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RESUMO
A transmisséao vertical do HIV-1 ocorre durante a gravidez, parto e/ou amamentacao.
No entanto, a maioria das criangas, mesmo expostas ao HIV-1, ndo sdo infectadas,
sugerindo a presenca de fatores de restricdo limitando a infeccéo viral. Estudos
demonstram que SNPs nos genes dos fatores de restricdo TRIM5 e TRIM22
possuem impacto funcional, restringindo a replicacdo viral e modulando a
suscetibilidade a infeccdo pelo HIV-1. Neste sentido, avaliamos as distribuicdes dos
SNPs em TRIM5 (rs3740996/rs10838525) e TRIM22 (rs7935564/ rs1063303) e as
suas relacdes com a transmissao vertical do HIV-1. O estudo envolveu 208 mulheres
infectadas pelo HIV-1 e seus filhos, oriundos do Estado de Pernambuco. Através da
caracterizacao clinica da populacéo, foi verificado que a TARV durante a gestacéo
e/ou parto, 0 parto ceséareo, a inibicio da amamentacado e a carga viral indetectavel
no final da gestacdo foram fundamentais na profilaxia da infeccdo em criancas
expostas ao HIV-1 e devem ser ampliadas. Os alelos e gendtipos G e GG
(rs3740996), C e CC (rs10838525), A e A/G (rs7935564) e G e C/G (rs1063303)
foram os mais frequentes entre as criancas expostas infectadas e nao-infectadas,
bem como entre as maes transmissoras e ndo transmissoras. Apesar de nao
encontrarmos associacdes significativas, o estudo foi pioneiro em abordar tais
polimorfismos em uma populacdo pediatrica exposta ao HIV-1. Novos estudos
devem ser realizados para melhor compreenséo da relagdo dessas variantes com a

susceptibilidade ao HIV-1.

Palavras-chave: Suscetibilidade ao HIV; Fatores genéticos do hospedeiro; SNP;

Tripartite Motif Containing 5; Tripartite Motif Containing 22.



ABSTRACT

Vertical transmission of HIV-1 occurs during pregnancy, delivery, and/or
breastfeeding. However, most children, even if exposed to HIV-1, are not infected,
suggesting the presence of restriction factors limiting viral infection. Studies
demonstrate that SNPs in the restriction factor genes TRIM5 and TRIM22 have
functional impact, restricting viral replication and modulating susceptibility to HIV-1
infection. In this regard, we evaluated the distributions of SNPs in TRIM5
(rs3740996/rs10838525) and TRIM22 (rs7935564/ rs1063303) and their relationships
with vertical transmission of HIV-1. The study involved 208 HIV-1 infected women
and their children from the State of Pernambuco. Through clinical characterization of
the population, it was found that ART during pregnancy and/or delivery, cesarean
delivery, inhibition of breastfeeding, and undetectable viral load at the end of
pregnancy were fundamental in prophylaxis of infection in children exposed to HIV-1
and should be expanded. The alleles and genotypes G and GG (rs3740996), C and
CC (rs10838525), A and A/G (rs7935564) and G and C/G (rs1063303) were the most
frequent among infected and non-infected exposed children, as well as among
transmitting and non-transmitting mothers. Although we found no significant
associations, the study was pioneering in addressing such polymorphisms in a
pediatric HIV-1-exposed population. Further studies should be conducted to better

understand the relationship of these variants with HIV-1 susceptibility.

Key words: HIV susceptibility; Host genetic factors; SNP; Tripartite Motif Containing
5; Tripartite Motif Containing 22.
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1 INTRODUCAO

A transmissdo de méae para filho do HIV-1 ou transmissao vertical (TV) é
considerada como a principal causa da infeccdo em criancas menores de 13 anos,
podendo ocorrer durante a gravidez, o parto e/ou amamentacao.

Apesar da reducdo no numero de criancas vivendo com HIV-1 em todo
mundo, gracas a implementacdo exitosa de medidas profilaticas e da terapia
antirretroviral, a transmissao vertical ainda € uma realidade em muitas regifes do
nosso pais e do mundo, onde o0 acesso ao diagnostico precoce e terapia
antirretroviral sdo fatores limitantes.

Por se tratar de um evento multifatorial, diversos fatores atuam na
modulagédo a susceptibilidade a transmissdo do HIV-1, desde fatores ambientais,
passando por fatores imunologicos e fatores genéticos, tanto do virus quanto do
hospedeiro. Todavia € observado que a maior parte das criancas, mesmo expostas
ao HIV-1 via TV (gestacao, parto ou amamentacgéo), nasce livres da infec¢céo, o que
pode ser explicado, em parte, pela presenca de fatores hospedeiros que limitam a
infeccéo viral, como os fatores de restri¢cao viral.

Os fatores de restricdo viral sdo proteinas hospedeiras que atuam na
primeira linha de defesa, interferindo em etapas criticas do ciclo viral, com o intuido
de evitar a infeccdo e propagacdo do virus. Sdo considerados sensores inatos das
infeccbes, sendo constitutivamente expressos em varios tipos celulares. Dentre 0s
varios fatores de restricdo descritos, as proteinas da familia TRIM apresentam

particular importancia na contencéo do HIV-1.

A familia TRIM é constituida por diversos genes, dos quais, vamos abordar
dois deles neste trabalho: TRIM5 e TRIM22. A proteina TRIM5a, codificada pelo
gene TRIM5 no cromossomo 11, € um potente fator de restricdo viral, promovendo o
bloqueio da replicagdo do virus em um estagio de pré-integracédo, logo apds a
entrada na célula hospedeira. Ela reconhece e desmonta, de forma prematura, os
capsideos virais, evitando assim o andamento da transcricdo reversa. Ja a proteina
TRIM22, codificada pelo gene TRIM22 no cromossomo 11, possui atividade antiviral
e atua na inibicao da replicagéo viral.

Adicionalmente, a variabilidade genética do hospedeiro, também, mostra-se

importante na modulacdo da susceptibilidade a transmisséo e para o entendimento
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dos mecanismos associados as infec¢cdes, como a infeccdo pelo HIV-1. Neste
contexto, o estudo de polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) em genes
codificadores de fatores de restricdo, como TRIM5 e TRIM22, sdo de grande
importancia para o entendimento acerca dos fatores relacionados a TV.

Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar as distribuicdes de SNPs
nao-sinbnimos e funcionais nos genes TRIM5 (rs3740996 e rs10838525) e TRIM22
(rs7935564 e rs1063303) e as suas relacdes com a susceptibilidade a transmisséo
vertical do HIV-1.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de polimorfismos de base Unica (SNPs) em genes de
fatores de restricdo TRIM5 e TRIM22 na suscetibilidade a infec¢éo pelo HIV-1 via

transmissao vertical.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Verificar as distribuicdes alélicas e genotipicas dos SNPs rs3740996,
rs10838525 (gene TRIM5), rs7935564 e rs1063303 (gene TRIM22) e
suas possiveis associacdes com a susceptibilidade a infeccdo pelo
HIV-1 em criancas expostas ao virus via transmisséo vertical e suas
respectivas maes.

v Avaliar a influéncia da concordancia genotipica entre filhos e maes,
para os SNPs em TRIM5 e TRIM22, na susceptibilidade a

transmissao vertical do HIV-1.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (AIDS)

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é um grave quadro de
imunodeficiéncia ocasionado pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), que
conduz uma perda progressiva de linfocitos T CD4+ auxiliares (Gallo et al. 1983;
Hutchinson et al. 2001). Ao entrar nos linfécitos, o virus sofre o processo de
transcricdo reversa e se integra ao genoma hospedeiro, utilizando-se de sua
maquinaria replicativa para produzir novas copias virais, as quais ao serem liberadas
ou por meio de sinalizacédo celular ocasionam a lise da célula infectada e de células
vizinhas, destruindo-as (Stevenson et al. 2003; Moir et al. 2011a)

A AIDS acontece quando o individuo soropositivo atinge uma contagem de
linfocitos T CD4+ inferior 200 células/mm? e a partir de entdo, desencadeia um
quadro de deficiéncia imune grave, doencas constitucionais com sinais e sintomas
com duragdo maior que um més (febre, diarreia, perda de peso), infeccdes
oportunistas, complicacbes neurologicas e neoplasias incomuns em individuos

saudaveis (Weiss et al. 2008; Stevenson et al. 2012; Barré-Sinoussi et al. 2013).

3.1.1 Histoérico

Os primeiros casos de HIV relatados aconteceram entre outubro de 1980 e
maio de 1981, na cidade de Los Angeles nos Estados Unidos. Um grupo de
individuos com perfil clinico semelhante foram acometidas por uma doenca
desconhecida, caracterizada por uma forte deple¢cdo imunoldgica e infeccdes
oportunistas incomuns. Tratava-se de cinco jovens homossexuais com um quadro de
pneumonia causada pelo fungo Pneumocystis carinii, uma grave deficiéncia imune
de origem desconhecida e infec¢bes oportunistas por candidiase e citomegalovirus
(Masur et al. 1981; Weiss 2008; Barré-Sinoussi et al. 2013).

Devido ao perfil dos acometidos e o0 possivel modo de transmissado, as
relacbes sexuais, a doenca foi denominada inicialmente de “Gay-related

immunodeficiency (GRID)”. No entanto, em 1982, a doenca se disseminou
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além-fronteiras, acometeu usuérios de drogas e individuos submetidos a transfusdes
sanguineas, hemofilicos, o que sugeria outras formas de disseminacéo. A partir de
entdo, foi apontado o primeiro grupo de risco para infec¢do, denominado de “Os
quatro Hs” (homossexuais, hemofilicos, viciados em heroina e haitianos); e as
manifestacbes clinicas da doenca emergente foram agrupadas, pelo Centro de
Controle e Prevencao de Doencas dos Estados Unidos (CDC), como a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida Humana (AIDS) (CDC 1982; Gallo 2006; Weiss 2008;
Barré-Sinoussi et al. 2013).

O agente etiolégico ficou desconhecido até 1983, quando o grupo liderado
por Luc Mantagnier, no Instituo Pasteur na Franca, fez o isolamento de um retrovirus
a partir de células linfocitarias de um paciente. O retrovirus foi denominado de
“‘Lymphadenopathy-Associated Virus” (LAV) (Barre-Sinoussi et al. 1983).
Adicionalmente, Robert Gallo, nos Estados Unidos, também apontou um provavel
agente infectante, denominado de “Human T-lymphotropic virus III” (HTLV-III) (Gallo
et al. 1983). Em 1986, apds analises genéticas dos possiveis agentes etioldgicos,
concluiu-se que ambas as descobertas se tratava do mesmo retrovirus e a partir de
entdo, o agente etioldgico foi denominado de Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) (Gallo 2006; Weiss 2008; Barré-Sinoussi et al. 2013).

A identificacdo do agente etiolégico, juntamente com um maior
aprofundamento dos mecanismos biolégicos da infeccdo pelo virus, possibilitou o
desenvolvimento do primeiro farmaco utilizado no tratamento, a Zidovudina ou
Azidotimidina (AZT) em 1987, um inibidor nucleosidico da transcriptase reversa
(INTR), o qual foi utilizado por diversos anos como Unico farmaco no combate a
infeccdo. Posteriormente, outros farmacos foram desenvolvidos, como 0s inibidores
de protease (IPs) e inibidores ndo-nucleosidicos da transcriptase reversa (INNTRS).
No entanto, todos eram utilizados na forma de monoterapia, o que limitou o
tratamento, principalmente pelo surgimento de resisténcia genética do virus as
drogas (AIDSinfo 1987; Montaner et al. 1998; Barre-Sinoussi et al. 2013; Li and De
Clercq 2016).

Em meados dos anos 90, verificou-se que a associagdo de diferentes
classes de farmacos anti-HIV resultava em uma maior supresséao viral, pela reducao
da carga viral em niveis identificaveis pelos métodos diagnosticos (<40 copias/ml), e

aumento da contagem de linfécitos T CD4+. A associacdo de farmacos promoveu
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uma verdadeira revolu¢do no curso da doenca, ganhando um carater crénico, com
uma maior expectativa de vida para os pacientes. O novo esquema terapéutico
passou a ser conhecido com Terapia antirretroviral de alta eficiéncia (HAART, do
inglés Highly Active Antiretrovial Treatment) (Palella et al. 1998; Hirsch et al. 1998;
Polis et al. 2001; Pau and George 2014).

3.1.2 Epidemiologia

Desde o inicio da pandemia de HIV/AIDS até os dias atuais, estima-se que
mais de 79,3 milh6es de pessoas foram infectadas pelo virus e cerca de 36,3
milhdes de pessoas morreram de doencas relacionadas a AIDS (UNAIDS, 2021).
Para o ano de 2020, estimativas do Programa Conjunto das Nac¢bes Unidas em
HIV/AIDS (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS) — UNAIDS, indicaram a
existéncia de 37,7 milhGes de pessoas vivendo com HIV no mundo, destes 36
milhdes eram adultos, sendo 53% mulheres (19,08 milhdes), e 1,7 milhdes eram
criangas (0-14 anos). A incidéncia da infecgdo pelo HIV em 2020 foi 1,5 milh&o,
sendo 50% em mulheres e meninas. De 2010 a 2020, as novas infeccdes pelo HIV
entre criancas diminuiram 53%, passando de 320.000 em 2010 para 150.000 em
2020 (UNAIDS, 2021).

O acesso a terapia antirretroviral apresentou um grande aumento passando
de 7,8 milhdes de pessoas em 2010 para 28,2 milhdes de pessoas vivendo com HIV
em tratamento em 2021. No ano de 2020, 73% das pessoas que vivem com HIV
estavam em tratamento antirretroviral. Estratificando por grupos, o acesso a terapia
em adultos foi 74% em mulheres foi 79%, homens 68% e em criancas (0-14 anos)
54%. No mesmo ano de 2020, 85% das gestantes vivendo com HIV, tive acesso a
terapia, prevenindo a transmisséo do virus para seus filhos (UNAIDS 2021).

Devido as politicas publicas de incentivo a terapia antirretroviral, o nimero
de mortes relacionada a AIDS em todo o mundo vem em declinio, ao longo dos
anos. Em 2004, foram registradas 1,9 milhdes de mortes por causas relacionadas a
AIDS, j& 2010, o numero de 6bitos ficou em 1,3 milhdo, uma redugcédo de 64%. Em
2020, o numero de mortes atingiu cerca de 680 mil, uma reducédo de 47% (UNAIDS,
2021).

No Brasil, desde 1980 até julho de 2021, foram notificadas

aproximadamente 1.045.355 pessoas infectadas pelo HIV, em sua maioria na regiao
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Sudeste (50,6%), seguidas pelas regides Sul (19,8%), Nordeste (16,5%), Norte
(6,9%) e Centro-Oeste (6,2%). O Desde 2012, observa-se uma diminui¢do na taxa
de deteccdo de AIDS no Brasil, passando de 22,0/100 mil habitantes (2012) para
14,1/100 mil habitantes em 2020, um decréscimo de 35,7% (Brasil 2021).

Em relacdo a mortalidade, desde 1980 até junho de 2021, foram registrados
360.323 o6bitos por causa basica AIDS (CID10: B20 a B24). No ano de 2020, foram
registrados 10.417 Obitos em decorréncia de AIDS, atingindo uma taxa de
mortalidade de 4,0/100 mil habitantes. Apesar dos numeros, a taxa de mortalidade
diminuiu em 30,6% entre os anos 2014 e 2020 (Brasil 2021).

Entre as regifes brasileiras, o Nordeste figura em terceiro lugar, tanto em
namero de casos (172.129 notificagbes) como em numero de o6bitos (51.157
notificag6es) no periodo de 1980 até junho de 2021. Dentre os estados nordestinos,
Pernambuco é o segundo estado com maior nimero de casos (39.277 notificacdes)
e 0 primeiro em namero de Obitos por causa basica AIDS (13.119 notificacdes), no
periodo de 1980 até junho de 2021 (Brasil 2021).

3.2. VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV)
3.2.1. Aspectos Gerais

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é responséavel por uma infeccdo
cronica e consequente deplecdo do sistema imune do hospedeiro, conduzindo a
AIDS. Quando nao tratada, pode conduzir o hospedeiro ao 6bito (Hutchinson 2001).

Sua transmissao pode ocorrer por meio do contato entre fluidos corporais de
individuos infectados (sangue, sémen, secrecdes vaginais), com regides de
mucosas ou com ferimentos, através da exposicdo sexual sem protecdo, da
exposicdo intravenosa entre usudrios de drogas (compartilhamentos de objetos
pontiagudos e perfurantes), exposicdo ocupacional (acidentes de trabalho,
transfusdes sanguineas), ou de mae para filho através da transmisséo vertical (na

gravidez, no parto ou na amamentacgéo) (Hutchinson 2001; Deeks et al. 2015).

3.2.2. Aspectos Estruturais

O HIV apresenta uma morfologia esférica de 100 a 120 nm de diametro,

possuindo um envelope viral, constituido por uma bicamada lipidica, de origem
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hospedeira, e pelas glicoproteinas gp120 e gp41. As glicoproteinas gpl120 e gp4l
sdo fundamentais para o reconhecimento, a aderéncia e fusdo a membrana da
célula hospedeira (Figura 1) (Hahn et al. 2000b; Hutchinson 2001; Wilen et al. 2012;
Abbas et al. 2015).

Figura 1. Estrutura do HIV. Na superficie viral, observam-se as glicoproteinas gp120 e gp41,
fundamentais para o reconhecimento, aderéncia e fuséo a célula hospedeira. Internamente,
observa-se uma matriz proteica formada pela proteina p17 e o capsideo, formado pela proteina p24,
o qual protege as duas moléculas de RNA e as enzimas constitutivas (transcriptase reversa, protease
e integrasse).

Bicamada
lipidica
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Fonte: Adaptado de Abbas et. al (2015).

Apds o envelope, observa-se uma matriz proteica formada pela proteina
pl7, importante para a incorporacdo do complexo gpl20-gp4l na formacdo de
novos virus. No centro da estrutura viral, encontra-se um duplo capsideo, denso,
trucado e constituido por véarias unidades da proteina p24, que abriga 0 genoma
viral. O nucleocapsideo é constituido por duas proteinas (p6 e p7), associadas a
estabilidade do RNA viral, duas moléculas idénticas de RNA fita simples e as
enzimas constitutivas virais: transcriptase reversa (TR), integrasse (I) e protease (P).
Adicionalmente, a estrutura viral ainda abriga outras proteinas regulatérias e
acessorias, as quais sdo importantes para o processo de infeccdo e patogénese
(Hutchinson 2001; Freed 2001; Gummuluru and Emerman 2002; Sierra et al. 2005;
Wilen et al. 2012; Abbas et al. 2015).
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3.2.3. Aspectos gendmicos e filogenéticos

O genoma do HIV-1 é formado por duas moléculas de RNA fita simples de
sentido positivo, contendo 9181 nucleotideos, os quais abrigam nove genes
codificantes para quinze proteinas. As proteinas virais sdo classificadas conforme
sua funcionalidade em: estruturais, acessorias e regulatérias (Figura 2) (Hutchinson
2001; Watts et al. 2009; Barré-Sinoussi et al. 2013; Abbas et al. 2015).

Figura 2. Organizagdo gendmica do HIV. O genoma é flanqueado nas extremidades 5’ e 3’
por regides longas terminais (LTR). No interior destas regifes, observam-se os genes codificantes
das proteinas virais.
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Fonte: Adaptado de Watts (2009).

O genoma viral é delimitado por duas regides terminais longas (5'LTR e
3'LTR), as quais atuam na regulagdo dos processos de transcri¢cao, integracdo no
DNA hospedeiro e a conclusédo do ciclo viral (Watts et al. 2009; Vicenzi and Poli
2013).

Os genes estruturais gag e env codificam proteinas responsaveis,
respectivamente, pela sustentacdo/regulacao (pl7, p24, p6, p7) e as glicoproteinas
do envelope (gp120 e gp41l). Ja o gene gag-pol, também estrutural, codifica a cadeia
polipeptidica para as trés enzimas constitutivas: TR, | e P, as quais atuam na
transcricdo reversa, no processo de integracdo no genoma hospedeiro e no
processo de maturagdo das particulas virais (Watts et al. 2009; Foley et al. 2015).

Os genes regulatorios (tat, rev e nef) e acessorios (vif, vpr e vpu) sao
responsaveis pela sintese de proteinas importantes no processo de infeccdo e na
patogénese viral (Watts et al. 2009; Li and De Clercq 2016).

Trata-se de um retrovirus da familia Retroviridae, subfamilia Lentivirinae e

do género Lentivirus, possuindo dois tipos virais, o HIV-1 e o HIV-2. Ambos os virus
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sdo capazes de infectar humanos, possuem morfologia e transmissédo similares,
diferindo em relacdo a origem, distribuicdo, infecciosidade e presenca dos genes
virais vpu (HIV-1) e vpx (HIV-2). De forma geral, o HIV-1 & mais virulento,
cosmopolita e, filogeneticamente, relacionado ao virus da imunodeficiéncia simia de
chimpanzés (SIVcpz), sendo responsavel por cerca de 95% das infec¢cdes. Ja o HIV-
2 possui maior proximidade ao SIV de mangabeys (SIVcm), apresentando uma
menor infecciosidade e com distribuicdo limitadas ao Norte da Africa, e alguns
paises, como Portugal e india (Gao et al. 1999; Hahn et al. 2000a; Hutchinson 2001;
Sharp et al. 2001; Santos and Soares 2010; Sharp and Hahn 2011; D’arc et al.
2015).

O HIV-1 é dividido em quatro grupos: M (major), N (non-major ou non-
outlier), O (outlier) e P. J& o HIV-2 é dividido em oito grupos (A, B, C, D, E, F, G e H).
Dentre os grupos formados pelo HIV-1, o grupo M € o mais frequente, sendo
responsavel pela maior parte das infeccdes e constituido por dez subtipos (A, B, C,
D, F, G, H, J, Ke L) e por cepas recombinantes circulantes (CRFs e URFs), dos
quais, o subtipo B € o mais frequente em paises ocidentais, como o Brasil. Em
relacdo aos demais grupos, estes apresentam uma dispersdo limitada, sendo
encontrados, principalmente, em Camardes e paises vizinhos. De forma geral, todos
0S grupos e subtipos descritos sdo capazes de depletar o sistema imunoldgico
hospedeiro (Santos and Soares 2010; Vallari et al. 2010; Vallari et al. 2011; Smyth et
al. 2012; D’arc et al. 2015; Yamaguchi et al. 2020).

3.2.4. Ciclo Viral

O HIV-1 para se replicar, necessita de entrar nas células hospedeiras.
Tal entrada acontece em células que expressam, em sua superficie, o receptor CD4,
como os linfocitos T auxiliares. No entanto, outras células (mondcitos, macréfagos e
células dendriticas), também sé&o utilizadas pelo virus (Carter and Ehrlich 2008;
Ganser-Pornillos et al. 2008; Fanales-Belasio et al. 2010; Gringhuis et al. 2010).

O ciclo replicativo é iniciado com o reconhecimento e entrada viral, por
meio das glicoproteinas do envelope e receptores da célula hospedeira.
Inicialmente, a gpl120 reconhece e se liga ao receptor CD4 da célula hospedeira,
possibilitando uma segunda interacdo com receptores de quimiocinas (CXCR4 ou

CCR5). A ligacao aos correceptores promove uma mudanga conformacional no
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complexo gpl20-gp4l, permitindo a fusdo entre o envelope viral e a membrana
celular da célula hospedeira (Figura 3) (Ferguson et al. 2002; Fanales-Belasio et al.

2010; Moyo et al. 2015; Kaplan et al. 2016; Novikova et al. 2019).

Figura 3. Ciclo viral do HIV-1. Etapas: (1) reconhecimento do receptor CD4 e correceptores;
(2) fusdo do envelope viral e membrana da célula hospedeira; (3) Desmonte do capsideo viral e
liberacdo para o citoplasma hospedeiro do genoma viral; (4) processo de transcricao reversa do RNA
viral em DNA de fita dupla, por meio da enzima transcriptase reversa; (5) importacdo do DNA de fita
dupla viral para o nacleo hospedeiro; (6) Integragdo do DNA viral no genoma hospedeiro, pela agdo
da integrase viral, formando um provirus; (7) provirus estimula a transcri¢gdo hospedeira, gerando
inmeras cépias de seus material genético; (8) exportacao para o citoplasma dos transcritos virais; (9)
Formacdao da proteinas virais e migracao das fitas de RNA néo traduzidas para periferia da célula
hospedeira; (10) Encapsulamento do material genético e das proteinas virais, formando novas
particulas virais; (11) brotamento e (12) maturacdo das novas particulas virais.
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Fonte: Adaptado de Rice et al (2015).

No citoplasma hospedeiro, o capsideo viral € desintegrado, liberando as fitas
simples de RNA e as enzimas essenciais para o processo de replicagéo viral. A
enzima transcriptase reversa transcreve o RNA viral em DNA complementar e
posteriormente, em DNA de fita dupla. O DNA recém-formado se liga a enzima
integrase, sendo estes direcionados para o nucleo da célula hospedeira, onde ocorre
a integracdo do genoma viral ao genoma hospedeiro, dando origem ao pro-virus
(Fanales-Belasio et al. 2010; Friedrich et al. 2011; Engelman and Singh 2018).

Depois de integrado, o pro-virus passa a controlar a transcricdo da célula
hospedeira, transcrevendo DNA pro-viral em RNAs virais mensageiros. S&o

formados diferentes mRNA virais, onde parte deles seréo direcionados ao processo
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de traducdo das proteinas estruturais e acessorias do virus, e outra parte, compora
o0 genoma viral. As proteinas e as fitas de RNAs virais sdo direcionadas para a
periferia celular para geragdo de novas particulas virais e levando a lise celular,
caracterizando o processo de brotamento viral. Por fim, as novas particulas virais
sdo maturadas sob acdo da protease, tornando-as infecciosas e aptas a infectar
novas células (Ferguson et al. 2002; Freed 2015; Engelman and Singh 2018; Ajasin
and Eugenin 2020; Kleinpeter and Freed 2020).

3.2.5 Patogénese

A infeccdo pelo HIV-1 se inicia com a entrada do virus no hospedeiro por
meio da mucosa. Na mucosa, células dendriticas residentes se ligam ao agente viral
e migram até os linfonodos, visando debelar a infeccdo. No entanto, nos linfonodos,
0 virus acaba por interagir e infectar linfécitos T CD4+, promovendo sua replicacao e
propagacdo para os nodulos linfaticos regionais e, posteriormente, para a corrente
sanguinea. Tal processo configura a fase aguda da infeccdo (Fanales-Belasio et al.
2010; Okoye and Picker 2013b; Maartens et al. 2014; Abbas et al. 2015; Loos et al.
2015).

A fase aguda da infeccéo pelo HIV-1 é caracterizada por uma alta carga viral
plasmética (viremia) e deplecdo de linfécitos T CD4* (Figura 4). Quanto a
sintomatologia, alguns individuos apresentam sintomas inespecificos (febre, dor de
garganta e mialgia), enquanto outros ndo apresentam nenhum sintoma, dificultando
a identificacdo precoce da infeccdo. Nesta fase, o individuo portador se tornar um
potencial transmissor (Derdeyn and Silvestri 2005; Fanales-Belasio et al. 2010;
Cohen et al. 2011; Moir et al. 2011b; Abbas et al. 2015).



Figura 4. Curso clinico da infeccéo pelo HIV-1.
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Fonte: Adaptado de Maartens et al. (2014)

Passadas algumas semanas, a viremia € reduzida pela acdo da resposta
imune celular e humoral contra os antigenos virais. Além de controlar a infeccéo, a
resposta imune adaptativa, pode restaurar as quantidades de células TCD4*, mas
ndo aos niveis esperados para um individuo saudavel. Apesar de controlar a
infeccdo, o hospedeiro ndo é capaz de erradicar o virus, pois as altas taxas de
mutacBes no genoma viral favorece o escape do sistema imunolégico (Fanales-
Belasio et al. 2010; Jakobsen et al. 2010; Borrow 2011; Moir et al. 2011b; Naif
2013a; Maartens et al. 2014).

O controle da viremia induz a entrada na fase de laténcia e o
estabelecimento da infec¢do crbnica (Figura 4), caracterizada por uma baixa taxa de
replicacéo viral e pela auséncia de sintomatologia, quadro que pode durar anos. Ao
longo desta fase, alguns efeitos patogénicos (destruicdo das células T pelo virus,
apoptose e ativacao de linfécitos T CD8*) persistem e induzem a uma reducao lenta
e progressiva de linfécitos T CD4+, ocasionando a exaustao do sistema imunoldgico
(Lackner et al. 2012; Maartens et al. 2014; Gonzalez et al. 2016).

A destruicdo dos linfocitos T CD4+ e a falta de atividade das células
imunologicas efetoras, conduz o individuo a progressao para o estagio clinico da

AIDS, caracterizado por taxas de linfécitos T CD4+ menores que 200 células/pL de
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sangue (Figura 4). Neste estagio, pelo fato do sistema imunolégico do hospedeiro
estar debilitando, o que o torna susceptivel a diversas infeccbes oportunistas e
neoplasias incomuns, as quais, se nao tratadas de forma adequada, podem conduzir
a morte do hospedeiro (Derdeyn and Silvestri 2005; Fanales-Belasio et al. 2010;
Lackner et al. 2012; Okoye and Picker 2013a; Naif 2013b; Maartens et al. 2014;
Vijayan et al. 2017).

3.3 TRANSMISSAO VERTICAL DO HIV-1

A transmissdo de mée para filha ou transmissao vertical do HIV-1 é a
principal via de infecgdo em criangcas menores de 13 anos. Estima-se que a cada
10000 criangcas expostas, 2260 sejam acometidas pela infeccdo. Segundo
estimativas da UNAIDS, cerca 1,7 milhdo de criancas estavam vivendo com HIV-1
no mundo em 2021. Apenas no ano de 2000, foram registradas aproximadamente
160 mil novas infecgdes (UNAIDS, 2021).

Segundo o Ministério da Saude do Brasil, no periodo de 1980 a 2021,
17.935 criancas menores de 5 anos foram infectadas pelo HIV-1 via transmissao
vertical, destas 2.876 criancas apenas na regido Nordeste. Entre as criancas
menores de 13 anos infectadas pelo HIV-1 via transmisséo vertical, o nimero de
registro passa dos 15 mil casos desde 1980 (Brasil 2021).

Apesar dos significativos avancos na deteccdo, frutos de um maior
acompanhamento no periodo pré-natal e do sistema de vigilancia da transmissao
vertical, a transmissao vertical do HIV-1 ainda continua sendo um grande problema,
sobretudo em regides afastas dos grandes centros, como as regides Norte e
Nordeste do Brasil. O estado de Pernambuco, dentre os estados nordestinos, ocupa
0 segundo lugar em numero de criangcas menores de 5 anos infectadas pelo HIV
com 702 notificagbes em 2021 (Brasil 2021).

A transmissdo vertical do HIV-1 pode ocorrer durante a gestacdo (em
qualquer momento da gestacdo), no parto (no trabalho de parto ou no parto
propriamente dito) e na amamentacdo. Trata-se de um evento multifatorial, sendo
associada a fatores fetais (prematuridade, baixo peso ao nascer), maternos (baixa
qguantidade de células T CD4+, status clinico-imunolégico, ISTs e coinfec¢des, uso
de drogas, multiplos parceiros, sexo desprotegido), virais (carga viral, resisténcia

viral, tipo viral), obstétricos (tempo de ruptura das membranas amniéticas, idade
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gestacional, tipo de parto) e genéticos (Naarding et al. 2006; Luzuriaga 2007; Boily-
Larouche et al. 2009; Forbes et al. 2012; Celerino da Silva et al. 2013; Patel et al.
2014; Hoffmann et al. 2016; Nakamura et al. 2017; Nkenfou et al. 2019).

A transmissédo intrauterina ou transplacentaria ocorre em 25% das criangas
infectadas pelo HIV-1, principalmente no dltimo trimestre de gestacdo, podendo ser
diagnosticada nas primeiras 48 horas de vida, através de PCR ou cultura e
isolamento viral, a partir de sangue periférico de recém-nascido, na auséncia de
aleitamento materno. A susceptibilidade e/ou resisténcia a transmissao intrauterina
pode ser modulada por mecanismos placentarios, orquestrados por células que
sintetizam fatores sollUveis e receptores celulares, capazes de barrar a infeccao viral,
como: hormonios, quimiocinas, citocinas, receptores do complexo principal de
histocompatibilidade de classe | — MHCI e fatores de restricdo viral (Martinez et al.
2016; Nakamura et al. 2017; Domingues et al. 2018).

No entanto, o virus pode burlar as barreiras placentarias. Durante todo
periodo gestacional, precursores hematopoiéticos fetais podem ser infectados pelo
contato com leucdcitos maternos deciduais, células Hofbauer, células endoteliais e
por trofoblastos infectados. Alguns trofoblastos podem expressar o receptor CD4,
sendo alvos para o virus, e a transmissdo, também, pode se dar por meio da
fagocitose de particulas virais, pelos sinciciotrofoblastos. Adicionalmente,
coinfeccbes ocasionam inflamacdo dos tecidos placentarios e, consequentemente,
lesbes nas vilosidades coribnicas e trofoblastos, favorecendo a infecgao viral
(Lehman and Farquhar 2007; Al-husaini 2009; Martinez et al. 2016; Nakamura et al.
2017; Domingues et al. 2018).

A transmissédo vertical intraparto corresponde a cerca de 65% dos casos.
Esta ocorre durante o trabalho de parto ou no momento do parto pelo contato das
mucosas fetais com liquido amnidtico, sangue contaminado e secre¢fes do colo do
Utero. O diagnéstico é realizado por PCR ou cultura viral a partir do 7° dia de vida
em criancas ndo amamentadas. Testes nas primeiras 48 horas apresentam
resultados falso-negativos (Ministério da Saude/Brasil 2014; Hoffmann et al. 2016;
Nakamura et al. 2017; Domingues et al. 2018).

A transmissao pos-parto € responsavel por 7-10% dos casos de transmissao
vertical e ocorre através do aleitamento materno ou amamentacao cruzada. Neste

sentido, a amamentacdo é considerada um risco adicional a infeccao pelo HIV-1. A
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deteccdo deste tipo de transmisséo, pode ser feita através de PCR utilizando como
amostra o leite materno. O virus presente no leite materno pode alcancar a mucosa
gastrointestinal da crianca, entrando em contato com células imunolégicas da Placa
de Peyer, 0 que propicia a infeccao (Kourtis and Bulterys 2010; Nakamura et al.
2017; Wang et al. 2018).

A taxas de transmissdo vertical do HIV-1 variam de 25 a 30% entre
gestantes que ndo utilizam as medidas profilaticas, o que sugere a presenca de
barreiras naturais protetoras (MINISTERIO DE SAUDE DO BRASIL 2017).

Desde 1997, medidas profilaticas tém sido implementadas no Brasil com o
intuito de reduzir a transmisséao vertical do HIV-1. As medidas envolvem: a testagem
para HIV-1 de todas as gestantes, a administracdo de terapia antirretroviral em
gestantes infectadas a partir 14% semana até o fim da gestacdo, administracéo de
zidovudina (AZT) intravenoso desde a 12 hora do trabalho de parto até o
clampeamento do corddo umbilical (cesarianas eletivas, o AZT deve ser
administrado 3 horas antes), administracdo de AZT oral a todos 0s neonatos
expostos ao HIV-1 durante seis semanas, contraindicacdo do aleitamento materno
(MINISTERIO DE SAUDE DO BRASIL 2017; Brasil 2010; Ministério da Satde/Brasil
2014; Ministério da Saude/Brasil 2018).

Outra medida profilatica € a adocao do parto cesareo, o qual é recomendado
para gestantes com carga viral plasmatica maior que 1.000 cépias/mL ou
desconhecida, visto que no parto vaginal, as contracdes propiciam microtransfusdes
placentarias, aumentando o contato do sangue materno com O heonato e
estimulando uma maior circulacdo viral (Read and Newell 2005; Maartens et al.
2014; Miranda et al. 2016; Dong et al. 2020).

De forma geral, o diagndstico infantil para a infeccéo pelo HIV-1, é primordial
para o inicio precoce da terapia antirretroviral, contribuindo para prevencdo de
infec¢des oportunistas e distdrbios nutricionais. Em criangcas menores de 18 meses,
o diagnostico é realizado pelo exame de carga viral do HIV-1 (quantificagdo do RNA
viral). J& em criancas maiores que 18 meses, além dos testes moleculares, s&o
recomendados os testes sorolégicos (MINISTERIO DE SAUDE DO BRASIL 2017).
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3.4 VARIABILIDADE GENETICA HUMANA, FATORES DE RESTRICAO VIRALE A
TRANSMISSAO VERTICAL DO HIV-1

A transmisséo vertical do HIV-1 é considerada um fenbmeno multifatorial, e
como tal, sua susceptibilidade é influenciada por fatores ambientais (carga viral
materna, tipo de parto, amamentacao), juntamente com fatores genéticos do virus e
do hospedeiro (De Souza et al. 2006; Boily-Larouche et al. 2009; Celerino da Silva et
al. 2011; da Silva et al. 2012; Celerino da Silva et al. 2013; Zupin et al. 2016;
Kamada et al. 2016; Celerino da Silva et al. 2021).

Sabe-se que as variacdes genéticas do hospedeiro, contribuem em parte
para o0 elevado grau de heterogeneidade observado na infeccdo pelo HIV-1.
Adicionalmente, diferencas interindividuais na susceptibilidade ao virus, presentes
em populacdes geneticamente distintas, tem despertado para importancia do estudo
de polimorfismos em diversos contextos da infeccdo pelo HIV-1, desde a
transmissdo até a resposta a terapia antirretroviral (Lama and Planelles 2007; An
and Winkler 2010; Raghavan et al. 2012).

Genes codificantes hospedeiros para diversas proteinas envolvidas no ciclo
viral tém sido elencadas. Dentre estas, os fatores de restricdo viral, tem despertado
particular atencdo. Os fatores de restricao viral sdo proteinas que atuam na primeira
linha de defesa hospedeira, interferindo em etapas criticas da replicacao viral, com o
intuido de evitar a propagacado do virus. Por isso, sdo considerados sensores inatos
as infeccbes. Diversos fatores de restricdo viral tém sido descritos como inibidores
da replicacdo do HIV-1, sendo, constitutivamente, expressos em alguns tipos
celulares. Outros podem ainda ser estimulados, principalmente, por intérferon do tipo
1 (IFN-I), como: APOBEC3G, SAMHD1, Teterina (BST-2), motivo tripartido 5
(TRIM5a), Mx2, proteinas transmembranas induzidas por interferon (IFITMs),
Schlafen 11 (SFLN11) e outros (Neil and Bieniasz 2009; Liu et al. 2011b; Bitzegeio et
al. 2013; Kluge et al. 2015; Colomer-lluch et al. 2018).

3.4.1 Familia TRIM

A familia do “tripartite motif” (TRIM) é um grande grupo de proteinas
envolvidas em diversos processos celulares, sendo reconhecidas por seus papéis na

regulacéo da resposta imune inata e na atividade antiviral (Nisole et al. 2005;
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Baumann 2006; Kawai and Akira 2011; Napolitano and Meroni 2012; Rahm and
Telenti 2012; Kelly et al. 2014).

Proteinas da familia TRIM podem ser divididas em dois grupos principais,
com base na organizacdo gendmica, dominios e propriedades evolucionéarias. O
grupo 1 (G1) estad presente em espécies de invertebrados e vertebrados, sendo
caracterizado por um dominio C-terminal variavel. O grupo 2 (G2) esta presente
apenas em vertebrados e sendo caracterizado por um dominio C-terminal B30.2.
Ambos os grupos de proteinas TRIM possui um motivo RBCC conservado no
dominio N-terminal, o qual consiste em um dominio RING, um ou dois dominios B-
box, e uma predita regido “coiled-coil”. O dominio RING, frequentemente, possul
uma atividade E3 ligase, permitindo a alguns TRIMs modificar outras proteinas
(incluindo proteinas virias) com moléculas de ubiquitina ou similares (Nisole et al.
2005; Uchil et al. 2008; Kawai and Akira 2011; Versteeg et al. 2013; Kelly et al.
2014).

Em humanos, um conjunto de genes TRIM do grupo 2 apresenta particular
importancia no contexto das infec¢des virais. Trata-se do cluster presente no
cromossomo 11, formado quatro genes (TRIM6, TRIM34, TRIM5 e TRIM22), os
quais apresentam atividades antivirais, especialmente TRIM5 e TRIM22 (Sawyer et
al. 2007; Tareen and Emerman 2011; Kelly et al. 2014).

3.4.1.1 TRIMS

A proteina TRIM5a (do inglés “tripartite motif-containing protein 5 alpha”),
inicialmente descoberta em células de macacos Rhesus, é um importante fator de
restricdo viral envolvido no bloqueio da replicacdo do HIV-1 nas fases pds-entrada
elou preé-integracao do ciclo viral (Stremlau et al. 2004; Stremlau et al. 2006).

TRIM5a é codificada pelo gene TRIMS5, localizando no cromossomo 11
(11p15), e consiste em 8 introns e 9 éxons. Em decorréncia de processamento
alternativo, é capaz de produzir diferentes transcritos, sendo a isoforma mais longa
responsavel por originar a proteina funcional (Reymond et al. 2001; Stremlau et al.
2004; Grutter and Luban 2012).

Estruturalmente, a proteina € composta por quatro distintos dominios (RING,

B-box 2, coiled-coid e C-terminal SPRY), os quais estado envolvidos em importantes
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mecanismos de restricdo viral, como: a atividade de E3 ubiquitina ligase, formacéo
de corpos citoplasmaticos contendo TRIMSa, reconhecimento de capsideo viral,
reconhecimento e restricdo especifico de retrovirus (Stremlau et al. 2004,
Javanbakht et al. 2005; Mische et al. 2005; Stremlau et al. 2005; Javanbakht et al.
2006b; Stremlau et al. 2006; Ohkura et al. 2006; Li et al. 2007; Maillard et al. 2010).

TRIM5a reconhece e se liga ao capsideo viral (CA), promove sua
desmontagem prematura, desestabilizando o ndcleo viral, o que pode inibir tanto a
transcricdo reversa, quanto a replicacao viral, restringindo a efetivacéo da infeccéo
(Stremlau et al. 2006; Chatterji et al. 2006; Battivelli et al. 2011). Adicionalmente,
TRIMS5a pode recrutar a maquinaria de degradacao celular dependente de ubiquitina
e ativar vias do sistema imune inato hospedeiro (Ganser-Pornillos and Pornillos
2019).

Figura 5- Etapas iniciais da replicagcdo do HIV-1. TRIM5 intercepta e desativa o nucleo de
maneira que induz a falha da transcrigéo reversa e das etapas posteriores, inibindo a replicacéo viral
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Fonte: Ganser-Portilhos et al. (2019).

O reconhecimento promovido por TRIM5a, acontece gragas a ligacdo do
dominio SPRY a proteinas CA do capsideo viral, o qual é formado por moléculas de
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CA/p24 montadas geometricamente em formato de cone de fulereno, com rede
hexagonal sim ética. Tal ligacdo impede a progressdo das etapas do ciclo viral,
provocando defeitos na desmontagem e estabilidade do capsideo, necessarias para
progressdo da transcricao reversa e replicacdo viral (Mische et al. 2005; Ganser-
Pornillos and Pornillos 2019). Adicionalmente, a atividade restritiva de TRIM5a é
variavel, sendo mais pronunciada em células de macacos Rhesus em comparacao
com células humanas (Stremlau et al. 2004; Javanbakht et al. 2006b; Stremlau et al.
2006; Chatterji et al. 2006).

Estudos tem sugerido que variacbes no gene TRIM5 pode modular a
atividade anti-HIV-1 da molécula. Dentre o0s polimorfismos nao-sinbnimos
identificados, dois merecem destaque (H43Y e R136Q) em decorréncia de seu
impacto funcional na atividade antiviral (Figura 6) (Speelmon et al. 2006;
Goldschmidt et al. 2006; Sawyer et al. 2006; Javanbakht et al. 2006a; Nakayama et
al. 2007; van Manen et al. 2008; Nakajima et al. 2009; Price et al. 2010; Liu et al.
2011a; Celerino da Silva et al. 2016; Singh et al. 2018; Amanya et al. 2020).

Figura 6. Localizacdo de SNPs no gene TRIMS5.
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Fonte: Adaptado de Price et al. (2011).

As trocas de aminoacidos H43Y (rs3740996, dominio RING) e R136Q
(rs10838525, dominio B-box2) podem afetar negativamente a atividade putativa da
E3 ubiquitina ligase e a multimerizacdo proteica, respectivamente (Mische et al.
2005; Sawyer et al. 2006).

O SNP rs3740996 é uma mutagdo do tipo ndo-sinénima onde o nucleotideo
contendo Citosina é trocado por outro com Timina (c.127C>T), gerando a troca do
aminoacido Histidina por Tirosina na posicdo 43. Ele esta localizado na regido
“loop2” do dominio RING, que possui atividade de ubiquitina ligase E3, assim a
variante 43Y, pode estar envolvida na interface de interacdo entre as enzimas E2 e

E3. Portanto, a alteracdo do residuo de Histidina (H43) que é carregado
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positivamente para residuo de tirosina que € um aminoacido polar neutro,
provavelmente aumentara a interacdo entre as enzimas E2 e E3, aumentando a
degradacéao proteassdmica do HIV-1 (Sawyer et al. 2006).

No SNP rs10838525 (R136Q), também ocorre uma mutacdo do tipo nao-
sinbnima onde uma Guanina €é trocada por uma Adenina (407G>A), gerando a troca
do aminoacido Arginina por Glutamina na posicado 136. Este SNP esta localizado no
dominio coiled-coil de TRIM5, o qual é necessario para o reconhecimento e ligacao
do HIV-1 (Perez-Cabellero et al. 2005; Stremlau et al. 2006). Sugere-se que este
dominio também seja necessario para a multimerizacdo de particulas de TRIM5, o
tornando a ligacédo ao virus mais eficaz. E possivel que variagdes na sequéncia de
aminoacidos no dominio coiled-coil possam alteram a multimerizacdo de TRIMS e,
por sua vez, a afinidade de ligacao viral a superficie da proteina, tornando a proteina
mais ativa contra o HIV-1 (Perez-Cabellero et al. 2005; Mische et al. 2005;
Javanbakht et al. 2005; Li et al. 2008).

Em individuos Afro-Americanos, o residuo 136Q tem sido associado com
uma menor susceptibilidade a infeccédo pelo HIV-.1 Em cultura de células, o residuo
136 Q exibe uma melhor atividade anti-HIV-1 que R136, enquanto que 43Y foi
menos eficiente que o variante H43 na restricdo de HIV-1 e leucemia murina
associada a infecgcdo viral (Javanbakht et al. 2006a). A troca de arginina por
glutamina no codon 136 de TRIM5a conferiu protecdo contra HIV-1 em uma coorte
de trabalhadoras do sexo de Pumwani (Quenia) e um aumento da susceptibilidade a
infeccdo pelo HIV-1 em individuos euro-americanos (Mische et al. 2005; Sawyer et
al. 2006). Estudos nas populagbes japonesas, indianas e chinesas mostraram um
aumento da frequéncia do residuo 43Y em controle saudaveis e em individuos

expostos nao-infectados (Nakajima et al. 2009; Liu et al. 2011a).

3.4.1.2 TRIM22

TRIM22, também conhecido como fator de agéo trans estimulado de 50 kDa
(Staf50), € um importante mediador da resposta antiviral, codificado pelo gene de
mesmo nome no cromossomo 11 (11pl15.4) e expresso de forma constitutiva em
varios tecidos humanos, bem como em linfécitos do sangue periférico em resposta a

estimulacdo com IFN-a. Sua expressédo, também pode ser modulada em reposta a



37

diversos virus (HIV-1, rubéola, hepatite, HPV, Epstein-Barr, influenza, etc) e
antigenos virais (Carthagena et al. 2009; Hattimann et al. 2012; Pagani et al. 2021).

Desde sua descoberta em 1995, TRIM22 tem sido caracterizada por sua
capacidade de impedir a transcricdo do HIV-1. TRIM22 pode inibir a HIV-1 replicacdo
do HIV-1 em linhagens de células pro-monociticas e em mondcitos primarios
derivados de macréfagos (Bouazzaoui et al. 2006; Kajaste-Rudnitski et al. 2011).

Como um fator de restricdo hospedeiro, TRIM22 atua no bloqueio do fator de
transcricdo Spl e ligacdo a regido LTR do HIV-1, diminuindo assim a transcricdo
viral. Também existem evidéncias que TRIM22 possa prevenir a liberacdo de
particulas virais através de sua associacdo com proteinas Gag (Barr et al. 2008;
Turrini et al. 2015).

Individuos infectados pelo HIV-1 apresentam um aumento na expressao de
TRIM22, em células mononucleares do sangue periférico, associado com alta
contagem de células T CD4+ e baixa carga viral plasmatica (Singh et al. 2011); fato
nao observado em criangas infectadas (Boswell et al. 2021).

O gene TRIM22 é constituido por 8 éxons e 7 introns, sendo altamente
polimorfico. Varios SNPs, principalmente os localizados nos éxons 3 e 4, tém sido
relacionados com alteracdes estruturais e funcionais na estrutura proteica. Os éxons
3 e 4 sao traduzidos formando o dominio “coiled-coil” da proteina TRIM22, a qual é
responsavel pela formacao de multimeros, poliubiquitinacdo e ativacao de dominio
de oligomerizagao ligado a nucleotideo contendo 2 (NOD2) (Li et al. 2016; Esposito
et al. 2017).

Dois SNPs ndao-sinbnimos tém recebido especial destaque, por suas
implicagdes funcionais, rs7935564 e rs1063303 (Figura 7). O SNP rs7935564, uma
transicéo de A por G, promove a troca de asparagina por acido aspartico na posicao
155 de TRIM22 (Asn155Asp). Enquanto, o SNP rs1063303, uma transverséao de C
por G, promove a substituicdo de uma treonina por uma arginina na posi¢céo 242 de
TRIM22 (Thr242Arg). Esses dois SNPs néo-sinbnimos foram associados a
alteracdes na replicagdo do HIV in vitro, onde células mononucleares do sangue
periféricos de individuos com a combinacdo haplotipica Asnl155/Thr242
apresentaram um menor eficiéncia de replicacdo do HIV-1 em relagdo aos que nao

portavam tal haplétipo (Franzoso et al. 1994; Ghezzi et al. 2013).
Figura 7. Localizag&o de SNPs no gene TRIM22.



38

C15/18 C97, H100 KL Antiviral patch 491-494
RING BB2 CC B30.2
L68R :l $259 e
H73R E135K K160 S244L G346S K364 5373 L432W 456, P484S
S46 K93 K153 K173 5248 Vsam Y $384P403 T46019 c494F
T 1234N * 355 T TRMZC
Tl 1 AR A A EAREIEEE
N P P N * P =a = * ~
Codon: 1 60 97 130 %34 297 498
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Outros estudos tém associado tais variantes a diferentes contextos clinicos
inerentes ao HIV-1 (Ghezzi et al. 2013; Moura Rodrigues et al. 2016; Boswell et al.
2021). Em uma coorte italiana, um haplotipo formado pelos dois SNPs foi associado
com a doencga avancada pelo HIV-1 em adultos (Ghezzi et al. 2013). Por outro lado,
tais SNPs ndo foram associados a marcadores de progressdo entre criancas
infectadas pelo HIV-1(Boswell et al. 2021). Adicionalmente, o SNP rs7935564
também foi associado com uma boa resposta a uma imunoterapia baseada em

células dendriticas autélogas (Moura Rodrigues et al. 2016).

Em relacédo a transmissao vertical do HIV-1, o presente estudo é o primeiro
envolvendo SNPs de TRIM5 e TRIM22 e populacfes pediatricas expostas ao HIV-1
via TV. No entanto, estudos com polimorfismos em outros genes codificadores de
fatores de restricdo foram associados a TV do HIV-1 (Pereira et al. 2013; Kamada et
al. 2016), demonstrando que as caracteristicas genéticas do hospedeiro colaboram
expressivamente na compreensao de mecanismos envolvidos na susceptibilidade as
infeccbes (Boily-Larouche 2009; Purohit et al. 2010; Ricci et al. 2010; Zupin 2016).
Dessa forma, os SNPs em TRIM5 e TRIM22, analisados no presente estudo, podem
estar envolvidos com o menor risco da transmissao materno-infantil do HIV-1 em

uma populacdo do estado de Pernambuco.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO, COLETA E PROCESSAMENTO DAS
AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foi desenvolvido um estudo caso-controle e de coorte, ndao-randomizado,
envolvendo 208 criancas expostas ao HIV-1 via transmissédo vertical e suas
respectivas maes, ambos oriundas da regido metropolitana do Recife e de cidades
do interior do Estado de Pernambuco.

Todos os procedimentos metodologicos foram apreciados e aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humano do IMIP-PE, sob o niimero 2629-
13 (Anexo A).

O recrutamento das criangas e suas respectivas maes foi realizado no
Hospital Dia Pediatrico Engenheiro Manoel Figueira do Instituto de Medicina Integral
de Pernambuco Professor Fernando Figueira (IMIP-PE), durante as coletas de
exames laboratoriais de rotina do servico. Inicialmente, os pesquisadores envolvidos
faziam uma breve apresentacdo da pesquisa para as méaes, convidando-as a
participarem, juntamente com seus filhos. Apds o0 aceite em fazer parte da pesquisa,
as mées assinavam o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (Anexo B),
referente & sua participacdo, e Termo de Assentimento (TA) (Anexo C) autorizando a
participagcdo de seu filho. Paralelamente, respondiam um questionario para

complementacdo de informacgdes clinico-epidemiologicas (Anexo D). De posse dos
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termos, procedeu-se a coleta das amostras bioldgicas e dos dados clinicos a partir
dos prontuarios meédicos das criancas e suas respectivas maes.

Foram recrutadas para o estudo maes pernambucanas infectadas pelo HIV-
1, que durante a gestacao apresentaram ao menos uma carga viral detectavel (>40
copias/ml), com ou sem uso de terapia antirretroviral (TARV); e seus respectivos
filhos expostos ao HIV-1 via transmissdo vertical, com idade limite de 13 anos.
Foram excluidos do estudo, todos os individuos ndo enquadrados nos critérios
acima.

Juntamente com os exames solicitados pela rotina médica do servico (carga
viral, contagem de CD4+ e bioquimica), foram coletados 4 mL de sangue venoso
periférico, em tubos contendo EDTA, das criancas e suas respectivas maes, 0s quais
foram acondicionados sob refrigeracdo por até 4 horas e conduzidos até o
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de
Pernambuco, para processamento.

No laboratério, foram realizadas a separacdo do plasma (sendo
acondicionadas em tubos de 1,5 mL e mantidas em ultra freezer -80°C), e extracdo
do DNA gendmico pelo método de Salting out modificado (Miller et al. 1988). O DNA
gendmico obtido foi devidamente identificado com os coédigos da pesquisa,
quantificado em espectrofotbmetro (NanoDrop™ 2000) e armazenados em freezers
-20°C.

Adicionalmente, as amostras foram caracterizadas do ponto de vista clinico
e epidemioldgico, com base na analise dos dados obtidos dos prontuarios médicos
das criancas e suas respectivas maes. Foram extraidas dos prontudrios,
informacdes referentes as condi¢cdes maternas, as condicées do parto, bem como as
condi¢cbes das criancas expostas. Foram coletadas informacdes, como: sexo, idade,
tipo de parto, amamentacdo, tempo e forma de diagndstico, informactes
antropomeétricas, carga viral, contagem de CD4+, resultados de exames bioquimicos

e presenca de coinfecgdes.

Em consonancia com as condi¢des clinicas, grupos foram formados (Figura
8). As maes foram categorizadas de acordo com a transmissao para o filho em:

transmissoras e nao-transmissoras.
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v Maes transmissoras — caracterizadas pela presenca de ao menos

uma carga viral detectavel (>40 copias/ml) durante a gestacdo e
conceber um filho infectado pelo HIV-1.

v Maes ndo-transmissoras - caracterizadas pela presenca de ao

menos uma carga Vviral detectdvel (>40 copias/ml) durante a
gestacao e conceber um filho ndo-infectado pelo HIV-1.

As criancas expostas ao HIV-1, nascidas de maes infectadas com carga viral
detectavel em algum momento da gestacéo, foram dois grupos:

v Criancas expostas e infectadas (HIV-1*) - caracterizadas pela
presenca de ao menos duas cargas virais detectaveis, e/ou sorologia
positiva para HIV-1;

v Criancas expostas e nao-infectadas (HIV-1") - caracterizadas pela

presenca minima de duas cargas virais indetectaveis, e/ou sorologia
negativa para o HIV-1.

Figura 8. Representacdo dos grupos de mées e criangas

208 Mulheres HIV-1 +

Transmissoras N3ao-transmissoras

&208 Filhos expostos ao HIV-I)

Y Y
Infectados N3o infectados

Fonte: A autora (2022).

4.2 ESCOLHAS DOS SNPS E GENOTIPAGEM



42

Os polimorfismos de base Unica (SNPs) nos genes TRIM5 e TRIM22 foram
selecionados com base em evidéncias da literatura, impacto funcional da variante e
frequéncia alélica minima (MAF) maior ou igual a 10% nas popula¢Bes Yoruba
(YUR) e Caucasiana (CEU), as quais contribuem para composicdo étnica da
populacao de estudo. Para caracterizacdo dos SNPs, foram utilizados os bancos de
dados “SNPedia”, “SNPnexus”, “dbSNPs” e “1000 genomes”.

Dois SNPs, em cada gene, foram selecionados para o estudo e sua

caracterizacao se encontra na tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagédo dos SNPs nos genes TRIM5 e TRIM22 selecionados para o estudo.

Gene SNP Ensaio Variagdi MA Tipodo Localizagd Impacto funcional
Selecionad o] F SNP 0 génica na proteina
0 ger
al

Troca de Histidina

TRI  rs3740996 C_25923723 G/A 0,11 Nao-si Exon2  (H) por Tirosina (Y)
M5 _ 20 nénimo na posicao 43

(H43Y)

Troca de Arginina

rs1083852 C_1452187 C/T 0,18 Nao-si Exon 2 (R) por Glutamina

5 20 nénimo (Q) na posicao 136
(R136Q)

Troca de Aspartato

TRI  rs7935564 C_1452153 G/A 0,46 Nao-si Exon 3 (D) por Asparagina

M2 10 nénimo (N) na posicao 155
2 (D155K)

Troca de Arginina
rs1063303 C_1452150 A/IG 0,43 Nao-si Exon 4 (R) por Lisina (K)
20 nénimo na posigao 242
(R242K)

Fonte: A autora (2022).

Os SNPs foram genotipados através de sondas fluorogénicas alelo-

especificas (®TagMan) em PCR em tempo real no termociclador ABI 7500
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(Applied Biosystems, Foster City, California, EUA). As genotipagens foram

analisadas com auxilio de softwares especificos acoplados ao termociclador.

4.3 ANALISES ESTATISTICAS

As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem
direta utilizando o programa Genotype transposer (Cox and Canzian 2001). A
distribuicdo genotipica foi verificada quanto a aderéncia ao equilibrio de Hardy-
Weinberg por meio do Teste do Qui-quadrado.

Devido a proximidade fisica dos SNPs selecionados, andlises de
desequilibrio de ligacdo e haplotipica foram realizadas por meio do software
Haploview 2.0 (Barrett et al. 2005).

As provaveis associacfes das distribuicbes alélicas, genotipicas e
haplotipicas com a transmisséo vertical do HIV-1 foram aferidas através do Teste
Exato de Fisher.

Também foram realizadas analises de concordancia genotipica entre
criancas e suas respectivas maes, sendo as possiveis associacdes verificadas por
meio do Teste Exato de Fisher.

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do programa R
(verséo 3.4.3) e tiveram como nivel de significancia estatistica fixado em a<0,05,
sendo o intervalo de confianca de 95% (IC-95%).

O poder estatistico do estudo foi analisado por meio do programa G*power
2.0, seguindo as especificagcbes de Faul et al. (2007), onde sao fornecidas as
informacdes do MAF da variante e niumero amostral da populacdo de estudo. O
teste G power € capaz de avaliar a confiabilidade estatistica do estudo para

determinado namero amostral (Faul et al. 2007).
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACAO CLINICO-EPIDEMIOLOGICA DA POPULACAO
ESTUDADA

A caracterizacao clinico-epidemiolégica das 208 criancas expostas ao HIV-1
via transmissdo vertical e suas respectivas mées, encontra-se apresentada nha
Tabela 2.

O grupo de criangas expostas foi composto por 88 individuos expostos e
infectados (42,3%) e 120 expostos e nao infectados (57,7%). Entre as criancas
expostas e infectadas, a maioria era do sexo feminino (54,5%), com peso ao nascer
normal (63,6%) nascidas de parto vaginal (53,4%) e amamentadas com leite
materno (56,8%). Neste grupo, a mediana de idade no diagnéstico foi de 11 anos,
enquanto a mediana do peso ao nascer foi de 3.175 gramas (Tabela 2).

J4 entre as criancas expostas e ndo-infectadas, a maioria era do sexo
feminino (54,2%), com peso ao nascer considerado normal (48,3%), nascidas por
meio de parto cesariano (72,5%) e sem aleitamento materno (96,7%).
Adicionalmente, a mediana da idade de diagndéstico foi de aproximadamente 1 més e
a do peso ao nascer de 2.985 gramas (Tabela 2)

A comparagdo entre criancas expostas infectadas e criangas expostas néo-
infectadas revelou diferencas estatisticamente significativas quanto as
caracteristicas acima descritas. Criancas expostas infectadas apresentaram uma
maior idade de diagnostico (p<0,0001), uma maior frequéncia de nascimento por
parto vagina (p=8,01e®°) e amamentacédo (p=2,2e1%), diferindo significativamente das
criancas expostas nado-infectadas. Por outro lado, o peso ao nascer considerado
insuficiente (p=0,001), foi significativamente mais frequente em criangcas expostas

nao-infectadas em comparacgéo as criangas expostas infectadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracterizacao clinico-epidemioldgica de criancas expostas ao HIV-1 via transmisséo vertical e
suas respectivas maes de uma populacéo de Pernambuco.

Criancas expostas ao HIV-1

Teste univariado e

Variaveis Infectadas N&o-infectadas néo-parametrico
n=88 (42,3%) n=120 (57,7%) OR (95%IC), p-value
Criancas n (%) n (%)
Sexo
Feminino 48 (54,5) 65 (54,2) Referéncia
Masculino 40 (45,5) 55 (45,8) 0,98 (0,55-1,77), 1,000
Faixas de peso ao nascer
Normal (3000-3999) 56 (63,6) 58 (48,3) Referéncia
Insuficiente (2500-2999) 12 (13,6) 43 (35,8) 0,29 (0,13-0,63), 0,001*
Baixo (1500-2499) 11 (12,5) 15(12,5) 0,76 (0,29-1,95), 0,664
Acima do peso (>4000) 5(5,7) 2(1,7) 2,57 (0,40-28,04), 0,439
Muito baixo (1000-1499) 1(1,1) 0(0,0) N&o tem possibilidade
estatistica
Extremamente baixo (<1000) 1(1,1) 0(0,0) N&o tem possibilidade
estatistica
Dado néao disponivel 2(2,3) 21,7 N&o tem possibilidade
estatistica
Tipo de parto
Cesariana 38 (43,2) 87 (72,5) Referéncia
Vaginal 47 (53,4) 33(27,5) 3,24 (1,74-6,11), 8,01e5*
Dado nao disponivel 3(3,4) 0 (0,0) N&o tem possibilidade
estatistica
Amamentacao
Nao 36 (40,9) 116 (96,7) Referéncia
Sim 50 (56,8) 4(3,3) 39,44 (13,19-160,22), 2,2e16*
Dado néo disponivel 2(2,3) 0(0,0) N&o tem possibilidade
estatistica
Mediana (IQR) Mediana (IQR)
Idade no diagnéstico (meses) 11 (1-31,5) 1(1-2) <0,0001*
Peso ao nascer (gramas) 3175 (2713-3573) 2985 (2782-3275) 0,098
Transmissoras  N&o-transmissoras
Maes n=88 (42,3%) n=120 (57,7%)
Diagnostico
Pré-natal 18 (20,5) 52 (43,3) Referéncia
Antes do pré-natal 6 (6,8) 54 (45,0) 0,32 (0,10-0,93), 0.024*
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Parto 19 (21,6) 13(10,8) 12,67 (3,93-47,12), 8,5e7*
Pdés-parto 45 (51,1) 1(0,8) 355,04 (46,33-14535,98), 2,2e16*

TARV na gestacao

Sim 9(10,2) 91 (75,8) Referéncia

Nao 79 (89,8) 29 (24,2) 26,96 (11,70-69,01), 2,2e16*
TARYV no parto

Sim 21 (23,9) 86 (71,7) Referéncia

Nao 60 (68,2) 28 (23,3) 8,66 (4,35-17,85), 6,46e12*

Dado nao disponivel 7 (8,0) 6 (5,0) N&o tem possibilidade
estatistica

Carga viral no 3° trimestre de gestacao

Detectavel 82(93,2) 75 (62,5) Referéncia
Indetectavel 3(3,4) 38 (31,7) 0,07 (0,01-0,25), 4,13e8*
Dado néo disponivel 3(3,4) 7 (5,8) N&o tem possibilidade
estatistica

Mediana (IQR) Mediana (IQR)
Idade no parto (anos) 23 (20-28,75) 26 (22,55-31,00) 0,012*

OR= Razéao de chances; 95%CIl= 95% Intervalo de confian¢a; n= nimero simples;; *= significativo; IQR=
Interquartil

Fonte: A autora (2022).

JA o grupo das mées infectadas pelo HIV-1, cerca de 42% delas,
transmitiram o virus para seus filhos, enquanto, aproximadamente, 58% das maes
nao transmitiram o HIV-1 para seus filhos (Tabela 2).

Entre as mées transmissoras, estas apresentaram uma mediana de idade de
parto de aproximadamente 23 anos. A maior parte, destas maes, foi diagnosticada
para o HIV-1 no pés-parto (51,1%) e ndo fazia uso de terapia antirretroviral (TARV)
na gestacao (89,8%) e/ou parto (68,3%) (Tabela 2).

Por outro lado, entre as mées nao-transmissoras, a mediana de idade de
parto foi de 26 anos. Diferentemente das maes transmissoras, a maioria das maes
nao-transmissoras foi diagnosticada antes do pré-natal (45%), com carga viral
detectavel no terceiro trimestre de gestacdo (62,5%) e em uso de TARV na gestacao
(75,8%) e parto (71,7%) (Tabela 2).

Diferencas estatisticamente significativas foram observadas na comparagao
entre maes transmissoras e maes nao-transmissoras: Maes transmissoras
apresentaram uma menor idade de parto (23 anos) em relagdo as maes nao-

transmissoras (26 anos), diferindo significativamente (p=0,012). Adicionalmente,
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o diagnéstico tardio durante o parto (p=8,5e7) e no pds-parto (p=2,2e16), assim
como o0 ndo uso da TARV na gestacdo (p=2,2e'%) e no parto (p=6,46e1%) foram
significativamente mais frequentes entre maes transmissoras. Por outro lado, o
diagndstico precoce (antes do pré-natal) (p=0,024) e a carga viral indetectavel no 3°
trimestre da gestacéo (p=4,13e®) foram significativamente mais frequentes entre as

maes nao-transmissoras (Tabela 2).

5.2 DISTRIBUICAO ALELICA E GENOTIPICAS DE SNPS NO GENE TRIM5

As frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs rs3740996 e rs10838525
em TRIM5 em criangas expostas e suas respectivas mées, encontram-se descritos
na Tabela 3. A distribuicdo genotipica dos SNPs, tanto em criancas quanto em suas

respectivas maes, estava de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 3. Distribuic&o alélica e genotipica de SNPs em TRIM5 em criangas expostas ao HIV-1
via transmisséo vertical e suas respectivas maes de uma populacdo de Pernambuco.

Genes Criancas Teste Exato Maes Teste Exato de
SNPs Expostas ao de Fisher Infectadas Fisher
HIV-1 OR (95%IC), pelo HIV-1 OR (95%IC),
I NI p-value T NT p-value
rs3740996
(H43Y) n=82 n=116 n=84 n=117
G 145 201 Referéncia 151 208 Referéncia
(88,4) (86,6 (89,9) (88,9)
)
A 19 31 0,85 17 26 0,90
(11,6) (13,4 (0,43-1,62), (10,1) (11,1)  (0,44-1,79),
) 0,647 0,870
G/IG 63 86 Referéncia 69 93 Referéncia

(76,8) (74,1 (82,1) (79,5)
)



G/A 19 29
(23,2) (25,0
)
AJA 0 1
(0,00 (0,9)
X2 teste 1,41 0,74
G*power 0,169
rs1083852
5(R136Q) n=87 n=118
141 181
C (81,0) (76,7
)
33 55
T (19,0) (23,3
)
59 70
C/C (67,8) (59,3
)
23 41
CIT (26,4) (34,7
)
5 7
T/T (5,77  (5,9)
X? teste 1,70 0,09
G*power 0,468

0,89 13 22 0,80
(0,43-1,82), (15,5) (18,8) (0,34-1,80),
0,866 0,577
N&o tem 2 2 1,34
possibilidade (2,4) (1,7) (0,09-18,98),
estatistica 1,000
1,87 0,27
0,150
n=86 n=11
9
Referéncia 142 190 Referéncia
(82,6) (79,8)
0,77 30 48 0,84 (0,49-1,42),
(0,46-1,28), (17,4) (20,2) 0,525
0,331
Referéncia 57 77 Referéncia
(66,3) (64,7)
0,67 28 36 1,05 (0,55-2,00),
(0,34-1,29), (32,6) (30,3) 0,879
0,218
0,85 1 6 0,23 (0,005-1,95),
(0,20-3,29), (1,20 (5,0 0,240
1,000
1,46 0,44
0,455

48

OR = Razéo de chances; 95%IC= 95% Intervalo de confian¢a; n = nimero

simples; * = p-value significativo; IQR = Interquartil; I= Infectadas; NI=

Nao-infectadas;

Fonte: A autora (2022).
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Em relagdo ao polimorfismo rs3740996 foi realizada a genotipagem de 198
criancas expostas, sendo 82 infectadas e 116 ndo-infectadas. O alelo G e o gendtipo
homozigoto G/G foram os mais frequentes entre as criancas expostas e infectadas
(88,4% e 76,8%, respectivamente), bem como entre as criangas expostas nao-
infectadas (86,6% e 74,1%, respectivamente). O alelo variante A foi mais frequente
em criancas expostas nao-infectadas (13,4%) do que em criancas expostas
infectadas (11,6%). Similarmente, o genétipo heterozigoto G/A foi predominante
entre criangcas expostas nao-infectadas (25%) em relagcdo as criancas expostas
infectadas (23,2%). Ja o gendtipo homozigoto A/A foi apenas observado entre
criancas expostas ndo-infectadas (0,9%) (Tabela 3).

O SNP rs3740996 foi genotipado em 201 maes, sendo 84 (41,8%)
transmissoras e 117 (58,2%) ndo transmissoras. O alelo G e o gendtipo homozigoto
G/G foram os mais frequentes tanto em as maes transmissoras (89,9% e 82,1%,
respectivamente) quanto em maes nao-transmissoras (88,9% e 79,5%,
respectivamente). O alelo variante A mostrou-se mais frequente entre mées néo-
transmissoras (11,1%) que maes transmissoras (10,1%). O gendétipo heterozigoto
G/A foi mais frequentes entre maes ndo-transmissoras (18,8%) que nas maes
transmissoras (15,5%). Por outro lado, o genétipo homozigoto A/A foi mais frequente
entre maes transmissoras (2,4%) em relacdo as maes nao-transmissoras (1,7%)
(Tabela 3).

Diferencas estatisticamente significativas ndo foram observadas em relacéo
as distribuicbes alélicas e genotipicas do SNP rs3740966 tanto entre criancas
expostas infectadas e nédo-infectadas, quanto entre as maes transmissoras e nao-
transmissoras (Tabela 3).

Quanto ao SNP rs10838525, foram analisadas 87 criancas infectadas
(42,2%) e 118 néo-infectadas (57,6%), bem como 86 maes transmissoras (42,05%)
e 119 nado-transmissoras (58,9%). O alelo C e o gendtipo homozigoto C/C foram os
mais frequentes entre as criancas expostas infectadas (81% e 67,8%,
respectivamente) e nao-infectadas (76,7% e 59,3%, respectivamente), bem como
entre as maes transmissoras (82,6% e 66,3%, respectivamente) e néo-
transmissoras (79,8% e 64,7%, respectivamente). O alelo variante T e o0 gendtipo
homozigoto T/T foram os mais frequentes entre criangcas expostas e nao-infectadas

(23,3% e 5,9%, respectivamente), bem como entre maes
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nao-transmissoras (20,2% e 5,0%, respectivamente). Ja o genoétipo heterozigoto C/T,
mostrou-se mais frequente entre criancas expostas nao-infectadas (34,7%), bem
como em maes transmissoras (32,6%) (Tabela 3).

Apesar das diferencas percentuais entre os grupos de criangas expostas e
entre as maes, nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas

quanto a distribuicédo alélica e genotipica para o SNP rs10838525.

5.2 DISTRIBUICAO ALELICA E GENOTIPICAS DE SNPS NO GENE TRIM22

As frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs rs7935564 e rs1063303 em
TRIM22 encontram-se descritos na Tabela 4. A distribuicdo genotipica de ambos os
SNPs, nas criancas e maes, encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela
4).

O SNP rs7935564 foi genotipado para 78 criancas expostas infectadas
(45,6%) e 93 criancas expostas nao-infectadas (54,4%). O alelo A e o gendtipo
correspondente A/A foram os mais frequentes tanto em criangas expostas infectadas
(54,5% e 29,5%, respectivamente), quanto em criangcas expostas nao-infectadas
(56,5% e 35,5%, respectivamente). O alelo variante G foi mais frequente entre
criancas expostas infectadas (45,5%) em comparacdo as criancas expostas nao-
infectadas (43,5%). Por outro lado, o gendtipo variante G/G foi mais frequente entre
criancas expostas nao-infectadas (22,6%) em relacdo as criancas expostas
infectadas (20,5%). O genotipo heterozigoto A/G, mostrou-se mais frequente entre
criancas expostas infectadas (50%) que em criangas expostas nao-infectadas
(41,9%). Diferencas estatisticamente significativas n&o foram observadas na
comparacao dos alelos e gendtipos para o SNP rs7935564 entre criangas expostas

infectadas e ndo-infectadas (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicéo alélica e genotipica dos SNPs de TRIM22 em criangas expostas ao
HIV-1 via transmisséo vertical e suas respectivas mées de uma populacéo do estado de

Pernambuco.
Criancas Teste Exato de Teste Exato de
TRIM22  Expostas ao Fisher Méaes Fisher
SNPs HIV-1 OR (95%IC), OR (95%IC),

I NI p-value T NT p-value




rs79355
64

A

A/A

AIG

G/G

X? teste

G*power

rs10633
03

G

G/G

C/IG

C/IC

X2 teste

G*power

n=78

85
(54,5)
71
(45,5)
23
(29,5)
39
(50,0)
16
(20,5)
0,005

105
(56,5)
81
(43,5)
33
(35,5)
39
(41,9)
21
(22,6)
2,01

0,344

n=86

96
(55,8)
76
(44,2)
30
(34,9)
36
(41,9)
20
(23,3)
1,97

n=10
6
128
(60,4)
84
(39,6)
41
(38,7)
46
(43,4)
19
(17,9)
0,92

0,280

Referéncia

1,08 (0,69-1,70),

0,744

Referéncia

1,43 (0,68-3,05),

0,380

1,09 (0,43-2,75),

1,000

Referéncia

1,20 (0,79-1,85),
0,405
Referéncia

1,06 (0,54-2,14),
0,871

1,43 (0,61-3,39),
0,425

n=82

85
(51,8)
79
(48,2)
19
(23,2)
47
(57,3)
16
(19,5)
1,79

n=113

119
(52,7)
107
(47,3)
28
(24,8)
63
(55,8)
22
(19,5)
1,57

0,062

n=83

95
(57,2)
71
(42,8)
25
(30,1)
45
(54,2)
13
(15,7)
0,96

n=113

123
(54,4)
103
(45,6)
36
(31,9)
51
(45,1)
26
(23,0)
0,92

0,585

Referéncia

1,03 (0,68-1,58),

0,918

Referéncia

1,10 (0,52-2,35),

0,861

1,07 (0,41-2,79),

1,000

Referéncia

0,89 (0,58-1,36),

0,608

Referéncia

1,27 (0,63-2,57),

0,512

0,72 (0,28-1,79),

0,528

OR = Razéo de chances; 95%IC= 95% Intervalo de confianca; n = nimero

simples; * = p-value significativo; IQR = Interquartil; I= Infectados; NI=

Nao-infectado; T= Transmissoras; NT= Nao-transmissoras;
Fonte: A autora (2022).

o1
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Adicionalmente, o SNP rs7935564 foi genotipado para 82 maes
transmissoras (42%) e 113 maes nao-transmissoras (58%). Assim como has
criancas o alelo A e o genoétipo homozigoto A/A foram os mais frequentes, tanto
entre as maes transmissoras (51,8% e 23,2% respectivamente) quanto nas maes
nao-transmissoras (52,7% e 24,8%, respectivamente). O alelo variante G mostrou-se
mais frequente entre maes transmissoras (48,2%) que nas nao-transmissoras
(47,3%). Similarmente, o gendtipo heterozigoto A/G foi mais frequente entre as mées
transmissoras (57,3%) que nas nao-transmissoras (55,8%). JA 0 gendtipo variante
G/G foi igualmente frequente em ambos os grupos de maes (19,5%). Apesar das
diferencas percentuais, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas quanto a distribuicdo alélica e genotipica para o SNP rs7935564 nos
grupos analisados.

Ja o polimorfismo rs1063303 foi genotipado em 86 criancas expostas
infectadas (44,8%) e 106 criancas expostas nado infectadas (55,2%). Ja entre as
maes, 83 transmissoras (42,3%) e 113 n&o transmissoras (57,7%) foram
genotipadas. O alelo G foi predominante tanto entre as criangas expostas infectadas
(55,8%) e nao-infectadas (60,4%), quanto nas méaes transmissoras (57,2%) e nao
transmissoras (54,4%). O alelo variante C foi mais frequente entre criancas expostas
infectadas (44,2%) que em n&o-infectadas (39,6%). JA entre as maes, o alelo foi
mais frequente entre mées nao-transmissoras (45,6%) que nas transmissoras
(42,8%).

Quanto a distribuicdo genotipica, o gendtipo homozigoto G/G foi 0 mais
frequente entre criangas expostas nao-infectadas (38,7%) e méaes nao-transmissoras
(31,9%) que em criancas infectadas (34,9%) e méaes transmissoras (30,1%). O
genotipo heterozigoto C/G foi mais frequente entre criangas expostas néo-infectadas
(43,4%) em relagdo a criangas expostas infectadas (41,9%). Entre as mées, 0
heterozigoto foi mais frequente entre as méaes transmissoras (54,2%) que nas nao-
transmissoras (45,1%). Em relacdo ao gendtipo variante C/C, este predominou entre
as criancas expostas infectadas (23,3%) em relagéo as nao-infectadas (17,9%). Por
outro lado, G/G foi mais frequente entre as maes nao-transmissoras (23%) em
relacdo as transmissoras (15,7%). Diferencas estatisticamente significativas nao
foram observadas quanto a distribuicdo alélica e genotipica para o SNP rs1063303

entre 0os grupos estudados.
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5.3 ANALISE DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO E POSSIVEIS HAPLOTIPOS

Devido a proximidade fisica, os SNPs em TRIM5 e TRIM22, foram
analisados quanto a presenca de desequilibrio de ligacdo e formacédo de possiveis
blocos haplotipicos.

Para os SNPs em TRIM5 foi observado que a proximidade fisica resulta em
um forte desequilibrio de ligacdo (D’>0,9) (Figura 8A), gerando 4 possiveis
haplétipos (CG, TG, CA, TA) apresentados na tabela 5.

Figura 9. Andlise de desequilibrio de ligagédo entre os SNPs em TRIM5 (A) e TRIM22 (B) em criangas
expostas ao HIV-1 via transmisséo vertical.

A B | 1

rs10838525
rs7935564
rs1063303

rs3740996

Block 1 (1 kb)
1 2

Block 1 (0 ki)
1 2

Fonte: A autora (2022).

O hapldtipo CG foi 0 mais frequente entre as criancas expostas infectadas e
nao-infectadas, bem como entre as méaes transmissoras e nao-transmissoras, com
frequéncias superiores a 70%. Quanto aos demais haplétipos, apesar das diferencas
percentuais em sua distribuicdo nos diferentes grupos, diferencas estatisticamente

significativas ndo foram observadas (Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicdo haplotipicas em criancas expostas ao HIV-1 e suas respectivas maes
HIV-1+ para polimorfismos do gene TRIM5.

Trim5 Criancas Mées HIV-1+
Expostas
Teste Exato de Fisher Teste Exato de
Fisher
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rs3 rsl OR (1C95%)), OR (1C95%),

74 08 | NI p-value T NT p-value

09 38 n (%) n (%) n (%) n (%)

96 52

5

C G 108 163 Referéncia 112 172 Referéncia
(73,0) (71,0) (74,7) (72,9)

T G 25 36 1,05 (0,57-1,91), 22 38 0,89 (0,47-1,64),
(16,9) (15,5) 0,886 (a4,7) (16,1) 0,771

cC A 13 24 0,82 (0,36-1,76), 12 22 0,84 (0,36-1,85),
(8,8) (10,3) 0,720 (8,00 (9,3) 0,712

T A 2 9 0,34 (0,03-1,67), 4 4 1,53 (0,28-8,41),
(1,3) (3,9 0,211 2,7 @7 0,717

I= infectados; NI= ndo-infectados; OR= Odds Ratio; IC95%-= intervalo de

confianca de 95%; *= p-value significativo

Fonte: A autora (2022).

A andlise de desequilibrio de ligacao entre SNPs de TRIM22 revelou um

fraco desequilibrio (D’>0,25) (Figura 5B), indicando a auséncia de haplétipos.

Mesmo assim, realizamos a analise de alelos combinados e encontramos 4

possiveis combinacdes (A-G, C-G, G-G, A-C) tanto nas criangas quanto nas mées. A

combinacéo A-G foi a mais frequente, tanto entre as criangas quanto entre as maes,

com frequéncias superiores a 31%. Diferencas estatisticamente significativas nao

foram observadas entre 0s grupos estudados (Tabela 6).

Tabela 6. Alelos combinados de TRIM22 em criangas expostas ao HIV-1 e suas respectivas mées HIV-1+.

TRIM22

Criancas

Expostas

Teste Exato de Fisher
OR (1C95%),
p-value

Maes HIV-1+

Teste Exato de Fisher
OR (1C95%),

p-value
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rs rsil

7 06 I NI T NT

9 33 n(%) n () n (%) n (%)

3 03

5

5

6

4

A G 48 57 Referéncia 59 (36,4)74 (33,6) Referéncia
(31,2) (32,8)

G G 35 42 0,99 (0,52-1,86), 43 (26,5)58 (26,4) 0,99 (0,57-1,72),
(22,7) (24,1 1,000 1,000

A C 35 39 1,06 (0,56-2,02), 35(21,6)47 (21,4) 0,93 (0,51-1,69),
(22,7 (22,4) 0,880 0,888

G C 36 36 1,19 (0,62-2,26), 25 (15,4)41(18,6) 0,77 (0,40-1,46),
(23,4) (20,7) 0,646 0,447

I= infectados; NI= nado-infectados; OR= Odds Ratio; IC95%-= intervalo de confianca de
95%; nc= nao-calculado; *= p-value significativo
Fonte: A autora (2022).

5.3 ANALISES DE CONCORDANCIA GENOTIPICA ENTRE MAES E FILHOS

A analise de concordancia/discordancia genotipica entre méaes e filhos para
os polimorfismos estudados em TRIM5 e TRIM22, se encontram apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7. Concordancia e discordancia genotipica de SNPs em TRIM5 e TRIM22 em
criancas expostas ao HIV-1 e suas respectivas maes.

Criancas e Méaes

Gendtipos Infectadas +  N&o-infectadas Teste Exato de Fisher
Criancas| Mdes  transmissoras + OR (95%IC),
Nao-transmisso p-value
ras

TRIM5




rs3740996

GG|GG

GA|GG

GG|GA

GA|GA

GA|AA

AA|GA

Concordantes

Discordantes

rs10838525

cclcc

CT|CC

CTICT

CC|CT

TT|CT

TT|ITT

CT|ITT

Concordantes

Discordantes

n=78

54 (69,2)

11 (14,1)

6 (7,7)

5(6,4)

2 (2,6)

0 (0,0)

59 (75,6)

19 (24,4)

n=85

47 (55,3)

9 (10,6)

14 (16,5)

10 (11,8)

4 (4,7)

1(1,2)

0 (0,0)

62 (72,9)
23 (27,1)

n=114

74 (64,9)

17 (14,9)

12 (10,5)

8 (7,0)

2 (1,8)

1(0,9)

82 (71,9)

32 (28,1)

n=117

54 (46,2)

21 (17,9)

17 (14,5)

15 (12,8)

4 (3,4)

3 (2,6)

3 (2,6)

74 (63,2)
43 (36,8)

Referéncia

0,89 (0,34-2,20), 0,835

0,69 (0,20-2,13),
0,611

0,86 (0,21-3,16),
1,000

1,37 (0,10-19,40),

1,000
N&o tem
possibilidade
estatistica
Referéncia
0,83 (0,40-1,67),
0,620

Referéncia
0,49 (0,18-1,26),
0,142
0,95 (0,39-2,29),
1,000
0,77 (0,28-2,03),
0,656
1,15 (0,20-6,52),
1,000
0,39 (0,01-5,00),
0,623
N&o tem
possibilidade
estatistica
Referéncia
0,64 (0,33-1,22),
0,172
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rs7935564

AG|AG

AAJAG

AAJAA

AG|AA

GG|AG

GG|GG

AG|GG

AA|GG

GG|AA

Discordantes

Concordantes

rs1063303

GG|GC

GC|GC

GC|GG

GG|GG

GClICC

n=72

17 (23,6)

14 (19,4)

7(9,7)

10 (13,9)

9 (12,5)

4 (5,6)

9 (12,5)

1(1,4)

1(1,4)

44 (61,1)

28 (38,9)

n=81

11 (13,6)

21 (25,9)

8 (9,9)

16 (19,8)

5 (6,2)

n=89

22 (24,7)

18 (20,2)

13 (14,6)

11 (12,4)

11 (12,4)

9 (10,1)

4 (4,5)

1(1,1)

0 (0,0)

45 (50,6)

44 (49,4)

n=99

22 (22,2)

16 (16,2)

16 (16,2)

15 (15,2)

11 (11,1)
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Referéncia
1,01 (0,35-2,86),
1,000
0,70 (0,19-2,41),
0,585
1,17 (0,35-3,88),
0,792
1,06 (0,31-3,57),
1,000
0,58 (0,11-2,54),
0,522
2,85 (0,66-14,93),
0,199
1,29 (0,02-106,05),
1,000
N&o tem
possibilidade
estatistica
Referéncia
0,65 (0,33-1,28),
0,204

Referéncia
2,59 (0,90-7,81),
0,058
1,00 (0,28-3,49),
1,000
2,11 (0,69-6,63),
0,206
0,91 (0,20-3,80),
1,000
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CcC|cC 6 (7,4) 8(8,1) 1,49 (0,33-6,42),
0,741
CC|GC 13 (16,0) 8(8,1) 3,17 (0,91-11,90),
0,052
GG|CC 1(1,2) 2 (2,0) 1,00 (0,02-21,24),
1,000
CC|GG 0 (0,0) 1 (1,0) N&o tem
possibilidade
estatistica
Discordantes 38 (46,9) 60 (60,6) Referéncia
Concordantes 43 (53,1) 39 (39,4) 1,74 (0,92-3,29),
0,073

OR= razéo de chances; 95%IC= Intervalo de confianca de 95%; n= nimero
amostral; *=p-value significativo;
Fonte: A autora (2022).

Em relacdo aos SNPs do gene TRIM5, a concordancia genotipica entre mée
e filho para o SNP rs3740996 foi mais frequente no grupo positivo para transmissao
vertical (criancas expostas infectadas e mées transmissoras) (75,6%) que no grupo
negativo para TV (criancas expostas nado-infectadas e mées ndo-transmissoras
(71,9%). Ja a discordancia foi mais frequente no grupo negativo (28,1%) para TV do
que para o0 grupo positivo para TV (24,4%). Nenhuma combinacdo apresentou
diferenca significativa entre 0os grupos positivo e negativo para TV (Tabela 7).
Resultados similares observados para o SNP rs10838525, onde a concordancia
genotipica foi predominante entre os individuos do grupo positivo (72,9%) para TV
em relacdo ao grupo negativo (63,2%). Consequentemente, a discordancia foi
predominante no grupo de individuos negativos para TV (36,8%) em relacdo ao
positivo (27,1%). Apesar das diferencas percentuais, estas ndo se mostram
significativas (Tabela 7).

Ja para o SNP rs1063303, a discordancia foi maior no grupo onde a
transmissao vertical foi negativa e a concordancia maior no grupo onde a

transmissao vertical foi positiva. Da mesma forma, ndo foram encontradas
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diferencas estatisticamente significativas entre a similaridade dos genétipos de mées
e filhos e o risco da transmissdo materno-fetal do HIV-1 (tabela 7).

Em relacdo aos SNPs no gene TRIM22, observou-se uma predominancia da
discordancia genotipica (Tabela 7). Para o SNP rs7935564, a frequéncia de
discordancia genotipica foi maior entre individuos do grupo positivo para TV (61,1%)
em relacdo ao grupo negativo (50,6%). Ja a concordancia foi mais frequente entre
0os individuos negativos para TV (49,4%), no entanto sem diferencas
estatisticamente significativas (Tabela 7).

Em relacdo ao SNP rs1063303, observou-se uma maior frequéncia de
discordancia genotipica entre os individuos negativos para TV (60,6%) em relacéo
aos positivos (46,9%). Ja os genotipos concordantes foram mais frequentes nos
individuos positivos para TV (53,1%) que nos negativos (39,4%). Diferencas
estatisticamente significativas ndo foram observadas nas diferentes comparacfes
realizadas, no entanto, individuos positivos para TV com concordancia para o
gendtipo GC foram mais frequentes (25,9%) que individuos negativos para TV, com

um valor de p-value de 0,058, indicando um possivel efeito de borda (Tabela 7).

6 DISCUSSAO

Entender os mecanismos envolvidos no desfecho da transmissao vertical é

um desafio, sobretudo devido a sua natureza multifatorial. Neste sentido, estudamos
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uma populagéo de criangas expostas ao HIV-1 via TV, e suas respectivas maes, com
o intuito de encontramos fatores de risco clinicos e genéticos envolvidos na
susceptibilidade a TV do HIV-1.

Uma menor idade de diagndstico infantil e o peso insuficiente ao nascer,
frequente em criancas expostas nao-infectadas pernambucanas foram relacionadas
a uma menor susceptibilidade a TV do HIV-1. O diagnéstico precoce é imperante na
prevencao e na contencdo de consequéncias oriundas da infecgdo. Enquanto o
diagnostico tardio, retarda o tratamento, possibilitando a disseminagédo viral e
dificultando o controle da infeccdo (Ministério da Saude/Brasil 2018). JA o peso
insuficiente ao nascer, observado em nossa populacdo, ndo corroboraram com
Segat et al. (2014) em uma coorte da Zambia. A maioria das maes de criancas
expostas e ndo-infectadas no presente estudo fizeram o uso da TARV no inicio da
gestacao, diferente do observado na populacdo da Zambia. O uso da TARV no 1°
trimestre de gestacdo pode reduzir o peso fetal, como observamos (WANG et.,
2018).

Por outro lado, o aumento de susceptibilidade a TV foi relacionado com o
parto vaginal e aleitamento, corroborando diversos estudos (Gaillard et al. 2000;
Read and Newell 2005; Becquet et al. 2009; Liang et al. 2009; Lockman and Creek
2009; Gouvéa et al. 2020; Operto 2020; Napyo et al. 2020). Segundo o European
Collaborative Study (2012), entre gestantes infectadas pelo HIV-1, o parto cesariano
eletivo € o mais indicado para evitar a TV. Mesmo com as devidas precaucdes, 0
parto vaginal viabiliza a exposi¢cdo da crianca ao sangue e secrecdes maternas
contaminadas (Ministério da Saude/Brasil 2018). Adicionalmente, o leite materno
também é um forte fator de risco para TV, pois o leite ndo estd isento de virus,
mesmo em genitoras em TARV e com carga viral suprimida (Shapiro et al. 2005).

Em relacdo as varidveis maternas, a menor idade no momento do parto, o
diagndstico tardio e o ndo uso de TARV na gestacdo e/ou momento do parto foram
associadas a uma maior susceptibilidade, enquanto o diagnostico precoce (antes do
parto) a uma menor susceptibilidade a TV. Genitoras mais jovens refletem o
comportamento da infeccédo pelo HIV-1 no Brasil. A menor idade implica em menor
condicao socioecondmica observada através de varidveis como escolaridade, renda
per capita familiar, ocupacéo e em maior relaxamento nos cuidados pessoais e com

os filhos, implicando em diagndstico e tratamento tardio, aumentando as chances de
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transmissao (Nkenfou et al. 2019; Dong et al. 2020; Nguyen et al. 2020; Menegotto
et al. 2021).

O diagnostico materno precoce € essencial para adocdo de medidas
preventivas e profilaticas visando o combate & TV, como: inicio imediato da TARV,
supressdo do aleitamento e tipo de parto (De Moura and De Praca 2006; Tornatore
et al. 2010; Ministério da Saude/Brasil 2018). As diretrizes brasileiras recomendam
que todas as gestantes durante o pré-natal (12 consulta e inicio do 3° trimestre de
gestacdo), no parto e no pés-parto facam a testagem para o HIV-1 (Ministério da
Saude/Brasil 2018). No entanto, em regides distantes dos grandes centros, como 0
interior do Nordeste, tais recomendacfes acabam falhando e possibilitando a TV.

A aderéncia a TARV, também, é crucial para impedir a TV. Segundo
Townsend et al. (2008), o uso da TARV na gestacdo e/ou momento do parto,
reduzem significativamente as chances de transmissdo do virus para os filhos,
sobretudo no ultimo trimestre de gestacdo. Maes pernambucanas com carga viral
detectavel no 3° trimestre de gestacdo foram mais susceptiveis a TV, sugerindo a
importancia do uso e adesdo a TARV no combate a TV (Miranda et al. 2016;
Ministério da Saude/Brasil 2018).

Em relacdo as variaveis genéticas, o presente estudo observou uma baixa
frequéncia do alelo variante 43Y (rs37400996) de TRIM5 em maes néo-
transmissoras e criangas expostas ndo-infectadas, mas sem associagao significativa
com a susceptibilidade a TV do HIV-1 como em alguns estudos realizados no Brasil
(Celerino da Silva et al. 2016), China (Liu et al. 2011a), Estados Unidos (Speelmon
et al. 2006; Javanbakht et al. 2006a) e Quénia (Price et al. 2010).

Similarmente ao nosso estudo, Celerino da Silva et al. (2016) evidenciaram
uma baixa frequéncia do alelo 43Y e auséncia da associagdo em uma populagéo
brasileira de 234 individuos adultos saudaveis (HIV-1) em comparagdo com 213
adultos infectados pelo HIV-1 sob HAART, de ambos os sexos. Os participantes
recrutados por Celerino da Silva et al. (2016) foram recrutados na mesma instituicao
de saude que o presente estudo (IMIP), ou seja, possuem a mesma estrutura
genética, Apesar da forte mistura genética esperada para o estado de Pernambuco,

foi demonstrado por Coelho et al. (2015) que a populacdo de Recife possui uma
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baixa subestrutura genética, com predominio de contribuicdo genética europeia
(59,7%), seqguido de africana (23,0%) e amerindia (17,3%).

Liu et al. (2011a), estudando usuéarios de drogas intravenosas (UDIs)
chineses, demonstraram uma associagdo entre o homozigoto para o alelo 43Y e
uma menor suscetibilidade (OR:0,46; IC: 0,22-0,94; p=0,033) ao HIV-1 em uma
coorte de 666 individuos soronegativos e 485 infectados com HIV-1. Apesar dos
participantes de Liu et al (2011a), também foram expostos ao HIV assim como no
presente estudo, a via de exposicdo foi diferente assim como a constituicao étnica e
0s subtipos de HIV-1.

Do mesmo modo, em afro-americanos, o alelo 43Y foi associado com a
menor susceptibilidade ao HIV-1 (OR:0,61; 1C:0,38-0,99; p=0,043) (Javanbakht et al.
2006a). Os participantes envolvidos foram recrutados em San Francisco, EUA, com
diferentes etnias: euro-americanos e afro-americanos e sob HAART.

Outros estudos realizados entre mulheres quenianas altamente expostas ao HIV-1 e
homens (Price et al. 2010) e homossexuais de ascendéncia europeia-americana
(Speelmon et al. 2006), ndo evidenciaram associacdo desta variante com a
susceptibilidade a infeccdo. Ambos os estudos (Price et al. 2010; Speelmon et al.
2006) analisaram participantes expostos ao HIV-1, mas nado infectados, como no

presente estudo, sendo por vias de exposicao e etnias distintas,

Diferentemente dos nossos achados e dos achados da literatura listadas
acima, Nakajima et al. (2009) estudando coortes de individuos indianos (101
individuos infectados pelo HIV-1 e 99 controles saudaveis) e japoneses (94
individuos infectados pelo HIV-1 e 487 controles saudaveis), observaram uma menor
frequéncia do alelo 43Y entre os individuos infectados das duas populagdes, sendo
associado com uma maior susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1, apenas na
populacao indiana (OR: 0,52; IC: 0,31-0,89); p<0,05) (Nakajima et al. 2009). Os
diferentes comportamentos do alelo 43Y entre do presente estudo e o de Nakajima
et al. (2009) podem estar relacionados a diferente constituicdo genética das
populacdes e a distribuicdo diferente dos subtipos do HIV-1. Na populagéo indiana
foi mais prevalente o subtipo C do HIV-1 e o alelo 43Y foi associado com maior
susceptibilidade. Ja na populacdo japonesa o mais prevalente foi o subtipo B do

HIV-1, assim como no presente estudo, e ndo sendo encontrada associacdo. As
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atividades antirretrovirais do TRIM5 diferem entre os subtipos de HIV-1 (Kaumanns
et al. 2006).

Estudos in vivo e in vitro indicam que a variante 136Q pode induzir a
remocao prematura do capsideo do HIV-1, evitando integracéo e replicagédo do virus,
explicando assim uma menor susceptibilidade a infeccdo (Javanbakht et al. 2005;
Mische et al. 2005; Li et al. 2007).

Ja no que se refere a distribuicdo do polimorfismo R136Q em TRIMS5,
observou-se, em nossa populagdo, uma predominéancia do alelo selvagem C (R136)
e do gendtipo C/C e uma baixa frequéncia do alelo variante T (136Q) entre as
criancas expostas e maes infectadas. O alelo variante T (136Q) foi predominante em
criangas expostas e ndo-infectadas, mas sem associagbes significativas,
corroborando as evidéncias apresentadas por Liu et al. (2011a) em uma populacao
chinesa de usuarios de drogas injetaveis, onde também foram incluidos participantes

expostos e ndo-infectados pelo HIV-1.

Nossos resultados divergem de alguns estudos ja reportados na literatura
(Speelmon et al. 2006; Javanbakht et al. 2006a; Price et al. 2010; Celerino da Silva
et al. 2016). Celerino da Silva et al. (2016) em seu estudo em uma populacdo do
nordeste do Brasil, observaram uma associa¢do do alelo 136Q (OR:0,66; IC:0,49-
0,90; p=0,008) e do gendtipo 136QQ com uma menor susceptibilidade ao HIV-1
(OR:0,33; 1C:0,13-0,79; p=0,008). Apesar da similaridade étnica dos participantes de
Celerino da Silva et al. (2006) e o presente estudo, vale ressaltar a diferenca entre
as caracteristicas clinicas das populacdes. No presente estudo foram analisadas
populacfes pediatricas expostas ao HIV-1 e adultos infectados pelo HIV-1 apenas
do sexo feminino com filhos. Price et al. (2010) em um estudo conduzido entre de
trabalhadoras do sexo quenianas (expostas ao HIV-1) sugeriu uma associacao do
alelo 136Q com uma reduzida susceptibilidade (OR:2,991; IC:1,806-4,953;
p=1,104E-05). Adicionalmente, Javanbakht et al. (2006a) constataram uma menor
susceptibilidade ao HIV-1 entre individuos de origem afro-americana (OR: 0,52;
p=0,043). A diversa distribuicdo da variante 136Q e os diferentes haplétipos podem
ser responsaveis por essa discrepancia com o presente estudo. Esses achados

evidenciam a importancia dessa variante na imunidade inata das populagdes.
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Diante dos diversos estudos realizados até o momento, observamos que
nao ha um consenso entre 0 SNP R136Q, assim como no H43Y e a associagcao com
a infeccao pelo HIV-1. Estes diferentes resultados podem ser causados por fatores
como a capacidade do HIV-1 infectar diferentes tipos celulares de acordo com via de
transmissdo, bem como as variacbes nos niveis de expressdo de TRIM5 em
diferentes tipos celulares e subtipos do HIV-1 (Kaumanns et al. 2006; Sewram et al.,
2009).

Ja no que se refere ao gene TRIM22, também ndo observamos associagdes
entre os SNPs estudados e a TV do HIV-1. A variante A do SNP rs7935564 foi a
mais frequente em ambos 0s grupos de mées e criangas, sendo mais frequente nos
grupos onde a transmissao vertical ndo ocorreu, podendo estar exercendo fungéo
como fator de restricdo, porém ndo foi encontrada associacdo estatisticamente
estatistica. Em relacdo ao SNP rs1063303, também ndo encontramos associacao,
sendo o alelo selvagem C mais frequente nos grupos estudados.

Poucos estudos (Boswell et al., 2021; Medrano et al. 2016; Ghezzi et al.
2013; Moura Rodrigues et al. 2016) abordam tais variantes no contexto da infeccao
pelo HIV-1, sendo estes mais voltados para progressao da AIDS e coinfeccfes. Até
0 momento, o presente trabalho é o primeiro estudo de associacdo genética
envolvendo variantes de TRIM22 e a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1. No
Zimbabue, foi realizado um estudo de associacdo genética com marcadores de
progressdo da AIDS em criancas e indicadores de doenca avancada (contagem de
células T CD4 +, carga viral do HIV-1, atraso no crescimento ou diarreia crbénica). O
total de 241 criancas infectadas pelo HIV-1, sem TARV, com idades entre 6 e 16
anos, foram recrutadas. Ambos os SNPs de TRIM22 (rs7935564 e rs1063303) ndo
foram associados a progressdo da AIDS (Boswell et al., 2021). Outro estudo
conduzido entre individuos espanhdis coinfectados com HIV/HCV, sugeriu que o
homozigoto selvagem G/G rs1063303 foi associado a fibrose hepatica significativa
(Medrano et al. 2016).

Em individuos de descendéncia europeia, foi observado que a replicacdo do
HIV-1 foi mais eficiente em PBMCs de individuos portadores de alelos selvagens
gue em individuos com alelos variantes para ambos os SNPs de TRIM22 estudados.
Foram envolvidos 182 individuos saudaveis e 228 individuos infectados pelo HIV-1,

classificados de acordo com a progressédo a AIDS. Em relacdo ao TRIM22
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rs7935564, o homozigoto G/G e o heterozigoto A/G foram mais frequentes em
progressores rapidos que em progressores lentos ou mesmo normais, podendo
determinar a gravidade da doenca. Por outro lado, o TRIM22 rs1063303 né&o foi
associado a progressao da doenca do HIV-1 (Ghezzi et al. 2013)

Um estudo de associacdo genémica ampla (Genome-wide) foi realizado em
individuos infectados pelo HIV, tratados com imunoterapia baseada em células
dendriticas em ensaios clinicos realizados por grupos de pesquisa na Espanha e no
Brasil (Moura Rodrigues et al. 2016). Através dessa varredura gendmica foi
encontrada associacdo do alelo selvagem G rs7935564 com a ndo progressao a
longo prazo para AIDS em pacientes italianos (OR:0,20; 1C:0,04-0,88; p=0,02). O
mesmo alelo também foi associado a uma boa resposta a imunoterapia baseada em
células dendriticas, estando envolvido como fator de restricdo (Moura Rodrigues et
al. 2016).

Adicionalmente, o gene TRIM22 possui uma extensa variacdo genética,
caracterizada por Kelly et al. (2014) por andlise In Silico. O rs1063303, abordado em
nosso estudo, foi identificado como um SNP altamente prevalente que influencia a
funcdo génica, onde sua variante G pode aumentar a expressédo de TRIM22, porém
diminui a atividade antiviral de TRIM22 (Kelly et al. 2014).

O impacto funcional das variantes de TRIM22 nao foi totalmente elucidado
até o momento e sua a relagdo com a susceptibilidade ao HIV-1 é pouco explorada
na literatura, sendo necessaria a realizagdo de mais estudos em diferentes
populacoes.

O presente estudo apresentou um baixo poder estatistico, como verificado
pelo teste G Power. Nesse sentido, a replicacdo desse estudo com maior nimero
amostral pode mostrar a associacao entre as variantes genéticas estudadas e a
Transmissdo vertical do HI-V-1, visto que foi observada uma tendéncia de
associacdo. Com o baixo numero amostral desse estudo ndo foi possivel encontrar
individuos portadores do genotipo A/A para o SNP rs3740996, onde era esperado
encontrar devido ao MAF, sendo um viés presente no estudo.

Nesse sentido, apesar de n&o terem sido encontradas associacoes
estatisticamente significativas no presente estudo, as variantes de TRIM5 e TRIM22
podem atuar na regulacdo da imunidade inata das populacdes estudadas frente a

infeccdo pelo HIV-1 como fatores de restri¢cao viral.
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. Novos estudos, com maior niumero amostral e com abordagem funcional,
como analise da expressao génica destes genes sao incentivados a fim de elucidar
0 papel de SNPs nos genes TRIM5 e TRIM22 na modulacdo da susceptibilidade ao
HIV-1.

7 CONCLUSOES

v Através da caracterizacdo clinica da populacdo de estudo, foi
verificada a importancia das medidas profilaticas. O uso da TARV
durante a gestacdo e/ou parto, o parto cesareo, a inibicdo da
amamentacao e a carga viral indetectavel no final da gestacédo foram
fundamentais na profilaxia da infecgdo em criangas expostas ao HIV-1
e devem ser ampliadas.

v A distribuicdo alélica e genotipica dos SNPs estudados € bastante
varidvel entre os diferentes grupos étnicos, ndo apresentado
associacOes significativas com a transmissédo vertical do HIV-1 na
populacdo de Pernambuco. No entanto, o estudo foi pioneiro em
abordar tais polimorfismos em uma populacdo pediatrica exposta ao
HIV-1.
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9 ANEXOS

ANEXO A —PARECER SUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

| I ey

IMIP

DECLARAGAO

Declaro que o projeto de pesquisa n® 3629 - 13 intitulado “Fatores Genéticos
humanos envolvidos no curso da Infeccdo pelo HIV: Transmissdo
vertical, imunidade e resposta & terapia antirretroviral.,” apresentado pelo
(a) pesquisador (a) Antonio Victor Campos Coelhos foi APROVADO pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Serss Humanos do Instituto de Medicina
Integral Prof. Femando Figueira — IMIP, em reunido ordindria de 13 de
novembro de 2013

Recife, 18 de novembro da 2013

o sod bl

Coordenador do Comba de Etica
em Posquiza em Seres Mumanos do
Instituto da Madicina Integral Prof. Farnando Figuaira
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Fatores Genéticos Humanos Envolvidos no Curso da Infecgao pelo
HIV: Transmissao Vertical, Imunidade e Resposta a Terapia Anfirmetroviral

Pecgulcador recponcivel Comitd & Efioa sm Pecquica
Antonlo Vickor Campos Coslo Fua dos Coehos, 300, Boa Viska, Recie, FE.
Local de Tabaiha: Laborabéric de Imuncpatoiogls  Diretora de Pesquisa, Prédlo Orianco Onose, 19
Kaizn Asaml (LECA) Andar.

Ay, Prof. Morses Rego, 1235, Cldade UniversEdrs,
Recife, PE. CEF: SD6T0-201. Telefone: 2101-2542  Fundonamento: 2® a E° feira, Th as 11h30M 3030

antonio victorgutpe. br a3 16h.
Telstore 21224755
Mé&dico supsrdsor da pesquisa comisdesticagimip.og br

Lulz Clsdo Sraes de Alencar (IMIF)
iamaesiZhotmallcom

Convidamos woof a participar de uma pesquisa gue estamos realizando sobre
diferencas genéticas envolvidas no comportamento do HIV no organismo. Algumas
pessoas combatem melhor o virus que oulras durante a infecgao; outras respondem melhor
3 terapia com os antimetrovirais. Alem disso, algumas criancas adguirem o virus durante o
parto ou amamentagao (fransmissao vertical). enguanto cutras nSo. Estames fazendo essa
pEsOUSa para fentar descobrir se diferencas genéticas expliguem essa diferenca entre as
pessoas convivendo com o HIV & pretendemos recrutar 400 woluntarios ao todo. Essa
pesquisa & importante pongue podera contrbuir paa que o futune os médicos melhorem
o5 tratamentos contra o HIV. Alem disso, vood podera solicitar aos pesquisadores que
comuniquem os resultados a vooé e a seu medico para que ele avalie se vocd obieria
beneficios com as descobertas.

Com sua autorzagao, gostariamos de realizammos entre uma e cnco coletas de
pequenas quantidades do seu sangue (no maximo 3 ml por coleta), colidas durante os
exames de rotina de acompanhamento da infecgdo pelo HIV. Caso sejam necessarias mais
de uma coleta, elas serdo fetas a cada trés ou quatro meses, de acordo com a rotina de
suas consultas. Solicitamos também a sua autorizag3o para utilizar dados do prontudrio,
como idade que imiciou o acompanhamento medico & os resultados dos seus Uimos
exames de rotina para avaliar o conirole do HIV. Como a Genefica esta em constante
evolugio, & possivel que novas pesquisas além desta sejam realizadas com suas
nformagdes & material biokdgico ammazenades. Caso isS0 OCOMA, 05 PesOUISACONeEs
entrarao em contato com o comité de &fica e com vore para solicitar nova autorizacao.

Informamos que o material contribuido por vocd sera ammiazenado no Laboratono de
Imunopaiologa Keize Asami (LIEA), que fica na Universidade Federal de Pemambuco
{UFPE). Seu material n3o serd enviado a outros pesquisadores brasileiros ou estrangeinos,
permianecendo apenas no LIKA. O enderego do LIKA e as formas de contato com os
pesquisadores estio no comeo desse documento.

Informamos que os riscos gue Vood Coime a0 participar da pesquisa s3o apenas
sintormas provocados pela coleta do sangue como: vermethid3o e dor no brago no local da
coleta e enjoo. AkEm disso, todas as suas informacdes pessoas estarao seguras. Nenhuma
pessoa fora da pesquisa terd acesso a elas.

A participagao na pesquisa & totalmente woluntaria. Nao havera nenhum gasto pela
sua participagdo, ndo recebendo cobranca com o que sera realizado. Voce tambem nao
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recebera nenhum pagamento ou beneficio financeiro pela sua participagdo. Da mesma
forma, ndc havera nenhum prejuizo a vocé casoe ndo queira paricipar ou desistir de
participar desta pesquisa.

Caso vocé se sinta prejudicadoia) pelo andamento da pesquisa, asseguramos que
vocé recebera todas as assisténcias cabiveis neste hospital, incluindo o direite de solicitar
indenizacdo aos pesguisadores por eventuais danos. Caso vocé possua alguma divida
acerca dos objetivos do estudo, por favor, entre em contato com o0s responsaveis pela
pesquisa. Além disso, se vocé tiver alguma considerac3o ou davida sobre esta pesquisa,
também pode entrar em contato com o comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do IMIF (CEP-IMIF), que objetiva defender os interesses dos paricipantes, respeitando
seus direitos e confribuir para o desenvolvimento da pesquisa desde que atenda as
condutas éticas.

Eu, (nom
e completo) compreendi as informacfies repassadas e autorize que seja realizada a
avaliacio genética da amostra de sangue coletada, e concorde gue os dados obtidos sejam
utilizados para pesqguisa. Declaro que fui informado(a) pela equipe do pesquisador Sergio
Crovella sobre os chjetivos da pesquisa e estou consciente de que:
1. Concordei em participar da pesguisa sem nenhum tipo de pressao;
2. Posso a qualquer momento entrar em contato por telefone com o pesquisador se
tiver qualquer divida sobre os procedimentos, riscos e beneficios da pesquisa;
3. Posso a qualguer momento desistir de participar da pesquisa, sem que isso
prejudique meu atendimento no hospital;
4. O pesquisador podera ter acesso ao meu prontudric e que minhas informagdes
pessoais serdo mantidas em sigilo;
5. Recebiuma copia deste documento.

Assinatura do Voluntario

Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Inclusdo no Brago (Transmissao vertical do HIV) C do estudo?
SIM{ ) | NAO ()
Se SIM, aplicar o termo de assentimento para a coleta do(a) filho{a) da paciente.
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ANEXO C — TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE ASSENTIMENTO (TRANSMISSAD VERTICAL — BRACO C)

Titulo da pesquisa: Fatores Genéticos Humanos Envolvidos no Curso da Infeccdo pelo
HIV- Transmissao Vertical, imunidade e Resposta a Terapia Antimetroviral

Pecquicador responsdred Comité de Etlca sm Pecgqulca
Aurion b Wicior Carmps Cossd ha Rua dos Coslog, 300, Boa Viskta, R=cif=, PE.
Lioacal de= rabalinee Laboryidno d= Imunopabliogls  Direiona de Pesquisa, Predio Criamds Cmofre, 19
Eeizo Azaml (L) Aradar,

v, Pl Momes Rego, 1235, Cldsds
Unkersitaria, Recte, FE. CEF: SOETIF201. Fundonamenbos 28 3 B® feira, Th 45 11h30M1M 3030 &5
Tekefone: 2101-2542 18k
anfoniovictorfufpe br Tishsdnne: 2 1 23 23-4 TEE
comhedesticafimip.ong b
Miadion supenvisor ds pesguiss
Luke Claudio Arraes. die Alencar (IMIP)

lulamaesfnotmal.com

Estamos realizando uma pesquisa sobre como o vinus que causa a AIDS & passado
de mae para filho. Desta forma corvidamos wocé & seufsua) filoia) a participar. O virus da
munodeficiéncia humana (HIV) tambem pode ser passado da mae para o filho durante ou
apos a gravidez, e esse tipo de passagem & conhecido como transmissao vertical. Mo
entanto, nem todas as criangas filhas de maes mfectadas peo virus, nascem com ele, ou
seja, algumas podem nascer infectadas, enquanto cutras nao. Pouco se sabe sobre como
E50 aconiece.

Messe sentdo, nossa pesquisa sobre ransmiss3o vertical pretende recrutar 100
voluntarios e vai tentar descobrr quas s30 os fatores geneticos que expliqguem essa
dleI'EI'bI‘.a mmlmmmnﬂrnepﬂdermhzamfnmde rrpe-:hraenlla:ladu
virus e tambem melhorar 3 forma do tratamente anti-HIV. Além disso, vocs podera solicitar
a0s pesquisadores que comuniguem os resultados a voce e a seu medico para que de
avalie se seu(sua) filw{a) obteria beneficios com as descobertas. Solicitamos a voce a
autorizazao para realizarmos uma coleta de pequena quantidade de sangue do seu(sua)
filho{a) (4 mL de sangue). colhida durante os exames de notinag de acompanhamento da
infecdo pelo HIV.

Solicitames tambem a sua autorizagao para ufiizar dades do prontuario dofa)
seu(sua) filhola), como idade. tipo de parto, & os resultados dos Uiimos exames de rotina
para avaliar o controle do HIV. Como a Genetica esta em constante ewolugao, € possivel
que novas pesquisas alem desta selam realzadas com suas hf:n‘na;:ies. & materal
biologico armazenados. Caso sso ocoma, 05 pesquisadores entrardo em contato com o
comite de ética & com vocd para mmmmn

Informameos que o material contribuido por voce sera ammazenado no Laboratonio de
Imunopatologa Keizo Asami (LIKA), que fica na Universidade Federal de Pemambuco
(UFPE). Seu material nao sera enviado a outros pesguisadores brasileiros ou estrangeiros,
permanecendo apenas no LIKA. O endereco do LIKA e as formas de contato com os
pesquisadores Elaummne?}deme dacumenta.

Informamos que os riscos que seuisua) filho{a) come a0 participar da pesquisa s30
apenas sintomas provocados pela coleta do sangue como: vermethidao & dor no brago no
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local da coleta. Além disso, todas as suas informacdes pessoais e de seu(sua) filho(a)
estarao seguras. Nenhuma pessoa fora da pesquisa tera acesso a elas.

A participagio na pesquisa & totalmente voluntaria. N&o havera nenhum gasto pela
sua participacio, ndo recebendo cobranga com o que serd realizado. Vocé também ndo
receberd nenhum pagamento ou beneficio financeiro pela sua participacio. Da mesma
forma, ndo havera nenhum prejuizo a vocé e a ssulzua) filho(a)caso ndo queira participar
ou desistir de participar desta pesquisa. Caso vocé e sinta prejudicadola) pelo andamento
da pesquisa, asseguramos que voce e ssufsua) filho{a) receberdo todas as assisténcias
cabiveis neste hospital, incluindo o direito de solicitar indenizac8o aos pesquisadores por
eventuais danos. Caso vocé possua alguma divida acerca dos objetivos do estudo, por
favor, entre em contato com oS responsaveis pela pesguisa. Além disso, se vocé tiver
alguma consideragio ou ddvida sobre esta pesquisa, também pode entrar em contato com
o comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do IMIP (CEP-IMIP), que objetiva
defender os interesses dos participantes, respeitando seus direitos e contribuir para o
desenvolvimento da pesquiza desde que atenda as condutas éticas.

Eu, {nom
e completo) compreendi as informacdes repassadas e autorizo gue seja realizada a
avaliagio genética da amostra de  sangue coletada  dofa) meulminha)
filhz{al,
(nome completo) e concordo que os dados oblidos sejam utilizados para pesquisa.
Declaro que fui informadola) pela equipe do pesquisador Sergio Crovella sobre os objetivos
da pesguisa e estou consciente de que:

1. Concordei em participar da pesquisa sem nenhum tipo de pressao;

2. Posso a gqualguer momento entrar em contato por telefone com o pesquisador se fiver

qualquer divida sobre os procedimentos, riscos e beneficios da pesquisa;

3. Posso a qualguer moments desistir de participar da pesguisa, juntamente com meu(minha)
filho{a) sem que isso prejudique nosso atendiments no hospital;

4. O pesquisador podera ter acesso a0 meu prontuario e dola) meu(minha) filho(a) & que
nossas informacdes pessoais serdo mantidas em sigila:

5. Recebi uma copia deste documento.

Assinatura da Mae Voluntaria

Assinatura da Testemunha Asgsinatura da Testemunha

Aszsinatura do Pesquisador Responsavel

Humaro de pronfuario | Cadigo de amostra da
da crianga crianga
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