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Resumo

O virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) é o agente etiolégico da AIDS. As hepatites virais B (HBV) e
C (HCV) sdo infecgdes comuns em individuos HIV-positivos. Um dos fatores genéticos humanos investigados no
controle da replicagdo do HIV-1 e na progressdo da AIDS é a enzima APOBEC3G (A3G). Pesquisas investigam sua
acdo na replicacdo do HBV e HCV. A acdo da enzima resulta na perda de informacao genética e producdo de virions
defeituosos no ciclo replicativo. Uma variante do gene APOBEC3G, o polimorfismo H186R (rs8177832), pode afetar
a atividade do gene ou seus niveis de expressdo. O presente estudo teve como objetivos determinar a frequéncia do
polimorfismo H186R do gene APOBEC3G em 324 pacientes HIV-1 positivos com e sem coinfeccao pelas hepatites B
e C, e correlacionar os genotipos do polimorfismo com a carga viral do HIV-1. As frequéncias dos genotipos AA, AG
e GG foram de 88,6%, 9,3% e 2,1%, respectivamente, em pacientes monoinfectados pelo HIV-1 e 85,4%, 12,4% e
2,2% em coinfectados HIV/HBV. Os pacientes coinfectados HIVV/HCV apresentaram os genotipos AA e AG com
frequéncias de 90,1% e 9,9%, respectivamente. Pacientes com genétipo AA apresentaram carga viral de 37.969 +
68.182 copias/ml e pacientes com genotipo AG apresentaram carga viral de 48.256 + 54.186 copias/ml (p=0,180).
Nossos resultados demonstram que ndo ha correlagdo entre os gendtipos do polimorfismo H186R de APOBEC3G e a
carga viral do HIV-1 na populagdo de estudo.

Palavras-chave: Desaminase APOBEC-3G; HIV; Hepatite B; Hepatite C; Polimorfismo genético.

Abstract

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is the etiologic agent of the current AIDS pandemic. Viral hepatitis B
(HBV) and C (HCV) are highly prevalent in HIV-infected individuals. APOBEC3G (A3G) gene is a human genetic
factor currently investigated in control of HIV-1 replication and progression of AIDS. Studies investigated its effect
on HCV and HBYV replication. APOBEC3G mediates changes that result in loss of genetic information and production
of largely defective virions in the subsequent replication cycle. APOBEC3G gene variants have been described. The
H186R variant may alter APOBEC3G function or levels of expression by altering its interaction with other proteins,
or modifying its editing functions. This study aims to determine the frequency of the H186R polymorphism among
324 HIV-1 positive patients with and without co-infection by hepatitis B and C and analyze the correlation of the
H186R genotypes with viral load of HIV-1. The results showed AA:AG:GG genotypes in the following proportion:
88.6%:9.3%:2.1% in HIV-1 mono-infected patients and 85.4%:12.4%:2.2% in HIV/HBV. The HIVV/HCV co-infected
patients and those with triple infection HIV/HBV/HCV showed only AA e AG genotypes, with frequencies of
90.1%:9.9% and 78.9%:21.1%, respectively. Patients with AA genotype had viral load of 37,969 + 68,182 copies/ml
and patients with AG genotype had viral load of 48,256 + 54,186 copies/ml (p=0.180). Our results demonstrate that
there is no correlation between the genotypes of APOBEC3G H186R polymorphism and viral load of HIV-1 in study
population.

Keywords: APOBEC-3G deaminase; HIV; Hepatitis B; Hepatitis C; Genetic polymorphism.
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Resumen

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) es el agente etiologico del SIDA. Las hepatitis virales B
(VHB) y C (VHC) son infecciones comunes en personas con VIH. Uno de los factores genéticos humanos
investigados en el control de la replicacion del VIH-1y la progresion del SIDA es la enzima APOBEC3G (A3G). Los
estudios investigan su accidn en la replicacién de HBV y HCV. La accién de la enzima da como resultado la pérdida
de informacién genética y la produccion de viriones defectuosos en el ciclo replicativo. Una variante del gen
APOBECSG, el polimorfismo H186R (rs8177832), puede afectar la actividad del gen o sus niveles de expresion. El
presente estudio tuvo como objetivo determinar la frecuencia del polimorfismo H186R del gen APOBEC3G en 324
pacientes VIH-1 positivos con y sin coinfeccion por hepatitis B 'y C, y correlacionar los genotipos del polimorfismo
con la carga viral del VIH-1. Las frecuencias de los genotipos AA, AG y GG fueron del 88,6%, 9,3% y 2,1%,
respectivamente, en pacientes monoinfectados por VIH-1y del 85,4%, 12,4% y 2,2% en coinfectados por VIH/VHB.
Los pacientes coinfectados por VIH/VHC tenian genotipos AA y AG con frecuencias de 90,1% y 9,9%,
respectivamente. Los pacientes con genotipo AA tenian una carga viral de 37.969 + 68.182 copias/ml y los pacientes
con genotipo AG tenian una carga viral de 48.256 + 54.186 copias/ml (p=0,180). Nuestros resultados demuestran que
no existe una correlacién entre los genotipos del polimorfismo APOBEC3G H186R vy la carga viral del VIH-1 en la
poblacion de estudio.

Palabras clave: Desaminasa APOBEC-3G; VIH; Hepatitis B; Hepatitis C; Polimorfismo genético.

1. Introducéo

Em todo o mundo, infec¢des com o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) continuam a ser um grave
problema de saude publica. O virus é o agente etiolégico da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Em 2020, 37,7
milhdes de pessoas estavam vivendo com HIV/AIDS (WHO, 2021a). O numero anual de pessoas que morrem de causas
relacionadas com a AIDS em todo o mundo é cada vez menor desde o pico de 2,3 milhdes em 2005, sendo associados a isso 0
aumento da disponibilidade da terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) e assisténcia as pessoas vivendo com HIV,
além da diminuicéo de pessoas infectadas desde o pico em 1997 (WHO, 2021a).

O HIV pertence ao género Lentivirus da familia Retroviridae. O genoma do virus é constituido por duas moléculas
idénticas de RNA de fita simples, ndo segmentado, associado a moléculas da enzima transcriptase reversa. Um cerne composto
pelas proteinas pl5, pl7 e p24 protege o genoma. O envoltério viral é composto pela membrana da célula hospedeira
juntamente com as glicoproteinas gp41 e gp120, especificas do virus (Oliveira, 1994).

O HIV-1 infecta células T primérias, macréfagos e mondcitos, conduzindo a debilidade do sistema imune, infeccéo
por patégenos oportunistas e morte do individuo se sua replicacdo nédo for inibida. As células T primarias, os macréfagos e 0s
mondcitos, bem como outras linhagens celulares derivadas de linfocitos, sdo denominadas células ndo-permissivas e possuem
um sistema de defesa inata contra os retrovirus. Respostas virais evoluiram em contrapartida a este sistema de defesa, como o
uso de proteinas acessorias para se opor aos fatores de restri¢do antivirais (Mercenne et al., 2010).

InfeccBes pelos virus da hepatite B (HBV) e virus da hepatite C (HCV) séo as causas mais comuns de doenga hepatica
em todo o0 mundo. Embora ambos os virus induzam doenga hepatica, a historia natural e o resultado da infeccéo pelo HBV e
HCV diferem profundamente (Rehermann & Nascimbeni, 2005; Ganesan et al., 2019).

O virus da hepatite B é a principal causa de hepatite viral cronica em todo o mundo (Seto et al., 2018). Cerca de
820.000 pessoas morrem todos os anos devido as consequéncias agudas ou cronicas da hepatite B. Estima-se que mais de 296
milhfes de pessoas estejam cronicamente infectadas pelo HBV e que 7,4% das pessoas infectadas com o HIV estejam
coinfectadas com o HBV (WHO, 2021b).

O HCV afeta 58 milhdes de pessoas em todo o mundo e 1,5 milh&o de novas infec¢des ocorrem anualmente (WHO,
2021c). Cerca de 60-80% dos adultos infectados com HCV estabelecem hepatite crénica (Rehermann & Nascimbeni, 2005). A
infec¢do pelo HCV entre pacientes HIV-positivos é comum e isso se da devido a algumas rotas similares de transmisséo
(Soriano et al., 2010). Cerca de 30% dos pacientes infectados com HIV, assim como 85% dos usuérios de drogas intravenosas
(UDI) infectados com HIV, sdo também HCV-positivos (Aceijas & Rhodes, 2007). A coinfecgdo HIV/HCV pode aumentar a
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taxa de progressao para AIDS, prejudicar a reconstituicdo do sistema imunoldgico e aumentar o risco de hepatotoxicidade em
pacientes cronicamente infectados em tratamento (Ganesan et al., 2019).

Nos ultimos anos, um dos fatores genéticos humanos mais investigados no controle da replicacdo do HIV e na
progressdo da AIDS é a apolipoproteina B, mais especificamente a enzima conhecida como A3G (APOBEC3G), uma proteina
intrinseca do sistema imunolégico (Bunupuradah et al., 2012; Singh et al., 2013; Colomer-Lluch et al., 2018). Estudos também
tém investigado a acdo de APOBEC3G na replicacdo do HCV (Komohara et al., 2006) e do HBV (Kock & Blum, 2008;
Mohamadkhani et al., 2012; Kitamura et al., 2013).

A familia de proteinas APOBEC é um grupo de citidinas desaminases que fazem a edicdo de sequéncias de
DNA/RNA, sendo restrita a vertebrados. Em humanos, existem 11 membros com diferentes func6es, dentre os quais 7 séo
codificados por genes APOBEC3 localizados no cromossomo 22. A desaminacdo mediada por essas proteinas envolve a
remocao hidrolitica do grupo amina na posi¢do C4 de citidina (C) ou desoxicitidina (dC) gerando uridina (U) ou desoxiuridina
(dU) (Vieira & Soares, 2013).

As enzimas APOBEC3 tém atividade antiviral contra retrovirus e retroelementos enddgenos mdveis, sdo capazes de
editar DNA fita simples e reconhecer sequéncias alvo especificas, por isso desempenham um papel importante no sistema de
imunidade inata de defesa do hospedeiro. Além disso, elas exibem fen6tipos de edigdo independentes (Shinohara et al., 2012;
Vieira & Soares, 2013). Os retrovirus, entretanto, desenvolveram mecanismos para evitar que as enzimas A3s sejam colocadas
junto nos capsideos virais durante o processo de formagdo de novos virus (Munk et al., 2012).

O gene APOBEC3G localiza-se no cromossomo 22g13.1-13.2. A enzima produzida é um fator de defesa celular do
hospedeiro presente em macréfagos e linfécitos T que é capaz de interferir na replicacdo do HIV através do mecanismo
deaminase-dependente. A APOBEC3G interfere na replicagdo do HIV na fase primaria da infec¢do. Durante a infeccéo pelo
HIV, é incorporada em particulas virais e realiza a desaminagdo extensiva de desoxicitidina (dC) para desoxiuridina (dU) na
fita negativa do cDNA durante a transcrigdo reversa em células alvo, resultando na hipermutacdo de guanina para adenina
(G—A) na fita positiva (Reddy et al., 2010; Bunupuradah et al., 2012; Singh et al., 2013; Vieira & Soares, 2013).

A hipermutacdo mediada por APOBEC3G estd associada com a sintese incompleta do cDNA levando a sua
degradacdo prematura. Além disso, a frequéncia dessa mutacdo pode exceder 10%, produzindo virions defeituosos no ciclo
replicativo subsequente e levando a degradacdo do DNA prd-viral. A enzima acaba destruindo a capacidade codificante e
replicativa do virus, pois compromete a transcricdo reversa, inibe a integracdo do DNA pro-viral do HIV e restringe a
infectividade do virus (Bunupuradah et al., 2012; Singh et al., 2013; Vieira & Soares, 2013).

O sistema imune do hospedeiro ¢ ativado por A3G, pois o0s virus defeituosos produzidos codificam proteinas alteradas
que sdo fontes de antigenos virais e ativam células T citotoxicas CD8. Além disso, a A3G aumenta o reconhecimento de
células infectadas pelo HIV pelas células natural killer através da ativacdo da resposta de reparo do DNA dos virus que portam
uridinas em seus genomas (Vieira & Soares, 2013).

A atividade antiviral de APOBEC3G pode ser neutralizada através do fator de infectividade viral (vif) do HIV-1. Vif é
uma proteina de 23 KDa de 192 aminodacidos que leva a poliubiquitinacdo e subsequente degradacdo rapida de APOBEC3G
pelo proteassoma. Assim, vif neutraliza a atividade de APOBEC3G ligando-se a enzima e interferindo com a sua incorporacéo
nas particulas virais. No ciclo de replicacdo do HIV-1, vif é expressa tardiamente e é essencial para a replicagdo viral nas
células T primérias, mondcitos e macrofagos (Rose et al., 2004; Mercenne et al., 2010; Bernacchi et al., 2011; Singh et al.,
2013).

Estudos tém mostrado que APOBEC3G também pode restringir outros virus (Rosler et al., 2005; Noguchi et al., 2007;
Mohamadkhani et al., 2012; Kitamura et al., 2013). No HBV o efeito inibidor da replicacdo foi presumido por interferéncia de

A3G no processo de encapsidacdo do RNA pré-gendmico e inibicdo da sintese de DNA viral (Nguyen et al., 2007).
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Investigagdes mostraram também que A3G induz a hipermutacdo G para A em algumas das particulas virais (Rosler et al.,
2005; Noguchi et al., 2007; Mohamadkhani et al., 2012). A expressdo de A3G em pacientes infectados com o HCV ainda foi
pouco estudada, mas ja se verificou que pacientes cronicamente infectados pelo HCV tiveram um aumento significativo na
expressdo de A3G em hepatécitos e em linfocitos (Komohara et al., 2006; Siriwardena et al., 2016).

Existem algumas variantes no gene APOBEC3G que foram associadas com alteracdo da sua funcdo ou niveis de
expressdo da enzima, comprometendo assim sua atividade antiviral e possibilitando o aumento da carga viral do HIV, declinio
de células T CD4+ e progressdo para AIDS (Reddy et al., 2010; Vieira & Soares, 2013; Sadeghpour et al., 2021). Dentre elas,
a variante H186R, uma substituicdo ndo sinénima do aminoacido histidina (CAC) para arginina (CGC) na posi¢do 186 do éxon
4 do gene, pode afetar a atividade de APOBEC3G ou seus niveis de expressdo, alterar sua interagdo com outras proteinas ou
modificar suas funcdes de edicdo (Reddy et al., 2010; Singh et al., 2013). Efeitos como o declinio de células T CD4+, aumento
da carga viral e acelerada progressao para AIDS foram associados a este polimorfismo (Vieira & Soares, 2013).

O presente estudo teve como objetivos determinar a frequéncia do polimorfismo H186R do gene APOBEC3G em
pacientes HIV-1 positivos com e sem coinfeccdo pelas hepatites B e C, e correlacionar os gen6tipos do polimorfismo com a

carga viral do HIV-1.

2. Metodologia
2.1 Pacientes

O estudo foi conduzido com 324 pacientes HIV-1 positivos que foram anteriormente incluidos na pesquisa intitulada
“Estudo clinico-epidemiolégico das coinfec¢des do HIV com hepatites B e C, HTLV-I e Il na popula¢do de um municipio de
porte médio do Rio Grande do Sul (Canoas)” entre julho de 2008 e janeiro de 2009. Os pacientes incluidos no estudo estdo
subdivididos em grupos de acordo com o tipo de infec¢do, conforme mostrado na Tabela 1. A populac¢do do estudo é composta
por pacientes adultos, recebendo ou néo terapia antirretroviral altamente ativa (HAART, do inglés highly active antiretroviral
therapy), usuarios do Servico de Atendimento Especializado (SAE) e Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA) do
municipio de Canoas. Estes sdo os dois Unicos servicos especializados em DST/AIDS no municipio, sendo referéncia para o

atendimento dos pacientes e fornecimento dos medicamentos antirretrovirais.

Tabela 1. Dados dos individuos HIV positivos incluidos no estudo segundo o tipo de infecg&o.

Categoria N (%)
Infeccdo pelo HIV 97 (29,9)
Coinfeccao HIV/HBV 89 (27,5)
Coinfeccdo HIV/HCV 81 (25,0)
Coinfeccdo HIV/HBV/HCV 57 (17,6)

Total 324 (100,0)

Dados mostrados como ndmero de pacientes (percentual). HIV: virus da imunodeficiéncia humana; HBV:
virus da hepatite B; HCV: virus da hepatite C. Fonte: Autores.

As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas por puncdo venosa em tubos de 5 mL utilizando acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) sodico como anticoagulante, centrifugadas para separagdo do plasma e da papa
leucocitaria em tubos especificos e estocadas a -20°C. Aspectos sociodemogréaficos e potenciais fatores de risco para infecgdo
pelo HIV foram obtidos na entrevista aos pacientes. Os dados clinicos de cada paciente, como tratamento, contagem de células

T CDA4+ e carga viral, foram obtidos dos prontuérios.
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Todos os pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, autorizando a sua participagdo na
pesquisa “Estudo clinico-epidemiologico das coinfecgdes do HIV com hepatites B e C, HTLV-I e Il na populagdo de um
municipio de porte médio do Rio Grande do Sul (Canoas)” e neste estudo genético. O estudo foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa da Universidade Luterana do Brasil (Processo 139H/2007).

2.2 Analises Moleculares

Nas amostras foram realizadas as determinacdes de coinfeccdo com os virus das hepatites B e C conforme
procedimentos descritos previamente (Krug et al., 1996; Welzel et al., 2006). A infeccéo pelo HBV foi determinada através da
investigacdo do antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) e do anticorpo contra antigenos do nucleocapsideo
(core) do HBV (anti-HBc). A infeccdo pelo HCV foi determinada pela presenca do anticorpo especifico para o virus da
hepatite C (anti-HCV). A presenca destes marcadores foi determinada utilizando ensaio imunoenzimético associado & enzima
(ELISA).

As amostras de papa leucocitaria dos pacientes foram descongeladas e 0 DNA total foi extraido a partir de 0,1 mL da
amostra pelo método de silica (Boom et al., 1990). A amplificagdo do polimorfismo H186R (rs8177832) foi realizada através
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os ‘primers’ desenhados com o programa Primer-BLAST: forward 5°-
GCACTGTTGGAGCAAGTTCG-3’ e reverse 5’-GGAGAGGACCTGGTCTG-GAA-3". A amplificacdo dos fragmentos no
termociclador se deu em 35 ciclos, iniciando com a desnaturacéo a 94°C por 10 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos
e uma extensdo final a 72°C por 30 segundos. As concentraces utilizadas nas rea¢des foram MgCl, 1,5 mM, ‘primers’ 1,0 puM,
dNTPs 0,17 mM, Tris-HCI (pH 8,4) 20 mM, KCI 50mM e Taq DNA polimerase 2U. O tamanho do fragmento amplificado
tem 201 pares de bases (pb). Os produtos da amplificagcdo foram clivados com a enzima de restricdo Hhal. Os tamanhos dos
fragmentos gerados ap6s a clivagem tem 201 pb para o genétipo AA (186H/H), 201 pb, 117 pb e 84 pb para o genotipo AG
(186H/R), e 117 pb e 84 pb para o gendtipo GG (186R/R). A verificacdo dos produtos do PCR e dos fragmentos gerados ap0s
as clivagens com a enzima de restri¢do foi realizada através de eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato

de prata.

2.3 Anélises Estatisticas

As frequéncias alélicas foram determinadas pela contagem direta de alelos e os desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg foram avaliados pelo teste de qui-quadrado. Variaveis categéricas foram comparadas através do teste de qui-
quadrado ou teste exato de Fisher, conforme recomendagdo. Varidveis continuas foram comparadas entre os grupos usando o
teste t de Student ou teste U de Mann-Whitney, conforme recomendagdo. Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

3. Resultados

As varidveis sociodemograficas e clinicas da amostra estudada sdo apresentadas na Tabela 2. Dos 324 pacientes

incluidos neste estudo, 49,4% foram homens, e a idade média foi de 40,8 + 10,7 anos.
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Tabela 2. Distribuicéo dos fatores sociodemograficos e clinicos da amostra estudada.

Total
(n=324)

Idade (anos) [média (DP)] 40,8 (10,7)
Sexo

Masculino 160 (49,4)

Feminino 164 (50,6)
Nivel de educacédo

Educacao primaria completa ou menos 234 (72,2)

Educacdo secundaria ou superior 90 (27,8)
Raca

Branca 201 (62,0)

N&o branca 123 (38,0)
Contagem de CD4+ (células/mm?) [média (DP)] 466 (269)
Carga viral do HIV (log1o copias/ml) [média (DP)] 3,0(1,3)
Uso de HAART? 164 (54,5)
Tempo desde o diagnostico do HIV (anos) [média (DP)] 52 (3,7)
Prética sexual

Heterossexual 279 (86,1)

Homossexual 14 (4,3)

Bissexual 29 (9,0)
Idade da primeira relagdo sexual [média (DP)] 15,9 (5,5)
Possiveis formas de infecgdo pelo HIV®

Sexo 265 (81,8)

Transfusdo sanguinea 13 (4,0)

Objetos cortantes 11 (3,4)

Compartilhamento de agulhas 41 (12,7)
Uso de drogas injetaveis 61 (18,8)
Uso de drogas fuméaveis 136 (42,0)
Uso de drogas inalaveis 108 (33,3)
Transfusdo de sangue® 70 (21,6)
Tatuagem 100 (30,9)
Piercing 27 (8,3)
Cirurgia dental 295 (91,0)
Cirurgia 201 (62,0)

Dados mostrados como nimero de pacientes (percentual) ou média (desvio-padrdo). 2Os totais ndo coincidem devido
a falta de dados de determinados participantes no estudo. PRespostas mdltiplas. HIV: virus da imunodeficiéncia
humana; HAART: terapia antirretroviral altamente ativa. Fonte: Autores.

As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo H186R (rs8177832) sdo apresentadas na Tabela 3. Com
excecdo das frequéncias encontradas no grupo de pacientes monoinfectados pelo HIV-1, nos demais grupos as frequéncias
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias genotipicas do polimorfismo H186R na populacdo total foram 86,4%
(n=280) para o gendétipo AA (186H/H), 12,4% (n=40) para AG (186H/R) e 1,2% (n=4) para GG (186R/R). N&o foram
observadas diferencas estatisticamente significantes comparando as frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos de
pacientes. Entretanto, para as frequéncias genotipicas registradas, diferencas estatisticas tangenciais significancia puderam ser
observadas na comparacdo do grupo de pacientes monoinfectados pelo HIV-1 com o grupo de pacientes com tripla infeccéo
HIV/HBV/HCV (p=0,073), e na comparagdo do grupo de pacientes coinfectados HIV/HBV com o grupo de pacientes com
tripla infec¢do HIV/HBV/HCV (p=0,086). Estas diferencas estdo associadas ao maior percentual de individuos portadores do
alelo G (186R) no grupo de pacientes com tripla infeccdo HIV/HBV/HCV em comparagcdo com os outros dois grupos de

pacientes.
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Tabela 3. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo H186R do gene APOBEC3G na amostra estudada.

Total HIV HIV/HBV HIV/HCV HIV/HBV/HCV
(n=324) (n=97) (n=89) (n=81) (n=57)

Alelo?

A 600 (92,6) 181 (93,3) 163 (91,6) 154 (95,1) 102 (89,5)

G 48 (7,4) 13 (6,7) 15 (8,4) 8 (4,9 12 (10,5)
Gendtipo®

AA 280 (86,4) 86 (88,6) 76 (85,4) 73 (90,1) 45 (78,9)

AG 40 (12,4) 9(9,3) 11 (12,4) 8 (9,9 12 (21,1)

GG 4(1,2) 2(2,1) 2(2,2) - -
Equilibrio de Hardy-Weinberg

a 3,24 6,45 3,53 0,22 0,79

p 0,072 0,011 0,060 0,640 0,374

aDados mostrados como nimero de alelos (percentual), tendo sido contado quantas vezes o alelo aparece em cada gendtipo. PDados
mostrados como nimero de pacientes (percentual). HIV: virus da imunodeficiéncia humana; HBV: virus da hepatite B; HCV: virus da
hepatite C. Fonte: Autores.

A correlacéo entre carga viral do HIV-1 e genétipos do polimorfismo H186R foi realizada em 115 pacientes que néo
estavam em uso de HAART e que possuiam resultados do teste de carga viral em seus prontuarios (Tabela 4). A carga viral do
HIV-1 neste grupo de individuos foi de 38.239 + 65.944 cépias/ml. Pacientes com gendtipo AA (n=99) apresentaram carga
viral de 37.969 + 68.182 cdpias/ml e pacientes com genétipo AG (n=13) apresentaram 48.256 + 54.186 cdpias/ml. O genétipo
GG foi verificado em apenas 3 pacientes, sendo assim a correlagdo da carga viral do HIV-1 com este genédtipo ndo foi
realizada. Ndo foram observadas diferencas significativas na correlacdo da carga viral do HIV-1 com os gendtipos do
polimorfismo H186R (p=0,180).

Tabela 4. Correlacdo entre carga viral do HIV e gendtipos do polimorfismo H186R em pacientes sem tratamento.

Gendtipos do polimorfismo H186R

Total (n = 115) AA (n=99) AG (n=13) p
Carga viral (copias/ml) 38.239+65.944 37.969+68.182 48.256+54.186 (92.530) 0,180
(39.777) (39.659)

Dados apresentados como média + desvio padrdo (intervalo interquartil). Fonte: Autores.

4. Discusséo

Neste estudo, nés estdvamos interessados em descrever a frequéncia do polimorfismo H186R do gene APOBEC3G
em pacientes HIV-1 positivos com e sem coinfecccdo pelas hepatites B e C, além de correlacionar os genétipos deste
polimorfismo com a carga viral do HIV-1 dos pacientes. Estudos tém demonstrado que APOBEC3G é um fator antiviral capaz
de inibir a replicacdo do HIV através da desaminacdo de desoxicitidinas para desoxiuridinas na fita negativa do cDNA que est4
sendo sintetizado durante a transcricdo reversa. Esta edicdo induz a hipermutacdo de G para A na fita oposta levando a
inativacdo do virus (Normam et al., 2012; Singh et al., 2013; Reddy et al., 2016). A relativa falta de especificidade de
sequéncias na edigdo mediada por APOBEC3G explica o largo espectro de atividade da enzima, associada a inibi¢do de uma
grande variedade de retrovirus e comprometimento da expressdo de diferentes provirus (Mangeat et al., 2003). A importancia
de APOBEC3G na patogénese do HIV é realcada pelo fato de que algumas variagdes genéticas no gene levam a progressdo da
doenca em pessoas infectadas (Normam et al., 2012). Estudos tém demonstrado que o polimorfismo H186R do gene
APOBEC3G, que leva a substituicdo ndo sinbnima do aminoéacido histidina para arginina, pode ser relacionado com o
comprometimento da funcédo da enzima. O declinio de células T CD4+, 0 aumento da carga viral e a acelerada progressao para

AIDS foram associados a este polimorfismo (De Maio et al., 2012; Vieira & Soares, 2013).
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Neste estudo as frequéncias alélicas e genotipicas deste polimorfismo de APOBEC3G foram verificadas em 324
pacientes HIV-1 positivos, sendo 97 destes monoinfectados pelo HIV-1, 89 coinfectados HIV/HBV, 81 coinfectados
HIV/HCV e 57 com tripla coinfec¢do HIV/HBV/HCV.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo H186R de APOBEC3G tém sido relatadas em populagdes de diferentes
etnias e em diferentes continentes (An et al., 2004; Do et al., 2004; Valcke et al., 2006; Rathore et al., 2008; Reddy et al., 2010;
Bizinoto et al., 2011; De Maio et al., 2011; Bunupuradah et al., 2012; Singh et al., 2013). Os resultados obtidos neste estudo
demonstraram uma maior frequéncia do genétipo AA (186H/H) em todos os grupos de pacientes HIV-1 positivos, com e sem
coinfeccdo. Os individuos que possuem este genotipo, ou seja, presenca de dois alelos A, sintetizam apenas 0 aminoacido
histidina. A frequéncia do alelo G (186R) na populagdo total deste estudo foi de 7,4%, sendo que o gendtipo homozigoto para
esse alelo (186R/R) foi observado em apenas 1,2% da amostra. Os individuos com gen6tipo GG sintetizam apenas o
aminodcido arginina. O gendtipo heterozigoto AG (H186R) foi verificado em 12,7% dos pacientes. Os resultados obtidos neste
estudo quanto as frequéncias genotipicas do polimorfismo H186R no grupo de pacientes monoinfectados pelo HIV-1 mostram
que estas ndo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. O equilibrio de Hardy-Weinberg afirma que as frequéncias alélicas e
genotipicas permanecem constantes em grandes popula¢des, com cruzamentos ao acaso, sem migragdes e sem pressdo seletiva.
E possivel que o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg registrado neste grupo de pacientes tenha ocorrido devido ao baixo
namero destes individuos em nosso estudo (n = 97). As frequéncias genotipicas do polimorfismo H186R foram analisadas em
um estudo conduzido com individuos brasileiros HIV-1 positivos classificados em trés grupos étnicos, sendo que a frequéncia
do gendtipo homozigoto AA foi a mais prevalente (79%), seguida pelo gendtipo heterozigoto (18,7%). A frequéncia do
gendtipo homozigoto GG neste estudo também foi de 2% (Bizinoto et al., 2011). Outro estudo identificou que a variante 186R
era comum em afro-americanos (37%), mas raro em euro-americanos e europeus caucasianos (3% e 5%, respectivamente) (An
et al., 2004). A populacéo brasileira é formada pela combinacdo, em grau variavel, de diferentes grupos étnicos, e a
composi¢do genética desta populacdo ndo € heterogénea (Bizinoto et al., 2011). Estudos anteriores com base na andlise de
outros genes indicaram que a colonizagdo europeia teve forte contribuicdo no perfil genético da populagdo brasileira
(Callegari-Jacques et al., 2003; Lins et al., 2010). Assim sendo, as frequéncias genotipicas observadas em nosso estudo,
similares as frequéncias encontradas em populacBes de ancestralidade europeia para 0 mesmo polimorfismo, estdo em
conformidade ao relato destes estudos.

O efeito da enzima APOBEC3G tem sido sugerido nas infecgdes por virus tais como o HBV e o0 HCV. Embora sua
acdo ainda ndo seja clara, estudos relatam que a enzima pode atuar na restri¢do viral através de diferentes mecanismos (Rosler
et al., 2005; Komohara et al., 2006; Noguchi et al., 2007; Mohamadkhani et al., 2012; Kitamura et al., 2013). Poucos estudos
analisaram a frequéncia do polimorfismo H186R de APOBEC3G em pacientes HIV-1 positivos coinfectados com HCV ou HB
(Compaore et al., 2016; He et al., 2017). Estudo na populagdo chinesa observou que o alelo 186R foi associado a menor risco
de infeccdo cronica pelo HBV e de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (He et al., 2017) Similarmente, um estudo
conduzido com individuos marroquinos analisou o papel do polimorfismo H186R na infec¢do cronica pelo HBV. Os resultados
deste estudo revelaram frequéncias para o genétipo GG de 2,79% e 1,39% para individuos infectados pelo HBV e individuos
saudaveis, respectivamente, sendo que este genétipo foi relatado como tendendo a aumentar o risco de desenvolvimento da
infecgdo cronica pelo HBV em comparacao com individuos portadores do genétipo AA (Ezzikouri et al., 2013).

A associagdo entre genotipos do polimorfismo H186R de APOBEC3G com a carga viral de HIV é controversa. Um
estudo realizado com 250 mulheres da Africa do Sul mostrou associagio do alelo G com maiores cargas virais de HIV-1
(Reddy et al., 2010). Por outro lado, um estudo conduzido em 400 individuos brasileiros HIV-1 positivos e virgens de
tratamento demonstrou correlagdo do polimorfismo H186R com a carga viral do HIV-1, sendo observado que individuos

portadores do alelo 186R apresentavam maiores niveis plasmaticos de HIV-1 (Bizinoto et al., 2011). Nossos resultados nao
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demonstraram associagdo dos genétipos do polimorfismo H186R de APOBEC3G com a carga viral do HIV-1. A correlagdo
entre os gendtipos do polimorfismo e a carga viral do HIV-1 observada nos pacientes que ndo estavam em uso de HAART néo
demonstraram diferencas estatisticamente significantes (p=0,180).

5. Conclusdo

Nossos resultados demonstram que ndo ha correlagéo entre os genétipos do polimorfismo H186R de APOBEC3G e a
carga viral do HIV-1 nos pacientes brasileiros HIV-1 positivos incluidos neste estudo.
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