INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
BIOLOGIA DE AGENTES INFECCIOSOS E PARASITARIOS

INVESTIGACAO DOS POLIMORFISMOS NO EXON 1 DO GENE MBL
(MANNOSE-BINDING LECTIN) E SUA ASSOCIACAO COM A SINDROME DA
IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (AIDS)

FELIPE BONFIM FREITAS

Belém-Para
2008



FELIPE BONFIM FREITAS

INVESTIGACAO DOS POLIMORFISMOS NO EXON 1 DO GENE
MBL (MANNOSE-BINDING LECTIN) E SUA ASSOCIACAO COM A
SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (AIDS)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Biologia de Agentes Infecciosos e
Parasitarios do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Pard como requisito parcial
para a obtencdo do grau de Mestre em Biologia de

Agentes Infecciosos e Parasitarios.

Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos R. Vallinoto

Belém-Para
2008



FELIPE BONFIM FREITAS

INVESTIGACAO DOS POLIMORFISMOS NO EXON 1 DO GENE
MBL (MANNOSE-BINDING LECTIN) E SUA ASSOCIACAO COM A
SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (AIDS)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo em Biologia de Agentes

Infecciosos e Parasitarios, do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal

do Para, como requisito parcial para a obtencdo do grau de Mestre em Biologia de

Agentes Infecciosos e Parasitarios.

Orientador:

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Antonio Carlos Rosario Vallinoto
Instituto de Ciéncias Biologicas, UFPA

Prof. Dr. Ricardo Ishak
Instituto de Ciéncias Biologicas, UFPA

Prof. Dr. Luiz Fernando Almeida Machado
Instituto de Ciéncias Biologicas, UFPA

Profa. Dra. Maristela Gomes da Cunha
Instituto de Ciéncias Biologicas, UFPA

Profa. Dra. Marluisa de Oliveira Guimaraes Ishak (suplente)
Instituto de Ciéncias Biologicas, UFPA

Belém, 12 de Agosto de 2008



“0 que sabemos é uma gota; o que ignoramos é um oceano”.

Isaac Newton



Dedico este trabalho aos meus pais, Antonio Freitas e
Maria do Socorro Bonfim Freitas (in memorian), por
todas as palavras, conselhos, orientacoes e valores
passados, além de todas as oportunidades a mim
oferecidas, pois sem elas com certeza ndo estaria
conquistando mais essa vitoria em minha vida
profissional e pessoal. Aceitem aqui 0 meu mais sincero
obrigado. Serei eternamente grato por todo carinho e
amor que vocés me deram.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de manifestar o meu mais sincero obrigado ao Prof. Dr. Antonio
Vallinoto, pela oportunidade de realizar este trabalho no Laboratorio de Virologia,
demonstrando em varios momentos muita paciéncia, dedicacdo e atengao, orientando
sempre com muita objetividade, simplicidade e enorme competéncia. Obrigado por
todos os ensinamentos académicos e pessoais. Serei sempre grato por ter me ajudado
tanto nesta nova etapa da minha vida.

Agradeco também ao Prof. Dr. Ricardo Ishak e a Prof* Dra. Marluisa de
Oliveira Guimaraes Ishak, por sempre terem se dedicado ao maximo no crescimento e
desenvolvimento do Laboratério de Virologia, tornando-se verdadeiros exemplos
profissionais e pessoais.

Ao Prof. Dr Luiz Fernando Almeida Machado e a Prof* MsC.Vania
Nakauth Azevedo que muito me ensinaram durante todos os momentos de convivio.

Aos amigos do Laboratério de Virologia: Helena, Rosimar, Di Paula,
Paula, Regiane, Gisele, Sandra, Leonardo, Iran, Jamilla, Izete, Jaqueline, Carol, Simone,
Rafaela, Erika, Elizabete, Tany, Ethienne e em especial as amigas Renata e Lucinda
pelo enorme auxilio laboratorial no inicio de meu trabalho. Saibam que todos em algum
momento colaboraram de alguma forma nesta conquista.

Agradeco de forma especial aos bioquimicos Mauro e Ednelza, que
foram verdadeiros amigos ¢ me ajudaram de forma grandiosa na coleta dos dados e
amostras no Hospital Universitario Barros Barreto.

Sou muito grato a minha namorada Rafaela Lebrego, por sempre ter
acreditado em mim e ter manifestado um apoio constante, me incentivando e criticando,
sendo uma verdadeira companheira e amiga, acreditando no meu potencial nos
momentos em que até eu mesmo duvidava.

A todos os amigos pessoais que sempre acreditaram no meu sucesso e em
varios momentos deram forgas para que eu chegasse até a conclusao deste trabalho.

A todos os individuos doadores de suas amostras que aqui foram
testadas.

A CAPES e UNESCO por financiar parte desse projeto.

A UFPA e ao Programa de Poés-Graduagdo em Biologia de Agentes

infecciosos e parasitarios pelo acolhimento para o desenvolvimento desta dissertagao.



SUMARIO
LISTA DE TABELAS. ..ottt 9
RESUMUO ...ttt sttt ettt st b et e sbe et saeens 11
ABSTRACT ...ttt ettt et et e naeentesaeenaeeneesneenee 12
1 INTRODUGCAO........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
1.1 A FAMILIA RETROVIRIDAE............coooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseses s 15
1.1.1 O Virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1).............cccccoovviivniinnnnnn.n. 15
1.1.2 Morfologia e Organizacio Genomica do HIV-1.....................cooiinnnn 16
1.1.3 O Ciclo de Replicacio do HIV-1.............ccoviiiiiiiiiieceeeeee e 19
1.1.4 Patogénese da Infeccio pelo HIV-1.............coocooiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 21
1.1.5 Resposta Imune a0 HIV-1..............cooiiiiiiiiieeeeee e 23
1.2 A LECTINA LIGADORA DE MANOSE.......cccciiiiiiniiieieneeeeieeeeeeen 26
1.2.1 Estruturae Funcaoda MBL...................oooiiiiiiiii e, 27
1.2.2  Polimorfismos no Exon 1 do gene MBL...............cccooooooeeeeeeeeeeeeeeeerenn. 30
1.2.3 Polimorfismos na Regiao Promotora do gene MBL..................cccccueennee. 33
1.2.4 Niveis Séricos da Lectina Ligadora de Manose..............c....ccocveeviiiennenn. 35
1.2.5 Proteases Serinas Associadas a MBL.......................coc, 37
1.3 MBL E SUA ASSOCIACAO COM AS DOENCAS........cccoovviveereererernnnn 39
1.4 PAPEL DA MBL NA INFECCAO PELO HIV-1......cccooevviireiieeeeeeeee. 44
1.5 OBJETIVOS. ..ottt sttt 49
1.5.1  ODbjetivo Geral............cooooooiiiiiiiiiiiiiie e 49
1.5.2  Objetivos Especificos...........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiceeceeceee e 49
2 MATERIAL E METODOS...........cooiiiiiineieeeie s 50
2.1 CARACTERIZACAO E COLETA DA AMOSTRA........c.ooovoeieeerereenn, 50
2.1.1 Pacientes coOm AidS..........cccoooiiiiiiiiiiiiiii e 50
2.1.2 Individuos Controles Soronegativos parao HIV-1....................cccceeen. 50
2.1.3 Individuos Soronegativos de Alto risco................ccoccvveevviieniienciienieee. 51
2.1.4 Individuos Soropositivos AsSINtOMALICOS...............ccceevueriiniriiniiinenicnene 51
2.1.5  ASPECOS EtHCOS...........vveeieeeeeeeeeeeee e 51
2.2 METODOS SOROLOGICOS........ccomreumrirmrirrrisneeerssessssssssessseessssssssssseenas 52
2.2.1 Grupos de Individuos Soronegativos................ccccevvuieiieniiinienieeieeeeeenn 52



2.2.2
23

24
24.1
2.4.2
243
2.5

3

3.1
3.2
33

4
5
6

Grupo de Individuos Soropositivos..............c.ccccccvveviiieniieenieeeeeeeeen 52
QUANTIFICACOES DA CARGA VIRAL PLASMATICA E DE

LINFOCITOS T CD4 ...t 52
METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR.......oooeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 53
EXtracao do DINA.... ... e e e e 53
Determinacao dos Polimorfismos no EXON Lo 53
ELetrofOrese..............vvviiiiiiiiiiieeee e 54
METODOS ESTATISTICOS.........ooeiiieriieieiieiieeiesie s 56
RESULTADOS. ...ttt e e e a e e e saaa e e e enaaeeeenes 57
FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS......ovieeeeeeeeeeeeeeeeeeees 57
POLIMORFISMOS GENETICOS E CO-INFECCOES.......oooivereeeereenn. 64
POLIMORFISMOS  GENETICOS E QUANTIFICACOES DE
LINFOCITOS TCD4" E DA CARGA VIRAL PLASMATICA................... 68
DISCUSSAOQ........oooiiieieeie ettt 72
CONCLUSOES.........oooiiiiiieieieiie e 80
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.............cooovvvivrieriessiesiesiesiennes 82

ANEXOS ... s 109



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

LISTA DE TABELAS

Distribui¢ao das freqliéncias alélicas do gene MBL na populagdo de
pacientes com Aids, nos individuos assintomaticos € no grupo
COMEIOLE. ... e

Distribuig¢do das freqiiéncias genotipicas do gene MBL na populagdo de
pacientes com Aids, nos individuos assintomaticos € no  grupo
COMEIOL. ...ttt sttt et
Distribui¢ao das freqliéncias genotipicas e alélicas do gene MBL no
grupo de pacientes com Aids, nos individuos assintomaticos € no grupo
COMEIOLE. ...ttt sttt et
Distribui¢ao das freqiiéncias genotipicas do gene MBL no grupo de
pacientes soropositivos, controle e controle de alto risco...........cceeuveenneee.

Distribui¢do das freqiiéncias genotipicas e alélicas do gene MBL no
grupo de pacientes soropositivos, controle e controle de alto risco..........

Distribui¢do das freqii€ncias genotipicas e alélicas no gene MBL entre
os individuos com Aids mono e co-infectados...........ccecuerveenieinieniennen.

Distribui¢do das freqiiéncias genotipicas e alélicas do gene MBL entre
os individuos com Aids co-infectados...........ceeoveeviieiiiniiniiniieieee

Polimorfismos do gene MBL e a quantificacdo de células TCD4" nos

INAIVIAUOS COM ATAS.ceiiieieeeeeeeeeeeeee e

Tabela 9. Polimorfismos do gene MBL e a quantificacdo da carga viral nos

INAIVIAUOS COM ATAS.ceieieiiieeeeeeeeeeee e

56

58

60

63

65

66

67



Tabela 10. Polimorfismos do gene MBL e a quantificagio de células TCD4" nos
individuos soropositivos assiNtOMAtICOS. ....cuvveerureeerereeerereeeieeeerreeeveeennnes
Tabela 11. Polimorfismos do gene MBL e a quantificacdo da carga viral nos

individuos soropositivos assintOMAtICOS. .....cc.eeruverrieerieenieeniieeiee e

10



11

RESUMO
No presente estudo foram investigadas as freqiiéncias das mutagdes no éxon 1 do gene
MBL em um grupo de 128 pacientes com Aids, 116 portadores assintomaticos da
infeccdo pelo HIV-1, 84 mulheres soronegativas profissionais do sexo, com
comportamentos de alto risco e 99 individuos controles soronegativos, com o objetivo
de avaliar a ocorréncia de uma possivel associagdo entre os polimorfismos neste gene e
a infeccdo pelo HIV-1. A identificagdao dos alelos MBL *4, *B, *C e *D foi realizada
por meio da reacdo em cadeia mediada pela polimerase, utilizando seqiliéncias de
iniciadores especificos e posterior digestdo enzimatica (RFLP). As andlises das
freqliéncias alélicas e genotipicas do éxon 1 ndo mostraram qualquer diferenca
significativa entre pacientes soropositivos (assintomaticos e Aids) e soronegativos
(controle e controle de alto risco) (p>0,05). Nao foram observadas associagdes
significativas entre a presen¢a de co-infeccdes e as variantes alélicas. Entretanto,
tuberculose, neurotoxoplasmose, candidiase, neurocriptococose € pneumonia foram as
co-infecgdes com maior prevaléncia. As associagdes entre o numero de linfocitos
TCD4", a carga viral plasmatica e os polimorfismos no éxon 1 do gene MBL nos
pacientes com Aids e portadores assintomaticos nao foram estatisticamente significante.
Desse modo, pode-se sugerir a auséncia de associacdo entre estes polimorfismos e a
susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1, destacando a necessidade de estudos adicionais
para determinar se estes polimorfismos apresentam qualquer impacto associado a

infec¢do ou a progressao para a Aids.
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ABSTRACT
The present study investigated the frequency of the mutations in the exon 1 of the MBL
gene in a sample of 128 Aids patients, 116 HIV-1 infected asymptomatic individuals, 84
healthy sex worker women with high risk behavior and 99 healthy control individuals,
in order to evaluate the occurrence of a possible association between the polymorphisms
and HIV-1 infection. The MBL*A4, *B, *C and *D alleles identification was performed
through a polymerase chain reaction (PCR) followed by restriction endonucleases
analyses (RFLP). The analysis of allele and genotype frequencies in the exon 1 of MBL
gene did not show any differences between seropositives patients (asymptomatic and
Aids individuals) and seronegatives individuals (healthy and high risk controls)
(p>0,05). It was not show significant associations between the presences of other related
infections and the presence of the alleles variant. However, tuberculosis, toxoplasmosis
of the brain, candidosis, meningitis by cryptococcos and pneumonia was the most
prevalent co-infections. Associations between the MBL gene polymorphisms and the
number of CD4" T-cells and plasma viral load in the Aids and asymptomatic patients
were not statistically significant. Therefore, it has been suggested the absence of
association between the polymorphisms and the HIV-1 infection susceptibility,
emphasizing the need for further studies to determinate if the present polymorphisms

have any impact associated with infection or the progression to Aids.
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1. INTRODUCAO

Durante os ultimos 20 anos, a infec¢ao pelo Virus da imunodeficiéncia
humana-1 (HIV-1) e a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) se tornou uma
pandemia, ultrapassando os limites de um problema de satde publica, com sérias
implicagdes politicas e econdmicas (Piot et al., 2001).

A Aids foi primeiramente reconhecida nos Estados Unidos, no inicio da
década de 80, em um grupo de homens homossexuais que sofriam com infecgdes
oportunistas recorrentes, principalmente pneumonia causada por Pneumocystis carinii
(Gottlieb et al., 1981). Apesar dos relatos da infec¢do ser relativamente recentes,
analises filogenéticas estimam que o HIV-1 surgiu entre os anos de 1915 e 1941,
tornando-se uma ameaca publica mundial 50 anos depois (Korber et al., 2000).

Desde a sua descoberta, em meados dos anos 80, a Aids continua se
expandindo na taxa de 14.000 novas infec¢des por dia. Segundo o Programa Conjunto
das Nagdes Unidas em HIV/AIDS (UNAIDS) e a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) existem, em média, 33,2 milhdes de pessoas no mundo que vivem com o HIV.
Somente no ano de 2007, foram registradas 2,5 milhdes de novas infec¢des incluindo
adultos e criangas. Dentre todas as regides do planeta, a Africa sub-sahariana é a que
apresenta um maior indice com, aproximadamente, 22,5 milhdes de individuos
infectados, sendo a Aids a principal causa de mortes neste continente. A incidéncia da
infec¢do também vem crescendo em taxas expressivas na Asia meridional, onde s6 em
2007, foram registrados 860 mil novos casos de infeccdo pelo virus. A Oceania ¢ o
continente com o menor numero de registros desta infecgdo viral com,

aproximadamente, 75 mil casos (UNAIDS/WHO, 2007).
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No Brasil, apesar da epidemia ser considerada estavel nos ultimos anos,
cerca de 620 mil pessoas estdo infectadas com o HIV-1, representando,
aproximadamente, um ter¢o do total de casos encontrado na América Latina
(UNAIDS/WHO, 2007). Segundo o boletim epidemiologico do Ministério da Saude de
2007, a regido Sudeste possui 60,9% dos casos (289 mil infectados), seguido das
regioes Sul com 18,8% (89 mil casos), Nordeste com 11,2% (53 mil casos), 5,6% na
regido Centro-Oeste (26 mil casos) e Norte com 3,4% (16 mil casos). O Estado do Para
notificou cerca de 4.147 casos, o que representa 25% do total de casos da regido Norte
(Boletim Epidemiologico AIDS e DST, 2007).

Atualmente, sdo conhecidas duas espécies do HIV, o HIV-1 e o HIV-2.
O HIV-1 ¢ o tipo mais virulento e mais disseminado pelo mundo. J4 o HIV-2 parece ser
menos patogénico e ¢ encontrado quase que exclusivamente no oeste da Africa (Hahn et
al., 2000). Existem multiplos grupos e subtipos do HIV-1 com distribui¢des geograficas
distintas de acordo com suas origens. O grupo M e seus subtipos sdo os mais
prevalentes no mundo, porém outros dois grupos, N e O, foram descritos na Africa e na
Europa Oriental. Cada subtipo ¢ distinto em sua epidemiologia e antigenicidade, o que
pode ter implicagdes na elaboracao de vacinas (Essex, 1999).

A dispersao da infec¢do causada pelo HIV-1 € conseqiiéncia das trocas
de fluidos corpdreos contaminados, que podem ser feitas através: das relagdes sexuais,
do compartilhamento de agulhas, dos acidentes com materiais perfurocortantes
contaminados, transfusdes sangiiineas e hemoderivados ¢ da transmissdo via
transplacentaria. Adicionalmente, co-fatores, tais como, doengas sexualmente
transmissiveis e os polimorfismos de genes codificadores de receptores para o virus,

facilitam a infecgdo pelo HIV-1 e influenciam na progressao a AIDS. Contudo, o real
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efeito da heterogeneidade genética do hospedeiro na susceptibilidade a infec¢ao ainda ¢

pouco compreendido (Garred et al., 2003).

1.1 A FAMILIA RETROVIRIDAE
1.1.1 O Virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

A familia Retroviridae compreende virus que infectam primariamente
vertebrados, determinando-lhes uma variedade de doencas de natureza
imunossupressora € neopldsica, embora ja tenham sido encontrados retrovirus
infectando outros seres, tais como aves, répteis, insetos € moluscos (Gallo & Wong-
Staal, 1982).

Os retrovirus apresentam cerca de 100 nm de didmetro e sdo
envelopados, possuindo ainda um cerne esférico ou coOnico que possui algumas
proteinas que desempenham fungdo catalitica durante a replicagdo viral. O genoma
destes virus consiste de duas moléculas de RNA de polaridade positiva, idénticas,
medindo cerca de 7 a 10 Kilobase (Kb) de comprimento. Estas servem como molde para
a transcrigdo de uma molécula de DNA de dupla fita, pela acdo de uma DNA
polimerase RNA dependente (transcriptase reversa), que posteriormente sera integrada
ao genoma da célula hospedeira sob a forma de um provirus (Temin & Mitzutani,
1970).

Os retrovirus sao divididos em trés sub-familias. Oncovirinae,
Lentivirinae ¢ Spumavirinae, baseando-se primariamente na patogenicidade, mais do
que nas relagdes gendmicas (Weiss et al., 1985; Drew, 1992). Atualmente o Comité
Internacional de Taxonomia Viral reconhece sete géneros: Alpharetrovirus,

Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Lentivirus e



16

Spumavirus, e esses em subgéneros e espécies de acordo com os aspectos de seqiiéncia
nucleotidica e estrutura genomica (Coffin, 1993; Liu, 1996).

Os retrovirus patogénicos ao homem incluem os (i) Virus linfotropico de
c€lulas T humanas 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2), relacionados a disturbios neurolégicos e
hematoldgicos, classificados no género Deltaretrovirus e os (1) Virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), classificados no género Lentivirus (Gallo, 1991;

Coffin et al., 1996; Liu, 1996).

1.1.2 Morfologia e Organizaciao gendomica do HIV-1

O HIV-1 ¢ uma particula esférica com, aproximadamente, 100 nm de
diametro. Apresenta externamente um envelope composto por uma membrana
lipoprotéica oriunda da célula hospedeira acrescida de glicoproteinas virais.
Internamente, o virus apresenta um nucleocapsideo protéico em formato de cone onde
se encontrardo o genoma viral, a transcriptase reversa, a protease € a integrase (Wong-

Staal & Gallo, 1985; Figura 1).

Envelope
gp4l
Integrase Transcriptase
Reversa
RNA
p24 Capsideo

Protease

Figura 1- Estrutura Morfolégica do HIV-1 (Adaptado de Chemistry at Wellesley

College <http://www.wellesley.edu /Chemistry/Chem101/hiv/t-hiv.GIF>).
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O HIV-1 apresenta um genoma com 9,8 kb, sendo formado por duas
moléculas idénticas de RNA de fita simples, com polaridade positiva, contendo nove
genes delimitados por duas regides terminais longas e repetitivas chamadas LTR (Long
Terminal Repeats). Estes genes estdo divididos em trés genes estruturais (gag, pol e
env) comuns aos outros retrovirus, e seis genes regulatorios (tat, nef, rev, vif, vpu, vpr)
(Greene, 1991).

O gene gag codifica uma proteina precursora (p55), que ao ser clivada
por uma protease viral durante a maturagdo, origina varias proteinas estruturais que
compdem o cerne viral, como a matriz protéica (pl7), o capsideo viral (p24) e as
proteinas mais internas do nucleocapsideo (p7 e p9) (Ratner et al., 1985). Essa protease,
que também cliva polipeptideos precursores codificados pelo gene pol, € codificada pelo
mesmo gene responsavel pela producdo das seguintes enzimas: (i) a transcriptase
reversa, responsavel pela replicacdo do RNA viral, (i1) a Rnase que degrada a fita apds a
sintese da primeira fita de DNA e (iii) a integrase, que faz a interacao do acido nucléico
viral ao genoma celular (Varmus & Swanstrom, 1985; Levy, 1994).

A glicoproteina de superficie (gpl20 ou SU) e a glicoproteina
transmembrana (gp41 ou TM) sdo produzidas a partir da clivagem por proteases de um
precursor (gpl160) codificado pelo gene env. Estas duas proteinas de superficie irdo
interagir entre si através de forcas ndo-covalentes (Robey et al., 1985).

Estas glicoproteinas superficiais sdo importantes no momento do contato
entre a particula viral e a célula hospedeira, pois estas se ligam aos receptores CD4 e
aos co-receptores localizados na membrana plasmatica de linfocitos T auxiliares, de

monocitos, de macrofagos e de células dendriticas foliculares (Weiss et al., 1992a).
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O gene env apresenta uma grande diversidade na seqiiéncia de
nucleotideos observada em diferentes cepas. A andlise molecular deste gene revelou a
presenca de cinco dominios variaveis (V1-V5) intercalados por quatro regides
conservadas (C1-C4) (Alizon et al., 1986; Myers et al., 1993).Variagdes na seqiiéncia
do gene env t€m grande implicagdo ndo somente para a resposta imune antiviral, mas
também para funcdes adicionais mediadas pela glicoproteina do envelope, tais como
ligacdo ao CD4, tropismo celular e citopatogenicidade (Diaz, 1997).

A andlise de mutagdes sitio-especificas no gene env demonstram que um
numero limitado de aminoacidos conservados em diferentes regides da gpl20, sdo
requeridos para uma eficiente ligagdo ao CD4 (Kwalski et al., 1987). O estudo
molecular da regido C2V3 permitiu estabelecer uma classificagdo genotipica para as
diversas cepas de HIV-1 (WHO, 1994; Kostrikis et al., 1995).

Os genes ndo estruturais compreendem os genes reguladores ou
acessorios (tat e rev) que sdo essenciais para a replicacao viral. O gene faf codifica uma
proteina regulatoria transativadora que, juntamente com certas proteinas celulares,
interagem com a regido TAR (Tat responsive element) do RNA mensageiro viral. Tat ¢
a principal proteina envolvida na ativacdo do HIV (Kameoka ef al., 2001). O gene rev,
por sua vez, codifica uma proteina regulatoria, Rev, que interage com outra regiao do
RNA mensageiro viral chamada RRE (Rev responsive element). Essa interagdo envolve
proteinas celulares e permite que o0 RNA mensageiro ndo processado (spliced) saia do
nucleo e va para o citoplasma a fim de ser traduzido (Gergerfelt et al., 2002).

Além dos genes reguladores tat e rev, outros genes acessorios (vif, vpr,
vpu e nef) sdo importantes na replicagdo e infectividade viral. O gene nef codifica uma

proteina com basicamente duas fungdes distintas: aumentar a replicagao viral e reduzir o



19

numero de receptores CD4 na superficie de células infectadas (Zhou & Aiken, 2001). O
gene vif promove a infec¢do de células sem virus e a producao de novas particulas virais
(Khan et al., 2001). O gene vpu, presente somente no HIV-1, possui a fungdo de
degradacao de CD4 e auxilia em um brotamento eficiente do virus (Deora & Ratner,
2001). O gene wpr, por sua vez, ¢ um fraco fator de transcricdo, mas modula a

transcricao da LTR do HIV-1 e a montagem do virus (Sawaya et al., 2000).

1.1.3 O ciclo de Replica¢ao do HIV-1

A fase inicial da replicagdo do HIV-1 inicia-se com a ligacdo da proteina
do envelope viral (gpl120) a molécula CD4, predominantemente na superficie de
linfécitos T auxiliares ou macrdéfagos (Klatzmann et al., 1984). A ligagdo viral ao
receptor CD4 ¢ necessaria, porém insuficiente para mediar a entrada viral. A interacao
entre CD4 e gp120 aumenta a afinidade do virus para moléculas co-receptores, como os
receptores de quimiocinas (CXCR4 e CCRSY), indicando assim, o tropismo das cepas em
M-trépicas (ligam-se aos receptores de B-quimiocinas CCRS5) e T-tropicas (ligam-se aos
receptores de a-quimiocinas CXCR4) (Kuritzkes, 2000; Figura 2).

Apds a ligagdo a célula-alvo, ocorre a penetracdo do virus por
endocitose mediada por receptores ou pela fusdo do envelope viral com a membrana
celular, sendo o nucleocapsideo liberado no citoplasma (Lifson et al., 1986; Bauer et
al., 1987). Ainda no citoplasma, através da enzima transcriptase reversa, que utiliza um
RNA transportador (tRNA) presente no virus, como indicador, ocorre a transcri¢do das
fitas de RNA em um filamento hibrido RNA-DNA. Posteriormente, a transcriptase
reversa atua como ribonuclease H degradando a fita de RNA e, a seguir, sintetiza a fita

positiva de DNA que é mantida como um complexo de nucleoproteina a qual ¢
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transportada para o nucleo, onde pode haver integracao (provirus) no genoma da célula,
através da enzima integrase, ou a permanéncia na forma circular ndo integrada

(Panganiban & Fiore, 1988; Figura 2).
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Figura 2 — Esquema representativo do ciclo de replicacdo do HIV-1 (Adaptado de

Sherman & Greene, 2002).

A fase tardia de replicagdo inicia-se com a ag¢do da enzima RNA
polimerase II celular, que transcreve o provirus em RNA mensageiro viral, que vai para
o citoplasma. Os transcritos irdo originar o RNA gendmico e a sintese de proteinas da
estrutura viral. As proteinas do envelope sdo transportadas para a membrana celular. As
proteinas estruturais se reinem no citoplasma com os RNA virais e migram para a
membrana, em regides onde hd acimulo de glicoproteinas virais, saindo da célula por

brotamento. Apo6s a liberacdo, a protease sofre uma autoativa¢do, clivando as
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poliproteinas, de modo que a particula viral toma a forma caracteristica tornando-se
infecciosa (Greene, 1991).

A associacdo do HIV-1 a um tipo especifico de receptores indica nao
apenas o tropismo para um determinado tipo celular, mas também tem servido como um
indicador confidvel de maior ou menor susceptibilidade genética do hospedeiro ao HIV-
1 (Winkler et al., 1998). A presenca de determinadas mutacdes nos genes dos receptores
de a e B-quimiocinas sdo fatores que determinam a transmissao do virus e a progressao
para o quadro de Aids (Smith et al., 1997; Kuritzkes, 2000). Por outro lado, as co-
infec¢des com agentes bacterianos e virais tém servido também como fator adicional e
complicador do quadro clinico do paciente portador do HIV-1 e, conseqiientemente,

podem interferir na progressdo para Aids.

1.1.4 Patogénese da Infec¢io pelo HIV-1

Apesar do curso da infec¢dao pelo HIV-1 poder variar de individuo para
individuo, ha um modelo comum a todos. O HIV subverte o sistema imune através da
destruicdo de linfocitos T auxiliares, que possuem o receptor CD4 em sua membrana e
que, normalmente, coordenam a resposta imune (Baggiolini & Moser, 1997).

Cerca de 50-70% dos pacientes desenvolvem uma sindrome aguda trés a
seis semanas apds a infec¢do primaria, caracterizada por uma alta viremia e uma
diminui¢io no numero de células CD4" no sangue periférico. Durante este estigio, o
HIV dissemina-se e replica-se principalmente no tecido linféide. A viremia aguda ¢
seguida pela resposta citotoxica que ¢ responsavel pelo controle da replicagdo viral.
Entretanto esta resposta ¢ inadequada para suprimir a replicacdo completamente, ¢ a

expressao do HIV persiste em reservatdrios como linfonodo, bago, timo, medula 6ssea,
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cérebro e trato gastro-intestinal (Pantaleo ef al., 1993). Os sintomas mais freqiientes da
fase aguda sdo febre, sudorese, mal estar, mialgias, anorexia, nduseas, diarréia e
faringite ndo exsudativa, além de cefaléia, fotofobia, meningismo e exantema
maculopapular (Ho ef al., 1985; Niu et al., 1993).

ApOs a soroconversao, o virus permanece no organismo, de forma ainda
ndo totalmente conhecida, durante um periodo latente longo e varidvel, podendo
permanecer assintomdtico por varios anos ou entdo manifestar sintomas pouco
especificos como linfadenopatia generalizada persistente, fadiga, febre baixa, sudorese
noturna, diarréia intermitente e perda de peso (Chaisson et al., 2000). Outras formas de
apresentacao se devem a processos imunologicamente mediados, resultantes da resposta
do hospedeiro a infeccdo wviral cronica, como linfadenopatia, trombocitopenia,
polineuropatias, miopatias ¢ complexo Aids-deméncia (Navia et al., 1986a; 1986b;
Kurtzberg et al., 1987, Fuller et al., 1993).

O tempo de progressio da doenga pode apresentar variagcdes
consideraveis. Alguns individuos progridem mais rapidamente que outros, € a razao da
progressao depende de caracteristicas do virus como o tipo e os subtipos, € do
hospedeiro como a idade e fatores genéticos. Com o avanco da infecg¢ao pelo HIV-1 e
declinio da imunidade, a maior parte dos pacientes comeca a apresentar sinais €
sintomas clinicos de imunodeficiéncia (Chaisson et al., 2000).

A Aids ¢ o estdgio mais avangado da doenca no qual o sistema
imunolégico do hospedeiro infectado ja ndo pode mais controlar a ocorréncia de
infecgdes oportunistas ou de neoplasias, que raramente acometem individuos
imunocompetentes. As infecgdes oportunistas podem ocorrer em qualquer estagio da

progressdo da infec¢do pelo HIV, porém seus aspectos clinicos podem variar de acordo
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com a idade, sexo, raca, localizacdo geografica, historico de tratamento e
comportamental (Chaisson et al., 2000). A Aids de uma maneira geral, manifesta-se
clinicamente como um quadro sindromico de emagrecimento, febre, diarréia persistente,
queda do estado geral associado as infec¢des oportunistas.

A progressdao a Aids em pacientes infectados pelo HIV-1 parece estar
diretamente relacionada a diminuicdo na contagem de linfocitos T CD4" e a carga viral
no plasma e nos tecidos linfoéides (Graziosi et al., 1998). Embora diversos fatores
estejam relacionados a variabilidade na taxa de progressdo da doenca, a ativagdo do
sistema imunologico € provavelmente o fator determinante mais importante (Bentwich

et al.,2000).

1.1.5 Resposta Imune ao HIV-1

A primeira linha de defesa que se verifica contra a infeccao pelo HIV-1 ¢
a resposta imune inata, porém o controle da infeccdo que inclui diminuicdes da carga
viral e dos sintomas clinicos ¢ alcangado com maior eficacia com a instalacdo de uma
resposta imune especifica celular e humoral, mediada principalmente por linfocitos T
CDS8" e pela produgio de anticorpos anti-HIV (Vergis & Mellors, 2000).

A infeccdo pelo HIV-1 induz uma intensa resposta por anticorpos a
praticamente todas as proteinas reguladoras e, principalmente, estruturais do HIV-1.
Alguns destes anticorpos, especialmente aqueles dirigidos frente a gp41 e ao dominio
variavel 3 (V3) possuem atividade de neutralizagdo (Wyatt & Sodroski, 1998; Parren et
al., 1999), porém tem se observado que esta capacidade de neutralizacdo é escassa e
rapidamente o virus desenvolve um mecanismo de escape contra estes anticorpos. Isto

se deve, provavelmente, a grande variabilidade das regides imundgenas nas
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glicoproteinas virais, induzindo a produ¢do de anticorpos sensiveis ao escape viral
mediante a ocorréncia de mutagdes nos epitopos reconhecidos. Por outro lado, os
epitopos de interagdo com o receptor CD4 que estdo muito mais conservados e seriam
capazes de induzir anticorpos neutralizantes em amplo espectro s6 se expde quando a
proteina muda sua conformacao ao se ligar a molécula CD4 (Kwong et al., 2002; Wei et
al.,2003).

Além da acgao neutralizante direta dos anticorpos, outros mecanismos tém
sido associados com a resposta humoral ao HIV-1. Anticorpos ndo neutralizantes
podem ter um importante papel na eliminagdo de virus e células infectadas mediando a
ativacdo do sistema complemento, opsonizagdo e fagocitose de particulas virais e
Citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) contra células infectadas
(Huber & Trkola, 2007). Sendo assim, o papel dos anticorpos na prote¢ao do hospedeiro
¢ controverso. Embora uma parte destes anticorpos tenha acdo neutralizante, existem
anticorpos opsonizantes, que poderiam facilitar a entrada do HIV em células
fagocitérias. Devido a persisténcia do agente infeccioso e sua variabilidade genética, o
estimulo para a ativagdo das cé€lulas B ¢ mantida durante a evolugdo da infecgao (Silva
etal.,2001).

A resposta imune celular contra o HIV-1 se fundamenta, basicamente,
em 3 tipos celulares: linfocitos T auxiliares CD4", linfocitos T citotoxicos CD8" (CTL)
e células natural killer (NK). Entretanto, os trabalhos apontam para a predominéncia de
uma resposta mediada principalmente pelos linfocitos TCD4" e CD8" (McMichael &
Rowland-Jones, 2001).

Estudos demonstram que existe uma expansdo clonal de linfocitos T

+ . .. . .. . ;.
CDS8" em pacientes soropositivos, com uma intensa atividade citotoxica tendo um
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importante papel no controle da viremia e eliminagao de células infectadas. A atividade
destes linfocitos ¢ direcionada contra proteinas estruturais do virus, como proteinas do
core viral e epitopos do envoltorio, porém, esta resposta citotoxica também pode ser
dirigida a partir da transcriptase reversa e de proteinas reguladoras (Starr, 2003).

Estudos apontam que do ponto de vista qualitativo, esta resposta pode
reconhecer multiplos epitopos de diferentes proteinas e, a andlise do repertorio dos
receptores antigénicos dos linfocitos T revela um amplo espectro de reordenamentos.
Entretanto, em pacientes infectados cronicos com evolugao rapida da doenga, verificou-
se um escape viral com a geragdo de variantes virais incapazes de serem reconhecidas
pelos linfécitos T previamente estabelecidos (Borrow et al., 1997).

As células T CD8" também apresentam outras fungdes importantes, além
da atividade citotoxica. Elas podem suprimir a replicagdo do HIV-1 mediante a
producao de quimiocinas e outros fatores (Adkinson et al., 2003).

Em relago aos linfocitos T CD4", estes, possuem um importante papel
na resposta imune especifica contra o HIV, pois sdo responsaveis por desencadear uma
resposta imunoldgica mediada por linfocitos B e CTL, além de uma resposta antiviral
peculiar, porém seu papel na defesa do hospedeiro ainda ndo estd completamente
esclarecido. Devido ao fato de essas células serem alvos de infecgdo e destruicdo pelo
HIV, tem sido sugerido que elas sdo eliminadas em estagios iniciais da infec¢do em
muitos pacientes e, assim, ndo poderiam contribuir substancialmente para as defesas do
hospedeiro (Rosenberg et al., 1997).

Existem numerosos fatores soluveis que sdo ativos frente a infec¢do pelo
HIV-1 como proteinas do complemento e diversas citocinas. Entre estas estdo citocinas

do tipo 1 como a interleucina 2 (IL-2), interferon-y (IFN- y) e fator de necrose tumoral-



26

B (TNF- B) que ativam macrofagos e sdao responsaveis pela imunidade mediada
dependente de fagocitos e do tipo 2 como interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5),
interleucina 10 (IL-10) e interleucina 13 (IL-13), que sdo responsaveis por efetiva
indugdo da producdo de anticorpos € uma resposta protetora independente de fagocitos

(Borkow & Bentwich, 2004).

1.2 A LECTINA LIGADORA DE MANOSE

O sistema imune inato ¢ considerado a primeira linha de defesa do
hospedeiro contra os agentes infecciosos (Fearon & Lockley, 1996). Ha 550 milhdes de
anos atras, elementos chaves do sistema imune inato, estavam se desenvolvendo em
invertebrados primarios como tunicados, esponjas e ouricos do mar (Flajnick, 1998). O
reconhecimento pelo sistema imune inato depende da deteccao de padrdes repetidos de
moléculas, como o lipopolissacarideo, os glicanos € em muitos casos o reconhecimento
de moléculas de carboidratos presentes em diversos microrganismos. As células e as
proteinas do sistema imune inato devem entdo demonstrar uma cinética de resposta
rapida para efetuar a eliminacdo do patogeno (Janeway, 1992). O sistema imune
adaptativo, por sua vez, possui sistemas de alta especificidade no reconhecimento de
antigenos que atuam na geracao de respostas especificas contra os agentes infecciosos,
porém, sempre que a resposta imune adaptativa € imatura ou comprometida, os
elementos do sistema inato emergem como a principal defesa contra a infecgdo
(Borregard et al., 2000).

A MBL tem um papel central na resposta imune inata, pois se liga a
estruturas de diversos carboidratos presentes em varios agentes infecciosos levando a

opsonofagocitose direta ou ativa a via do complemento da lectina culminando com a
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formacao do complexo de ataque a membrana levando a lise do patégeno (Dumestre-
Perard et al., 2002). O envolvimento da MBL como primeira linha de defesa do
hospedeiro foi indicado por Miller et al. (1968), através de achados em criangas que
sofriam com infec¢des recorrentes do trato respiratorio superior e diarréia.
Posteriormente, um estudo in vitro usando Saccharomyces cerivisae revelou um defeito
de opsonizacdo no soro destes individuos indicando, assim, uma deficiéncia de algum
fator plasmatico.

A MBL ¢ sintetizada principalmente pelos hepatdcitos no figado, porém
estudos em camundongos demonstraram que esta proteina também pode ser sintetizada
em outros 6rgaos como: cérebro, bago, rins e coracao (Dumestre-Perard et al., 2002).

Existem dois genes MBL humanos, o MBL-1 ¢ um pseudogene € somente
0 MBL-2 codifica a proteina final. O gene codificador da MBL se localiza no
cromossomo 10 humano na posi¢do ql1.2-q21 (Sastry et al.,1989; Taylor et al.,1989) e
a presenca de polimorfismos na regido promotora ¢ no éxon 1 do gene resulta em

variacoes considerdveis dos niveis plasmaticos da proteina (Garred et al.,1999a).

1.2.1 Estrutura e Fun¢ao da MBL

A MBL ¢ uma proteina de fase aguda que pertence a familia das
Colectinas. Esta familia ¢ caracterizada por proteinas que contém uma regido
colagenosa e um dominio de lectina ligante de carboidrato (Holmskov et al., 2003). Em
humanos, além da MBL, sdo conhecidos também outros membros deste grupo como as
proteinas sulfatantes do pulmao (SP-A e SP-D) e a CL-L1 que se localiza no citosol de
hepatécitos (Hakansson & Reid, 2000) e duas colectinas do plasma bovino, a

conglutinina e a CL-43 (Loveless et al.,1995).
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Proteinas da familia das colectinas sdo compostas por subunidades de 96
KDa formadas a partir de trés cadeias polipeptidicas de 32 KDa. Estas subunidades, por
sua vez, irdo se agrupar em oligdmeros (tetrdmeros, pentdmeros ou hexameros) que
quando visualizados ao microscopio eletronico aparentam as formas de “bouquet” ou de
flecha. Cada cadeia polipeptidica possui 248 aminoacidos e ¢ composta de quatro
regides: uma regido N-terminal com liga¢des cruzadas (cross-linking) contendo dois ou
trés residuos de cisteinas, seguidas por uma regido varidvel similar ao coldgeno que
contém 19 repeticdes Gly-Xaa-Yaa (collagen-Like), uma regido de flexao (neck-region)
e uma regido de lectina C-terminal dependente de calcio, também denominado de
dominio de reconhecimento de carboidrato-CRD (Taylor ef al., 1989; Petersen et al.,

2001; Figura 3).

Regido de ligagdo  Regido similar  Regido de Dominio de Reconhecimento de
cruzada | ao colageno flexdo | Carboidrato |
v 2laa, 59aa -, 30aa ™. 118aa
NH, SH SH COOH-
——
N P20
P
X3 < &S <
———— X6
)
Subunidade Estrutural Oligdmero da Subunidade Estrutural

Figura 3- Estrutura da cadeia polipeptidica da MBL madura (adaptado de Petersen et

al., 2001).
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A regido similar ao colageno contém oito potenciais sitios de
hidroxilagdo e quatro sitios de O-Glicolisagdao. Para a formag¢do de uma estrutura em
espiral a regido de pescogo inicia a trimerizacdo de um polipeptideo para formar uma
subunidade estrutural contendo uma regido de coldgeno e trés dominios de lectina C-
terminal. A subunidade ¢ estabilizada por interagdes hidrofobicas e ligagdes
dissulfidicas entre as cadeias na regido de ligacdo cruzada N-terminal (Wallis &
Drickamer, 1999; Petersen ef al., 2001).

A MBL tem a capacidade de se ligar a diversos residuos de
monossacarideos, como: N-acetilglucosamina, manose, N-acetilmanoseamina, L-fucose,
e glucose, nao se ligando a galactose. A constante de dissociagdo da interacdao entre um
CRD e um carboidrato é muito fraca (10°M) (Lobst et al., 1994). Entretanto, multiplos
CRD estdo presentes na estrutura quaterndria da molécula MBL, permitindo uma
elevada concentragdo de carboidratos (Sheriff ez al., 1994).

A MBL possui a capacidade de se ligar a diversos patdégenos que exibem
nas suas membranas moléculas repetidas de carboidratos (Holmskov et al., 1994; Neth
et al., 2000), entretanto, em condigdes fisiologicas normais, a MBL ndo se liga a
superficie das células do hospedeiro (Lee et al., 1992). Isso se deve em razdo: (i) da
presenca de acido sialico na terminagdo dos residuos de glicanos da superficie celular
ou (i1) da falta de estruturas repetitivas de carboidratos na superficie de células animais,
porém, transformagdes malignas e algumas infecgdes virais modificam a estrutura de
oligossacarideos da superficie celular, assim algumas células tumorais e glicoproteinas
virais expressas na membrana da célula t€m demonstrado se fixarem a MBL (Fujita et

al., 1995; Yong et al., 1999).
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Um trabalho realizado por Falzacappa et al. (2004) analisou a evolucao
do gene MBL através do seu seqiienciamento em 12 primatas ndo humanos,
comparando-as com a seqiiéncia humana. A regido similar ao colageno apresentou-se
altamente conservada entre as espécies ndo humanas com niveis de similaridade de 95-
100% com a seqliéncia humana. Esta conservagdo pode ser atribuida ao fato desta
regido da molécula contribuir diretamente para a oligomerizagdo e interagdo com as
proteases serinas associadas a MBL (MASP). Entretanto, a analise da seqiiéncia
nucleotidica do dominio C-terminal evidenciou mutacdes grupo-especificas, com niveis
de similaridade de 79,7% em algumas espécies, levando a substitui¢des de aminoacidos.
Estas substituigdes podem ser explicadas pela adaptacdo na exposi¢ao a diferentes
patogenos para diferentes primatas.

Sendo assim, a partir das analises nucleotidicas, os autores do trabalho
chegaram a conclusdo de que existe uma alta conserva¢do da molécula em concordancia

com o0 seu importante papel no sistema imune.

1.2.2 Polimorfismos no Exon 1 do Gene MBL

Os niveis da MBL na circulacdo sangiiinea sdao bastante estaveis (Nielsen
et al., 1995), apesar de se observar que estes niveis podem variar muito individualmente
ou entre individuos de diferentes etnias, podendo obter valores de 50 ng/mL até acima
de 3 pg/mL. Esta ampla varia¢do ¢ decorrente da existéncia de varios polimorfismos no
éxon 1 e na regido promotora. Esses polimorfismos resultam em um nimero diferente
de gendtipos, alguns dos quais estdo associados com o decréscimo do nivel de MBL

(Steftensen et al., 2000).
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O ¢éxon 1 do gene MBL contém trés polimorfismos pontuais de
nucleotideos (SNP) nos cddons 52, 54 ¢ 57. No codon 52 ocorre a troca de uma citosina
por uma timina (CGT para TGT) conferindo a mudanga de uma arginina por uma
cisteina na posicdo 32 da proteina madura. A presenga deste residuo adicional de
cisteina rompe a formacdo do oligdmero pela geracdo de pontes dissulfidricas
aberrantes envolvendo o residuo de cisteina introduzido (Wallis & Cheng, 1999).

Nos codons 54 e 57 ocorre a troca de uma guanina por uma adenina
(GGC para GAC) e (GGA para GAA), respectivamente. Estas mudangas levam a troca
de uma glicina por acido aspartico e de uma glicina por acido glutamico nas posigdes
residuais 34 e 37 da proteina madura, respectivamente (Sumiya et al., 1991; Lipscombe
et al., 1992). Estas mutagdes rompem uma repeticao Gly-X-Y na regido de colageno,
causando uma incorreta associa¢ao das subunidades, levando a baixos niveis circulantes
da proteina, além disso, estas modificagdes na regido de colageno ocasionam em
interacdes defeituosas com as MASP, que sdao importantes na clivagem dos
componentes do complemento, levando assim a uma falha na sua ativacdo (Turner &
Hamvas, 2000; Figura 4).

As baixas quantidades de MBL encontrado na circulagdo de individuos
homozigotos para qualquer uma destas trés mutagdes, ou pela combinagdo entre elas,
sdao predominantemente compostas por moléculas de baixo peso molecular.
Heterozigotos produzem primariamente a MBL tipo normal, de alto peso molecular,
mas também pequenas quantidades da forma de baixo peso molecular (Lipscombe ef al.,

1995).
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Os alelos contendo as mutagdes dos coédons 52, 54 ou 57 sdo designados
MBL*D, MBL*B e MBL*C, respectivamente, enquanto o alelo normal ¢ designado
MBL*A (Madsen et al., 1994).

A freqiiéncia alélica destes polimorfismos apresenta grandes variagdes
entre os grupos étnicos. O alelo B ¢ comum em populacdes européias e asidticas,
enquanto que o alelo C ¢ mais freqiiente em populagdes sub-saharianas. O alelo D esta

presente em todas estas populagdes (Garcia-Laorden et al., 2001; Petersen et al., 2001).

' 32 34 37
gat ggg cgt gat ggc acc aag gga gda

Variante 4: Normal

Cédon 57: Gly =2 Glu

Variante C
Ruptura na

Codon 54: Gly =2 Asp Variante B Gly-X-Y

Cédon 52: Arg=> Cys

Variante D: Desorganizagao
estrutural pela geragdo de
pontes dissulfidricas
aberrantes dos oligdmeros.

Figura 4 - Esquema demonstrando trés mutagdes no éxon 1 do gene da MBL que geram
trés substitui¢des de aminoacidos na regido colagenosa (Adaptado de Petersen et al.,

2001).
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1.2.3 Polimorfismos na regiio promotora do gene MBL

Diversos estudos investigam a grande variagdo interindividual nos niveis
soroldgicos da MBL, sendo sugerido que estes niveis também sao modulados em nivel
de transcricao (Madsen et al., 1995). Em adig@o aos trés SNP no éxon 1, existem outros
polimorfismos localizados na regido promotora do gene. Substituigdes nucleotidicas
localizadas nas posigoes —550 (G para C) e —221 (G para C) originam as variantes
H(G)/L(C) e Y(G)/X(C), respectivamente. Outra substituicao (C para T) na regido 5’
ndo traduzida do éxon 1 (posicdo +4) origina a variante P(C)/Q(T). Devido o
desequilibrio de ligacdo entre algumas das variantes, apenas sete haplotipos de MBL
(HYPA, LYQA, LYPA, LXPA, LYPB, LYQC E LYPD) foram identificados (Madsen
et al, 1998; Figura 5). Em adi¢do, o haplotipo HXPA foi relatado como ocorrido em trés
pacientes com Lupus Eritematoso sistémico (LES) (Sullivan ef al., 1996). Os haplotipos
HYA, LYA e LXA estdo associados com altos, médios e baixos niveis sorologicos da
MBL, respectivamente (Garred et al., 2003). Particularmente, a presenca do alelo X em
combinag¢do com o alelo estrutural do tipo selvagem (alelo 4) tem um importante efeito
inibitorio nos niveis sorologicos da MBL (down-regulation) (Petersen et al., 2001;
Garred et al., 2003).

As freqliéncias dos sete haplotipos variam consideravelmente entre as
populagdes, refletindo as épocas em que as mutagdes surgiram, a historia das migragdes
humanas e as pressoes seletivas do meio ambiente que estariam agindo no genoma

humano (Madsen et al., 1995; Figura 6).
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Exon 1 Exon?2 Exon3 Exon 4

221 +4 H
s ——fFH 11— -

HIL XY PO

A/D/B/C

Legenda

I Regido ndo-traduzida I Regiio similar ao coldgeno

Peptideo sinal (20 aa) . -
u Regido de flexio

u Regido de ligagio cruzada

Dominio de reconhecimento de
carboidrato

Figura 5 — Representagdo esquematica do gene MBL demonstrando a ocorréncia das
mutagoes estruturais no éxon 1 e funcionais na regido promotora do gene (Adaptado de

Kilpatrick ef al., 2002).
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Figura 6 — Distribui¢do geografica dos Haplotipos do gene MBL (Adaptado de Dommet
et al., 2006). Legenda: 1-Chiriguanos, Argentina; 2-Mapuche, Argentina; 3-Esquimos,
Groelandia; 4- caucasianos, Espanha; 5-caucasianos, Dinamarca; 6-Mocambique; 7-

Quénia; 8-Korea; 9-Japao; 10-Australia.

1.2.4 Niveis Séricos da Lectina Ligadora de Manose

Os niveis plasmaticos médios de MBL em caucasoides britanicos foram
relatados ser de 1.630 ng/mL em homozigotos para o alelo normal, 358 ng/mL em
heterozigotos para a mutacdo no cddon 54 e aproximadamente 10 ng/mL em
homozigotos para a mutag@o neste mesmo coédon (Lipscombe et al., 1992). Outro estudo
realizado na populagdo caucasodide Dinamarquesa foi relatado ser de 1,2 pg/mL a média
sérica de MBL em individuos homozigotos para o alelo normal (Garred et al., 1992b);
contudo, os niveis variam de 0 a 5 pg/mL, No mesmo estudo, o nivel médio em

individuos heterozigotos para a mutagdo no codon 54 foi de 0,2 pg/mL (0-1,2 pg/mL).
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Esta grande variagdo entre individuos com estrutura haplotipica idéntica
pode, em parte, ser atribuida a presenca de mutagdes na regido promotora.
Interessantemente, foi demonstrado que o haplétipo LX tem um efeito dominante nos
niveis de MBL e, conseqiientemente, individuos homozigotos com haplotipo LXA
mostraram um nivel médio de MBL circulante comparavel aquele do gendtipo com
duas mutagdes estruturais (Madsen et al., 1995; Steffensen et al., 2000).

Utiliza-se o termo “deficiéncia de MBL” para se referir a concentragao
muito baixa de MBL para opsonizar leveduras em ensaios funcionais. Este nivel foi
relatado em 5-10% de adultos saudaveis e corresponde aos niveis gravimétricos de <0,1
pg/mL (Madsen et al., 1994). A deficiéncia tem sido definida como posse de alotipos
associados aos baixos niveis de MBL. Esta definicao aplica-se a, aproximadamente,
40% da populacgdo e corresponde a menos de 0,6 pg/mL (Kilpatrick, 2002).

A MBL, além de ser uma proteina do sistema imune inato, possui a
caracteristica de um elemento de resposta inflamatoria de fase aguda, semelhante a
proteina C-reativa que também ¢ uma proteina sintetizada pelas células do figado e que
se eleva a medida que o processo inflamatorio se torna mais intenso (Ezekowitz ef al.,
1989; Taylor et al., 1989).

Existem diversos estudos apontando um papel complexo da MBL na
inflamacdo. Dados experimentais estdo provando que o efeito da MBL na producao de
citocinas ¢ dependente de suas concentracdes. Quando concentragdes aumentadas de
MBL sao adicionadas ao sangue total, ocorre um aumento inicial na produgdo de
citocinas por monocitos, principalmente de IL-1B, IL-6 e TNF-a, porém em altas
concentragdes de MBL (>4 pug/mL), a producdo de TNF-a, IL-6 e IL-1B é suprimida

(Jack et al., 2001b). Existe um equilibrio entre o padrdo de producdo de citocinas pro-
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inflamatérias em resposta a um estimulo inicial € uma resposta compensatoria anti-
inflamatéria com o aumento na concentragdo da MBL. A supressao de citocinas pro-
inflamatérias provavelmente estaria ocorrendo devido a MBL estimular a producao de
citocinas anti-inflamatoérias, como a IL-10 (Sprong et al., 2004).

Atualmente, diversos estudos estdo sendo realizados com a finalidade de
implementar uma forma terapé€utica de reposicdo dos niveis plasmaticos normais da
MBL. Infusdes plasmaticas da proteina recombinante foram realizadas em dois
pacientes, um adulto e uma crianca, com casos de infec¢des recorrentes. A atividade de
opsonizagdo foi recuperada e as infusdes foram bem toleradas, com uma meia vida
estimada de 5-7 dias e ndo foram formados anticorpos anti-MBL. Apos 6 infusdes

ocorreram grandes redugdes nos episodios de infeccao (Valdimarsson ef al., 1998).

1.2.5 Proteases Serinas associadas a MBL (MASP)

Oligdbmeros da MBL circulam em complexos funcionais com trés
proteases serinas: MASP-1, MASP-2 e MASP-3 e outra proteina de menor peso
molecular sem funcao proteolitica denominada Map19 ou peptideo menor associado a
MBL (MAP).

As proteases serinas da via MBL sdo proteases moduladores com uma
composi¢do do dominio catalitico idéntica ao dos elementos Clr e Cls da via classica
do complemento (Takayama et al., 1994, Thiel et al., 1997).

Inicialmente foi mostrado que a MBL purificada a partir de soro de
camundongos, de ratos, de coelhos e de humanos era capaz de consumir completamente

os componentes C4 e C2 do sistema complemento (Ikeda et al., 1987, Ji et al., 1988).
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Baseado na similaridade estrutural entre o componente Clq do
complemento e a MBL, foi hipotetizado que a MBL poderia ligar-se e ativar C1r,Cls;
da via cléssica (Ikeda et al., 1987). Usando diferentes sistemas in vitro, foi mostrado
que a MBL humana purificada poderia ligar-se e facilitar a ativacdo de C1r,Cls; (Lu et
al., 1990; Ohta et al., 1990). Entretanto, analises posteriores de preparacdes de MBL de
humanos e camundongos revelaram a presenga de uma protease serina especifica, que
necessita de um substrato especifico, tal como a Cls (Matsushita & Fujita, 1992; Ji et
al., 1993). Thiel et al. (2000) ao analisarem soro total, estabeleceram que a MBL
circulava complexada com suas proteases especificas (MASP), enquanto que Clr e Cls
encontravam-se associados somente a Clq.

Matsushita & Fujita (1995) mostraram que a MASP humana também
poderia clivar C3, quando associada a MBL. Com a identificagdo da MASP-2, foi
revelado que o C4 ¢ clivado por acdo da MASP-2 e ndao da MASP-1. Estudos
posteriores mostraram claramente que MASP-2 cliva C4 e C2, desse modo gerando C3
convertase-C4b2a (Vorup-Jensen et al., 2000).

A MASP-2 e a Mapl9 sdo produtos do mesmo gene, localizado no
cromossomo 1, porém ainda ndo se conhece uma fun¢do fisiologica da Mapl9
(Takahashi ef al., 1999).

Stengaard-Pedersen et al. (2003) reportaram o primeiro caso identificado
de deficiéncia na MASP-2. Anadlises funcionais na habilidade da MBL em ativar o
complemento foram realizadas em pacientes suspeitos de imunodeficiéncia. Em um
deles, foram verificadas as auséncias de MASP-2 ¢ Mapl9 no plasma e andlises
genéticas indicaram que o paciente era homozigoto para uma mutagdo pontual no éxon

3 do respectivo gene (D105G). Clinicamente, o paciente sofria com infecg¢des
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recorrentes e sintomas de auto-imunidade. Posteriormente, a freqiiéncia desta mutacao
foi estimada em um niimero pequeno de populacdes com valores de 1,3% a 6,3%.

Além da Protease serina 2, existem as MASP-1 e MASP-3, ambas
codificadas pelo mesmo gene localizado no cromossomo 3. A MASP-1 tem a
capacidade de clivar tanto C3 quanto C2 da cascata do complemento (Matsushita et al.,

2000). A MASP-3 ainda nao possui papel fisiologico determinado.

1.3 MBL E SUA ASSOCIACAO COM AS DOENCAS

A significancia imunologica na deficiéncia da MBL foi inicialmente
estabelecida em criancas (Super et al., 1989), porém existem atualmente numerosos
estudos indicando um papel desta lectina em adultos, corroborando a no¢ao de que esta
proteina pode ser considerada um fator humoral com papel critico na defesa imune do
hospedeiro. Varios estudos tém explorado este papel da MBL em relagdo a aquisi¢ao de
organismos infecciosos (susceptibilidade) e ao curso clinico de diversas doencas
(severidade).

Foi mostrado que 90% dos individuos com deficiéncia de MBL ndo
adquirem infecgdes repetidas. Isto ¢, provavelmente, devido a redundancia do sistema
complemento. Conseqiientemente, poderia ser especulado que a manifestagdo fenotipica
da deficiéncia de MBL s6 ¢ observada quando combinada com outra imunodeficiéncia
humoral que pode ser adquirida ou geneticamente determinada. Em defesa desta
hipotese, Aittoniemi et al. (1998) encontraram que a deficiéncia de MBL em criangas
com infecgdes periddicas tém coincidido com deficiéncia de subclasses de IgG.

Até agora a correlacdo entre deficiéncia da MBL e a suscetibilidade para

a infeccdo foi avaliada a partir de um valor arbitrario para deficiéncia (normalmente
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pelo baixo nivel de detecg¢ao nos testes usados). Nao hd nenhum dado clinico que apdie
esta defini¢ao de deficiéncias de MBL associada a um aumento de suscetibilidade para
diferentes doencas. Outros trabalhos avaliam a freqiiéncia dos alelos variantes da MBL
em estudos de caso controle (Garred et al., 1997). Entretanto, esta aproximagao ¢ dificil
de ser feita, devido a grande variacdo do nivel de MBL entre individuos de genotipos
1dénticos (Steffensen et al., 2000).

Diversos estudos tém analisado a relacdo da MBL com individuos que
possuem imunodeficiéncias adquiridas. Peterslund et al (2001), analisaram quadros de
ocorréncia de infeccdes severas em pacientes que realizaram quimioterapia. Em
contraste, alguns estudos tém demonstrado uma rela¢do inversa da MBL com casos de
transplantes de 6rgdos. Foi demonstrado que a ativacdo e a deposicdo do sistema
complemento no endotélio vascular de 6rgdos transplantados ocasionam em processos
1squémicos que levam a danos teciduais e a ativagdo do complemento, via Lectina, tem
sido demonstrada, indicando que a inibi¢do da mesma poderia ser um novo caminho
para a reducao destas injurias no 6rgao (Collard et al., 2000, 2001).

Atualmente, diversos estudos também vém pesquisando uma possivel
relacdo do sistema imune inato com o desenvolvimento de doencas autoimunes. Tem
sido demonstrado um papel da MBL em facilitar a eliminagdo de células apoptdticas in
vitro (Ogden et al., 2001; Nauta ef al., 2004). Estudos relatam que células em estado de
apoptose aumentam a expressao de fucose e N-acetilglucosamina em suas membranas
possibilitando que a Lectina ligue-se a estes carboidratos facilitando a eliminag¢ao destas
células (Ogden et al, 2001). As variantes alélicas da MBL tém sido fortemente
relacionadas como fatores de risco para o desenvolvimento de lipus eritematoso

sistémico (Lee et al., 2005) e artrite reumatoide (Sato et al., 1997).
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Diversos estudos tém mostrado que a MBL se liga a uma ampla
variedade de microorganismos (Neth et al., 2000; Bathum et al., 2005), tais como:
Neisseria  meningitidis,  Neisseria  gonorrhocae, Pseudomonas  aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Virus da hepatite C (HCV), Candida albicans
e outros.

Alguns microrganismos apresentam substratos ideais para a ligacao da
MBL, conseqiientemente, um maior poder de afinidade e ativacdo do complemento.
Kuipers et al. (2003), identificaram que os niveis de fixacdo da MBL com diferentes
microrganismos podem variar desde niveis fortes de avidez, como no caso de Candida
albicans e Staphylococcus aureus, passando por niveis de baixa avidez como
Saccharomyces cerevisae, que necessita de uma grande concentragdo para ativagao, até
Staphylococcus epidermidis e Streptococcus pneumoniae que nao possui qualquer poder
de avidez ou ativagao.

Este espectro de opsonizacdo mediada pela MBL pode ser mediado pela
presenca de componentes da superficie microbiana como, por exemplo, em bactérias
que podem apresentar lipopolissacarideos (LPS), acidos lipoteicodicos e outros. Cepas de
N. meningitidis que apresentam LPS com residuos de acido sialico apresentam ligagdes
fracas com a MBL ou até mesmo ausentes. Enquanto que cepas com LPS nao sializados
apresentam alta avidez com a Lectina Ligadora de Manose (Jack et al., 2001).

Devido a preservacao global de haplotipos polimorficos em diferentes
populagdes, especula-se que niveis sorologicos baixos da MBL podem conferir alguma
vantagem bioldgica. Uma hipotese sugere que baixos niveis podem conferir vantagem
seletiva contra infeccdo por patdégenos intracelulares, como, por exemplo,

Mycobacterium tuberculosis, que pode usar a opsonizacdo mediada pelo complemento
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para infectar células do hospedeiro (Garred ef al., 1994; Ezekowitz, 2003; Casanova &
Abel, 2004). Em um estudo envolvendo uma populacao negra sul-africana, o alelo B foi
associado com a prote¢do contra tuberculose pulmonar e meningite tuberculosa (Hoan-
Van Helden et al., 1999). Similarmente, em Gambia, onde o alelo D ¢ um dos mais
prevalentes, verificou-se que pacientes com tuberculose apresentavam uma menor
freqliéncia deste gene mutante (Bellamy et al., 1998).

Um outro estudo realizado por Santos et al. (2007), verificou que niveis
séricos elevados estavam mais relacionados com pacientes que tinham leishmaniose
visceral do que os controles sadios.

Os protozoarios também estdo incluidos na ampla diversidade de
microrganismos que se ligam a MBL, dentre os muitos, estdo: a Leishmania major, a
Leishmania mexicana, Cryptosporidium parvum e Plasmodium falciparum (Garred et
al., 1994). Um estudo realizado por Kelly ef al. (2000) evidenciou que os individuos
homozigotos para o alelo B apresentavam um risco elevado de desenvolver
criptosporidiose, tendo sido encontrada uma associagdao dependente da concentragdo da
MBL com a presenca de esporozoitas. Em pacientes HIV infectados, aqueles que eram
homozigotos para este alelo tinham maior probabilidade de desenvolver
criptosporidiose.

Foi verificada uma freqiiéncia maior de mutacdes estruturais no gene
MBL em criangas hospitalizadas no Gabdo, Africa, que apresentavam quadros de
maldria severa por Plasmodium falciparum do que aquelas que manifestaram a forma
branda da doenga (Luty et al., 1998). Em outro estudo conduzido por Klabunde et al.

(2002), foi evidenciado que apesar de existir uma interacao entre a MBL e as proteinas
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de eritrocitos infectados com o P. falciparum, esta ndo era capaz de inibir o
desenvolvimento do agente infeccioso.

A manose ¢ um dos principais constituintes da parede das células
fingicas, promovendo uma alta avidez da MBL a diversas espécies, como por exemplo:
Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans (Neth et al., 2000;
Cross et al., 1995; Jack et al., 2001). Aspergilose pulmonar necrotica cronica, que ¢
uma rara infeccdo progressiva em individuos sem imunodeficiéncia perceptivel, foi
associada com os polimorfismos do gene MBL. Verificou-se um aumento significativo
da presenca do alelo D quando comparado com os controles saudaveis,
conseqiientemente, embora o alelo D possa estar diretamente associado com a
aspergilose pulmonar, pode também ser um marcador de fatores associados a
susceptibilidade a doenga, tais como mutagdes nos genes proximos as outras colectinas,
como as proteinas A e D surfactantes do pulmao (Crosdale et al., 2001). A fagocitose de
C. albicans ¢ aumentada pela presenca de TNF. Foi verificado que a secrecdo desta
citocina por mondcitos humanos estimulados por C. albicans ¢ aumentada por MBL de
uma maneira dose dependente (Ghezzi et al., 1998).

Em relagdo as infec¢des virais, diversos estudos tém relatado uma
progressao da hepatite B e C associada a insuficiéncia da MBL, e um aumento na taxa
de sobrevivéncia quando relacionada a pacientes com o haplotipo HH da regido
promotora, em estudos envolvendo pacientes asidticos (Sasaki et al., 2000; Hakozaki et
al., 2002). Em 2005, Thio et al. publicaram resultados de um estudo com 527 pacientes
que obtiveram recuperagdo natural da hepatite B ou entdo que persistiram com a

infecgdo. Os individuos com gendtipos relacionados com altos niveis de MBL estavam
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associados com a cura natural da infec¢do, enquanto que aqueles correlacionados com

baixos niveis da proteina estavam associados com a persisténcia do virus.

1.4 PAPEL DA MBL NA INFECCAO PELO HIV-1

O papel da MBL na infec¢do pelo HIV-1 tem sido bastante estudado nos
ultimos anos, e diversos estudos clinicos, importantes, t€m mostrado que os niveis de
MBL podem influenciar na suscetibilidade e severidade a doenca (Kilpatrick, 2002).

A primeira descrigdo da interagdo entre a MBL e o HIV foi realizada em
um estudo in vitro. Este modelo mostrou que a infecgdo de linfocitos T CD4" pelo HIV-
I poderia ser inibida parcialmente (25%) por concentracdo fisiologica da MBL
(1 pg/mL), enquanto que 100% de inibicdo foi vista em concentragdes de 50 pg/mL
(Ezekowitz et al., 1989). Além disso, os autores confirmaram, através de ensaios
enzimaticos, que a glicoproteina de superficie (gp120) era rica em oligossacarideos,
entre eles, a manose, que interagia com a MBL. Esta interacdo foi confirmada por
Haurum et al. (1993) que também mostraram que o sistema complemento podia ser
ativado pela ligacdo da gpl110 (HIV-2) e da gp120 (HIV-1) a MBL. As implicagdes
deste achado sdo duas: (i) a deposi¢do do complemento na superficie do HIV poderia
promover a eliminagdo do virus, mas, por outro lado, poderia mediar (i) uma adsor¢ao
do virus independentemente de CD4, em células que expressam receptores do
complemento.

Quando as particulas do HIV-1 atravessam a membrana celular durante o
brotamento, elas levam consigo ndo somente as glicoproteinas de superficie (gp120 e
gp41), mas também moléculas proprias da célula hospedeira como o Complexo

Principal de Histocompatibilidade de Classe I (MHC-I) e Classe II (MHC-II) e



45

moléculas de adesdao (Fortin ef al., 1998). Algumas dessas moléculas sao glicosiladas
contendo grandes quantidades de glicanos de manose o que pode dificultar no
reconhecimento € na resposta por anticorpos, por outro lado, fornecem potentes sitios de
ataque através do sistema imune inato (Hart et al., 2002).

Saifuddin ef al. (2000), produziram particulas que ndo continham em sua
superficie as glicoproteinas (gp120 e gp41) e comparou com aquelas que possuiam
ambas as proteinas. Aproximadamente 5 vezes mais particulas virais se ligaram a MBL
quando as glicoproteinas estavam presentes, sugerindo que os carboidratos importantes
para a ligacdo com a MBL eram expressos em gp120 e gp41.

A gpl120 ¢ altamente glicosilada com metade de seu peso molecular de
120 kDa consistindo de glicanos. Em contraste, ha apenas quatro ou cinco potenciais
sitios de carboidratos na gp41, nos quais sdo preservados os sitios de glicosilagdo em
diferentes cepas de HIV-1 isoladas, mesmo sendo uma regido hipervariavel como certas
regides da gp120 (Ji et al., 2005).

Uma lectina do tipo C presente em células dendriticas, chamada de
molécula de adesdo intercelular especifica de célula dendritica (DC-SIGN) tem sido
associada com um tipo de infec¢do chamada “trans” infeccao, onde o virus se liga a esta
molécula e ap6s sua entrada pode ser transferido a células T que interagem com cé€lulas
dendriticas. Estudos recentes in vitro t€ém demonstrado que a MBL tem a capacidade de
se ligar a DC-SIGN e quando em niveis normais acaba bloqueando a infec¢do de células
T mediada por células dendriticas (Spear et al., 2003; Ying et al., 2004).

Existem varias evidéncias da inibi¢do dos glicanos ligados a gp120 na
resposta imune adaptativa ao HIV-1. Recentemente, um estudo por Wei et al. (2003)

mostrou que em pacientes infectados com o HIV-1, os anticorpos capazes de neutralizar
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o virus surgem, mas o HIV-1 rapidamente evolui para escapar da neutralizacao,
primariamente pela mutagao dos sitios ligados a glicosilagdao. Estudos com modelos de
macacos infectados com o HIV-1 apdiam a idéia de que glicanos sdo importantes no
escape do virus a neutralizagdo por anticorpos (Reitter et al., 1998).

Dados recentes indicam que MBL opsoniza o HIV-1, porém nao possui
um efeito de neutralizagdo. A possivel explicagdo para a ligagdo da MBL ao HIV-1, mas
sem neutralizacao, ¢ que a MBL, se liga a multiplos sitios em multiplas moléculas de
gp120 ou mesmo em varios trimeros de gpl120 com avidez suficiente para permanecer
associado ao virus durante a opsonizacdo ou captura do virus. Entretanto, quando o
virus entra em contato com a célula alvo, a ligagdo da MBL, por ser de baixa afinidade ¢
incapaz de bloquear, efetivamente, a interagdo da gpl20 com a molécula CD4. Isso
significa que a MBL pode ligar-se ao sitio de ligagao da gp120 sem obscurecer o sitio
de ligacdo de CD4 ou interferir com as mudangas conformadticas que ocorrem na
interacao da gp120 com os receptores de quimiocina (Ji et al., 2005).

Um estudo conduzido por Poignard et al. (2003) sugeriu uma outra
possivel explicacdo para a ligacdo e opsonizagdo, mas ineficiente neutralizacdo da
MBL. Este estudo indicou que na superficie do HIV-1 existem duas formas da gp120.
Uma forma ¢ relativamente acessivel a anticorpos, mas ndo ¢ funcional, enquanto a
outra forma ¢ menos acessivel e funcional durante a infec¢ao. Portanto, € possivel que a
MBL se ligue a forma ndo funcional da gp120 do virus.

Garred et al. (1997) determinaram os gendtipos para MBL em 96 homens
homossexuais infectados pelo HIV-1, sendo encontrado uma porcentagem de 8% (8/96)
homozigotos para alelos mutantes comparados com apenas 0.8% (1/123) no grupo

controle. Além disso, entre os individuos que manifestaram a Aids, aqueles que
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portavam os alelos variantes apresentaram um tempo de sobrevivéncia relativamente
menor. Nenhuma associagao significante foi observada entre os gendtipos da MBL e a
deteccao de anticorpos anti-HIV e a progressao para a Aids. Estes resultados foram
concordantes com um estudo anterior. Nielsen et al. (1995) determinaram o nivel de
MBL circulante em 80 individuos infectados pelo HIV-1, em 10% dos pacientes (8/80)
foram detectados baixos niveis da MBL — abaixo do limite de detec¢ao do teste - com
uma freqiiéncia significativamente maior que no grupo controle (3/123; 2,4%). Um
aumento na freqliéncia da deficiéncia dos niveis de MBL em pacientes HIV-1
soropositivos, também foi encontrado em africanos sub-Saharianos (Garred et al.,
1997b) e em hungaros (Prohaszka et al., 1997). Outros estudos ndo detectaram qualquer
aumento significativo da deficiéncia por MBL em individuos infectados pelo HIV-1
(Senaldi et al., 1999).

Outro estudo mais recente realizado por Vallinoto et al. (2006) verificou
que a prevaléncia do gen6tipo BB foi seis vezes maior no grupo de individuos HIV
infectados do que no de soronegativos, e que este gendtipo estava associado, também,
com um aumento significativo da carga viral € uma menor contagem de linfécitos T
CD4", evidenciando assim uma relagdo entre a presenga de alelos mutantes e a
progressao da doenga.

Porém, outro estudo, realizado na Espanha, verificou que a freqiiéncia de
gendtipos que possuiam alelos mutantes era maior nos individuos saudaveis quando
comparado ao grupo de pacientes portadores do HIV, sugerindo que estes gendtipos nao
seriam um fator de risco para a infeccdo pelo HIV na sua populagdo e sim um fator de

protecao contra esta infec¢do (Garcia-Laorden et al., 2006).
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Devido a aparente reatividade universal com as cepas do HIV, a MBL
representa claramente um importante mecanismo para o reconhecimento do HIV pelo
sistema imune. Entretanto, a influéncia da MBL na susceptibilidade a infeccdo pelo
HIV-1, na progressdo da infec¢do e no desenvolvimento da sindrome, permanece
controversa. As razdes para estas controvérsias poderiam ser as diferencas nas
populagdes estudadas e nos métodos utilizados, incluindo, por exemplo, as definigdes
de progressao clinica da doencga, métodos de quantificacio da MBL e entre outros.
Além disso, sabe-se que outros polimorfismos podem influenciar diretamente na

susceptibilidade e progressao da doenca, como os hapldtipos de HLA e mutagdes nos

genes codificadores de citocinas.
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1.5. OBJETIVOS
1.5.1 Objetivo Geral

Investigar possiveis associacdes entre os polimorfismos no éxon 1 do
gene MBL e a infecgdo pelo Virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) e destes com

a Aids.

1.5.2 Objetivos Especificos

1) Descrever as freqiiéncias das mutagdes no éxon 1 do gene MBL na
populacdo de pacientes com Aids e em individuos portadores assintomaticos da
infec¢do pelo HIV-1;

1) Descrever as freqliéncias das mutagdes no ¢xon 1 do gene MBL em
uma populacao controle de individuos nao portadores da infec¢ao pelo HIV-1 e em uma
populagdo controle de alto risco também composta de individuos soronegativos para a
infecgao;

111) Avaliar a ocorréncia de associag¢do entre os polimorfismos no éxon 1
do gene MBL e a presenca de co-infeccdes virais e bacterianas nos pacientes com Aids;

1v) Investigar possiveis associagdes entre a freqliéncia dos polimorfismos
do éxon 1 do gene MBL com informacdes clinicas obtidas nos prontudrios dos pacientes
com Aids;

v) Investigar possiveis associacoes entre a freqiiéncia dos
polimorfismos no éxon 1 do gene MBL com a contagem de linfocitos TCD4" e carga

viral plasmatica em individuos portadores assintomaticos da infec¢do pelo HIV-1.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. CARACTERIZACAO E COLETA DA AMOSTRA
2.1.1 Pacientes com Aids

O presente trabalho constitui-se em um estudo transversal onde foi
avaliado o perfil genético de 128 pacientes com quadro de Aids, maiores de 18 anos,
diagnosticados de acordo com a classificagdo do CDC (Centers for Disease Control and
Prevetion), de ambos os sexos, residentes no Estado do Par4, atendidos e internados no
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB), localizado na regido
metropolitana de Belém. As amostras de sangue (5 ml) foram coletadas durante o ano
de 2006, por meio de um sistema de colheita a vacuo, em tubos contendo EDTA como
anticoagulante e em seguida encaminhadas ao Laboratorio de Virologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Pard. As amostras de plasma e porgao
celular foram separadas e congeladas a —20°C até o momento do uso. Todos os
pacientes foram informados sobre o projeto e aqueles que concordaram em participar

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1).

2.1.2. Individuos Controles Soronegativos para HIV-1

No presente estudo, amostras de sangue (Sml) de 99 individuos, de
ambos os sexos, maiores de 18 anos, provenientes do Laboratério de Anélises Clinicas
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Pard (UFPA),
soronegativos para HIV-1, coletadas em um sistema de colheita a vacuo, em tubos
contendo EDTA como anticoagulante foram utilizadas como grupo controle. As
amostras de plasma e por¢do celular foram separadas, congeladas a -20°C e

armazenadas no Laboratorio de Virologia da UFPA até o momento do uso. Todos os
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pacientes foram informados sobre o projeto e aqueles que concordaram em participar

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.

2.1.3. Individuos Soronegativos de alto risco para HIV-1

Foram coletadas 84 amostras de sangue (5 ml) de mulheres profissionais
do sexo, maiores de 18 anos, que residiam e desenvolviam suas atividades na regidao
metropolitana de Belém. No momento da coleta de sangue foram obtidas informagdes
epidemioldgicas de um questionario (anexo 2) respondido por todas as selecionadas,
comprovando a caracteristica de um grupo de alto risco. As amostras de plasma e
porcao celular foram separadas e congeladas a —20°C no Laboratério de Virologia da

UFPA até o momento do uso.

2.1.4. Individuos Soropositivos Assintomaticos para HIV-1

Foram selecionadas 116 amostras de sangue (5ml) de pacientes
provenientes da Unidade de Referéncia Especializada em Doengas Infecciosas e
Parasitarias especiais (URE-DIPE), de ambos os sexos, maiores de 18 anos e que ndo
apresentavam sintomas da Aids e que tiveram uma contagem de linfocitos T CD4"

maior ou igual a 500 células por mm’ de sangue. Todos os individuos selecionados

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.

2.1.5. Aspectos Eticos
O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (processo n° 2027/2005,
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anexo 3), em obediéncia a resolucao 196 do Conselho Nacional de Satde, a qual trata

das diretrizes e Normas Regulamentares da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos.

2.2 METODOS SOROLOGICOS
2.2.1 Grupos de individuos Soronegativos

Os plasmas dos individuos componentes destes grupos (Controle e
controle de alto risco) foram testados para a presenca de anticorpos anti-HIV /11, anti-
HTLV VII, anti-HCV (Ortho Diagnostico System Inc, USA), anti-T. pallidum e
marcadores para o HBV (HBsAg, Anti-HBs e Anti-HBc total) (DiaSorin spA, Italy),
usando ensaios imunoenzimaticos, sendo excluidos destes grupos os individuos que

apresentaram positividade para qualquer um dos testes.

2.2.2 Grupo de individuos soropositivos

Os plasmas dos pacientes com Aids foram testados para a presenga de
anticorpos anti-HTLV VII, anti-HCV (Ortho Clinical Diagnostics, USA), anti-
T'pallidum e marcadores para o HBV (HBsAg, Anti-HBs e Anti-HBc total), usando
ensaios imunoenzimaticos (DiaSorin spA, [Italy). Além destas co-infecgoes
mencionadas, informagdes a respeito de outras doengas foram coletadas nos prontuarios

destes mesmos pacientes.

2.3 QUANTIFICACOES DA CARGA VIRAL PLASMATICA E DE LINFOCITOS T
CD4"
Os valores da carga viral plasmética e o nimero de linfécitos T CD4" dos

pacientes com Aids foram obtidos por meio de seus proprios prontuarios obtidos no
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registro do Departamento de Arquivo Médico (DEMA) no Hospital Universitario Jodao
de Barros Barreto, sendo que nos individuos soropositivos assintomaticos, estes dados
foram obtidos a partir das contagens realizadas no Laboratorio de Virologia do Instituto

de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para.

2.4 METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
2.4.1 Extraciao do DNA

O DNA foi extraido de células mononucleares do sangue periférico a
partir do método Fenol-Cloroférmio. O procedimento ocorreu de acordo com as
seguintes etapas: Lise de hemadcias (Solu¢do A: Cloreto de Amoénio [1.0M], EDTA
[0.1M], H,O destilada; Solu¢ao B: Bicarbonato de Amodnio [1.0M], H,O destilada), lise
de leucécitos (Tris-HCI [100mM], EDTA [20mM], NaCl [200mM], SDS 0,5 %, H,O
destilada), precipitacdo de proteinas (Acetato de Amoénio [7,5M], H,O destilada) e

hidratacdo do DNA (H,O destilada livre de DNase e RNase).

2.4.2 Determinaciio dos Polimorfismos no Exon 1

No presente trabalho foi utilizada a Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para a amplificagdo de 120 pares de bases (pb) do éxon 1 do gene MBL, a partir
do DNA de individuos com Aids, de individuos controles soronegativos, individuos
soronegativos de alto risco e soropositivos assintomaticos. As amplificagdes foram
realizadas no equipamento termo-ciclador Peltier Thermal Cycler Biocycler.

A reagdo de amplificagdo foi realizada, em um volume de 50 pL
contendo 500 ng de DNA extraido, 235 uM de cada ANTP, 5 uM de cada iniciador, KCI
50 mM, MgCl, 2,5 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 0,5 U de Tag DNA polimerase. O

par de iniciadores envolvido nesta reagdo foi  (mblEOlFor) 5°-
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CATCAACGGCTTCCCAGGGCAAGATGGG-3’ e (mblE02) 5'-
AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3" (Madsen et al., 1995; Tin et al., 2005).

Em cada reagdo de amplificacdo, apos a desnaturacao inicial a 94°C por 2
minutos, foram efetivados 35 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 60 segundos a 58°C e 120
segundos a 72°C e uma ultima fase de extensao a 72°C por 10 minutos.

As identificacoes dos alelos MBL*A, MBL*B, MBL*C e MBL*D foram
realizadas pela digestdo enzimatica do produto amplificado (120pb) usando-se as
endonucleases de restricao Banl, Mboll e Mwol. A Banl atua no coédon 54 clivando o
alelo MBL*A em dois fragmentos (86 pb e 34 pb). A Mboll cliva especificamente o
alelo MBL*C no codon 57 em dois fragmentos (77 pb e 43 pb) e a enzima Mwol atua no
codon 52 clivando o alelo MBL*4 em dois fragmentos (92 pb e 28 pb) (Tin et al.,
2005). Quanto as condigdes das digestdes enzimaticas, as enzimas Banl e Mboll atuam
na temperatura de 37°C por um periodo de 3 horas e 30 minutos e 4 horas e 30 minutos,
respectivamente. Com relagdo a Mwol, sua temperatura de agdo ¢ 60°C, atuando durante

um periodo de 3 horas (Tin ef al., 2005).

2.4.3 Eletroforese

Os produtos da amplificacdo foram visualizados apos eletroforese
(100V/50 minutos) em gel de agarose a 4%, em tampao TAE 1x (TAE 40x estoque-
Tris-Base 1,6 M, Acetato de Soédio 0,8 M e EDTA-Na, 40mM/1000mL agua
deionizada), contendo 5 uL. de brometo de etidio (10mg/mL), mediante a utilizagdo de

transiluminador com fonte de luz ultra-violeta (Figuras 7, 8 € 9).
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Figura 7 — Perfil eletroforético de RFLP, com a enzima Banl, a partir do fragmento de

120 pb do éxon 1. (4B: 1,2 e 3; A4: 4,5,6 e 7).

43 pb
77 pb —»
120pb >

<«— 50 pb
<— 100 pb

1 2 3 4 5 6 7 DNA
ladder (50pb)

Figura 8 — Perfil eletroforético de RFLP, com a enzima Mboll, a partir do fragmento de

120 pb do éxon 1. (44: 1,2e3; AC:4,5,6 ¢ 7).

<«— 50 pb
<+—— 100 pb

1 2 3 4 5 6 7 DNA
ladder (S0pb)

Figura 9 — Perfil eletroforético de RFLP, com a enzima Mwol, a partir do fragmento de

120 pb do éxon 1. (44: 1,23 e 7; AD: 4,5 ¢ 6).
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2.5 METODOS ESTATISTICOS

O calculo das freqiiéncias alélicas e genotipicas do éxon 1 do gene MBL
observados nos grupos controle e de pacientes com Aids foi efetuado por meio de
contagem direta.

A comparagdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas entre os grupos de
pacientes e de controle foi efetuada por meio do teste de qui-quadrado (x%) utilizando o
programa BioEstat 5.0 v (Ayres et al., 2008) e o célculo do equilibrio de Hardy-
Weinberg pelo programa Tools for Population Genetic Analyses (TFPGA) 1.3 v (Miller,
1999).

A associagdo entre a freqiiéncia dos polimorfismos e a presenca de co-
infec¢des nos pacientes com Aids foi efetuada por meio do programa BioEstat 5.0 v,
assim como a avaliagdo da associacdo entre a freqiiéncia dos alelos e genotipos do éxon
1 com os parametros laboratoriais (contagem de células T CD4" e a contagem de carga

viral plasmatica) (Ayres et al., 2008).
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3. RESULTADOS
3.1 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

A andlise das freqiiéncias alélicas no éxon 1 do gene MBL indicou uma
maior prevaléncia do alelo A nos trés grupos analisados com freqiiéncias de 0,75 nos
individuos com Aids, de 0,78 nos assintomaticos e de 0,80 no grupo controle. O alelo B
apresentou uma maior freqiiéncia nos individuos com Aids (0,19) do que no grupo dos
individuos soronegativos (0,14) e nos assintomaticos (0,15). Com relagdo aos alelos C e
D, ambos tiveram distribuicdes muito parecidas nos grupos analisados, apresentando
freqiiéncias muito proximas. As diferengas nas freqiiéncias alélicas ndo mostraram ser

estaticamente significante (Tabela 1).

Tabela 1. Distribui¢do das freqiiéncias alélicas do gene MBL na populagdo de pacientes

com Aids, nos individuos assintomaticos e no grupo controle.

Alelos Pacientes HIV-1 Controle v P
Aids assintomaticos
n (%) n (%) n (%)
MBL *4 194 (75,78) 183 (78,88) 159 (80,30)  1,438“ 0,6966 “
MBL *B 51 (19,92) 37 (15,95) 28 (14,14)  2,803° 0,4231°
MBL *C  4(1,56) 4 (1,72) 4 (2,02) 0,311° 0,9580 °
MBL *D  7(2,73) 8 (3,45) 7(3,53) 3,137 ¢ 0,7915 ¢
Total 256 (100) 232 (100) 198 (100)

a: pacientes Aids vs HIV-1 assintomaéticos
b: pacientes Aids vs controle

c: HIV-1 assintomadticos vs controle

d: Todos os Grupos
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A distribuicdo das freqiiéncias genotipicas evidenciou 7 gendtipos
diferentes. Com relagdo ao genotipo A4, sua maior prevaléncia foi no grupo controle
quando comparado com os pacientes portadores assintomaticos € com os individuos
com Aids, apresentando freqiiéncias de 0,65, 0,59 e 0,54, respectivamente. O gendtipo
AB prevaleceu no grupo dos pacientes com Aids, apresentando freqiiéncia de 0,35,
enquanto que no grupo controle esta foi de 0,22 e nos portadores HIV-1 assintomaticos
de 0,30.

No presente estudo foram encontrados também, os genotipos AC e AD,
com freqliéncias que variaram de 0,02 a 0,05 nos trés grupos, € bem como os gendtipos
em homozigose para as variantes alélicas, BB, BC e BD, sendo que, dentre estes os que
apresentaram menor freqiiéncia (0,78%) foram o BB e o BC. As diferengas nas
distribuicdes genotipicas observadas nos grupos ndo foram estatisticamente

significantes (Tabela 2).
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Tabela 2. Distribuic¢ao das freqiliéncias genotipicas do gene MBL no grupo de pacientes

com Aids, nos individuos HIV-1 Assintomaticos € no grupo controle.

Genotipos  Pacientes HIV-1 Controle X )
Aids assintomaticos
n (%) n (%) n (%)
AA 70 (54,69) 69 (59,48) 65 (65,65) 3,152 0,7895 *
AB 46 (35,94) 35 (30,17) 22 (22,22)
AC 3(2,34) 4 (3,45) 3(3,03) 5349 ° 0,4998 *
AD 5(3,90) 6 (5,17) 4 (4,04)
BB 1(0,78) - 1(1,01) 4,511°¢ 0,6078
BC 1(0,78) - 1(1,01)
BD 2 (1,56) 2(1,72) 3(3,03) 12,888 ¢ 0,7982 ¢
ccC - - -
CD - - -
DD - - -
Total 128 (100) 116 (100) 99 (100)

a: pacientes Aids vs HIV-1 assintomaéticos
b: pacientes Aids vs controle

c: HIV-1 assintomaticos vs controle
d: Todos os Grupos

Além da distribuicdo genotipica mostrada anteriormente, foi realizada

uma outra analise onde foram definidos trés genotipos: 44, AO e OO. Onde 4 ¢ o alelo

normal e O representa qualquer uma das trés variantes alélicas (B, C e D). Nesta analise

o genotipo AO foi o mais freqiiente no grupo com Aids em comparagdo ao grupo de

portadores HIV-1 assintomaticos e ao grupo controle, apresentando freqiiéncias de 0,42,

de 0,38 e 0,29 respectivamente.

O gendtipo homozigoto normal (44) apresentou freqiiéncia de 0,65 no

grupo soronegativo enquanto que os individuos com Aids apresentaram freqiiéncia de

0,54 e os portadores assintomaticos apresentaram freqiiéncia de 0,59. A analise das duas
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formas alélicas variantes (OO) evidenciou uma ligeira maior freqiiéncia deste gendtipo
no grupo controle com percentuais de 5,0%. Ja nos soropositivos, esta foi de 3,0% nos
pacientes com Aids e de 1,7% nos assintomdticos. Apesar da maior prevaléncia do
genotipo A0 nos grupos de soropositivos € do genotipo 44 no grupo controle, as
diferencas observadas ndo foram estatisticamente significantes (Tabela 3).

Além dos gendtipos, a distribuigdo alélica também foi analisada
mostrando que a freqiiéncia do alelo 4 prevaleceu no grupo controle com valor de 0,80
e o alelo O foi mais freqliente entre os individuos com Aids, mostrando uma freqiiéncia
de 0,24. Estas diferencas também nao foram significantes (Tabela 3).

A estimativa do equilibrio de Hardy-Weinberg a partir dos desvios entre
as proporcdes genotipicas observadas e as esperadas, ndo foram estatisticamente
significativas nos grupos de pacientes com Aids, Assintomaticos e Controle, com

valores de p igual a 0,0912, 0,0769 e 0,4614, respectivamente.
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Tabela 3. Distribuicao das freqliéncias genotipicas e alélicas do gene MBL no grupo de

pacientes com Aids, nos individuos assintomaticos € no grupo controle.

2

Perfil Pacientes HIV-1 Controle X )2
Aids assintomaticos
n (%) n (%) n (%)
Genotipos
AA 70 (54,69) 69 (59,48) 65 (65,65) 0,904 ¢ 0,6363 ¢
AO 54 (42,18) 45 (38,79) 29 (29,29) 4,190 b 0,1231 b
00 4(3,12) 2 (1,72) 5(5,05) 3,543 ¢ 0,1701 ¢
55669 0,2340¢
Total 128 (100) 116 (100) 99 (100)
Alelos
0,665 ¢ 0,4149 ¢
A 194 (75,78) 183 (78,88) 159 (80,30)
1,320%  0,3007°
0 62 (24,22) 49 (21,12) 39 (19,70)
0,133 ¢ 0,8066 ¢
1,450¢  0,4843 ¢
Total 256 (100) 232 (100) 198 (100)

a: pacientes Aids vs HIV-1 assintomaéticos
b: pacientes Aids vs controle
c: HIV-1 assintomaticos vs controle
d: Todos os Grupos

A pesquisa das freqiiéncias genotipicas, também, foi realizada em um
grupo controle soronegativo de alto risco, sendo os valores comparados com aqueles
observados no grupo de soropositivos, composto de individuos assintomaticos e
daqueles com Aids. Em relacdo aos genoétipos encontrados, o genotipo A4 prevaleceu
nos trés grupos, tendo freqiiéncias de 65,65% no grupo controle, 61,90% no grupo de

alto risco ¢ 59,97% nos individuos infectados. O contrario foi observado em relagdo ao

genoétipo 4B, onde este com freqiliéncia de 33,20% foi maior no grupo de soropositivos
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quando comparado com as freqiiéncias de 22,22% e 27,38% nos grupos controle e alto
risco, respectivamente.

Dentre os outros genétipos, o AD, foi o terceiro mais freqiiente
apresentando freqiliéncias semelhantes entre os grupos, variando de 4,04 a 4,76% ¢ os
genotipos BB e BC apresentaram as menores prevaléncias no grupo dos soropositivos e
no controle, sendo que no grupo controle de alto risco nao foi encontrado o genotipo
AC. Apesar das diferentes prevaléncias dos genotipos entre os grupos, estas nao se

mostraram significativas quando realizadas as analises estatisticas (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo das freqliéncias genotipicas do gene MBL no grupo de pacientes

soropositivos, controle e controle de alto risco.

Genotipos Soropositivos Controle Controle r P
alto risco
n (0/0) n (0/0) n (0/0)
AA 139 (56,97) 65 (65,65) 52(61,90)  5298¢ 0,5062 ¢
AB 81 (33,20) 22 (22,22) 23 (27,38)
AC 7 (2,87) 3(3,03) - 6,814 ° 0,3384°
AD 11 (4,49) 4 (4,04) 4 (4,76)
BB 1(0,41) 1(1,01) 1(1,19) 3,796 ¢ 0,7043 ¢
BC 1(0,41) 1(1,01) 2(2,38)
BD 4 (1,64) 3(3,03) 2(2,38)  10,501° 0,5721¢
cc - - -
CD - - -
DD - - -
Total 244 (100) 99 (100) 84 (100)

a: soropositivos vs controle

b: soropositivos vs controle alto risco
c: controle vs controle alto risco

d: Todos os Grupos
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Quanto a analise dos genotipos agrupados, o observado foi uma
prevaléncia maior do genotipo 44 no grupo controle, com freqiiéncia de 0,65, sendo que
nos soropositivos esta foi de 0,56. Por outro lado, o genotipo heterozigoto apresentou
maior freqliéncia nos soropositivos do que no grupo controle e controle de alto risco,
sendo os valores de 0,40; 0,29 e 0,32 respectivamente. As diferencas entre estas
freqliéncias nestes grupos nao se mostraram estatisticamente significativas. Com relagao
as variantes alélicas, foi observado uma freqiiéncia maior do alelo 4 no grupo controle
(0,80), enquanto que nos outros dois grupos esta variou de 0,77 a 0,79. J& a forma
variante O apresentou uma ligeira maior prevaléncia no grupo de soropositivos (0,22)
em relagdo aos grupos controle (0,19) e controle de alto risco (0,22), entretanto,
nenhuma diferenca significativa foi observada (Tabela 5).

Com relagdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg, ndo houve diferencas

estatisticamente significativas no grupo controle de alto risco (p=0,5565).



64

Tabela 5. Distribuicao das freqliéncias genotipicas e alélicas do gene MBL no grupo de

pacientes soropositivos, controle e controle de alto risco.

Perfil Soropositivos Controle Controle x P
alto risco
n (%) n (%) n (%)
Genotipos
AA 139 (56,97) 65 (65,65) 52 (61,90) 4,770 0,0921 “
AO 99 (40,57) 29 (29,29) 27 (32,14) 3,692° 0,1579°
00 6 (2,45) 5(5,05) 5(5,95) 0,288 ¢ 0,8658 ¢
6,540 ¢ 0,1623 ¢
Total 244 (100) 99 (100) 84 (100)
Alelos
A 377 (77,25) 159 (80,30) 131 (77,98) 0,598 “ 0,4392°
0 111 (22,75) 39 (19,70) 37 (22,02) 0,037 " 0,9314°
0,299 ¢ 0,5845°¢
0,768 ¢ 0,6813 ¢
Total 488 (100) 198 (100) 168 (100)

a: soropositivos vs controle
b: soropositivos vs controle alto risco

c: controle vs controle alto risco

d: Todos os Grupos

3.2 POLIMORFISMOS GENETICOS E CO-INFECCOES

A presenca das co-infeccdes nos individuos com Aids também foi

relacionada com os polimorfismos do gene MBL, sendo estabelecidos dois grupos:

mono-infectados, que foram negativos para todos os marcadores soroldgicos analisados

e os co-infectados, que apresentaram sorologia positiva para pelo menos um dos
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marcadores analisados, sendo estes, sorologia para HTLV, HCV, T.pallidum e
marcadores para HBV (HBsAg, Anti-HBs e Anti-HBc total).

A freqiiéncia de individuos co-infectados foi de 39% contra 61% de
mono-infectados. Houve uma discreta prevaléncia do genotipo 44 nos individuos
monoinfectados, da ordem de 53,8% comparada com os 52% no grupo de co-infectados.
Ja o genotipo A0, apresentou uma freqiiéncia de 43,6% nos individuos mono-infectados
e de 44% nos individuos que apresentaram alguma co-infec¢do. O nimero de genotipos
0O foi exatamente igual nos dois grupos, com freqiiéncias de 2,5% nos mono e de 4,0%
nos co-infectados. O resultado dos testes estatisticos mostrou que nao houve
significancia nas diferengas observadas (Tabela 6).

A andlise das freqiiéncias alélicas mostrou que o alelo 4 foi mais
freqliente nos mono-infectados (75,64%) do que nos co-infectados (74%), ao passo que
a variante O teve maior freqiiéncia nos individuos que apresentaram alguma co-infecg¢ao
(29%) em relagdo aos mono-infectados, porém nenhuma diferenca estatisticamente

significante foi observada (Tabela 6).
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Tabela 6. Distribuicdo das freqii€ncias genotipicas e alélicas do gene MBL entre os

individuos com Aids mono e co-infectados.

Mono-infectados  Co-infectados X P
n (%) n (%)
Genotipo
AA 42 (53,85) 26 (52,00)
AO 34 (43,59) 22 (44,00)
00 02 (2,56) 02 (4,00)
Total 78 (100) 50 (100) 0,222 0,8951
Alelos
A 118 (75,64) 74 (74,00)
0 38 (24,36) 26 (29,00)
Total 156 (100) 100 (100) 0,088 0,7674

Além das co-infecgdes analisadas através dos testes soroldgicos, foram
coletadas outras informagdes diretamente dos prontudrios dos pacientes com Aids,
como o diagnostico de outras doencas. Do total de 128 pacientes, foi possivel o acesso
aos prontuarios de 100. As doengas mais prevalentes foram: Tuberculose pulmonar ou
extra pulmonar (45,0%), neurotoxoplasmose (24,0%), candidiase oral ou esoféagica
(44,0%), neurocriptococose (12,0%) e pneumonia causada por bactérias ou fungos
(23,3%).

As andlises das freqliéncias genotipicas e alélicas dos individuos que
apresentaram estas co-infec¢des demonstraram que o gendtipo 40 foi mais freqiiente
em relacdo ao genotipo 44 nos individuos com diagnoéstico de neurotoxoplasmose e de

neurocriptococose, em ambos o genotipo heterozigoto apresentou freqiiéncia de
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58,33%. O genotipo A4 variou de 41,66% nos casos de neurotoxoplasmose até 66,67%
nos individuos que apresentaram pneumonia. O genoétipo homozigoto para o alelo O s6
foi encontrado nos pacientes com tuberculose, com freqiiéncia de 4,4% e nos individuos
com candidiase, com freqiiéncia de 4,5% (Tabela 7).

Com relagdo as freqiiéncias alélicas, o alelo 4 foi o mais freqiiente,
variando de 70,8% (candidiase) até¢ 83,3% (pneumonia). J4 o alelo O apresentou uma

variacao de 16,6% (pneumonia) até 29,1% (neurotoxoplasmose) (Tabela 7).

Tabela 7. Distribuicdo das freqiiéncias genotipicas e alélicas do gene MBL entre os

individuos com Aids co-infectados.

Genotipo TB Neuro Candidiase Neuro Pneumonia
toxoplasmose criptococose
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

AA  24(5333)  10(41,67) 24(54,54)  5(41,67)  16(66,67)
A0 19(4222)  14(5833)  18(40,91)  7(5833) 8 (33,33)

00 2 (4,44) - 2 (4,54) - -
Total 45 (100) 24 (100) 44 (100) 12 (100) 24 (100)
Alelos

A 67 (74,44)  34(70,83)  66(75,00) 17(70,83) 40 (83,33)
0 23(2526)  14(29,17)  22(25,00)  7(29,17)  8(16,67)

Total 90 (100) 48 (100) 88 (100) 24 (100) 48 (100)
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3.3 POLIMORFISMOS GENETICOS E QUANTIFICACOES DE LINFOCITOS T
CD4"E DA CARGA VIRAL PLASMATICA

A relagdo entre o nimero médio de linfocitos TCD4" e os gendtipos do
éxon 1 do gene MBL encontrados na populacao dos pacientes com Aids, esta descrita na
Tabela 8. Do total de 100 prontuarios cujo acesso foi possivel, apenas 59 tinham a
informacio do nimero de LTCD4". Sendo assim foram calculadas as médias aritméticas
de acordo com os genoétipos encontrados. Observou-se uma média de 105,65 células
TCD4"/mL de sangue nos 30 individuos que apresentaram o genétipo 44 (Grupo A),
enquanto que a média naqueles 28 pacientes que tinham os genotipos AB, AC e AD
(Grupo B) foi de 158,43 células TCD4 /mL. Além destes genotipos ja citados, um tinico
individuo que apresentou o genotipo BD teve valor de 1,00 células/mL. A anélise
estatistica entre os Grupos A e B mostrou que ndo houve diferencas significantes entre

as quantificagdes e os gendtipos (Tabela 8).

Tabela 8. Polimorfismos do gene MBL e a quantificagdo de células TCD4" nos

individuos com Aids.

Grupos n Média Comparacao ANOVA
(LTCD4"/mL) F p
A 30 105,65
B 28 158,43 Grupo A vs grupo B 2,5669 0,1109

Grupo A (44) e Grupo B (4B, AC e AD)
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Além da relacdo entre os gendtipos encontrados e a contagem de
linfoécitos TCD4+, a associagdo entre os valores da carga viral e os polimorfismos
também foi analisada. Ao total, 49 prontuarios obtinham a informacao de carga viral,
sendo assim, dois grupos foram criados: Grupo A constituido de 24 individuos com
gendtipo A4 e que tiveram uma média aritmética de 138.141 copias/mm’ (log=5,14) e
grupo B constituido de 24 individuos com gendétipos AB € AD que apresentaram uma
média menor, de 103.102 copias/mm’ (log=5,01) e um tGnico individuo com genétipo
BD que apresentou uma carga viral de 270.000 copias/mm’ (log=5,43). Esta diferenca

entre os grupos A e B ndo se mostrou estatisticamente significante (Tabela 9).

Tabela 9. Polimorfismos do gene MBL e a quantificacdo da carga viral nos individuos

com Aids.
Média Logio Comparacao ANOVA
Grupos n (cépias RNA/mm’)
F )4
A 24 138.141 5,14
B 24 103.102 5,01  Grupo A vs grupo B 0,2838 0,6033

Grupo A (44) e Grupo B (4B e AD)

Estes dois parametros laboratoriais também foram avaliados no grupo de
pacientes soropositivos assintomaticos. Dos 116 individuos, 69 apresentaram o genotipo
AA (Grupo A), com uma média aritmética de 724,08 células TCD4 “/mL. O grupo B
(4B, AC e AD), constituido de 45, apresentou média de 727,66 células/mL e outros dois

individuos com genotipo BD apresentaram uma média de 1.023 células/mL. A analise
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estatistica entre os grupos A e B ndo mostrou nenhuma diferenga estatisticamente

significante (Tabela 10).

Tabela 10. Polimorfismos do gene MBL e a quantificacdo de células TCD4  nos

individuos soropositivos assintomaticos.

Grupos n Média Comparacio ANOVA
(LTCD4"/mL) F p
A 69 724,08
B 45 727,66 Grupo A vs grupo B 0,0065 0,9337

Grupo A (44) e Grupo B (4B, AC e AD)

A carga viral plasmatica também foi analisada neste grupo, porém dos
116 individuos, foram coletadas informacdes de apenas 107. O grupo A formado por 66
individuos com genétipo A4 apresentou média de 7.859 copias RNA/mm’ (Log=3,89),
enquanto que os 39 individuos com os genotipos heterozigotos (AB, AC e AD)
apresentaram média de 3.187 copias RNA/mm’ (Log=3,50). Os dois individuos que
apresentaram o gendtipo BD tiveram uma média de 50 copias RNA/mm’ (Log=1,70). A
analise estatistica entre esses dois grupos (A e B) ndo evidenciou nenhuma diferenca

significativa (Tabela 11).
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Tabela 11. Polimorfismos do gene MBL e a quantificagdo da carga viral nos individuos

soropositivos assintomaticos.

Média Logio Comparacio ANOVA
Grupos n  (cépias RNA/mm’)
F p
66 7.859 3,89
B 39 3.187 3,50 Grupo A vsgrupoB 0,1101 2,5409

Grupo A (44) e Grupo B (4B, AC e AD)
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4. DISCUSSAO

A distribuigdo das formas alélicas do éxon 1 do gene MBL observadas no
presente estudo nos pacientes portadores da infec¢do pelo HIV-1 e no grupo controle,
apresentaram-se de maneira semelhante com as freqiiéncias relatadas em outros estudos.
Um estudo de Garcia-Laorden et al. (2006), realizado com espanhdis, encontrou
freqliéncias de 76% do alelo 4 entre os pacientes soropositivos comparado com 72%
encontrado no grupo controle. O mesmo observou freqiiéncias de 17% e 15% do alelo B
nos grupos controle e de infectados, respectivamente, e os alelos C e D também
mostraram distribuicoes semelhantes variando de 3% a 7%. Da mesma forma,
freqiiéncias aproximadas foram observadas em outro estudo onde o alelo A4 teve
percentuais de 64% e 62% e a variante B de 22% e 23%, nos grupos de infectados e
controle, respectivamente (Garred et al., 1997).

Outros estudos, além destes ja citados, avaliaram a distribui¢do das trés
mutagdes descritas em varias populagdes da Europa, da Africa, da Asia e da Melanésia
(Madsen et al., 1995; Garred et al., 1997; Jiliger et al., 2002; Malik et al., 2003). A
variante B ocorre com prevaléncias de 22% e 28% em europeus, chineses e esquimos.
Por outro lado, a muta¢do C, em populagdes Sub-Saarianas, alcanca freqiiéncias de 50%
a 60%. A variante D ¢ encontrada entre europeus e africanos, com freqiiéncias de até
14% podendo ser menor em outras populacdes (Turner, 2003). Segundo Kilpatrick
(2002), a ocorréncia de alelos mutantes do gene MBL ¢ comum em varias populacoes, €
de forma diferenciada, pode ser considerada uma evidéncia de uma espécie de vantagem
seletiva para o estado heterozigoto de acordo com a populagdo investigada. Uma

possibilidade para a ocorréncia de variantes alélicas em elevada freqliéncia poderia ser
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relacionada ao beneficio da presenca destas mutagdes contra parasitas endémicos que se
utilizariam da via da lectina para infectar as células do hospedeiro.

A MBL ¢ importante como primeira linha de defesa do sistema
imunologico devido sua habilidade de agir como proteina de fase aguda e de ativar o
sistema complemento. Alguns estudos mostraram, claramente, uma associacdo entre a
presenca de variantes alélicas do gene MBL e a ocorréncia de imunodeficiéncia
associada as infec¢des cronicas (Garred ef al., 1997; Turner., 1998; Turner & Hamvas.,
2000). Garred et al. (1997), estudando uma populagdo caucasodide, observaram uma
maior prevaléncia de homozigotos para os alelos variantes (8%) nos individuos
infectados pelo HIV-1 comparados com 0,8% no grupo controle. Vallinoto et al. (2005),
estudando uma amostra populacional de Belém, encontraram uma alta prevaléncia da
variante B entre os soropositivos quando comparado com os sujeitos do grupo controle,
todavia estas diferengas nao foram estatisticamente significantes. No presente estudo,
também nao foram verificadas tais diferengas nas prevaléncias do alelo 4 e das formas
variantes O comparando-se os grupos estudados. Assim como, outros estudos também
nao verificaram diferengas significativas entre estes dois grupos (Garcia-Laorden et al.,
2006; Kalichamy et al., 2007).

Embora os resultados de Garred et al. (1997) ndo tenham revelado
qualquer associagdo entre os alelos variantes e o tempo compreendido entre a detecgdo
da infec¢do e o surgimento da Aids, a avaliacio dos pacientes infectados, que
desenvolveram Aids, mostrou que o tempo médio de sobrevida foi significativamente
menor, apds o diagndstico da Aids, para pacientes que expressavam as variantes alélicas
em homozigose e em heterozigose. Neste mesmo estudo, a freqiiéncia do genotipo OO

no grupo de individuos infectados foi de 8%, enquanto que em um grupo controle de
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alto risco, constituido de homens homossexuais, esta foi de 0%. A distribuicao
genotipica observada nos dois grupos investigados no presente estudo nao corrobora
esses achados. Possivelmente, essa diferenga seja reflexo das diferencas populacionais
entre os dois estudos, diferengas entre critérios € metodologias aplicadas ou entdo
devido ao baixo niimero amostral utilizado. A contribuicdo genética da populagdo
amazonica analisada neste estudo € caracterizada por um modelo tri-hibrido, com 47%
caucasoide, 41% indigena e 12% afrodescendente (Santos & Guerreiro., 1995),
diferente do perfil exclusivamente caucaséide da populacao estudada por Garred et al.
(1997).

Além da andlise genotipica, diversos estudos tém investigado uma
possivel relagdo entre os niveis séricos da MBL e a infec¢cdo pelo HIV-1. Prohaszka et
al. (1997) encontraram niveis baixos em individuos portadores assintomaticos quando
comprados com controles ndo infectados. Em concordancia a estes resultados, Garred et
al. (1997) também encontraram niveis baixos da MBL nos individuos infectados pelo
HIV-1 e que estes individuos teriam uma sobrevida reduzida apds desenvolverem a
Aids. Em contraste Senaldi et al. (1995) mostraram altos niveis de MBL em pessoas
infectadas do que nos controles normais, porém nao verificaram diferencas nesses niveis
quanto aos estagios da doenga, diferente de um outro estudo que verificou niveis
aumentados da proteina em estadgios avancados da doenga, sugerindo que a terapia anti-
retroviral poderia resultar em um aumento dos niveis de MBL (Heggelund et al., 2003).

De acordo com o estudo feito por Stefensen et al. (2000), os
polimorfismos da regido do éxon 1 do gene MBL, t€m influéncia direta nos niveis
séricos da proteina. No presente estudo, as populagdes investigadas ndo apresentaram

diferengas estatisticamente significativas entre as freqii€ncias alélicas e genotipicas.
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Estes achados sugerem que as mutagdes na regido de éxon 1 (relacionadas a médios e
baixos niveis séricos da proteina) ndo estejam associadas a susceptibilidade a infecc¢ao
pelo HIV-1. Para se chegar a resultados mais precisos quanto ao aumento do risco a
infeccdo e a progressdao da doenga conferida pela deficiéncia sérica da MBL, faz-se
necessario um estudo longitudinal com uma casuistica mais expressiva aliada a
quantificagdo soroldgica da MBL nos individuos envolvidos.

As diferencas nos niveis séricos da MBL relacionadas as freqiiéncias
alélicas e genotipicas tém sido estudadas também em outras doengas infecciosas e
parasitarias. Diversos estudos envolvendo fungos, bactérias, protozodrios e outros
agentes virais t€ém observado relagdes diversas. Em caucasianos, estudos tém sugerido
que individuos homozigotos para as variantes alélicas do gene MBL t€ém um risco
aumentado de desenvolver doencas invasivas causadas por pneumococos, 12% de 229
pacientes eram homozigotos para as formas variantes contra 5% de 353 do grupo
controle (Roy et al., 2002; Eisen & Minchiton., 2003). Outro estudo desenvolvido em
um hospital pediatrico em Londres verificou uma freqiiéncia de 7,7% do gendtipo OO
entre os pacientes com infeccdo por N. meningitidis comparado com 1,5% entre o grupo
controle ndo infectado (Hibberd et al., 1999).

Em contraste ao efeito protetor dos niveis normais de MBL contra
bactérias extracelulares, existem observagdes de que as infecgdes causadas pelo género
Mycobacterium ocorrem mais freqiientemente em pacientes com niveis altos de MBL.
Foi observado que etiopes infectados com Mycobacterium leprae tinham um nivel
significativamente mais elevado de MBL do que os controles ndo infectados (Garred et

al., 1994). Subseqiientemente, outro estudo demonstrou que individuos infectados com
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Mycobacterium tuberculosis tinham um nivel de MBL mais elevado do que os controles
sadios (Garred et al., 1997D).

Outros dois estudos relataram a associacao dos genotipos do gene MBL
em pacientes soropositivos para o HIV-1 e co-infectados pelo Mycobacterium
tuberculosis. Na Espanha, foram analisados 106 pacientes caucasoides que
apresentavam a co-infeccdo HIV-TB sendo verificada uma freqiiéncia de 81,6% do
alelo 4 e de 18,4% do alelo O (Garcia-Laorden et al., 2006). No presente estudo,
freqliéncias semelhantes foram observadas, onde o alelo A apresentou freqiiéncia de
74,44% e o alelo variante O de 25,26%. Kalichamy et al. (2007) pesquisando em
individuos indianos, encontraram niveis séricos significativamente maiores nos
individuos co-infectados do que no grupo de individuos somente infectados pelo HIV,
sugerindo que o genotipo relacionado com altos niveis séricos (4A4) levariam a uma
predisposicdo para a infecgdo pelo Mycobacterium tuberculosis nos individuos
infectados pelo HIV enquanto que o gendtipo associado a baixos niveis (OO) estaria
associado com a susceptibilidade a tuberculose em individuos ndo infectados pelo HIV.

Outros agentes causadores de co-infecgdes comuns em individuos com
Aids também tem sido relacionados, como por exemplo, Candida albicans. Em um
estudo realizado por Garred et al. (1997), verificou-se uma freqiiéncia de 58% do
genotipo 44 entre os individuos que apresentaram candidiase oral em comparacdo a
42% do genotipo OO. O presente estudo encontrou freqiiéncias semelhantes de 54,54%
do gendtipo considerado normal e de 40,91% do genoétipo heterozigoto. Outros estudos
sugerem que a fagocitose de células de Candida albicans e Cryptococcus neoformans é
aumentada na presenca de TNF e que a producdo desta citocina é regulada de uma

maneira dependente de MBL (Ghezzi et al., 1998; Chaka et al., 1997).
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Os protozoarios também estdo incluidos na ampla diversidade de
microrganismos que se ligam a MBL, dentre os muitos estdo: a Leishmania major, a
Leishmania mexicana ¢ Plasmodium falciparum (Garred et al., 1994), porém ainda nao
existem estudos que fazem a correlacao de co-infecgdes causadas por protozoarios em
individuos soropositivos para o HIV e os gendtipos do gene MBL.

Virios estudos também tem realizado associacdes de outros agentes
virais com as mutagdes no €éxon 1 do gene MBL. Pontes et al. (2005) analisaram estes
polimorfismos e puderam estabelecer uma associacdo significativa entre a presenga da
variante alélica MBL*B e a infec¢dao pelo HTLV. Outros trabalhos também verificaram
associacoes significativas com o Virus da hepatite B (Thomas et al., 1996) e com
hepatite cronica causada pelo HCV (Matsushita ef al., 1998).

Apenas um estudo ndo encontrou nenhuma associagdo entre outros virus
co-infectando individuos com Aids. Entre os que estavam co-infectados com o Virus
herpes zoster (HZV) foi verificado um nimero maior de individuos com o genotipo 44
(14/21) em relagao aos gendtipos OO ou AO (7/21), o mesmo ocorreu com O0S
individuos co-infectados com Virus herpes simples (HSV). O inverso ocorreu na anélise
dos co-infectados pelo Citomegalovirus (CMV), onde o numero de individuos com o
genotipo A0 ou OO foi ligeiramente maior do que os que tinham o genotipo 44 (Garred
et al., 1997). No presente estudo também ndo foram encontradas associagdes
significativas entre os individuos com Aids que apresentaram co-infeccdes e os
polimorfismos no gene MBL.

As variantes alélicas do gene MBL podem ter um papel direto na infec¢ao
pelo HIV-1. A ligacdo da lectina as glicoproteinas de superficie ativa a acdo do sistema

e o : . , N .
complemento, o que leva a inibi¢do da infec¢do em células TCD4 . Dessa maneira as
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baixas concentragdes séricas da MBL e, subseqiientemente, reducdo da ativagdo do
sistema complemento podem contribuir para o aumento da carga viral plasmatica
(Garred et al., 1997). Entretanto, os resultados obtidos no presente estudo foram
controversos a esta hipotese, uma vez que ndo mostraram diferencas estatisticas entre a
contagem do numero de linfocitos TCD4" e a carga viral com as formas alélicas nos
individuos com Aids e assintomaticos. Em concordancia com estes achados, Nielsen et
al. (1995), Garred et al. (1997) e Pastini et al. (1998) também ndo encontraram
correlagdes entre as variantes alélicas da MBL e o declinio de LTCD4". Outros estudos,
todavia, verificaram fortes associagdes entre estes parametros laboratoriais. Vallinoto et
al. (2005) mostraram que os pacientes que tinham o alelo MBL*A apresentaram um
aumento no numero de células TCD4" entre a primeira e segunda quantificacdes,
caracteristica esta, que ndo foi evidente entre os individuos infectados que tinham o
alelo MBL*B. Na avaliagdo da carga viral plasmatica, a primeira quantificagdo mostrou
que os pacientes com gendtipo A4 apresentaram valores menores do que os pacientes
que possuiam a variante B. Na segunda quantificacdo, este valor foi 9.8 vezes maior
entre aqueles que tinham o alelo B e adicionalmente, uma reducao significante na carga
viral foi observada nos individuos com o alelo A4.

Muto (2005), estudando os polimorfismos na regido promotora, também
acompanhou a evolu¢io da média de linfécitos TCD4", encontrando um aumento
significativo dessas cé€lulas entre os portadores da haplétipo promotor HY, em homo ou
heterozigose. Da mesma forma, a evolugdo da carga viral plasmatica, mostrou-se
fortemente associada aos polimorfismos na regido promotora. Pacientes homo ou
heterozigotos para o haplétipo HY reduziram significativamente os indices de viremia

plasmatica, entre a primeira e segunda contagem, diferindo do grupo de pacientes
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portadores do haplotipo LY, LX e HX. Resultados semelhantes a estes dois ja citados,
também tém sido descritos para a infeccao pelos HCV e HTLV (Song et al., 2003;
Nishimura et al., 2003).

Uma possivel explicacdo para as diferengas encontradas nos resultados
poderia ser a natureza das amostras analisadas nos estudos, pois Vallinoto et al. (2005)
e Muto et al. (2005) avaliaram os polimorfismos, exclusivamente, em individuos
portadores assintomaticos da infec¢do pelo HIV-1, sendo que o presente estudo além de
analisar individuos portadores assintomaticos, analisou também pacientes com quadro
de Aids, além disso, outros motivos para esta auséncia de associagdo entre os valores de
carga viral, linfocitos TCD4 " e os genétipos poderiam ser o pequeno tamanho amostral,
fruto de um acaso ou ainda pelo fato de que o grupo B foi composto por heterozigotos e
a presenca do alelo 4 pode ter influenciado nos resultados, uma vez que sua presenca
ainda que em heterozigose, pode contribuir para uma producao de oligdmeros de MBL
em niveis de 50% daqueles portadores do genotipo AA4.

Poucos estudos ainda tém sido executados no sentido da investigacao do
papel da MBL na susceptibilidade e progressao da infecg¢ao pelo HIV-1, além do que, os
achados até entdo obtidos sdo controversos. As diferengas entre os resultados podem ser
devido aos diferentes modelos experimentais utilizados (longitudinal vs. transversal).

Baseado nos resultados obtidos, pode-se sugerir que as diferentes formas
alélicas ndo estariam relacionadas com a susceptibilidade a infec¢do pelo HIV e co-
infecgdes, porém, ainda é prematuro afirmar, concluindo-se que um niimero maior de
estudos utilizando modelos prospectivos, envolvendo um grande nimero de pacientes,
sd0 necessarios para elucidar o papel imunogenético da MBL na infec¢do pelo HIV e

progressao da doenga.
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5. CONCLUSOES

(1) As analises das distribui¢des das freqiiéncias alélicas e genotipicas do
éxon 1 do gene MBL nas populagdes estudadas ndo mostraram diferencas
estatisticamente significativas, o que sugere a auséncia de associacdo entre os

polimorfismos do éxon 1 e a susceptibilidade a infec¢ao pelo HIV-1.

(i1) As distribuicdes alélicas e genotipicas ndo foram associadas a
presenca de co-infecgdes no grupo de individuos com Aids, sugerindo que as variantes

alélicas poderiam ndo influenciar na susceptibilidade a estas outras doencas.

(111) Os resultados das analises dos prontudrios mostraram que as co-
infeccdes mais prevalentes nos individuos com Aids, foram: tuberculose, candidiase,

neurotoxoplasmose, pneumonia € neurocriptococose.

(iv) O genotipo AO apresentou maior freqiiéncia nos individuos que
tiveram diagndstico de neurotoxoplasmose € neurocriptococose, enquanto que o
genotipo AA apresentou freqiiéncia mais elevada nos individuos com tuberculose e

pneumonia.

(v) A anélise das médias no numero de linfocitos TCD4  ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos estudados,

sugerindo que as variantes alélicas ndo estariam influenciando no niimero destas células.
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(vi) A analise das médias na quantificacdo da carga viral nos grupos
estudados ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relagdo as

variantes alélicas, sugerindo que estes polimorfismos nao estariam influenciando na

viremia destes individuos.
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Anexo 1. Y
SERVICO PUBLICO FEDERAL )
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
LABORATORIO DE VIROLOGIA
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
1. Estou sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa sobre avaliacdo dos polimorfismos no gene

10.

11.

12.

MBL e o seu impacto na infec¢do pelo HIV e co-infecgoes, que esta sendo desenvolvida no
Laboratorio de Virologia do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para.

Para que eu decida em participar ou nao da pesquisa me foram prestadas as seguintes informagdes:

O titulo do projeto é: Estudo do perfil imunogenético dos portadores do HIV-1 e de co-infecgoes:
avaliagdo do papel do polimorfismos no gene MBL (Mannose-Binding Lectin) na susceptibilidade a
infec¢do e como fator de progressdo a Aids.

O pesquisador responsavel ¢ o Prof. Dr. Antonio Carlos Rosario Vallinoto, Biomédico, Professor
Adjunto da Universidade Federal do Para.

O objetivo da pesquisa ¢ descrever a associagdo dos polimorfismos no gene MBL e o seu possivel
impacto na infecgdo pelo Virus da imunodeficiéncia humana 1.

Essa pesquisa ndo oferece riscos, porque as praticas sao de uso rotineiro. Uma pequena quantidade
de sangue (5mL) sera coletada para a deteccdo dos polimorfismos no gene MBL de pacientes
soropositivos e posteriormente estocadas a -20°C no Laboratério de Virologia da UFPA para
pesquisas futuras.

Toda nova pesquisa a ser feita com o material estocado sera submetida para aprovagdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Instituigio.

Serdo utilizados materiais esterilizados descartaveis, como agulhas e seringas, ndo oferecendo risco
para a pessoa.

Ninguém ¢ obrigado a participar da pesquisa, assim como qualquer pessoa podera deixar a pesquisa
no momento que quiser, pois ndo havera prejuizo pessoal por esta causa.

Nao havera nenhum tipo de despesas para participacdo da pesquisa, assim como nio haverd nenhuma
forma de pagamento para participagao.

O grande beneficio desta pesquisa para todos os que participam, ¢ possibilitar um melhor
entendimento sobre a influéncia dos polimorfismos no gene MBL, o qual estd associado a resposta
imune do hospedeiro, na infecgdo pelo HIV-1 bem como o seu impacto nas manifestagdes clinicas
dos pacientes.

A participacdo na pesquisa ¢ sigilosa, isto significa que, somente os pesquisadores ficardo sabendo
de sua participagdo. Os dados utilizados na pesquisa terdo uso exclusivo neste trabalho, sem a
identificagdo individual do participante.

Assinatura do Pesquisador Responsavel

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente

esclarecido(a) acerca do contetido da mesma, assim como seus riscos ¢ beneficios. Declaro ainda que, por
minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material para exame.
Belém, / /

Assinatura da participante

Prontuario: Protocolo:

Universidade Federal do Para, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Patologia, Laboratdrio de
Virologia, Fone/fax: (91) 3201-7587; e-mail: vallinoto@ufpa.br



mailto:vallinoto@ufpa.br
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Anexo 2. Sy
SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
LABORATORIO DE VIROLOGIA

CENTRO DE TESTAGEM E ACONSELHAMENTO (CTA)

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

N° do Protocolo:

Data de coleta de dados:
Iniciais do Paciente:

Data de coleta das amostras:

L=

Dados Epidemioldgicos da Mulher

Data do Nascimento:

Idade:

Municipio de residéncia anterior (se reside a menos de 5 anos no endereco atual):

Onde reside atualmente:

1. No estabelecimento 3. Casa alugada

2. Casa propria 4. Com parentes

9. Escolaridade:
1. Nao alfabetizado 4. 1° grau completo 7. 3° grau incompleto
2. Alfabetizado 5.2° grau incompleto 8. 3° grau completo
3. 1° grau imcompleto 6. 2° grau completo

10. Estado Civil:

1. Casada 2. Solteira 3. Amigada 4. Desquitada 5. Viuva

AN

11. Filhos: 1. Sim 2. Néo Se sim, quantos:
12. Amamentou? 1. Sim 2. Nio
13. Mora comeles? 1. Sim 2. Nio
14. Ja fez algum aborto? 1. Sim 2. Nao
15. Quando iniciou a profissio:
1. lano 2.2anos 3.3 anos 4.Maisde 3 anos 5. Outros

16. Qual o motivo?
1. Desemprego 2.Divida 3. Gosta 4. Outros

17. Comportamento Sexual:

1. Com parceiro(a) heterossexual 2. Bissexual 3. Homossexual

4. Usuario de drogas ndo-injetaveis 5.Usuario de drogas EV 6. Miltiplos(a) parceiros(a)
7. Parceiro Transfudido 8. Parceiro hemofilico

9. Com parceiro que tinha multiplos parceiros (promiscuo) 10. Parceiro portador de HIV
11. Portador de AIDS

18. Faz selegdo de parceiros: 1. Sim 2. Nao

19. Namero de parceiros por semana: 1. Nenhum 2.Um parceiro 3. Parceiro tGnico 4. Dois a 19
parceiros 5. 20 ou mais parceiros 6. Ndo quer comentar

20. Parceiros de (ou em) outros estados: 1. Sim 2. Ndo 3. N&o sabe Se sim, quais:

21. Parceiros de (ou em) outros paises: 1. Sim 2. N@o 3. N&do sabe Se sim, quais:

22. Sexo anal: 1. Sempre 2. Asvezes 3.Nunca 4.Nao quer comentar 5. N&o se aplica

23. Usa camisinha? 1.Sim 2.N&o 3. Asvezes 4.S6 quando o parceiro exige.



24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.

42.

Sabe o que sdo DST’s? 1.Sim 2. Nio

Ja teve alguma DST? 1. Sim 2. Nao

112

Qual? 1. Sifilis 2. Gonorréia 3. Herpes 4. Hepatite 5. Candidiase 6. Tricomoniase 7. Aids

Procurou o médico? 1.Sim 2. Nio

Fez exame? 1.Sim 2. Nao
Fez tratamento? 1.Sim 2. Nao

Durante o tratamento manteve relagdes sexuais? 1. Sim 2. Nao

Sabe o que ¢é preventivo? 1. Sim 2. Nao
Jafez? 1.Sim 2. Nao

Ja doou sangue? 1. Sim 2. Nao
Recebeu os exames do Hemopa? 1. Sim 2. Nao
Ja fez transfusdo sangiiinea? 1. Sim 2. Nao

Tem piercing ou tatuagem? 1. Sim 2. N&o Se sim, ha quanto tempo?

Fez uso de drogas endovenosas alguma vez? 1. Sim 2. Na@o 3. N&o quer comentar

Ha quanto tempo faz uso de drogas endovenosas?

Parou? 1.Sim 2.Nio
Ano do ultimo uso:

Como vocé costumava fazer uso de seringa e agulha? 1. Sempre sozinha

pessoa fixa 3. Dividia com mais de uma pessoa
Vocé ja fez uso de drogas injetdveis com seringas ou agulhas compartilhadas com:

A) Pessoas que sdo de ou, normalmente viajam para outros estados?

I. Sim 2.Nado 3.Naosabe Se sim, quais estados:
B) Pessoas que sdo de ou, normalmente viajam para outros paises?
1. Sim 2.Ndo 3.Ndosabe Se sim, quais paises:

2. Dividia com
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Anexo 3.

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
HOSPITAL UNIVERSIT ARIO JOAO DE BARROS BARRETO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA JBE

CEP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE APROVAGAO

O Comité de Ftica em Pesquisa do Hospital Universitario Jodo de Barros
Barreto da Universidade Federal do Para analisou o projeto de pesquisa intitulado
“Estudo do perfil imunogenético dos portadores do HIV-1 e de co-
infecgdes: avaliagiio do papel do Polimorfismo do gene MBL (Mannose-
Binding Lectin) na susceptibilidade 2 infec¢do e como fator de progressio
a Aids”, protocolo n® 2027/05, sob a responsabilidade dos pesquisadores, Luiz
Fernando Almeida Machado, Ricardo Ishak, José Alexandre Rodrigues de Lemos,
Anna Elizabeth Martins Alves, }éenafo Fernandes Pinheiro, Flavia Cristina Matos de
Oliveira e Marluisa de Oliveira Guimardes Ishak e Coordenag3o do Prof. Dr.
Antonio Carlos Rosdrio Vallinoto, obtendo APROVACAQO na reunido do dia
20/02/2006, por estar de acordo com a Resolugdo n° 196/96 ¢ suas complementares,
do Conselho Nacional de Satide / Ministério da Satde do Brasil.

Belém, 20 de fevereiro de 2006

" .U; Qie):co,fg

Dr. Eduardo Leitdo Maia
COORDENADOR DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA / HUJBB/UFPA

Hospital Universitario Joao de Barros Barreto - Coordenadoria de Atividades Académicas
Rua dos Mundurucus, 4487 — Guama CEP. 66.073-000 Belém-Para Fone:3201 6653/ PABX:3201 6652
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