. 

In agreement with previous research, in our study HIV-1 MTCT was associated with low 

maternal CD4 cells count and high plasma viral load. Garcia et al. found high HIV-1 RNA 

plasma levels associated with a significant risk of HIV-1 MTCT [31], similarly in our study 

maternal viral loads were significantly higher in transmitters than in non-transmitters. 

Moreover in our study, low maternal CD4 cells count was correlated with an increased risk of 

HIV-1 MTCT and this finding was in agreement with previous studies [32]. 

In spite of our positive findings, taken into account some deviations from HWE, probably due 

to the low number of subjects present in some groups and the medium value of the power 

analysis, further studies should be necessary to clarify the role of LTF, DEFB1 and PRF1 

gene polymorphisms in the multifactorial trait HIV-1 MTCT, since we just analysed the 

genome component of our samples not being available any biological material other than 

dried blood spot, for the functional validation (i.e. ELISA quantification of lactoferrin, hBD1 

and P1) of the associations observed. 
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Table 1: DEFB1 polymorphisms frequency distribution in children from Zambia 

Children 

   IU vs. HIV- 

   Fisher test Logistic Regression (Wald’s test) 

DEFB1 c.*87A>G 

rs1800971 

IU 

n=22 

HIV- 

n=246 

Unadjusted OR 

(95% CI) 

p-value 

 

Unadjusted OR 

(95% CI) 

p-value 

 

Adjusted OR* 

(95% CI) 

p-value 

 

A 0.57 (25) 0.73 (361) 1.00      

G 0.43 (19) 0.27 (131) 2.09 (1.05-4.10) 0.02     

A/A 0.27 (6) 0.53 (131) 1.00  1.00  1.00  

G/A 0.59 (13) 0.40 (99) 2.85 (0.97-9.49) 0.05 2.87 (1.05-7.81) 0.04 2.94 (1.05-8.26) 0.04 

G/G 0.14 (3) 0.06 (16) 4.04 (0.60-21.25) 0.08 4.09 (0.93-17.98) 0.06 4.38 (0.92-20.87) 0.06 

HWE 
χ2=0.92 

p=0.34 

χ2=0.22 

p=0.64 
      

   HIV+ vs. HIV-     

   Fisher test     

DEFB1 Haplotypes 
HIV+ 

n=85 

HIV- 

n=246 

Unadjusted OR 
(95% CI) 

p-value 
 

    

ACGA 0.33 (56) 0.30 (147) 1.00      

GCAA 0.25 (43) 0.25 (121) 0.93 (0.57-1.52) 0.81     

ACGG 0.22 (38) 0.24 (117) 0.85 (0.51-1.41) 0.55     

GCGA 0.02 (3) 0.09 (43) 0.18 (0.03-0.61) 0.002     

others 0.18 (30) 0.13 (64) 1.25 (0.70-2.18) 0.49     

   IP vs HIV-     

   Fisher test     

DEFB1 Haplotypes 
IP  

n=25 

HIV- 

n=246 

Unadjusted OR 

(95% CI) 

p-value 

 
    

ACGA 0.44 (22) 0.30 (147) 1.00      

GCAA 0.26 (13) 0.25 (121) 0.72 (0.32-1.56) 0.47     

ACGG 0.08 (4) 0.24 (117) 0.23 (0.06-0.70) 0.006     

GCGA 0.02 (1) 0.09 (43) 0.16 (0.004-1.02) 0.05     

others 0.20 (10) 0.13 (64) 1.04 (0.42-2.46) 1.00     

*adjusted for maternal CD4 + cells count and HIV-1 plasma viral load.   Bold character indicates statistical significance.  

HWE = Hardy Weinberg equilibrium; HIV- = HIV-1 exposed but not infected children; HIV+ = HIV-1 infected children; IU = intrauterine HIV-1 mother to child; 

transmission ;IP = intrapartum HIV-1 mother to child transmission ; OR= odds ratio; CI= confidence interval 
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Table 2: LTF polymorphisms frequency distribution in mothers from Zambia 

Mothers 

   TR vs NTR 

   Fisher test Logistic Regression (Wald’s test) 

LTF T29A 

rs1126477 

TR 
n=26 

NTR 
n=75 

Unadjusted OR 

(95% CI) 

p-value 

 

Unadjusted OR 

(95% CI) 

p-value 

 

Adjusted OR* 

(95% CI) 

p-value 

 

         

         

A 0.65 (34) 0.73 (110) 1.00      

G 0.35 (18) 0.27 (40) 1.43 (0.69-3.00) 0.29     

A/A 0.50 (13) 0.49 (37) 1.00  1.00  1.00  

A/G 0.31 (8) 0.48 (36) 0.63 (0.21-1.88) 0.46 0.60 (0.22-1.61) 0.31 0.69 (0.23-2.04) 0.50 

G/G 0.19 (5) 0.03 (2) 6.83 (0.97-79.85) 0.03 7.12 (1.23-41.25) 0.03 5.14 (0.81-32.58) 0.08 

HWE χ2=2.67; p=0.10 χ2=3.87; p=0.05       

 

* adjusted for CD4 + cells count and HIV-1 plasma viral load 

  Bold character indicates statistical significance 

 

 

TR = transmitter mother; NTR = non-transmitter mothers; HWE = Hardy Weinberg equilibrium; OR= odds ratio; CI= confidence interval. 
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Table 3: PRF1 polymorphism frequency distribution in children from Zambia 

Children 

   HIV+ vs HIV- 

   Fisher test Logistic Regression (Wald’s test) 

   
Unadjusted OR 

(95% CI) 

p-value 

 

Unadjusted OR 

(95% CI) 

p-value 

 

Adjusted OR* 

(95% CI) 

p-value 

 

PRF1 c.900C>T 

rs885822 

HIV+ 

n=85 
HIV- 

n=246 
      

T 0.89 (151) 0.83 (410) 1.00      

C 0.11 (19) 0.17 (82) 0.63 (0.35-1.09) 0.11     

T/T 0.81 (69) 0.70 (171) 1.00  1.00  1.00  

C/T 0.15 (13) 0.28 (68) 0.47 (0.25-0.91) 0.03 0.47 (0.25-0.91) 0.03 0.40 (0.19-0.81) 0.01 

C/C 0.04 (3) 0.03 (7) 1.06 (0.27-4.23) 1.00 1.06 (0.27-4.23) 0.93 1.82 (0.39-8.58) 0.45 

HWE 
χ2=4.48 

p=0.03 

χ2=0.01 

p=0.94 
      

         

   PP vs. HIV- 

   Fisher test Logistic Regression (Wald’s test) 

PRF1 c.900C>T 

rs885822 

PP  

n=38 

HIV- 

n=246 

Unadjusted OR 

(95% CI) 

p-value 

 

Unadjusted OR 

(95% CI) 

p-value 

 

Adjusted OR* 

(95% CI) 

p-value 

 

         

T 0.93 (71) 0.83 (410) 1.00      

C 0.07 (5) 0.17 (82) 0.35 (0.11-0.90) 0.02     

T/T 0.87 (34) 0.70 (171) 1.00  1.00  1.00  

C/T 0.13 (3) 0.28 (68) 0.22 (0.04-0.74) 0.01 0.22 (0.07-0.75) 0.015 0.19 (0.05-0.66) 0.009 

C/C 0.004 (1) 0.03 (7) 0.72 (0.01-5.90) 1.00 0.72 (0.09-6.03) 0.76 1.10 (0.12-10.49) 0.93 

HWE 
χ2=4.86 

p=0.03 

χ2=0.01 

p=0.94 
      

 

 

* adjusted for CD4 + cells count and HIV-1 plasma viral load 

Bold character indicates statistical significance. 

HWE = Hardy Weinberg equilibrium; HIV- = HIV-1 exposed but not infected children; HIV+ = HIV-1 infected children; PP = postpartum HIV-1 mother to child 

transmission; OR= odds ratio CI= confidence interval 6
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Supp. table 1: DEFB1, LTF and PRF1 polymorphism allele, genotype frequencies (and counts) in HIV-1 exposed but not infected children 

(HIV-) and HIV-1 infected children, also stratifying for timing of HIV-1 MTCT in intrauterine (IU), intrapartum (IP) and postpartum (PP) 

groups. 

 

CHILDREN      HIV+ vs. HIV- IU vs. HIV- IP vs. HIV- PP vs. HIV- 

 

IU  

n=22 

IP  

n=25 

PP  

n=38 

HIV+ 

n=85 

HIV- 

n=246 
Fisher test Fisher test Fisher test Fisher test 

DEFB1      p-value p-value p-value p-value 

-52A>G 

rs1799946 
         

A 0.57 (25) 0.56 (28) 0.66 (50) 0.61 (103) 0.60 (293) 
0.86 0.75 0.65 0.38 

G 0.43 (19) 0.44 (22) 0.34 (26) 0.39 (67) 0.40 (199) 

A/A 0.41 (9) 0.28 (7) 0.39 (15) 0.36 (31) 0.36 (89) 

0.96 0.29 0.67 0.41 G/A 0.32 (7) 0.56 (14) 0.53 (20) 0.48 (41) 0.47 (115) 

G/G 0.27 (6) 0.16 (4) 0.08 (3) 0.15 (13) 0.17 (42) 

HWE 
χ2=2.72 

p=0.10 

χ2=0.46 

p=0.50 

χ2=1.09 

p=0.30 

χ2=0.01 

p=0.93 

χ2=0.22 

p=0.64 
    

-44C>G 

rs1800972  
        

C 0.93 (41) 0.92 (46) 0.97 (74) 0.95 (161) 0.94 (462) 
0.85 0.75 0.54 0.29 

G 0.07 (3) 0.08 (4) 0.03 (2) 0.05 (9) 0.06 (30) 

C/C 0.86 (19) 0.84 (21) 0.95 (36) 0.89 (76) 0.89 (219) 

0.79 0.60 0.48 0.71 C/G 0.14 (3) 0.16 (4) 0.05 (2) 0.11 (9) 0.10 (24) 

G/G 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0) 0.01 (3) 

HWE 
χ2=0.12 

p=0.73 

χ2=0.19 

p=0.66 

χ2=0.03 

p=0.87 

χ2=0.27 

p=0.61 

χ2=5.39 

p=0.02 
    

-20A>G 

rs11362  
        

G 0.70 (31) 0.70 (35) 0.67 (51) 0.69 (117) 0.71 (348) 
0.63 1.00 1.00 0.50 

A 0.30 (13) 0.30 (15) 0.33 (25) 0.31 (53) 0.29 (144) 

6
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G/G 0.59 (13) 0.48 (12) 0.42 (16) 0.48 (41) 0.51 (125) 

0.87 0.17 0.95 0.49 G/A 0.23 (5) 0.44 (11) 0.50 (19) 0.41 (35) 0.40 (98) 

A/A 0.18 (4) 0.08 (2) 0.08 (3) 0.11 (9) 0.09 (23) 

HWE 
χ2=4.54 

p=0.03 

χ2=0.06 

p=0.81 

χ2=0.67 

p=0.41 

χ2=0.14 

p=0.71 

χ2=0.35 

p=0.55 
    

c.*87A>G 

rs1800971  
        

A 0.57 (25) 0.82 (41) 0.70 (53) 0.70 (119) 0.73 (361) 
0.43 0.02 0.23 0.49 

G 0.43 (19) 0.18 (9) 0.30 (23) 0.30 (51) 0.27 (131) 

A/A 0.27 (6) 0.64 (16) 0.47 (18) 0.47 (40) 0.53 (131) 

0.59 0.04 0.42 0.76 G/A 0.59 (13) 0.36 (9) 0.45 (17) 0.46 (39) 0.40 (99) 

G/G 0.14 (3) 0.00 (0) 0.08 (3) 0.07 (6) 0.06 (16) 

HWE 
χ2=0.92 

p=0.34 

χ2=1.20 

p=0.27 

χ2=0.14 

p=0.71 

χ2=0.73 

p=0.39 

χ2=0.22 

p=0.64 
    

Haplotypes 
 

        

ACGA 0.23 (10) 0.44 (22) 0.32 (24) 0.33 (56) 0.30 (147) 

0.01 0.08 0.01 0.45 

GCAA 0.25 (11) 0.26 (13) 0.25 (19) 0.25 (43) 0.25 (121) 

ACGG 0.32 (14) 0.08 (4) 0.26 (20) 0.22 (38) 0.24 (117) 

GCGA 0.00 (0) 0.02 (1) 0.03 (2) 0.02 (3) 0.09 (43) 

others 0.20 (9) 0.20 (10) 0.14 (11) 0.18 (30) 0.13 (64) 

          

LTF          

T29A 

rs1126477 
         

A 0.80 (35) 0.64 (32) 0.70 (53) 0.71 (120) 0.71 (350) 
0.92 0.29 0.33 0.79 

G 0.20 (9) 0.36 (18) 0.30 (23) 0.29 (50) 0.29 (142) 

A/A 0.64 (14) 0.36 (9) 0.47 (18) 0.48 (41) 0.49 (121) 

0.98 0.46 0.43 

0.96 

A/G 0.32 (7) 0.56 (14) 0.45 (17) 0.45 (38) 0.44 (108) 

G/G 0.04 (1) 0.08 (2) 0.08 (3) 0.07 (6) 0.07 (17) 6
5

 



 

 

HWE 
χ2=0.01 

p=0.92 

χ2=1.16 

p=0.28 

χ2=0.14 

p=0.71 

χ2=0.50 

p=0.48 

χ2=1.18 

p=0.28 
    

R47K 

rs1126478 
         

G 0.98 (43) 0.98 (49) 0.99 (75) 0.98 (167) 0.97 (476) 
0.43 1.00 1.00 0.71 

A 0.02 (1) 0.02 (1) 0.01 (1) 0.02 (3) 0.03 (16) 

G/G 0.95 (21) 0.96 (24) 0.97 (37) 0.97 (82) 0.94 (232) 

0.87 1.00 1.00 1.00 A/G 0.04 (1) 0.04 (1) 0.03 (1) 0.03 (3) 0.05 (12) 

A/A 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0) 0.01 (2) 

HWE 
χ2=0.01 

p=0.91 

χ2=0.01 

p=0.92 

χ2=0.01 

p=0.93 

χ2=0.03 

p=0.87 

χ2=12.43 

p=0.0004 
    

Haplotypes          

AG 0.80 (35) 0.64 (32) 0.70 (53) 0.71 (120) 0.70 (346) 

0.64 0.46 0.53 0.71 GG 0.19 (8) 0.34 (17) 0.29 (22) 0.28 (47) 0.26 (130) 

others 0.01 (1) 0.02 (1) 0.02 (1) 0.02 (3) 0.03 (16) 

          

PRF1          

c.900C>T 

rs885822 
         

T 0.82 (36) 0.88 (44) 0.93 (71) 0.89 (151) 0.83 (410) 
0.11 0.83 0.54 0.02 

C 0.18 (8) 0.12 (6) 0.07 (5) 0.11 (19) 0.17 (82) 

T/T 0.73 (16) 0.76 (19) 0.87 (34) 0.81 (69) 0.70 (171) 

0.06 0.19 0.91 0.02 C/T 0.18 (4) 0.24 (6) 0.13 (3) 0.15 (13) 0.28 (68) 

C/C 0.09 (2) 0.00 (0) 0.004 (1) 0.04 (3) 0.03 (7) 

HWE 
χ2=3.33 

p=0.07 

χ2=0.46 

p=0.49 

χ2=4.86 

p=0.03 

χ2=4.48 

p=0.03 

χ2=0.01 

p=0.94 
    

HWE = Hardy Weinberg equilibrium; HIV- = HIV-1 exposed but not infected children; HIV+ = HIV-1 infected children; IU = intrauterine 

HIV-1 transmission; IP = intrapartum HIV-1 transmission; PP = postpartum HIV-1 transmission 
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Supp. table 2: Analysis of HIV-1 MTCT according to maternal DEFB1, LTF and PRF1 allele, 

genotype and haplotype frequencies comparing transmitter (TR) and non transmitter (NTR) 

mothers. 

 

MOTHERS   TR vs. NTR 

 
 TR  

n=26 

NTR  

n=75 
Fisher test  

DEFB1   p-value 

-52A>G 

rs1799946 
   

A 0.60 (31) 0.61 (92) 
0.87 

G 0.40 (21) 0.39 (58) 

A/A 0.35 (9) 0.37 (28) 

1.00 G/A 0.50 (13) 0.48 (36) 

G/G 0.15 (4) 0.15 (11) 

HWE χ2=0.04; p=0.84 χ2=0.01; p=0.92 
 

    

-44C>G 

rs1800972    

C 0.94 (49) 0.96 (144) 
0.70 

G 0.06 (3) 0.04 (6) 

C/C 0.88 (23) 0.92 (69) 
0.69 

C/G 0.12 (3) 0.08 (6) 

HWE χ2=0.10; p=0.75 χ2=0.13; p=0.72 
 

    
-20A>G 

rs11362 
   

G 0.71 (37) 0.69 (104) 
0.86 

A 0.29 (15) 0.31 (46) 

G/G 0.54 (14) 0.51 (38) 

0.95 G/A 0.35 (9) 0.37 (28) 

A/A 0.12 (3) 0.12 (9) 

HWE χ2=0.64; p=0.42 χ2=1.12; p=0.29 
 

    
c.*87A>G 

rs1800971    

A 0.83 (43) 0.71 (106) 
0.10 

G 0.17 (9) 0.29 (44) 

A/A 0.65 (17) 0.49 (37) 

0.22 G/A 0.35 (9) 0.43 (32) 

G/G 0.00 (0) 0.08 (6) 

HWE χ2=1.14; p=0.29 χ2=0.06; p=0.80 
 

    
Haplotypes 

   
ACGA 0.38 (20) 0.33 (50) 

0.345 GCAA 0.25 (13) 0.29 (43) 

ACGG 0.17 (9) 0.27 (40) 
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GCGA 0.10 (5) 0.04 (6) 

others 0.10 (5) 0.07 (11) 

    

LTF    

T29A 

rs1126477 
   

A 0.65 (34) 0.73 (110) 
0.29 

G 0.35 (18) 0.27 (40) 

A/A 0.50 (13) 0.49 (37) 

0.015 A/G 0.31 (8) 0.48 (36) 

G/G 0.19 (5) 0.03 (2) 

HWE χ2=2.67; p=0.10 χ2=3.87; p=0.05  

    

R47K 

rs1126478 
   

G 0.98 (51) 0.97 (146) 
0.65 

A 0.02 (2) 0.03 (4) 

G/G 0.96 (25) 0.95 (71) 
1.00 

A/G 0.04 (1) 0.05 (4) 

HWE χ2=0.01; p=0.92 χ2=0.06; p=0.81  

    

Haplotypes    

AG 0.63 (34) 0.73 (110) 

0.44 GG 0.31 (17) 0.24 (36) 

others 0.02 (1) 0.03 (4) 

    

PRF1    

c.900C>T 

rs885822 
   

T 0.81 (42) 0.89 (134) 
0.15 

C 0.19 (10) 0.11 (16) 

T/T 0.69 (18) 0.80 (60) 

0.20 C/T 0.23 (6) 0.19 (14) 

C/C 0.08 (2) 0.01 (1) 

HWE χ2=1.72; p=0.19 χ2=0.03; p=0.86  

HWE = Hardy Weinberg equilibrium 
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7 DISCUSSÃO GERAL 

 

Análises de genes candidatos associados à transmissão do HIV-1 

apresentam desafios importantes quanto ao grau de exposição viral, visto que 

fatores virais, imunes, comportamentais e obstétricos podem enviesar ou dificultar a 

detecção de efeitos genéticos do hospedeiro associados à transmissão (Hill, 2006; 

Fellay et al., 2010). Neste contexto, o presente estudo realizou a avaliação de genes 

candidatos da imunidade inata como fatores de transmissão materno-infantil do HIV-

1 (TMI) através da adoção de critérios clínicos rigorosos de exposição viral 

[sobretudo contagem de linf. CD4+ (parto), carga viral materna (parto e colostro), 

tempo de gestação e co-infecções] e caracterização das vias de TMI (intrauterina, 

intraparto ou pós-parto). A ausência de diferenças significativas entre os neonatos 

infectados quanto às prinicipais variáveis clínicas de exposição favoreceu a análise 

de polimorfismos como fatores de susceptibilidade à TMI na coorte Zambian 

Exclusive Breastfeeding Study (ZEBS) de Lusaka. 

Os índices de transmissão durante a gestação, parto e amamentação 

encontrados foram respectivamente de 7.1, 7.4 e 11.8%, os quais foram 

corroborados por índices similares aos de gestantes infectadas em estudos 

anteriores (5-10% na gestação, 10-20% no parto e 5-15% na amamentação)(John e 

Kreiss, 1996;  Tobin e Aldrovandi, 2013), ratificando que fatores da interação 

materna-infantil impedem que a TMI ocorra de forma majoritária mesmo na ausência 

de tratamento antirretroviral (TAR) durante a gestação. Os menores índices de 

transmissão intraparto na coorte ZEBS poderia ser atribuída a benefícios da dose 

única de nevirapina empregada (no início do trabalho de parto) na coorte, associada 

anteriormente à redução de 8.1% em transmissões intrapartos (Jackson et al., 2003).  

A ativação de resposta citotóxica durante a exposição ao HIV-1 tem se 

apresentado como evento essencial na proteção de neonatos/crianças durante a 

amamentação. Crianças infectadas tardiamente (após o 1º mês) durante a 

amamentação apresentam menor set point viral (Obimbo et al., 2009) e produção 

mais robusta de IFN-γ em linfócitos CD8+ HIV-1 específicos (Lohman-Payne et al., 

2009) comparados aos infectados no 1º mês; assim como neonatos não-infectados 

mas expostos à TMI durante a amamentação também apresentam maior produção 

de IFN-γ entre CD8+ HIV-1-específicas (John‐Stewart et al., 2009) e produção média 
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maior de perforina entre células NK (Slyker et al., 2012) em comparação aos 

infectados.  

Neste contexto, a importância da resposta efetora mediada por IFN-γ foi 

ratificada pelos alelos de proteção à TMI por amamentação (rs9576A do gene BST2 

e c.900 C do gene PRF1) encontrados pelo nosso estudo, visto que regiões 

promotoras nestes genes são induzidos durante a ativação do receptor de IFN-γ 

(IFNGR) respectivamente pelos fatores de transcrição STAT1 (Mahauad-Fernandez 

e Okeoma, 2016) e T-bet (Pipkin et al., 2010). A expressão diferencial destes genes 

em células imunes ao longo da mucosa gastrointestinal pode interferir na expansão 

viral após a entrada de células infectadas e/ou vírions pelo leite, por aumento da 

contenção viral em membranas pela teterina (Chu et al., 2012) e da atividade 

citolítica induzida por perforina através de linfócitos CD8+ e células NKs locais (Alter 

e Altfeld, 2009).    

Embora o impacto funcional do alelo protetor rs9576A situado na 3’UTR do 

gene BST2 durante transmissão do HIV-1 ainda seja desconhecido, variantes 

encontradas em desequilíbrio de ligação (LD) a este polimorfismo também 

ratificaram o seu papel protetor à infecção pelo HIV-1, mas entre coortes de 

progressão à AIDS adulta. Em duas coortes de origens distintas [coorte brasileira 

avaliada pelo nosso estudo e coorte espanhola (Laplana et al., 2013)] as variantes 

BST2 rs919266A e BST2 rs10415893 foram associadas respectivamente à 

progressão mais lenta à AIDS adulta, se encontrando em LD (D’=1.0; de acordo com 

população ibérica - IBS do catálogo de variantes humanas 1000 Genomes -

www.internationalgenome.org/). O papel do alelo rs9576A também foi investigado 

pelo nosso estudo em coorte italiana de progressão infantil ao HIV-1, no entanto a 

sua influência na progressão não foi detectada pela ausência alélica em nosso grupo 

amostral, devido à baixa frequencia alélica entre algumas populações européias, 

evidenciadas no catálogo 1000 genomes. 

O alelo c.900 C do gene PRF1 teve sua função protetora corroborada por 

estudo de TMI em coorte brasileira por Padovan et al. (2011), apresentando o 

mesmo alelo PRF1 c.900C com função protetora, no entanto a via de transmissão 

não foi identificada e indivíduos saudáveis não foram expostos ao HIV-1 neste 

estudo. Embora o mesmo alelo não tenha apresentado risco associado à 

transmissão horizontal e progressão adulta à AIDS em grupo francês de usuários de 

../../../../Desktop/www.internationalgenome.org/
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droga injetáveis (McIlroy et al, 2006), o efeito de risco/proteção poderia ser  

comprometido por diferenças no background genético das populações.    

Interferons do tipo I (IFN-α, IFN-ß) e ß-quimiocinas (RANTES e MIP- 1ß), 

expressas constitutivamente por células trofoblásticas (Lee et al., 2001), têm se 

apresentado como alguns dos principais fatores de resistência à transmissão 

intrauterina por atuarem respectivamente na supressão transcricional do HIV-1 em 

trofoblastos infectados (Zachar et al., 2002) e na diminuição da infecção trofoblástica 

pelo HIV-1 como antagonistas de co-receptor viral CCR5 (Derrien et al., 2005). 

Neste sentido, o alelo da 3’UTR DEFB1 c.*87A poderia atuar como modulador da 

transmissão intrauterina tendo em vista que a ß-defensina-1 é constitutivamente 

expressa em trofoblasto e membrana coriônica (King et al., 2007) e poderia atuar 

como alvo de indução de IFN-α durante a infecção aguda pelo HIV-1 na interface 

placentária (Corleis et al., 2017).  

Os alelos situados na 5’UTR DEFB1 -44 G em coorte italiana (Segat et al., 

2006) e o alelo DEFB1 -52 A em coorte brasileira (Milanese et al., 2006) foram 

previamente relacionados à proteção à TMI do HIV-1, no entanto em ambos os 

estudos os efeitos de proteção foram baseados em comparação a neonatos 

saudáveis que não foram expostos ao HIV-1. O estudo em nossa coorte apontou 

uma função de proteção do alelo -52A entre infectados durante o parto somente 

quando era encontrado em bloco haplotípico 52A/-44G/-20G/*87G.  

O genótipo LTF T29A GG foi a única variante avaliada que conferiu 

resistência materna à transmissão perinatal do HIV-1, enquanto LTF R47K G estava 

associado somente à carga viral materna maior, sem conferir risco à TMI. A 

expressão protéica mais baixa de Ltf associada ao haplótipo T29A A-,R47K G - 

rs2073495 C - rs9110 C (AGCC) foi encontrada em tecidos epiteliais ovarianos em 

população chinesa, mas com limitações na amostragem e correlação de expressão 

protéica restrita somente a um haplótipo, sem evidenciar os efeitos isolados dos 

polimorfismos T29A e R47K nos níveis de lactoferrina (Cao et al., 2011). A função 

dos polimorfismos T29A e R47K em neonatos expostos ao HIV-1 foram avaliados 

também em coortes de TMI da Itália, Índia, Brasil e Zimbábue, e corroboraram os 

nossos resultados quanto à ausência de risco associado à neonatos portadores 

destas variantes (Zupin et al., 2015).   
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8 CONCLUSÃO 

 
Através do presente estudo foi possível indicar alelos em genes da imunidade 

inata como fatores de proteção em vias de transmissão materno-infantil (TMI), no 

qual o alelo 3’UTR DEFB1 c.*87A conferiu proteção em neonatos expostos ao HIV-1 

durante a gestação enquanto alelos 3’UTR BST2 rs9576A e PRF1 c.900 C 

conferiram resistência de neonatos à TMI durante a amamentação. Dentre os genes 

estudados, a função de proteção foi ratificada entre adultos na progressão mais 

lenta à AIDS atribuída ao gene BST2 (alelo rs919266A), enquanto o gene codificante 

da lactoferrina (genótipo LTF T29A GG) teve função demonstrada entre adultos, mas 

como fator de risco materno de transmissão viral. 

Apesar da heterogeneidade genética entre as coortes de TMI, de progressão 

adulta e pediátrica, assim como de limitações do número amostral entre os grupos, 

foi possível destacar a influência de genes de imunidade inata em um grupo 

vulnerável à infecção pelo HIV-1 e ainda pouco explorado por estudos 

imunogenéticos. A investigação aprofundada da função destes genes candidatos 

podem futuramente contribuir em estudos translacionais, como alvos terapêuticos 

para restrição da TMI entre gestantes e na proteção de neonatos durante a 

exposição viral.  
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Abstract 

Background: Sepsis is a systemic inflammatory process developed in response to a 

local infection and is a main cause of mortality in Intensive Care Units (ICU). The 

human leukocyte antigen G (HLA-G) is an important molecule involved in the immune 

system modulation, acting in the maintenance of a state of immune tolerance. The 3’ 

untranslated region (3’ UTR) of the HLA-G gene regulates gene expression and 

some polymorphisms in this region were previously associated to distinct levels of 

HLA-G expression and were associated to sepsis in a previous study. In the present 

study, haplotypes and polymorphisms of the HLA-G 3’UTR were analyzed in septic 

patients from Londrina city (Paraná state, Brazil). 

Methods: DNA samples from 64 septic patients (with severe sepsis or septic shock) 

and 190 controls were assessed. The 3’UTR of HLA-G gene was amplified by PCR, 

sequenced and eight polymorphisms, including the 14 bp insertion/deletion 

(rs371194629), +3003T/C (rs1707), +3010C/G (rs1710), +3027A/C (rs17179101), 

+3035C/T (rs17179108), +3142G/C (rs1063320), +3187A/G (rs9380142) and 

+3196C/G (rs1610696) were genotyped. The haplotypes for each sample and 

haplotype frequencies were inferred with the software PHASE. Association tests 

were performed through chi square and binary logistic regression analyses. 

Results: Amongst the polymorphisms evaluated, the +3027AC genotype presented 

a significantly higher frequency in sepsis, conferring an increased risk to the disease 

development (OR 3.17, 95%CI 1.40 – 7.17, PBonferroni 0.048). Further, the presence of 

the UTR-7 haplotype was associated to sepsis (OR 2.97, 95%CI 1.30 – 6.69, 

PBonferroni 0.018), as well as the presence of 14bp-Ins_+3142G_+3187A haplotype 

(OR 2.39, 95%CI 1.19 – 5.08, PBonferroni 0.045), conferring susceptibility to sepsis.  

Conclusion: Our data confirms an important influence of HLA-G 3’ UTR 

polymorphisms in the development of severe forms of sepsis (severe sepsis and 

septic shock). The genotyping of HLA-G genetic variants and haplotypes could be 

useful as a prediction tool of increased risk to severe sepsis.  

Keywords: haplotypes, HLA-G, polymorphisms, sepsis, untranslated region. 
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1) IDENTIFICAÇÃO 
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2) RESUMO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS  

 

O uso clínico do laser terapêutico de baixa potência (Low Level Laser Therapy - 

LLLT) tem contribuído na redução do quadro inflamatório, dor e tempo de 

recuperação tecidual da mucosite oral (MO) associada à radioterapia e quimioterapia 

em pacientes oncológicos, no entanto ainda não está claro quais os mecanismos 

fisiológicos bem como as populações celulares que são estimuladas pela terapia. 

Neste contexto, o projeto realizou inicialmente um screening dos componentes 

solúveis (citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento) diferencialmente expressos 

na mucosa oral em pacientes com MO submetidos ao LLLT, o qual revelou a 

diminuição de citocinas inflamatórias IL-1β, TNF-α, e IL-7, e quimiocina IL-8, 

associadas principalmente à resposta inflamatória local e recrutamento de neutrófilos. 

Em seguida, foi observada a inibição da produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) entre neutrófilos humanos expostos ao LLLT de 970nm, indicando que o LLLT 

atua de forma direta na redução destes mediadores inflamatórios, que são 

comumente associados à lesão tecidual em condições de inflamação crônica. Apesar 

de limitações na amostragem, estes resultados preliminares revelam um efeito 

biológico mediado pelo LLLT ainda pouco descrito, o que poderia contribuir 

futuramente na elaboração de imunobiológicos complementares durante a aplicação 

LLLT e otimizar o tempo de recuperação e qualidade de vida de pacientes afetados 

pela mucosite oral.   

  

3) OBJETIVOS 

Geral 
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 Identificar mecanismos celulares associados à redução da inflamação na 

mucosite oral (MO) através do perfil inflamatório de pacientes submetidos ao 

tratamento com laser terapêutico de baixa potência (LLLT) e ensaios in vitro.  

 

Específicos 

 Avaliar citocinas inflamatórias e quimiocinas diferencialmente expressas no 

quadro de mucosite oral após a aplicação do LLLT;  

 Identificar populações celulares induzidas pelo LLLT através do padrão de 

expressão de citocinas/quimiocinas diferencialmente expressas na mucosite oral; 

 Avaliar a indução/inibição direta do LLLT na produção de espécies reativas  

de oxigênio (ROS) nas células-alvo identificadas; 

 Avaliar a indução transcricional de componentes do complexo inflamatório  

Inflamassoma em linhagem de queratinócitos expostas ao LLLT.   

 

4) RESULTADOS ESPERADOS 
 

O projeto intitulado inicialmente de “Regulação da expressão do 

Inflamassoma na mucosite oral em pacientes oncológicos tratados com terapia à 

laser” investigou através de um modelo experimental, os efeitos do laser terapêutico 

de baixa potência (LLLT) nos níveis transcricionais de genes codificantes do 

complexo Inflamassoma (responsável pela regulação de citocinas inflamatórias IL-1β 

e IL-18 dependente de caspase-1) em linhagens celulares epiteliais (Figura 6). No 

entanto, a possibilidade de explorar dados da dosagem de 39 citocinas e 

quimiocinas em pacientes oncológicos com mucosite oral tratados com LLLT durante 

o período do projeto se mostrou como estratégia chave na caracterização da 

resposta à terapia de forma mais específica em comparação com testes em 

linhagens celulares. Desta forma, foi priorizada a identificação de possíveis 

marcadores e células-alvo pelo padrão diferencial de moléculas solúveis produzidas, 

e posteriormente experimentos in vitro foram conduzidos em células-alvo 

identificadas para a avaliação do efeito da LLLT no padrão de produção de espécies 

reativas de oxigênio, mediador inflamatório essencial no desencadeamento de 

resposta inflamatória. 

5) METODOLOGIA 
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GRUPO DE ESTUDO  

A formação da coorte de pacientes com câncer de cabeça/pescoço sob 

quimioterapia se iniciou desde novembro de 2015, sendo acompanhada pelo setor 

de Odonto-estomatologia clínica do Hospital Maggiore de Trieste – Itália quanto à 

presença de mucosite oral e submetidos ao termo de consentimento livre e 

esclarecido durante o recrutamento para o protocolo de LLLT. O projeto foi aprovado 

pelo Comitê de ética em pesquisa do hospital (Protocolo L.1436).  

No primeiro dia de visita, pacientes foram submetidos a um questionário de 

histórico clínico e avaliação de severidade da mucosite oral. A escala de analogia 

visual (VAS) foi empregada como referência para a avaliação de parâmetros como: 

alteração de voz, dificuldade de deglutição, alterações na mucosa e dificuldade de 

higiene oral.  

Após o protocolo de higienização oral, a cavidade oral foi examinada para 

classificação de mucosite oral, com a caracterização da distribuição e tamanho da 

ulceração e/ou eritema pela Escala de Toxicidade a Quimoterapia, critério 

desenvolvido por Sonis et al. (2004) e adotado pelo Instituto Nacional de Câncer 

(NCI)(http://ctep.cancer.gov/ ). Quatro pacientes masculinos que apresentavam 

quadro de grau dois pelo CTC (eritema dolorosa, edema ou úlcera, com 

possibilidade de ingestão e deglutição) e sem histórico de sessões de radioterapia 

foram incluídos e completaram as sessões no estudo.  

 

PROTOCOLO DE LASER TERAPÊUTICO DE BAIXA POTÊNCIA (LLLT) 

O protocolo consistiu de sessões diárias de laser terapêutico de baixa 

potência (LLLT) aplicadas por quatro dias seguidos. O equipamento de diodo laser 

de Arseniato de Gálio e Alumínio-GaAlAs (classe IV, K-Laser, Eltech S.r.l, Treviso, 

Italia) foi configurado para emissão de laser a 970 nm de comprimento de onda e 5W 

de potência (ciclo 50%) incididos por cm2 de área de mucosa oral, durante um 

período de 230 segundos. Foram empregados óculos de proteção como 

equipamento de proteção individual tanto pelo paciente como pelo operador do 

protocolo para a prevenção de riscos associados à exposição ao laser durante as 

sessões. Para experimentos in vitro com células irradiadas com LLLT em placas de 

cultura celular de 96 wells, foi empregado o suporte para placas automatizado 

(Eltech) e programado de acordo com o tempo de emissão específico para os 

comprimentos de onda (445 nm, 660 nm, 800 nm e 970 nm). 

http://ctep.cancer.gov/
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AMOSTRAGEM E DOSAGEM DE CITOCINAS  

Amostras de saliva foram coletadas com um swab oral em áreas da mucosa 

(lábios superiores e inferiores, bochecha, língua e palatos mole e duro) afetadas e 

não-afetadas (saudável) pela mucosite oral, sendo coletadas anteriormente e 

posteriormente à aplicação do laser (dentro de um intervalo máximo de cinco 

minutos). As amostras foram aliquotadas em diluições (1:4) para volumes de 50uL e 

posteriormente estocadas em freezer -80ºC. 

A dosagem simultânea de 39 citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento 

(IL-1β, IL-17, IL-12, IFN-G, IL-6, IL-10, IL-4, HGF, MIP-1b, G-CSF, GM-CSF, TNF-α, 

IL-2, IL-7, IL-8, IL-18, IL-1a, IFN-a2, IL-13, IL-5, CTACK, GROa, LIF, MCP-3, M-CSF, 

MIF, MIG, bNGF, SCF, SCGF-b, TRAIL, RANTES, SDF-1a, MCP-1, IL-2Ra, IL-3, IL-

12p40, IL-16, TNF-b) nas amostras de swab foi realizada através de ensaios com 

equipamento Bio-Plex 200 reader (Bio-Rad) do Instituto Burlo Garofolo, 

empregando-se painéis de anticorpos específicos Bio-Plex Pro Human Cytokine 17-

Plex Panel e Pro Human Cytokine Group ll 21-Plex Panel, complementados com 

anticorpo específico para a quimiocina RANTES/CCL5, e analisados com o Bio-Plex 

Manager v.5(Bio-Rad).   

 

PROTOCOLO DE ISOLAMENTO DE NEUTRÓFILOS E IRRADIAÇÃO DE LLLT 

EM MODELO CELULAR 

A redução de citocinas e quimiocinas associadas à atividade de neutrófilos 

encontrados com o Luminex indicou um possível efeito biológico do LLLT sobre 

neutrófilos. Desta forma, ensaios de estímulo direto de LLLT sobre neutrófilos foram 

estabelecidos. 

Inicialmente, o isolamento de neutrófilos foi realizado a partir do sangue 

periférico de indivíduos saudáveis (n=5) por gradiente de Ficoll (Ficoll-Paque Plus, 

GE Healthcare), utilizando-se de centrifugação à 400xG (30 mins) para a separação 

de neutrófilos da interface de células mononucleares. Em seguida, a lise de 

hemácias com solução tamponada de cloreto de amônia [Tris (1,7 mM)-NH4Cl (16 

mM)] foi realizada seguida de lavagem de neutrófilos com centrifugação à 150xG (10 

mins) em solução HANKS (Sigma Aldrich), tendo como concentração final 106 

neutrófilos/mL para posterior exposição ao LLLT em placa de cultura celular. 
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AVALIAÇÃO DE ESPÉCIE REATIVA DE OXIGÊNIO (ROS) POR CITOMETRIA DE 

FLUXO E FLUORIMETRO 

Para a avalição da cinética da produção intracelular de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) após exposição ao LLLT (660 nm e 970 nm), os neutrófilos foram 

incubados com o fluoróforo 2'7'diacetato de diclorofluoresceína à 10uM (DCFH-DA, 

Sigma Aldrich) por 10 minutos e lidos (1 detecção/min) no fluorímetro Envision 

(Perkin Elmer) durante os próximos 120 minutos. Após a avaliação temporal da 

produção de ROS, neutrófilos foram analisados no citômetro de fluxo FACScalibur 

(BD Biosciences) para a avaliação da viabilidade e comparação do ROS induzido 

por LLLT em relação ao induzido lipopolissacarídeo (LPS), como controle positivo. 

EXPRESSÃO DIFERENCIAL DO COMPLEXO INFLAMASSOMA EM LINHAGENS 

HACAT INDUZIDOS POR LLLT 

A linhagem aneuplóide imortalizada de queratinócitos HaCaT foi utilizado em 

testes preliminares para a avaliação da expressão diferencial de genes do complexo 

inflamassoma (receptor NLRP-3, Caspase-1 e Interleucina-1β) frente ao tratamento 

com quatro comprimentos de onda de laser (445 nm - 0.5W - 40J/cm2; 660 nm - 

0.5W - 6J/cm2; 800 nm - 1W - 20J/cm2; 970 nm - 0.1W - 3J/cm2), visto que uma das 

principais vias de ativação de caspase 1/IL-1β mediada por ROS é dependente de 

receptor NLRP-3.  

O RNA total foi isolado de células HaCaT após a exposição ao laser, 

utilizando-se o kit de extração RNAqueous Micro kit (Ambion), seguido de produção 

de cDNA utilizando-se o kit SuperScript™ III (Invitrogen) de acordo com as 

instruções do fabricante. A expressão gênica foi avaliada por PCR em tempo real 

ABI 7500 (Applied Biosystems) com o uso de sondas TaqMan específicas (NLRP3, 

CASP1 e IL1B) em triplicata.  

Os níveis de mRNA foram normalizados contra os níveis de mRNA de gene 

ACTB (gene codificante da Beta actina como controle endógeno). O número do ciclo 

em que a transcrição do gene de interesse é detectável (CT) foi normalizado com o 

número do ciclo de detecção do gene endógeno ACTB, referida como delta Ct 

(∆CT). A diferença de expressão do gene de interesse em relação às provas entre 
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cada experimento (i.e.: estimulado contra não estimulado) foi expressa em 2-∆∆Ct, 

na qual ∆∆Ct é igual à ∆Ct da prova (i.e.: estimulado) menos o ∆Ct do basal (i.e.: não 

estimulado), que foi normalizado para 1 (Livak e Schmittgen, 2001). 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para a avaliação de diferenças significativas nos níveis de 

citocinas/quimiocinas entre mucosa saudável e com mucosite oral foi empregado o 

teste ANOVA de comparações múltiplas enquanto diferenças nos níveis anterior e 

posterior ao tratamento do LLLT foram avaliados por Teste t-pareado.  Diferenças 

nos níveis de expressão gênica foram analisados por meio de teste T pareado não 

paramétrico ou ANOVA para comparações múltiplas utilizando o software GraphPad 

Prism 5.   

6) RESULTADOS & DISCUSSÃO  

Dentre as 39 moléculas solúveis avaliadas, quinze apresentaram maior 

expressão nos sítios de mucosite oral em comparação à mucosa saudável, dentre os 

quais se destacaram citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-1β, TNF-α), quimiocinas (IL-

8 e MIP-1b) e fatores de crescimento (GM-CSF, G-CSF)(Tabela 1), por 

apresentarem características essenciais na quimiotaxia, função, diferenciação e 

maturação de neutrófilos durante a resposta inflamatória inicial. Ao comparar a 

expressão das quinze citocinas diferencialmente expressas nos sítios de mucosite 

oral (Tabela 2), houve uma redução significativa principalmente nos níveis de IL-1β, 

TNF-α e IL-7(p<0.05), com IL-8 após a aplicação do LLLT (970nm)(Figuras 1, 2 e 3). 
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Tabela 1 – Níveis de citocinas e quimiocinas (em ng/mL) em amostras de swab oral em tecido saudável e com 
mucosite oral (de quatro pacientes oncológicos sob quimioterapia). 

  Mucosa saudável  
 

Mucosite oral 

Citocinas/ 
Quimiocinas* 

Saud. x 

Mucosite 
p-value** 

1ª 
sessão 

2ª 
sessão 

3ª 
sessão 

4ª 
sessão 

Média 
Desv. 
padrão 

 
1ª 

sessão 
2ª 

sessão 
3ª 

sessão 
4ª 

sessão 
Média 

Desv. 
padrão 

IL-1β 0.0044 14,17 39,13 17,64 30,34 25,32 4,77 
 

191,52 410,38 318,14 639,35 389,85 121,72 

IL-17 7,28E+08 5,65 12,71 6,52 7,90 8,20 1,40 
 

18,11 20,61 24,08 31,86 23,67 2,52 

IL-12 0.0005 2,34 3,57 2,89 3,03 2,96 0,21 
 

3,50 5,06 5,32 6,14 5,01 0,51 

IFN-G 4,52E+08 7,37 20,38 9,39 8,68 11,45 2,64 
 

27,51 37,62 50,00 60,24 43,84 5,63 

IL-6 7,01E+08 1,15 4,39 1,92 2,12 2,40 0,63 
 

17,10 12,31 13,39 28,37 17,79 2,64 

IL-10 0.0014 4,17 6,75 4,74 5,05 5,18 0,42 
 

6,39 6,30 8,87 10,61 8,04 0,80 

IL-4 8,02E+08 0,69 1,06 0,65 0,74 0,79 0,09 
 

1,38 1,69 2,31 3,15 2,13 0,28 

HGF 0.0039 44,76 49,51 41,82 46,51 45,65 3,86 
 

343,64 609,87 242,25 175,66 342,85 91,86 

MIP-1b 0.0001 4,97 15,24 5,15 7,09 8,11 1,96 
 

17,11 22,61 34,21 39,07 28,25 4,56 

G-CSF 2,21E+08 4,44 10,89 4,95 5,20 6,37 1,20 
 

26,83 30,97 37,88 47,62 35,83 4,74 

GM-CSF 3,57E+09 45,65 49,89 46,76 51,29 48,40 0,83 
 

53,07 53,53 57,75 62,60 56,74 1,73 

TNF-a 0.0001 1,34 4,86 2,42 3,05 2,91 0,73 
 

12,86 19,11 16,35 25,16 18,37 3,32 

IL-2 0.0004 0,06 0,87 0,56 0,97 0,61 0,13 
 

0,65 1,76 2,45 3,00 1,97 0,39 

IL-7 0.0059 0,71 1,12 0,45 0,53 0,70 0,15 
 

1,97 0,93 2,33 2,87 2,03 0,41 

IL-8 0.0005 101,82 141,06 96,20 115,96 113,76 18,96 
 

538,50 613,87 485,62 473,52 527,88 94,39 

IL-18 0.2191 16,18 83,67 20,58 45,76 41,55 17,23 
 

71,63 75,88 62,43 87,06 74,25 17,58 

IL-1a 0.2021 87,34 68,58 31,40 67,22 63,63 16,10 
 

91,93 141,61 68,75 60,59 90,72 12,91 

IFN-a2 0.6555 11,70 7,58 9,10 8,78 9,29 1,42 
 

8,87 11,46 6,27 7,35 8,49 1,00 

IL-13 0.0817 0,38 0,85 0,60 0,51 0,59 0,08 
 

0,69 0,88 2,00 1,38 1,24 0,35 

IL-5 0.0218 0,58 0,89 0,58 0,58 0,66 0,08 
 

0,69 0,51 1,33 1,50 1,01 0,16 

CTACK 0.7797 15,09 5,74 7,26 9,06 9,29 2,25 
 

9,13 13,63 9,47 8,33 10,14 1,86 

GROa 0.0162 213,08 492,30 482,37 291,36 369,78 59,71 
 

717,80 1041,43 862,84 534,22 789,07 142,42 

LIF 0.0123 4,61 2,05 1,05 1,38 2,27 0,63 
 

4,71 9,71 7,37 3,66 6,36 1,33 

MCP-3 0.1555 3,50 0,73 0,46 0,49 1,29 0,54 
 

0,70 0,80 0,46 0,46 0,61 0,10 

M-CSF 0.1156 23,50 19,50 19,50 26,38 22,22 2,93 
 

34,12 58,84 30,46 23,57 36,75 8,16 

MIF 0.1047 66,15 175,10 115,46 124,64 120,34 23,42 
 

380,00 419,12 215,38 196,39 302,72 102,87 

MIG 0.2292 31,14 43,23 24,89 42,54 35,45 6,92 
 

92,28 129,46 51,34 26,85 74,99 31,01 

bNGF 0.8719 0,76 0,39 0,23 0,20 0,40 0,16 
 

0,49 0,49 0,18 0,28 0,36 0,13 

SCF 0.9821 4,32 1,56 1,49 1,48 2,21 0,58 
 

2,43 2,98 1,86 1,50 2,19 0,60 

SCGF-b 0.2822 34,83 15,20 15,20 15,20 20,11 4,91 
 

50,81 74,91 15,20 15,20 39,03 16,67 

TRAIL 0.2570 26,09 15,94 28,98 16,23 21,81 4,52 
 

30,30 46,62 32,44 21,30 32,67 7,78 

RANTES 0.0260 0,93 1,62 1,03 1,33 1,23 0,23 
 

5,91 2,40 2,08 2,54 3,23 0,84 

SDF-1a 0.0852 89,25 63,19 78,82 55,72 71,75 8,18 
 

88,67 104,64 96,67 84,63 93,65 8,65 

MCP-1 0.6758 59,23 110,78 84,58 97,05 87,91 14,91 
 

56,76 113,26 74,24 71,62 78,97 13,78 

IL-2Ra 0.7012 22,67 13,50 13,72 9,00 14,72 2,68 
 

11,55 16,36 12,85 13,25 13,50 1,91 

IL-3 0.1273 75,65 42,20 55,22 60,95 58,51 5,49 
 

83,02 77,24 69,66 61,62 72,89 7,15 

IL-12p40 0.1658 129,28 108,72 165,63 145,15 137,19 19,51 
 

191,63 193,80 149,58 158,21 173,30 15,11 

IL-16 0.0414 36,57 2,55 1,62 0,37 10,28 6,63 
 

50,10 47,59 35,55 15,33 37,14 11,10 

TNF-b 0.1938 3,51 2,25 2,85 2,30 2,73 0,29 
 

5,21 3,34 2,60 5,12 4,07 0,91 

*em negrito – citocinas/quimiocinas com diferenças significativas entre tecido saudável e com mucosite oral 
(p<0.005). ** Two way ANOVA. 
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Tabela 2 - Níveis de citocinas/quimiocinas expressas diferencialmente na mucosite oral antes e depois da aplicação 
do laser terapêutico (LLLT).  

 

*em vermelho – citocinas/quimiocinas com diferenças significativas após a aplicação do LLLT (970 nm) 
(p<0.05). ** Two way ANOVA. 

 

 
Figura 1 - Dosagem de citocinas e quimiocinas a partir de swab em tecidos de mucosa oral saudável 
e com mucosite oral,  anteriormente  (azul) e posteriormente (em vermelho) à aplicação do laser 
terapêutico (LLLT). 

 

  

Pré LT x 
Pós LT 

Mucosite oral pré LLLT Mucosite oral pós LLLT 

Citocinas/ 

Quimiocinas   
p-value** 

1ª 

sessão 

2ª 

sessão 

3ª 

sessão 

4ª 

sessão 
Média 

Desv. 

padrão 

1ª 

sessão 

2ª 

sessão 

3ª 

sessão 

4ª 

sessão 
Média 

Desv. 

padrão 

IL-1B 

 

0.034 191,52 410,38 318,14 639,35 389,85 121,72 189,77 96,01 243,48 111,61 160,22 69,02 

IL-17 
 

0.47 18,11 20,61 24,08 31,86 23,67 2,52 21,33 12,45 26,49 14,37 18,66 6,46 

IL-12 

 

0.35 3,50 5,06 5,32 6,14 5,01 0,51 4,25 3,17 5,67 3,44 4,13 1,12 

IFN-G 
 

0.25 27,51 37,62 50,00 60,24 43,84 5,63 38,70 18,72 48,76 18,74 31,23 15,01 

IL-6 

 

0.37 17,10 12,31 13,39 28,37 17,79 2,64 28,40 11,19 16,59 35,99 23,04 11,23 

IL-10 
 

0.16 6,39 6,30 8,87 10,61 8,04 0,80 7,39 5,30 9,33 6,30 7,08 1,73 

IL-4 

 

0.21 1,38 1,69 2,31 3,15 2,13 0,28 1,91 1,15 2,35 1,14 1,64 0,60 

HGF 
 

0.067 343,64 609,87 242,25 175,66 342,85 91,86 444,73 153,28 319,52 128,49 261,51 148,71 

MIP-1b 

 

0.071 17,11 22,61 34,21 39,07 28,25 4,56 25,10 16,40 31,50 25,59 24,65 6,22 

G-CSF 
 

0.39 26,83 30,97 37,88 47,62 35,83 4,74 46,47 33,19 46,91 41,51 42,02 6,38 

GM-CSF 

 

0.25 53,07 53,53 57,75 62,60 56,74 1,73 56,43 50,70 56,06 50,46 53,41 3,28 

TNF-a 
 

0.047 12,86 19,11 16,35 25,16 18,37 3,32 10,82 8,48 17,17 8,00 11,12 4,22 

IL-2 

 

0.46 0,65 1,76 2,45 3,00 1,97 0,39 1,70 0,67 1,95 0,91 1,31 0,61 

IL-7 
 

0.016 1,97 0,93 2,33 2,87 2,03 0,41 1,78 1,30 1,98 0,53 1,40 0,64 

IL-8   0.048 538,50 613,87 485,62 473,52 527,88 94,39 549,51 235,76 448,44 283,44 379,29 145,54 
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Fig
ura 2 - Dosagem de moléculas solúveis a partir de swab em tecidos de mucosa oral saudável e com 
mucosite oral,  anteriormente  (azul) e posteriormente (em vermelho) à aplicação do laser terapêutico. 
* Somente o sinal fluorescente de uma amostra foi reconhecida na dosagem  IL-6.   
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Figura 3 - Dosagem de moléculas solúveis a partir de swab em mucosa oral saudável e com mucosite 
oral, anteriormente (azul) e posteriormente (em vermelho) à aplicação do laser terapêutico.*Somente 
o sinal fluorescente de uma amostra foi reconhecida na dosagem  IFN-G.   
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A indução de moléculas associadas à inflamação aguda local em amostras 

com mucosite oral e a redução de citocinas e quimiocinas associadas à função de 

neutrófilos (IL-1β, TNF-α, IL-7 e IL-8) após LLLT, poderia indicar um possível efeito 

anti-inflamatório sobre estas células-alvos (Figura 4), tendo em vista seu papel 

essencial como primeiras sentinelas em lesões teciduais e na amplificação da 

resposta inflamatória local.  

 

Figura 4 -  Papel central de neutrófilos em diferentes fases de uma lesão tecidual. a) Produção de 
padrões moleculares associados a danos (DAMPs) no sítio de lesão, produção de citocinas pró 
inflamatórias e quimiotaxia dos primeiros neutrófilos recrutados ao sítio de lesão; b) DAMPs 
produzidas por neutrófilos necróticos e produção contínua de citocinas amplifica o recrutamento de 
células diretamente da circulação, principalmente por quimiocinas e leucotrienos (como o LTB4) ; c) A 
manutenção da lesão favorece a entrada de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), 
e de DAMPs induzindo resposta em um repertório maior de células locais e dificultando a resolução 
do quadro inflamatório. Modificado de de Oliveira et al. (2016). 

Desta forma, a investigação visou avaliar o ROS intracelular como mediador 

inflamatório em neutrófilos, através de ensaios in vitro com neutrófilos isolados de 

indivíduos saudáveis e estimulados com dois tipos de comprimentos de onda 

distintos (970 nm e 660 nm).  
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Os lasers apresentaram efeitos opostos, com a redução na produção de 

espécie reativa de oxigênio (ROS) intracelular induzida pelo LT de 970nm após 90 

minutos, enquanto o aumento de ROS pelo LT de 660 nm foi significante somente 

após 120 minutos do estímulo (Figura 5 e Tabela 3).  

 
Figura 5 – Fluorescência associada à produção de ROS em granulócitos isolados 
por gradiente de ficoll após o tratamento com LLLT. *Concentração do LPS 
(100ng/mL).  

Tabela 3 – Cinética de ROS intracelular após tratamento com os lasers 970 nm e 
660nm. 

Slope/ 
Tempo 

Não 
estimulado 

(NE) 

LPS 
(100 ng/ml) 

970 nm 
LPS 

+ 970 nm 
660 nm 

LPS 
+ 660 nm 

 
NE vs. 
970nm* 

NE vs. 
660nm* 

45 mins 5.60 ± 0.12 6.27 ± 0.13 4.97 ± 0.41 5.97 ± 0.14 5.99 ± 0.12 6.44 ± 0.13 
 

0.556 0.328 

90 mins 6.43 ± 0.06 7.62 ± 0.06 5.78 ± 0.21 6.93 ± 0.06 6.98 ± 0.05 7.61 ± 0.06 
 

0.023 0.686 

120 mins 7.14 ± 0.05 8.65 ± 0.06 6.32 ± 0.17 7.57 ± 0.05 7.63 ± 0.05 8.24 ± 0.05 
 

0.0001 0.0001 

* p-value da regressão linear 

Através da análise de citometria de fluxo foi possível observar a redução dos 

níveis de ROS após duas horas do tratamento com LPS seguidos da exposição ao 

laser de 970 nm, enquanto o laser de 660 nm aumentou ainda mais os níveis de 

ROS após o tratamento prévio com LPS. Na ausência do LPS, o laser de 660 nm 

apresentou maior produção em comparação ao não estimulado, enquanto não 

houve diferença para o laser de 970 nm. A redução apresentada pelo laser de 660 

nm foi corroborado por Cerdeira et al. (2016), que evidenciou aumento no burst 

respiratório entre neutrófilos tratados com o mesmo comprimento de onda, 

apresentando como efeito associado maior capacidade fungicida contra a Candida 

albicans por neutrófilos e geração de radicais superóxido intra e extracelulares.  
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Figura 6 – a) Gate de neutrófilos isolados de sangue periférico pelo gradiente de ficoll em gráfico de 
granulosidade e tamanho (FSCxSSC, contagem mínima de 105 neutrófilos); b) Neutrófilos marcados e 
não marcados com 2'7'diacetato de diclorofluoresceína. (DCFH-DA); c) Produção de ROS em 
neutrófilos após 2 horas do tratamento do LLLT (660 nm e 970 nm) e comparação com aplicação 
simultânea de lipopolissacarídeo (LPS). 

Visto que a produção de ROS intracelular tem sido descrito como ativador da 

produção de IL-1β mediado pelo complexo NLRP-3 inflamassoma em diversas 

células como monócitos, macrófagos, neutrófilos, células epiteliais e endoteliais 

(Latz et al., 2013), decidimos usar como modelo experimental a linhagem 

imortalizada de queratinócitos HACAT exposta a quatro comprimentos de onda de 

LLLT distintos (Figura 7). Dentre elas, o laser de 660 nm foi o único que induziu o 

aumento na transcrição de NLRP3 acompanhado do aumento na IL1B e CASP1 

após 2 horas do estímulo, no qual a maior transcrição de NLRP3 poderia indicar um 

mecanismo compensatório ao aumento de ROS induzido pelo laser de forma 

análoga aos neutrófilos, apresentando um aumento pós LLLT também em tempo 
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similar (Fig. 8), enquanto o laser de 970 nm não apresentou aumento de NLRP3 em 

células HACAT e inibiu a formação de ROS intracelular em neutrófilos. 

 
Figura 7 – Indução transcricional de genes codificantes do receptor NLRP-3, caspase-1 e Interleucina 
1β em linhagem de queratinócitos HACAT após estimulo ao LLLT (laser de 445 nm foi empregado 
como controle). * p < 0.01, **p < 0.001 (Análise ANOVA uma via). 

 
Figura 8 – Modelo putativo de regulação de ROS intracelular mediado pelo LLLT de 660 nm, atuando 
como sinal primário (inducão transcricional de NLRP3, CASP1 e IL1B) e secundário (aumento de 
ROS), destacados com setas em vermelho. O LLLT de 970 nm utilizado em pacientes atuaria na 
inibição de ROS (destacado com setas em azul) em neutrófilos, com possível implicação na produção 
de IL-1β mediado pelo NLRP3-inflamassoma.  

 A identificação do grau de desenvolvimento inflamatório em uma lesão (Figura 

4) e contexto patológico de um paciente pode ter implicações quanto à eficiência do 

LLLT a ser escolhido e resolução da inflamação contra sinais inflamatórios de 

natureza diferente (origem infecciosa ou imunes). Burger e cols (2016). evidenciaram 

uma redução no influxo de neutrófilos associado à aplicação de LLLT de 660 nm 

entre indivíduos saudáveis, no qual estes infiltrados apresentaram maior atividade 

contra o fungo Paracoccioides brasiliensis mesmo em menor número. Por outro lado, 

Lejeune et al. (1996) evidenciaram uma menor capacidade de produção de ROS em 

neutrófilos provenientes de pacientes sob quimioterapia e menor função microbicida 

contra S. aureus. A aplicação do laser LLLT 970 nm se mostrou benéfico entre 

pacientes sob quimioterapia em nosso estudo, no entanto ainda não está claro se a 
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redução nos níveis de ROS em neutrófilos foram responsáveis diretamente por este 

efeito, e se poderia causar uma redução importante nos níveis de ROS e diminuir a 

capacidade microbicida associada à quimioterapia no tratamento da MO. 

  

CONCLUSÃO 
 

 A persistência crônica de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas 

encontradas em lesões pode estar associado a manutenção de sinais inflamatórios 

de diferentes origens na mucosite oral, seja por padrões moleculares de danos 

(DAMPs) liberados por diferentes células lesadas e neutrófilos recrutados/mantidos 

no sítio infeccioso, assim como de padrões moleculares associados patógenos 

(PAMPs) de microorganismos instalados na lesão, o que adiciona complexidade ao 

cenário e dificulta o encontro de somente um alvo terapêutico específico.  

Este estudo ao integrar dados moleculares e clínicos, conseguiu propor 

mecanismos associados a uma população celular com papel central na resolução da 

inflamação, através da redução direta de ROS intracelular nos neutrófilos pelo LLLT 

de 660 nm e aumento de ROS pelo laser de 970 nm, o que impactaria em diferentes 

funções antimicrobianas, liberação de citocinas inflamatórias e atividade 

quimiotática. A consequente redução da inflamação, como por exemplo através da 

inibição da IL-1β, pode representar um passo importantes no desenvolvimento de 

uma solução terapêutica não-invasiva mais eficaz e acessível a um grupo de 

indivíduos que ainda se encontra em situação vulnerável.  
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DADOS SUPLEMENTARES 

 
Dados suplementares 1 – Avaliação dos efeitos do quimioterápico 5 Fluorouracil (5 FU) na produção 

de IL-1β ativa em monócitos de indivíduos saudáveis (por Western Blotting). Foi demonstrado que 

não houve diferença significativa na produção de IL-1 Beta ativa na presença ou ausência de 

estímulo com controle positivo (priming com lipopolissacarídeo – LPS 100 ng/mL por 30 

mins)(p>0.05).  
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CRONOGRAMA DE ATIVIDADES 

ATIVIDADES 

Agosto 

2016 

Setembro 

2016 

Outubro 

2016 

Novembro 

2016 

Dezembro 

2016 

Jan/Fev 

2017 

1. Padronização de cultura de 

células HaCaT e expressão 

gênica em resposta ao LLLT OK OK     

2. Análise de resultados do Bio-

plex de 4 pacientes oncológicos  OK OK    

3. Padronização de isolamento de 

neutrófilos e da cinética de ROS 

em fluorímetro com LPS e LLLT 

  OK OK   

4. Padronização de detecção de 

ROS em citômetro de fluxo com 

LPS e LLLT    OK OK  

5. Detecção de ROS em citômetro 

e fluorímetro em neutrófilos de 
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6. Revisão e atualização da 
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 Title: ß-Defensin 1 and NALP-3 receptor polymorphisms in susceptibility to Human 

T-Lymphotropic virus type 1 (HTLV-I) 
 Advisor: Sergio Crovella 
 Scholarship from: Fundação de Amparo à Ciência e Tecnologia do Estado de 

Pernambuco 
____________________________________________________________________________ 

         Languages 

 
Brazilian Portuguese: Native language  
 
English: High (reading), fair (speaking, writing) level. (TOEFL Certificate) 
 
Japanese: Fair (Speaking), limited (reading, writing) level. 
 
____________________________________________________________________________ 

          Peer-reviewed publications  

 

1. COELHO, A. V. C. ; MOURA, RONALD ; KAMADA, ANSELMO JIRO ; SILVA, RONALDO ; GUIMARAES, R. L. ; 
BRANDAO, L. A. C. ; ARRAES, L. C. ; Crovella, S . Dendritic Cell-Based Immunotherapies to Fight HIV: How Far 
from a Success Story? A Systematic Review and Meta-Analysis. International Journal of Molecular Sciences 

(Online), v. 17, p. 1985, 2016. 

2. KAMADA, ANSELMO JIRO, BIANCO, ANNA MONICA, ZUPIN, LUISA, Girardelli, Martina, MATTE, MARIA CRISTINA 

COTTA, MEDEIROS, RÚBIA MARÍLIA DE, ALMEIDA, SABRINA ESTEVES DE MATOS, ROCHA, MARINEIDE MELO, 
SEGAT, LUDOVICA, CHIES, JOSÉ ARTUR BOGO, KUHN, LOUISE, CROVELLA, SERGIO 
Protective role of BST2 polymorphisms in mother-to-child transmission of HIV-1 and adult AIDS progression. 
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Journal of Acquired Immune Deficiency Syndromes (1999). v.72, p.1 - , 2016. 

3. COELHO, ANTONIO, MOURA, RONALD, SILVA, RONALDO, KAMADA, ANSELMO, GUIMARAES, RAFAEL, 
BRANDAO, LUCAS, COELHO, HEMILIO, CROVELLA, SERGIO 
Meta-Analysis and Time Series Modeling Allow a Systematic Review of Primary HIV-1 Drug-Resistant Prevalence 

in Latin America and Caribbean. Current HIV Research (Print).  v.13, p.125 - 142, 2015. 

4. KAMADA, ANSELMO JIRO, PONTILLO, ALESSANDRA, GUIMARÃES, RAFAEL LIMA, LOUREIRO, PAULA, Crovella, 
Sergio, BRANDÃO, LUCAS ANDRÉ CAVALCANTI 

NLRP3 polymorphism is associated with protection against human T-lymphotropic virus 1 infection. Memórias do 
Instituto Oswaldo Cruz (Impresso). v.109, p.960 - 963, 2014. 

5. PONTILLO, ALESSANDRA, CARVALHO, MARCIA SCHNEIDER, KAMADA, ANSELMO J, MOURA, RONALD, 
SCHINDLER, HAIANA CHARIFKER, DUARTE, ALBERTO JS, CROVELLA, SERGIO 
Susceptibility to M tuberculosis infection in HIV-positive patients is associated with CARD8 genetic variant. 

Journal of Acquired Immune Deficiency Syndromes (1999)., v.63, p.147 - 151, 2013. 

6. PONTILLO, ALESSANDRA, GIRARDELLI, MARTINA, KAMADA, ANSELMO J., PANCOTTO, JOAO A.T., DONADI, 

EDUARDO A., CROVELLA, SERGIO, SANDRIN-GARCIA, PAULA 
Polymorphisms in Inflammasome Genes Are Involved in the Predisposition to Systemic Lupus Erythematosus. 
Autoimmunity. v.45, p.271 - 278, 2012. 

7. PONTILLO, ALESSANDRA, OSHIRO, TELMA M., GIRARDELLI, MARTINA, KAMADA, ANSELMO J., CROVELLA, 
SERGIO, DUARTE, ALBERTO J. S. 

Polymorphisms in Inflammasome¿ Genes and Susceptibility to HIV-1 Infection. Journal of Acquired Immune 
Deficiency Syndromes (1999). v.59, p.121 - 125, 2012. 

8. SCHREIBER, R., CAMPOS-COELHO, A. V., BRANDÃO, L., GUIMARÃES, R. L., KAMADA, A. J., FERREIRA-SAE, M. 

C., MATOS-SOUZA, J. R., CIPOLLI, J. A., DE LIMA-FILHO, J. L., CROVELLA, S., NADRUZ, W. 
Mannose-binding lectin (MBL2) polymorphisms and inflammation in hypertensive patients. International Journal of 
Immunogenetics (Print). v.38, p.525 - 527, 2011. 

____________________________________________________________________________ 
 
Technical skills (Work experience) 
 
 Molecular Biology:  

Real time PCR (gene expression and SNP genotyping)(8 years), Gel electrophoresis (2 
years), DNA/RNA extraction (8 years).   

Immunology:  
Human peripheral blood collection (4 years), monocyte-derived Dendritic cells based 

immunotherapy (3 years), ELISA (5 years), HIV-1 proliferation in heterologous cell culture (3 years), 
flow cytometry (1 year), Neutrophils – Phagocytosis/NETs protocols (6 months), Sepsis model (by 
cecal ligation puncture – CLP) in mice (2 months). 
____________________________________________________________________________ 

 

Complementary education 

 

2015  Training with neutrophil extracellular traps formation under statin treatment in a mouse model. 
Trainee at Laboratory of Inflammation and Pain under supervision by PhD Fernando de 
Queiroz Cunha (2 months)  
University of São Paulo - USP, Ribeirão Preto (SP), Brazil .  

2014  Immunogenetic profile of BST2 gene single nucleotide polymorphisms in adult patients with 
AIDS.  
Trainee at Immunogenetics Laboratory under supervision by PhD José Artur Bogo Chies (6 
months)  
Federal University of Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto Alegre (RS), Brazil.  

2010-
2011  

Training with monocyte-derived dendritic cell pulsed with HIV-1 and in vitro proliferation of 
HIV-1 in heterologous cell culture . 
Trainee at Laboratory of Dermatology and Immunodeficiencies, LIM-56 under supervision by 
PhD Maria Notomi Sato and PhD Alessandra Pontillo (5 months). 
University of São Paulo - USP, São Paulo (SP), Brazil.  

2010  Continuing Education in XV Summer course in Genetics. (80 hours). 
University of São Paulo - USP, Ribeirão Preto (SP), Brazil . 

http://lattes.cnpq.br/5264956586383796
http://lattes.cnpq.br/5264956586383796
http://lattes.cnpq.br/8085939990750497
http://lattes.cnpq.br/5264956586383796
http://lattes.cnpq.br/5264956586383796
http://lattes.cnpq.br/2986394950644755
http://lattes.cnpq.br/9215380992363561
http://lattes.cnpq.br/9215380992363561
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2010  Short Term Course in I Workshop in Technologic platforms. (4 hours). 
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, CPQAM/FIOCRUZ, Brazil  

2009  Continuing Education in II Winter Course in Genetics. (40 hours). 
Federal University of Paraná, UFPR, Curitiba, Brazil.  

2008  Short Term Course in 5º Biosafety course. (15 hours). 
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, CPQAM/FIOCRUZ, Brazil.  

 

Congress 
 
1. CEZAR, NJB, LYRA, R, BALBINO, VQ, SILVA, RS, MARANHÃO, RMA, KAMADA, A. J., CAMPOS, 
A. V., MAURICIO-DA-SILVA, L 
Detecção das mutações do gene TCF7L2 relacionadas com Diabetes Mellitus tipo II no distrito de 
Jericó, Triunfo, Pernambuco In: 55ºCongresso Brasileiro de Genética, 2009, Águas de Lindóia. 
  Abstract from 55º Congresso Brasileiro de Genética. , 2009.  
 
2. SERAFIM-SILVA, S. P., COELHO, A. V. C., KAMADA, A. J., Fonseca, A.M.S, CAVALVCANTI, 
C.A.J., CROVELLA, S., ARRAES, L. C. 
HLA-G 3 -UTR HAPLOTYPES AND HIV VERTICAL TRANSMISSION IN BRAZILIAN CHILDREN In: 
VIII SIMPÓSIO DE PESQUISA EM AIDS - SIMPAIDS, 2009, Rio de Janeiro. 
  Abstract from VIII SIMPAIDS- AIDS Symposium. , 2009.  
 
3. KAMADA, A. J., PONTILLO, A., CAMPOS, A. V., BRANDAO, L. A. C., GUIMARAES, R. L., 
ARAÚJO, J, CROVELLA, S. 
NALP3 gene polymorphism involved in type 1 diabetes In: 55º Congresso Brasileiro de Genética, 
2009, Águas de Lindóia. 
  Abstract from  55º Congresso Brasileiro de Genética. , 2009.  
 
4. KAMADA, A. J., CAMPOS, A. V., BRANDAO, L. A. C., GUIMARAES, R. L., SOUZA, P. R. E., 
ARRAES, L. C., LIMA FILHO, J.L, SEGAT, L., CROVELLA, S. 
POLIMORFISMOS DE GENES ANTIMICROBIANOS NA SUSCEPTIBILIDADE À TRANSMISSÃO 
VERTICAL DO HIV-1 In: II Curso de Inverno de Genética, 2009, Curitiba. 
  II Curso de Inverno de Genética - UFPR. , 2009.  
 
5. CAMPOS, A. V., KAMADA, A. J., BRANDAO, L. A. C., GUIMARAES, R. L., LOUREIRO, P, 
SOUZA, P. R. E., CROVELLA, S., ARRAES, L. C. 
Polimorfismos funcionais do gene MBL2 e susceptibilidade à infecção pelo HTLV-1 In: 55º Congresso 
Brasileiro de Genética, 2009, Águas de Lindóia. 
 Abstract from 54º Congresso Brasileiro de Genética. , 2008.  
 
6. KAMADA, A. J., ANTUNES, M. M. C., SILVA, G. A. P., COELHO, A. V. C., CARVALHO, J. R. L., 
RODRIGUES, F. F., SILVA, S. S., ZANIN, V., BRANDAO, L. A. C., GUIMARAES, R. L., SOUZA, P. R. 
E., ARRAES, L. C., CROVELLA, S. 
Associação de polimorfismos do gene MBL2 na susceptibilidade à doença celíaca In: 54° Congresso 
Brasileiro de Genética, 2008, Salvador-BA. 
  Resumos do 54º Congresso Brasileiro de Genética. , 2008.  
 

 
  


