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Resumo

Introducgao:

A AIDS caracteriza-se por um conjunto de danos no sistema imunoldgico
ocasionado pelo virus HIV. A infecgdo pode ser dividida em fase aguda, crénica
e AIDS, e o tempo desde a infecgao até a AIDS pode variar consideravelmente.
Objetivo:

Avaliar o papel de SNPs no gene GATA3 no tempo de progressao a
AIDS investigando pacientes com diferentes tempos de progressao a doenca.
Material e Métodos:

Foram coletados dados clinicos de 201 pacientes para determinagao do
tempo de progressdo e material biolégico para extragdo de DNA. A
genotipagem dos SNPs foi realizada por PCR em Tempo Real.

Resultados:

Foi observada associagdo entre o SNP rs1269486 e o tempo de
progressao a AIDS na qual homozigotos AA progridem mais rapido que
homozigotos GG em regressao univariada. Considerando modelos recessivo e
dominante, foi encontrada uma associagao na qual a progressao é mais rapida
em homozigotos AA comparando portadores do alelo G em regressao
multivariada.

Conclusoes:
O SNP rs1269486 esta associado com progressao mais rapida a AIDS,

desconsiderando outros fatores que poderiam afetar a progressao a doenca.
Palavras-chaves:

AIDS, HIV, GATAS, progresséo, polimorfismos, SNP, genética.



1. Introdugao

1.1.HIV e AIDS

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA ou do inglés, AIDS) é
uma doenga causada pela infecgdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) caracterizada pela imunossupressao profunda associada a infecgdes
oportunistas e a tumores malignos, a perda de peso e a degeneragdo do
sistema nervoso central (SNC) (Abbas e Lichtman, 2012).

Atualmente, a AIDS é uma das principais causas de mortalidade por
doencas infecciosas no globo e caracteriza-se por um conjunto de sintomas e
de infec¢des advindos do dano especifico do sistema imunoldgico ocasionado
pelo virus (Fauci, 2003). A epidemia por HIV foi identificada inicialmente nos
anos de 1980, mesmo assim o grau de morbimortalidade e os impactos nos
gastos no sistema de saude e na economia decorrentes da epidemia cada vez
mais continuam a crescer (Abbas e Lichtman, 2012).

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude, ha em torno de 37
milhdes de infectados pelo HIV no mundo e cerca de 16 milhdes tém acesso a
medicagdo antirretroviral. A Africa concentra o maior nimero de infectados do
mundo (UNAIDS, 2015).

No Brasil, de 1980 a 2014 ja foram registrados mais de 290 mil obitos
em consequéncia da epidemia. Ha mais de 798 mil individuos infectados pelo
HIV no Pais, e a distribuicdo dos casos de AIDS do Brasil apresenta maior

concentragao nas regides Sudeste e Sul (Boletim Epidemiologico HIV, 2015).



1.2.Ciclo da Infecgao pelo HIV

O virus infecta diversos tipos celulares do sistema imunolégico,
principalmente as células T auxiliares CD4*. A infeccdo por HIV inicia no
momento em que a glicoproteina do envelope Env se liga a molécula CD4
como também a um correceptor de quimiocinas. Os receptores de quimiocinas
mais importantes que atuam como correceptores para o virus sdo o CXCR4 e o
CCR5 (Abbas e Lichtman, 2012). O ciclo de infeccdo e de replicagédo do HIV
pode ser dividido em sete fases: interagcdo com a célula hospedeira e entrada
que envolve a ligagdo da proteina viral gp120 as moléculas presentes na
superficie da célula hospedeira, CD4 e CCR5 ou CXCR4; desligamento e
liberagdo do RNA viral no interior da célula; transcrigao reversa; integragao do
provirus ao genoma humano; sintese de proteinas; montagem da particula
viral; brotamento e processo de saida da particula viral da célula (Levy, 1993;
McMichael e Rowland-jones, 2001). Algumas cepas virais podem infectar e
replicar nas células T CD4* (virus T-troficos), todavia certas cepas tém
preferéncia por macréfagos (virus M-troficos) e outras os dois tipos celulares
(virus dual-tréficas). O virus M-trofico expressa uma gp120 que se liga ao
CCRS5, expresso em macréfagos (e em algumas células T de memdria). Por
outro lado, o virus T-trofico se liga ao CXCR4, expresso nas linhas de células
T. As variantes virais s&o descritas como X4, quando se ligam ao CXCR4; R5
quando se ligam ao CCRS5; R5X4 quando se ligam a ambos receptores (Abbas
e Lichtman, 2012). O HIV tem acesso ao organismo humano através das
mucosas, mais usualmente, pelo contato sexual, como também por transfusao

sanguinea e pelo uso de drogas injetaveis (Fauci, 2003).



1.3.Curso Clinico da Infecgao pelo HIV

Clinicamente, a infeccdo pelo HIV pode ser dividida em trés fases:
infeccdo aguda, infecgdo crénica e AIDS (Figura 1). A histéria natural da
infeccdo aguda caracteriza-se por uma carga viral elevada e uma resposta
imune intensa. Durante o primeiro pico de viremia, ocorre uma rapida
diminuicdo do numero de linfécitos T-CD4* que posteriormente volta a
aumentar; no entanto, geralmente nao retorna aos niveis prévios a infecgéao
(Levy, 1993). Observa-se também um aumento do numero absoluto de
linfécitos T-CD8*, o que reflete em uma resposta T citotoxica potente (O'Brien e
cols., 1996). Durante esta fase, a maior causa de deplecéo das células T-CD4*
deve-se a resposta citotoxica das células T-CD8* e a morte programada
desencadeada por mecanismos enddgenos (Paroli e cols., 2001).

Progressao do HIV

Antes da Infeccdo aguda

oo pelo HIV Infeccéo cronica pelo HIV AIDS

A

/ L @ I l l
o
Semanas a meses Anos

O cCélulascps- @ HIV

O Infeccio

Figura 1 - Curso Clinico da Infec¢ao pelo HIV (Fonte: www.aidsinfo.nih.gov)



Apods a resolucado da infecgdo aguda, inicia-se a fase crénica, quando
ocorre a estabilizacdo da queda do numero de linfécitos T-CD4* e da viremia
(os chamados set points virais) (Casado e cols., 2010). Esse quadro esta
diretamente relacionado a velocidade da replicagao viral, e consequentemente,
a progressao a AIDS (O'Brien e cols., 1996; Casado e cols., 2010). A infecgao
cronica inicia-se assintomatica, porém gradativamente progride e o individuo
comega a apresentar sinais e sintomas de intensidade variavel (Levy, 1993).
Nas fases mais tardias da infeccdo crbnica, além da ativacdo imune
generalizada, a deplecdo de células T-CD4* da-se pela perda gradual da

capacidade do organismo de renovar essas células (Costin, 2007).

No estagio de AIDS, as células T-CD4" geralmente estdo abaixo do nivel
critico de 200 células/mm?3, dosagem que remete o paciente a uma resposta
imunitaria ineficaz a patdgenos invasores, permitindo o estabelecimento de
doencas oportunistas (Costin, 2007). Neste periodo ou até mesmo um pouco
antes, recomenda-se o inicio do tratamento antirretroviral, com intuito de inibir a
replicacao viral e, consequentemente, restaurar os niveis de células T-CD4*,
aumentando a sobrevida do paciente (Fauci, 2003). Apesar de todo paciente
portador do virus apresentar estas trés fases clinicas, o tempo que transcorre
desde a infeccdo até a AIDS varia consideravelmente entre os individuos

(O'Brien e Nelson, 2004; Okulicz e cols., 2009).

1.4.Progresséao a AIDS

Apos a infecgado pelo HIV, o tempo e o modo como os individuos

prosseguem para AIDS sido extremamente variaveis. Logo apos as primeiras



descobertas acerca da sindrome, observou-se que uma pequena quantia dos
infectados mantinha o controle da replicacdo viral e/ou ndo apresentava
sintomas clinicos por longos periodos (Paroli e cols., 2001). Nos ultimos 30
anos, uma variedade de definigdes para a progressao da doenga foi proposta,
todas considerando a estabilidade na contagem das células T-CD4*, a carga
viral e o tempo em que o paciente soropositivo permanecia livre de sintomas,
para categorizar os individuos infectados dentro de uma categoria de
progressao a sindrome (O’Connell e cols., 2009).

Atualmente, os pacientes infectados que seguem o curso normal da
doenca s&o conhecidos como progressores cronicos ou tipicos. Esses
individuos representam entre 80% e 90% da populagdo soropositiva e
desenvolvem uma infecgao sintomatica, iniciando o tratamento antirretroviral
entre 0 3° e 0 10° ano apods a soroconversao (Paroli e cols., 2001). De maneira
oposta, alguns pacientes podem desenvolver uma infeccdo diferenciada.
Enquanto alguns individuos progridem para a AIDS rapidamente — em menos
de trés anos, outros podem levar mais de dez anos para manifestar os
sintomas caracteristicos da doenga (O’Connell e cols., 2009).

No grupo de individuos conhecidos como progressores lentos ou long-
term nonprogressors (LTNPs), o organismo consegue controlar o virus de
forma natural (Okulicz e cols., 2009; Deeks e Walker, 2007). Estes pacientes
tém diferentes valores de carga viral, porém exibem como caracteristicas
comuns a habilidade de manter niveis elevados de células T-CD4* e nao
desenvolvem sintomatologia de AIDS na auséncia da terapia antirretroviral
(O’Connell e cols., 2009; Winkler e cols., 2004; O'Brien e Nelson, 2004). Os

progressores lentos correspondem de 5 a 15% da populagdo infectada pelo



HIV. Todavia, os individuos que progridem de forma rapida para a AIDS
apresentam duas ou mais medidas consecutivas de células T-CD4* abaixo de
350 céls/mm3 em até trés anos apds a soroconversdo e/ou iniciam a terapia
antirretroviral neste periodo (Migueles e Connors, 2010). Consoante
estimativas recentes, cerca de 5% dos infectados sdo progressores rapidos
(O'Brien e cols., 1996).

Segundo o Ministério da Saude, a grande maioria dos individuos
infectados ja se interna no hospital com sintomatologia de AIDS;
consequentemente, sdo escassos os dados relativos a progressédo da AIDS no
Brasil. Na tentativa de compreender os mecanismos envolvidos nos diferentes
tipos de progressao, diversos estudos investigam o quanto fatores virais podem
contribuir para a progressdao a AIDS. E ainda, outros trabalhos tentam
correlacionar variagdes do sistema imunolégico do hospedeiro com o tempo de
progressao para a sindrome (Costin, 2007; Winkler e cols., 2004; Benkirane e

cols., 1997).

1.5.Diversidade Genética do Hospedeiro e Progressao a AIDS

A descoberta do alelo CCR5del32 proporcionou a primeira evidéncia
conclusiva a existéncia de resisténcia genética do hospedeiro a infecgdo pelo
HIV (An e Winkler, 2010). A delegao de 32 nucleotideos no gene CCR5 leva a
produgao de uma proteina incompleta que n&o é transportada para a superficie
da célula e, portanto, é incompetente para a entrada viral (Ekene, 2008). Esse
achado levou ao desenvolvimento de farmacos que atuam como antagonistas

do CCRS5 (Benkirane e cols., 1997).



Além da delecdo no gene CCRS, entre outras variantes genéticas ja
estudadas, destacam-se as associagdes entre variagdes do sistema HLA, cuja
principal fungéo é codificar moléculas apresentadoras de antigenos ao sistema
imune (Thorner e cols., 2016), dos receptores KIR, os quais participam da
regulacdo das células NK por meio do reconhecimento de ligantes HLA nas
células-alvo (Mosmann e Coffman, 1989), e de fatores de restricdo viral como a
poliproteina APOBEC3G (An e cols., 2016). Outro mecanismo ja associado
com o andamento da infecgao pelo HIV é a expressao diferencial de citocinas;
empregadas na comunicagao celular, que estdo estreitamente relacionadas
com a resposta imune inata e adaptativa (Ouyang e cols., 2009). No entanto, a
variabilidade destes genes e perfil de expressdao de citocinas somente
responde por parte da variabilidade de tempo de progressao a AIDS devido a
fatores genéticos, e consequentemente, muitos outros genes e/ou fatores
podem ser importantes para o desfecho da doenca.

Recentemente, uma nova abordagem (analise de redes de coexpressao)
vem tentando elucidar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de
doencgas por meio da identificagdo de reguladores precoces de mudangas de
perfil de resposta imune. Entre estes reguladores precoces, estdo citados
alguns fatores de transcricdo, denominados como “reguladores mestre” ou
“‘genes mestre”, que sdo capazes de gerar uma diferenciagéo celular especifica
capaz de alterar o curso da doenca ou da infecgcao viral. Através desta
abordagem foi verificado que alguns fatores de transcricdo (TF) apresentam
alteragdes significativas em seu padrao de expressao nos diferentes estagios
da progresséo a AIDS (Ray e Bandyopadhyay, 2015) e doengas associadas a

modificagdo de células T (Gustafsson e cols., 2015). Entre esses fatores de



transcricdo, observou-se que o fator GATA3 apresentou uma forte correlagao
negativa de perfil de expressado entre as fases aguda e de nao-progressao a
AIDS (Ray e Bandyopadhyay, 2015), além de ser um gene mestre para
diferenciacdo Th2 (Li e cols., 2015). Estes resultados tornam GATA3 um
potencial gene a ser estudado no contexto do HIV.

O fator de transcricdo GATA pertence a uma familia de proteinas
ativadoras de transcricdo e € ligado a uma regido de DNA altamente
conservada. O gene GATAS, localizado no cromossomo 10, membro dessa
familia multigene, é predominantemente expressado nos linfécitos T-CD4* e
esta relacionado ao estimulo da expressao do HIV (Yang e Engel, 1993). Uma
forte ligacéo entre a expressao de fatores de transcrigdo especificos, incluindo
membros da familia de proteinas de ligagdo GATA, e diferenciagcao de células
T foi bem estabelecida. No entanto, o repertério preciso de fatores de
transcricdo que regulam a expressdao de CCR5 em células T humanas ainda
permanece pouco claro. Analises de promotor de CCR5 tém identificado
regides de DNA ligadoras para diversos fatores de transcri¢cdo, incluindo os
fatores GATA.

E sabido que os fatores GATAT e GATA3 suprimem de modo diferente a
expressdo de CCRS em células dendriticas derivadas de células tronco e
subconjuntos de células T primarias. O GATA3 é o mais importante indutor de
diferenciacao de células ThO em células Th2 efetoras e supressor em células
Th1. Portanto, esse fator aumenta a producido de citocinas IL4, IL5 e IL13
(resposta Th2). Todavia, diminui a secregao de IFNy (resposta Th1) e promove
o remodelamento de cromatina no loco de IL4 durante a diferenciacao de

células T. Entretanto, 0 GATA1 é mais potente que 0 GATA3 na supressao de



Th1 — genes associados, IFNy e CXCR3. O fator GATA1, mas ndo o GATAS,
potencialmente suprime a transcricdo de CCRS5, assim tornando células T
humanas resistentes a infec¢cao por cepas virais tropicas ao CCRS5 (Sundrud e
cols., 2005).

De acordo com o dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP), 2.191
variantes genéticas ja foram descritas no gene GATA3. No entanto, poucas
variantes genéticas foram investigadas no contexto de desfechos clinicos. Por
meio de estudos recentes de associacdo gendmica (do inglés, GWAS) e por
abordagem gene candidato, entretanto, foi identificado que variantes do gene
GATAS3 estao relacionadas a suscetibilidade a leucemia linfoblastica aguda em
adolescentes e jovens adultos (Migliorini e cols., 2013), a rinite alérgica (Zhang
e cols., 2009), a asma em adultos (Guthikonda e cols., 2014), ao
desenvolvimento de Linfoma de Hodgkin (Enciso-Mora e cols., 2010) e ao
cancer de colo retal (Figueiredo e cols., 2014) (Tabela 1).

Considerando que o gene investigado apresenta estreita ligagdo com a
diferenciacado de células T CD4+ e que nenhum trabalho desenvolvido até o
momento investiga a relagdo de variantes genéticas de GATA3 com HIV e a
progressao a AIDS, este trabalho focar-se-a em trés variantes de GATA3
selecionadas no contexto do HIV: rs1269486, rs3824662 e rs1271899. As
variantes rs1271899 (C>T) e rs1269486 (G>A) estdo localizadas na regido
5'UTR do gene GATAS, enquanto a variante rs3824662 (C>A) esta localizada

em uma regiao de intron.
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Tabela 1 - Associagdes de SNPs no gene GATA3 com diferentes doengas.

SNP Doenga Delineamento Método Observado Referéncia
Caso (n=109) e Gene Alelo G mais Zhang
SAPARAE RA controle (n=112) candidato | frequente no caso 2009
Caso (DH n=90; DG .
DHe _ ’ Gene Morita
rs1269486 DG n=113) e controle candidato N.S. 2012
(n=79)
Caso (n=9287) e Alelo A maior risco | Figueiredo
et T A e e R CCR 2014
Alelo G maior risco .
rs1269486 | Asma 660 mulheres Gene | je asma - interfere | CUtikonda
asmaticas candidato I 2014
na metilacéo
_ Alelo T associado a Co
rs3824662 | LLA Caso (n=1658) e GWAS maior idade de Migliorini
controle (n=4723) . e 2013
diagnéstico
Caso (n=297) e Alelo T associado a Walsh
re3824662 | LLA controle (n=454) GWAS LLA 2013
_ Alelo A (T) mais Perez-
rs3824662 L.LA em ke (n_?log) c GWAS frequente nos Andreu
jovens controle (n=6661)
casos 2015
Caso (n=9287) e Alelo C maior risco | Figueiredo
re485411 | CCR | ontrole (n=0117) | GWAS CCR 2014
Alelo A mais
Caso (n=589) e Enciso-
rs485411 LH controle (n=5199) GWAS frequente no grupo Mora 2010
caso
Alelo C mais .
Caso (n=589) e Enciso-
rs501764 LH controle (n=5199) GWAS frequente no grupo Mora 2010
caso
Associagao com
Caso (n=297) e LLA (direcao — Walsh
. LLA controle (n=454) CWAS alelo — ndo 2013
descrito)
Caso (n=9287) e Alelo T maior risco | Figueiredo
re4143094 | CCR | ontrole (n=9117) | CWAS CCR 2014
_ Alelo C mais Perez-
rs3781003 | CLA M Caso (n—3_09) v GWAS frequente nos Andreu
jovens controle (n=6661)
casos 2015

RA: Rinite Alérgica; DH: Doenca de Hashimoto; DG: Doenga de Graves; CCR: Cancer

do Colo Retal; LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda; LH: Linfoma de Hodgkin; GWAS:

Genome-Wide Association Study.
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2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo avaliar o papel de trés polimorfismos no
gene GATAS3 (rs1269486, rs1271899 e rs3224662) no tempo de progresséo a
AIDS investigando um grupo soropositivo de forma retrospectiva, a partir de
dados clinicos e de amostras bioldgicas obtidos em um grande centro de

atendimento a pacientes HIV+ em Porto Alegre.
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Abstract

The infection of HIV-1 can be divided into acute, chronic and AIDS, and
the time elapsed since the infection to AIDS varies greatly, it may be related to
virus and host factors. The objective of this study is to evaluate the role of
polymorphisms in GATA3 gene in the time of progression to AIDS. Data was
collected from 201 HIV+ patients to determine the time of progression and
biological material for DNA extraction. Genotyping of the SNPs rs1269486,
rs1271899 and rs3824662 was performed by RT-PCR using commercial
probes. Comparing the groups of fast and slow progressors, there was no
statistical difference between genotypic frequencies. It was observed
association between SNP rs1269486 and AIDS progression of time in which AA
homozygotes progress faster than GG homozygotes in univariate regression.
Whereas dominant and recessive models, an association in which the
progression is faster in comparing AA homozygotes carrying the G allele
regression multivariate. Data shows that the rs1269486 polymorphism in
GATA3 gene is associated with more rapid progression to AIDS has been
found, disregarding other factors and variations that could affect the progression

to disease.

Keywords: genetics, AIDS, progression, polymorphisms, GATAS.
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Introduction

The natural progression of human immunodeficiency virus (HIV) infection
starts with a short acute retroviral condition which usually transit to chronic and
clinical latency phases and then progresses to a symptomatic and severe
disease known as Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) (Ray and
Bandyopadhayay, 2015). The majority of infected individuals eventually
progress to AIDS in different times of progression: rapid progression, when
AIDS develops within three years of infection; intermediate progression, when
AIDS develops slowly between three and ten years after seroconversion;
and slow progressors when infected people preserve high CD4+ and CD8+ T
lymphocytes counts and eventually remain therapy naive. Slow progressors can
subsequently be divided into two groups, one showing low detectable plasma
viremia, termed long-term non-progression (LTNP); and other showing plasma
viremia undetectable, named elite controllers. Many studies have intended to
discover genetic host and viral factors which could be useful to relate to
progression (Kumar, 2013).

The GATA factor belongs to a family of transcriptional activator proteins
and is connected to a highly conserved region of DNA. In addition to its normal
role in T lymphocyte gene regulation, hGATA3 may also be significant in HIV-1
transcriptional activation (Yang and Engel, 1993). The GATA3 gene is
predominantly expressed in CD4+ T lymphocytes and shows significant change
in expression pattern over HIV progression stages (Ray and Bandyopadhayay,
2015). Additionally, it was demonstrated that GATA1, but not GATAS3, potently
suppressed CCR5 (the major HIV-1 correceptor) transcription, thereby

rendering human T cells resistant to CCRb5-tropic HIV-1 infection. However,
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GATA1 could also serve as a surrogate for GATA3 in its canonic role of
programming Th2 gene expression. These findings provide insight into GATA3
mediated gene regulation during T-cell differentiation. GATA3 is a master
regulator of T naive cell differentiation into Th2 effector cells. Indeed, expression
of GATA3 enhances Th2 cytokine production, decreases IFNy secretion and
promotes chromatin remodeling of the IL-4 locus during T-cell differentiation
(Sundrud et al., 2005). It is possible to think that GATA3 mutations could be
related to progression to AIDS as GATAS3 influence T-cell differentiation in Th2
effector cells.

Recently, through genomic wide association studies, it was identified that
the variants in GATA3 (rs3824662 and rs1271899) are related to the
susceptibility to acute lymphoblastic leukemia (Perez-Andreu et al., 2015;
Walsh et al., 2013). Moreover, other studies have correlated another variant
(rs1269486) with allergic rhinitis and asthma (Guthikonda et al., 2014).
Therefore, our study aims to investigate the association between these SNPs

and time of progression to AIDS in a sample of HIV+ patients.

Material and Method
Study population

The 201 HIV+ blood samples were collected after screening more than
3.500 medical records in Concei¢ao Hospital Group Infectious Center in Porto
Alegre City, Brazil. Through their medical history, covering the date of negative
and positive serology and the beginning of antiretroviral therapy it was possible
to define the time of progression to AIDS. The 201 patients were classified in

subgroups: 40 as rapid progressors, 82 as slow progressors and three as
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intermediate progressors, which were not included in the analysis. The
progression for the others 76 subjects could not be determined. Antiretroviral
Treatment in Brazil, according to the Ministry of Health Guidelines, specifies
that the initiation of Highly Active Antiretroviral Therapy should start for patients
with CD4+ T lymphocytes counts under 350 cells/mm? and/or a insistently high
viral load (National Program for STD and AIDS, 2012). In Porto Alegre city, our
population is composed mainly by Eurodescendant and Afrodescendant. The
genomic ancestry of individuals from different geographical regions of Brazil is

more uniform than expected (Pena et al., 2011).

Clinical definitions of the patients

Data from medical records were used to group patients in rapid and slow
progressors whose characteristics were acquired by a socio-demographic form.
Subjects with time between seroconversion and AIDS diagnosis below three
years, with no less than two consecutive counts of CD4+ T-cell under 350
cellss/mm3, were considered rapid progressors. Individuals that were not
diagnosed with AIDS even nine years after seroconversion and showed more
than two consecutive counts of CD4+ T-cell 500 cells/mm?3 were classified as
slow progressors. Moreover, according to the dates of the antiretroviral
treatment starting and seroconversion, it was possible to estimate the time in
years to progression to AIDS. Intermediate progressors subjects were not
included in the analysis. This protocol study was approved by Ethics
Committees of Conceigao Hospital Group and written informed consent form

was obtained from all patients.
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DNA extraction and genotyping of GATA3 SNPs

Total DNA extraction from blood samples was performed using the
salting-out method, as described by Lahiri and Nurnberg (1991). From the
extracted DNA, genotypes were determined using Real-Time PCR with
validated TagMan assays to assess the following three SNPs located in
GATA3: rs1269486 (G>A), rs1271899 (C>T) and rs3824662 (C>A) (Applied
Biosystems, CA, USA). The CCRbdel32 (rs333) variant was evaluated by PCR
and visualized on 3% agarose gel, and used to control for known genetic factors

involved in the progression to AIDS.

Statistical analysis

Categorical variables are described in proportions and continuous
variables are expressed as the mean (standard deviation [SD]) or median
(interquartile range [IQR]). Allelic frequencies were calculated using the gene
counting method. The agreement of the genotypic frequencies with the Hardy—
Weinberg equilibrium expectations was tested using chi-square Test.

After the subjects were classified as rapid progressors or slow
progressors according to the initiation of HAART and the seroconversion date.
The CD4+ T lymphocytes slope values before HAART for each group were
estimated using linear regression with the square root of the CD4+ T
lymphocytes count (Wolbers et al., 2012). The non-parametric Mann-Whitney
test and Fisher’s exact test were used to characterize samples according to the
AIDS progression classification (rapid progressors and slow progressors).

In addition, a Cox regression analysis was performed using the time of

progression to AIDS in years as the dependent variable. To estimate the hazard
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ratio (HR), variables that could influence the course of the disease were tested
using Cox regression in a univariate model. The following variables were
included: baseline CD4 levels, sex, ethnicity and the genotypes for CCR5del32.
CCRb5del32 and variables with a p<0.1 were maintained in the multivariate
model to address the effect of GATA3 polymorphisms. Statistical test
differences were considered significant if the P values were less than 0.05.
Analyses were performed with IBM SPSS Statistics for Windows, version 19.0

(IBM Corp., Armonk, NYC, USA).

Results
Clinical and laboratory characteristics of the study population

The characteristics of the HIV+ patients are shown in Table 1. If taken in
consideration the whole HIV+ patients, the males represent only 26.9% (54
individuals), European ancestry is predominant (134 — 66.7%) and the average
age is 41.05 (£10.3 years). The median of time to progression to AIDS in the
rapid progressors group was 2 years (IQR = 1 to 3 years), whereas in the slow
progressors group was 11 years (IQR = 9 to 13 years). Altogether, 27 patients
in the non-progressor group did not start antiretroviral therapy at the time of
study (follow-up median = 8.25 years; IQR = 4.5 to 12.25 years). The
characterization of the disease progression included significant differences in
the values of baseline CD4+ T-cell counts, baseline HIV-RNA copies and CD4+
T-cell slopes (p<0.001 for all variables). The number of CD4+ T-cells decreased
more abruptly in the rapid progressors (median slope = -0.65; IQR = -1.28 to -
0.27) than they did in slow progressors (median slope = 0.40; IQR = 0.25 to

0.50). Other variables did not differ between rapid and slow progressors. The
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presence of coinfection in slow progressor group (29.6%) was greater than in
rapid progressors group (15.8%). Heterosexual's exposure category was

around 80%, similar in both groups.

GATAS3 polymorphisms, linkage disequilibrium and haplotype frequencies

GATAS3 is about 30kb in length, generating four splice variants. Three
SNPs, including rs1271899 and rs1269486 (both located in 5’UTR of GATA3)
and rs3824662 located in intron region of GATA3 were genotyped. The minor
allele frequencies for the investigated polymorphisms were 0.24 (rs1271899),
0.26 (rs1269486) and 0.22 (rs3824662) (Table 2). The current study showed
similar Minor Allele Frequency (MAF) to Europeans and Africans according to
the 1000 genomes data. The genotype frequencies did not show statistically
significant differences compared with those expected under the Hardy—
Weinberg equilibrium (P>0.05 for all SNPs). The three SNPs were in strong
linkage disequilibrium (D’=0.96 to 1.00), and rs1271899-rs1269486 showed a
high correlation (r?=0.87). For the pairs rs1271899-rs3824662 and rs1269486-
rs3824662 the correlation was very low (r>=0.09). Four haplotypes were derived
according the linkage disequilibrium structure between rs1271899-rs1269486-
rs3824662: CGC (51.3%), TAC (23.9%), CGA (22.2%) and TGC (2.0%),
respectively.

The possible functional consequence of the three SNPs were evaluated
by SNPinfo web server (SNP Function Prediction - FuncPred), as listed on
Table 2. Both rs1271899 and rs1269486, located in the 5’UTR were predicted

as potential transcription factors binding sites (TFBS).
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Association of GATA3 polymorphisms and the time of progression to AIDS

The genotype frequencies did not show statistically significant
differences compared rapid and slow progressors groups (Table 3). Through
univariate Cox regression we observed an association between the rs1269486
polymorphism and the time of progression to AIDS in which the progression
was faster for AA homozygotes than for GG homozygotes (HR=1.91,
Cl195%=1.02-3.58, P=0.042). However, when multivariate Cox regression was
carried out, including others well-known factors that affect the time of
progression to AIDS, the association did not remain statistically significant
(HR=1.90, CI195%=0.96-3.73, P=0.065, Table 4 and Figure 1). We also tested
the dominant and recessive models and considering two genotype groups (AA X
AG+GG in recessive model), we found an association in which the progression
was faster for AA homozygotes than for G allele carriers in multivariate Cox
regression (HR=1.98, Cl95%=1.02-3.85 and P=0.043). No association was

found for the other analyzed polymorphisms.

Discussion

Many studies are associating genetic variants with more rapid
progression to AIDS (Zhang et al., 2015). Until now there were no studies that
we know of, that relates GATA3 polymorphisms and HIV-1 in humans, only
relating to other diseases (Riou et al., 2016). However, it is known that GATA3
is a very important transcription factor related to effective immune response and
shows significant change in expression patter over HIV progression stage (Ray
and Bandyopadhayay, 2015). This study focus in determine whether

polymorphisms on the GATA3 gene, which is a master regulator of T naive cell
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differentiation, are associated with the time of progression to AIDS in HIV-1
infected patients. In the current study, the analysis shows statistically significant
differences in the time of progression to AIDS for rs1269486. According to the
univariate Cox regression we observed an association between the rs1269486
polymorphism and the time of progression to AIDS in which the progression
was faster for AA homozygotes than for GG homozygotes, however the
association did not remain statistically significant in multivariate Cox regression.
On the other hand, if considered two genotype groups (AA x AG+GG in
recessive model), the AA homozygotes genotype showed faster progression to
AIDS compared to G allele carries in multivariate Cox regression.

Although GATAS3 polymorphisms have not yet been investigated in the
context of HIV, some genetic variations, in particular the variant rs1269486 has
been associated with outcomes related to immune response, such as allergic
rhinitis (Zhang et al., 2009), Graves and Hashimoto disease (Morita et al., 2012)
and asthma (Guthikonda et al., 2014). Furthermore, there is evidence that this
variant is associated with the development of certain cancers, such as
colorectal cancer (Figueiredo et al., 2014).

The prediction functionality of rs1269486 was also tested in our study.
According to our results, this SNP is predicted as potential transcription factors
binding sites (TFBS) and could be related to changing transcriptional status.
This results corroborate the analysis performed by Figueiredo et al. (2014), who
shows that the rs1269486 variant is located 1.420 bases upstream of GATAS in
a region of open chromatin (DNase | hypersensitivity) with histone methylation

patterns consistent with promoter activity in a colorectal cancer cell line.
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Our study has some limitations, despite reviewing more than 3.500
medical records and selecting 201 potential patients to determine progression
to AIDS, this study includes a small final sample size, especially as the
progression groups and a limited investigation of number of GATA3 SNPs.
Nonetheless, more studies are required to answer association between GATA3
genetic variants with the time to progression to AIDS. Our results necessitate
further replication in other bigger samples with well-defined clinical AIDS
outcomes data.

In conclusion, our data showed that the rs1269486 in GATAS3 is
associated with a more rapid progression to AIDS, regardless of another factors

and variant alleles that could potentially affect the disease progression.
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Table 1. Socio-demographic and clinical of the study sample.
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Variable Type of Progression
Rapid (40) Slow (82) P
Sex (female) 65% 80.5% 0.0062
Age (years)? 39.4 (11.6) 41.1 (8.6) 0.389
Time to AIDS (years)® 2 (1-3) 11 (9-13)° <0.001
Baseline CD4+ T-cell
321 (206-480) 632 (476-841) <0.001
(cells/pL)°
Baseline  HIV-RNA
4.22 (3.91;4.77) 3.76 (3.31;4.16) <0.001
log10 (copies/mL)°
CD4 Slope® -0.65 (-1.28;-0.27)  0.40 (0.25;0.50) <0.001
Co-infection (yes) 15.8% 29.6% 0.125
Transmission 0.110
Het 80% 78%
MSM 15% 8.3%
IDU 2.5% 9.8%
Others 2.5% 4.9%
Ethnicity 0.407
European ancestry 67.5% 59.8%
African ancestry 32.5% 40.2%

aMean (standard deviation); "Median (interquartile range);°Data for patients who

progressed to AIDS. Exposure category: Het = Heterosexual; MSM = Men who

have sex with men; IDU =

Injection drug user; others include vertical

transmission and occupational accident. Co-infections include hepatitis B/C and

HTLV.



Table 2. Characteristics of GATA3 genetic variants.
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Minor Allele Frequency Predicted
Position Location Allele
SNP rs# Present SNP
on Chr.10 GATA3 Change EUR' AFR’
study Function?
rs1271899 8050223 S’UTR C>T 0.24 0.23 0.22 TFBS
TFBS

rs1269486 8054236 SUTR G>A 0.26 0.23 0.23

rs3824662 8062245 Intron C>A 0.22 0.19 0.08

'Source: 1000genomes.org; EUR: European; AFR: African. 2 Predicted by

SNPinfo web Server (http://snpinfo.niehs.nih.gov/); TFBS: transcription factor

binding site



Table 3. Genotype frequencies of GATA3 SNPs in HIV-1 positive patients

according to the type of progression.

Type of Progression

N Rapid (40) Slow (82)

rs1269486
GG 25 (62.5%) 46 (56.1%)
GA 10 (25%) 31 (37.8%)
AA 5(12.5%) 5 (6.1%)
P 0.241

rs1271899
cC 26 (66.7%) 51 (63%)
CT 9 (23.1%) 26 (32.1%)
T 4 (10.3%) 4 (4.9%)
P 0.385

rs3824662
cC 21 (53.8%) 46 (56.1%)
CA 17 (43.6%) 32 (39%)
AA 1(2.6%) 4 (4.9%)
P 0.778
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Table 4. Multivariate Cox proportional hazards regression analysis to

assess the independent effects of the GATA3 polymorphisms in the time

to progression to AIDS.

Adjusted
HR? Cl95% P Cl95% P
HRP

rs1269486
Ethnics (white) 1.37 0.94-1.99 0.100 1.48 0.99-2.21 0.051
Sex (male) 1.59 1.06-2.38 0.026 1.21 0.77-1.90 0.401
CCRb5del32

1.54 0.84-2.81 0.135 1.40 0.75-2.62 0.293

carriers

Baseline CD4+

0.99 0.98-0.99 <0.001 0.99 0.98-0.99 <0.001
T-cell (cells/uL)
GA genotype  0.87 0.58-1.29 0.500 0.87 0.58-1.32 0.514
AA genotype 1.91 1.02-3.58 0.042 1.90 0.96-3.73 0.065
rs1271899
Ethnics (white) 1.37 0.94-1.99 0.100 1.45 0.97-2.16 0.067
Sex (male) 1.59 1.06-2.38 0.026 1.28 0.82-2.00 0.287
CCRb5del32

1.54 0.84-2.81 0.135 1.32 0.70-2.46 0.385

carriers

Baseline CD4+

0.99 0.98-0.99 <0.001 0.99 0.98-0.99 <0.001
T-cell (cells/uL)
TC genotype 0.91 0.61-1.36 0.647 0.99 0.65-1.52 0.977
TT genotype 1.71 0.87-3.36 0.119 1.66 0.80-3.46 0.173
rs3824662
Ethnics (white)  1.37 0.94-1.99 0.100 1.43 0.96-2.12 0.081



Sex (male)
CCRb5del32
carriers
Baseline CD4+
T-cell (cells/uL)
AC genotype

AA genotype

1.59

1.54

0.99

1.21

0.52

1.06-2.38

0.84-2.81

0.98-0.99

0.83-1.77

0.16-1.66

0.026

0.135

<0.001

0.326

0.269

1.32

1.35

0.99

1.18

0.53

0.85-2.05

0.72-2.52

0.98-0.99

0.80-1.80

0.17-1.72

34

0.219

0.352

<0.001

0.383

0.291

HR: Hazard Ratio; Cl: Confidence Interval. 2Univariate model; °Multivariate

model.
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Figure 1 Univariate Cox regression analysis for rs1269486 showing the time of
progression to AIDS in individuals with the AA genotype (Hazard Ratio=1.91,
Cl95%=1.02-3.58, P=0.042) and GA genotype (Hazard Ratio=0.87,

Cl195%=0.28-1.59, p=0.500) compared to GG genotype.
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4. Consideragoes Finais

Muitos estudos tém associado variantes genéticas com progressdo mais
rapida para AIDS. Até agora ndo existem estudos, dos quais se tem
conhecimento, que relacionam polimorfismos no gene GATA3 e HIV-1 em
humanos, somente relacionando com outras doengas (Riou e cols., 2016).

No entanto, sabe-se que o GATA3 é um fator de transcricdo muito
importante relacionado com a resposta imune eficaz e que ele esta associado a
uma alteragdo significativa no padrdao de expressdo do HIV (Ray e
Bandyopadhyay, 2015). Isso nos fez escolher o gene GATA3 como candidato
para realizacido deste estudo, o qual focou em determinar se trés polimorfismos
estdo associados com o tempo de progressao para AIDS.

As principais contribui¢cdes e resultados do presente estudo sao:

1) Este é o primeiro estudo que avalia as variantes rs1271899, rs1269486 e
rs3824662 em amostra de uma populagdo brasileira e também o primeiro
estudo no contexto HIV+.

2) As frequéncias génicas das variantes rs1271899, rs1269486 e
rs3824662 na populacao em estudo foram 0,24, 0,26 e 0,22, respectivamente.
Das trés variantes analisadas a unica que difere em frequéncia entre Europeus
e Africanos é a rs3824662, sendo a frequéncia observada no nosso estudo,
mais préxima a de europeus.

3) Nado houve diferengca entre as frequéncias genotipicas das variantes

analisadas entre os pacientes que apresentaram progresséo rapida ou lenta.
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4) Por meio da analise de regressdao de Cox univariada, no entanto, se
observou que homozigotos AA da variante rs1269486 progrediram mais
rapidamente a AIDS.

5) A associagdo descrita no item 3 ndo se manteve significativa apods
corregao para co-variaveis na regressdao de Cox multivariada. No entanto,
quando dois grupos de gendtipos (AA x AG+GG) foram testados no modelo
recessivo, 0 genotipo homozigoto AA mostrou uma progressdo mais rapida
para AIDS em relagao aos portadores do alelo G.

6) As variantes analisadas nesta dissertagao foram alvo de varios estudos
com outras doengas, em abordagem gene candidato e GWAS. Apesar dos
diversos resultados significativos, especialmente com a variante rs1269486,
nenhum trabalho abordou a funcionalidade das variantes descritas.

7) Em nosso estudo, a predicdo da funcdo do rs1269486 também foi
testada. De acordo com os resultados, este SNP esta potencialmente
relacionado a sitios de ligacéo a fatores de transcricao (TFBS) e pode estar
relacionado a alteragao de transcrigao.

Apesar de inovador, este trabalho apresenta algumas limitacbes: 1)
embora inicialmente analisando mais de 3.500 registros médicos, este estudo
inclui um grupo amostral final pequeno, especialmente os subgrupos de
progressdo definida. Isto ocorre devido a dificil definigho do inicio da
progressao para a maioria dos pacientes HIV+. 2) Além disso, este trabalho
apresenta uma investigacéo limitada de polimorfismos e mais estudos seréo
necessarios para identificar associagbes entre variantes genéticas do gene

GATA3 com o tempo de progressao para a AIDS. Desta maneira, acreditamos
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que nossos resultados necessitam ser replicados em grupos amostrais maiores
com dados de resultados clinicos de AIDS bem definidas.

No contexto atual da infecgdo pelo HIV, fazem-se necessarios novos
estudos para compreender o curso da doenca com intuito de desenvolver um
prognéstico mais preciso da doenga e medicamentos mais eficazes no
combate e manutencdo da doencga. Assim, os resultados encontrados neste
estudo contribuirdo certamente para a identificacdo de fatores genéticos
humanos envolvidos na progressdao a AIDS. Uma vez que seja possivel
identificar variagbes em genes que influenciam o curso clinico da infecgao,

novas estratégias no combate a doenga podem ser desenvolvidas.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/GHC

O Comité de é;ica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo (CEP/GHC), que é reconhecido pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS desde 31/10/1997, pelo Office For Human Research
Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRB0001105) e pelo FWA - Federalwide
Assurance (FWA 00000378), em 30 de novembro de 2010, reavaliou o seguinte projeto de pesquisa:
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infectados com HIV-1.

Documentacdo: Aprovados
Aspectos Metodoldgicos: Aprovados
Aspectos Eticos: Aprovados

Parecer final: Este projeto, por estar de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Salide, obteve o parecer de
APROVADO.

Consideragdes Finais: Toda e qualquer alteragdo do projeto, devera ser comunicada imediatamente ao
CEP/GHC. Lembramos do compromisso de encaminhar dentro dos prazos estipulados, o(s) relatdrio(s)
parcial(ais) e/ou final ao Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Concei¢do e ao Centro de
Resultado onde a pesquisa for desenvolvida.

Coordenador-geral do CEP/GHC
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5.2. Parecer do Comité de Etica da Fundagdo Estadual de Produgéo e

Pesquisa em Saude

e TTERESES cOMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FEPPS CEP - FEPPS

Av Ipiranga 5400, Prédio Administrativo.
CEP 90.610-000 — PORTO ALEGRE/RS
e-mail: cep_fepps@fepps.rs.gov.br

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CEP/FEPPS-RS N°: 13/2010

PROCESSO N°: 002964-20.69/ 10-5

PROJETO PADCT N°: 12/2010

Deliberagao conforme reuniao realizada em: (27/09/2009)

Titulo do Projeto:

“AVALIAGCAO DE POLIMORFISMOS EM GENES ENVOLVIDOS NA
RESPOSTA IMUNOLOGICA DE PACIENTES INFECTADOS COM HIV-1”.

Nome do pesquisador principal:

Sabrina Esteves de Matos Almeida

PARECER

x |APROVADO

APROVADO COM RECOMENDACOES
NECESSITA DE ADEQUAGCOES

NAO APROVADO

PARECER DO COMITE:

O Comité de Etica em Pesquisa da FEPPS/RS em reunido do dia 27/09/2010, Ata n°
13/2010, que o presente projeto esta adequado ética e metodologicamente de acordo
com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos
(Res.196/96/CNS e suas complementares) e portanto, aprovado por este Comité.

Reiteramos que relatérios semestrais do projeto em andamento, relatério final e copia do
trabalho de conclusdo e/ou publicagdo deverdo ser entregues ao Comité de Etica em
| Pesquisa da FEPPS.

Porto Alegre, 27 de setembro de 2010.

Maria da Grac,:a Boucinh M/&arques
Coordenadora CEP-FEPPS/RS

PADCT ANO 08/10 — versdo 01 -~ 30/07.2010
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3. All file names—for manuscript, cover letter, figures, tables—should contain no spaces
between numbers or letters. File names may be run together (e.g.,
authornamearticletitleversion1) or contain punctuation such as underscores, hyphens, or both
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6. Ensure that the manuscript has page numbers

7. Use a title of no more than 160 characters and spaces and a running title of no more than 40
characters and spaces

8. Include the word count of the abstract and of the text

We require that all submissions use line-numbering within the text.
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Corresponding author contact information
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animal experimentation guidelines, when indicated
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13. Provide written permission for all personal communications
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15. Use only approved human genetic nomenclature and notation (see the relevant subsections
of the "Manuscript Preparation" section, below)
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16. Submit newly identified single-nucleotide polymorphisms (SNPs) to the appropriate
database; include previously recognized or recently submitted SNP numbers
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than 3500 words of text (from the beginning of the introduction to the end of the discussion; do
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(table or figure), and 10 references.
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data. Brief Reports are limited to a maximum of 2 inserts in print and no more than 25 MB of
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material should be kept to a minimum. Footnotes should be placed below the table and
designated by superscript lowercase letters (listed in order of location when the table is read
horizontally). Each column must have an appropriate heading describing the data in the column
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preparation of tables in Word or WordPerfect, consult the Guidelines for Tables.
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misinterpretation of the information present in the original image. Inappropriate manipulation
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to suitability of topic, program organization, and production should be made in writing to the
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words and must be structured with the headings Background, Methods, Results, and
Conclusions. The trial must be registered (see "Clinical trials registration"), and the abstract
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