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RESUMO

As baixas concentracdes séricas de Lecitina Ligante de Manose (MBL) estao
associadas com a presenga das variantes alélicas Mbl-*B, Mbl-*C e Mbl-*D, e resultam
em um aumento na susceptibilidade a infec¢des recorrentes. No presente estudo foi
investigada a associa¢do entre o polimorfismo no gene Mbl e a susceptibilidade a
infec¢do pelo HIV-1. Um fragmento de 349 pb do exon 1 do gene Mbl foi amplificado
por PCR e, posteriormente, submetido a anélise de restricdo com as endonucleases Banl
¢ Mboll, para a identificagao dos alelos. A avaliacdo de 145 pacientes soropositivos e
de 99 controles mostrou a presenga dos alelos Mbl-*A, Mbl-*B ¢ Mbl-*D, cujas
freqliéncias foram de 69%, 22% e 9% no grupo de pacientes e de 70,2%, 13,6% e
16,2% entre os controles. A andlise das freqiiéncias genotipicas mostrou uma maior
prevaléncia dos gendtipos com a variante alélica MbI-*B entre os pacientes
soropositivos quando comparadas a do grupo controle. Ademais, o genotipo B/B foi seis
vezes mais freqiiente no grupo de pacientes infectados (*=4,042; p=0,044). A média da
carga viral plasmatica foi menor nos pacientes HIV-1 soropositivos, portadores do alelo
Mbl-*A, quando comparado aos pacientes soropositivos apresentando a variante alélica
Mbl-*B (5.821 copias/mL x 52.253 copias/mL; p= 0,05). Ademais os pacientes
portadores do alelo Mbl-*A apresentaram uma significativa redug¢do da viremia
plasmatica (p<0,001), o que ndo foi observado para os portadores da variante Mbl-*B
(p=0,999). Esses resultados sugerem a importancia do polimorfismo no gene Mbl na
evolugdo clinica do paciente infectado pelo HIV-1 e que a identificagdo do perfil
genético do gene Mbl, em portadores da infecgdo pelo HIV-1, pode ser importante na

avaliacdo da evolucdo e do progndstico da doenga.
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ABSTRACT

The low serum concentration of Mannose-Binding Lectin (MBL) is associated
to the presence of variant alleles Mbl-*B, Mbl-*C and Mbl-*D, and it results in an
increased susceptibility to recurrent infections. The present study investigated the
association between the Mbl gene polymorphism and the susceptibility to HIV-1
infection. A fragment of 349 bp from the exon 1 of the Mbl gene was amplified by PCR
and then submitted to RFLP analysis using the endonucleases Banl and Mboll, aiming
the identification of the variant alleles. The study of 145 seropositive patients and 99
healthy controls showed the presence of alleles Mbl-*A, Mbl-*B and Mbl-*D, with
frequencies of 69%, 22% and 9% among patients and 70.2%, 13.6% and 16.2% among
healthy controls, respectively. The analysis of the genotype frequencies showed a high
prevalence of the genotypes carriers of variant Mbl-*B among patients seropositive as
compared to the healthy controls. Furthermore, the genotype B/B was six times more
frequent among patients than the observed to the healthy controls (3°=4.042; p=0.044).
The mean viral load was lower in HIV-1 seropositive patient carrying the Mbl-*A allele
than those carrying the variant Mbl-*B allele (5,821 copies/mL vs. 52,253 copies/mL;
p= 0.05). Furthermore, patients carrying the allele Mbl-*A showed a significant
reduction of the viral load (p<0.001), that was not observed among those carrying the
variant Mbl-*B (p=0.999). The results suggest the importance of the Mbl gene
polymorphism on the clinical evolution of the patients infected by HIV-1 and that the
identification of the Mbl genetic profile, among HIV-1 infected patients, may be an

important tool to monitor the evolution and the prognosis of diseases.



1 INTRODUCAO

Do ponto de vista etioldgico, as doengas podem ser classificadas de
acordo com a contribui¢do de fatores de natureza genética do hospedeiro, do agente
etiologico e do ambiente. Além disso, ha um amplo niimero de doencgas classificadas
como complexas, em razdo de sua etiologia ndo definida, que inclui a interacao de
fatores genéticos e ambientais (Petzl-Erler, 1999).

A identificagdo dos fatores que causam as doengas de etiologia complexa
contribui para o entendimento da fisiopatologia, para a geracdo de novos métodos de
diagnostico, para o controle, para a prevengao e para o tratamento dessas patologias.

Genes polimorficos, cujos produtos participam em mecanismos da
resposta imunoldgica inespecifica e/ou especifica, compdem o que se considera como as
diferencas interindividuais e interpopulacionais de susceptibilidade as doengas de
etiologia e de patogénese complexa (Petzl-Erler, 1999).

Nos ultimos anos, um crescente nimero de estudos tem enfocado a
analise de genes polimorficos, especialmente aqueles pertencentes ao Complexo de
Histocompatibilidade Principal (CHP-I ¢ CHP-II) em humanos (Itescu et al., 1998).
Esses estudos foram facilitados, sobremaneira, pelo aumento de recursos financeiros, de
informacdes acerca do genoma humano e da andlise de diversidade genética em
populagdes humanas de varias etnias ¢ areas geograficas (Kroner et al., 1995).

O estudo sistematico de genes polimorficos em populagdes brasileiras
vem contribuindo com melhor conhecimento da variabilidade genética dessas
populacdes, bem como, com o reconhecimento ¢ o entendimento dos genes associados a
susceptibilidade as doengas endémicas no Brasil. A continuidade dos estudos de

polimorfismos genéticos, se explorado de forma correta, acrescentard novas e



importantes informagdes para a compreensao das causas das doengas de etiologia
complexa (Petzl-Erler, 1999).

As informagdes acerca dos fatores de natureza viral e do perfil genético
do hospedeiro podem ser aproveitadas na manutencdo e no tratamento clinico dos

pacientes, gerando uma sobrevida, consideravelmente, melhor.

1.1 O Virus da Imunodeficiéncia Humana 1 (HIV-1)

1.1.1 A Familia Retroviridae

A dispersdo da infec¢do pelo HIV-1, em paises desenvolvidos, ¢ uma
conseqiiéncia do comportamento sexual, do uso de drogas endovenosas e, em menor
escala, da transfusdo de sangue contaminado e do tratamento com produtos derivados de
sangue. No Brasil, os primeiros casos da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquerida
(SIDA/AIDS) datam de 1982 e sdo oriundos da regido Sudeste, a qual, ainda, apresenta
o maior numero de casos notificados da doenga (AIDS Boletim Epidemiologico, 2003).
Na regido Norte, o Para contribui com metade dos casos notificados (AIDS Boletim
Epidemiologico, 2003). Até dezembro de 2003, foram notificados 2.805 individuos
infectados pelo HIV-1, no estado do Para, sendo 72,6% homens e 27,4% mulheres, com
idades entre 20 e 49 anos (SESPA, 2004).

Baseado nas propriedades estruturais, genomicas, fisico-quimicas e
replicagdo, os retrovirus sdo classificados em sete géneros: Alpharetrovirus,
Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Lentivirus e
Spumavirus (Coffin et al., 1996).

Os retrovirus patogénicos ao homem incluem os (i) Virus linfotropico de

células T humanas (HTLV), relacionados a disturbios neuroldgicos e hematologicos,



classificados no género Deltaretrovirus e os (ii) Virus da imunodeficiéncia humana

(HIV), classificados no género Lentivirus (Gallo, 1991; Coffin et al., 1996; Liu, 1996).

1.1.2 A Estrutura do HIV-1

Os modelos de estrutura do HIV sdo baseados na combinacao de
microscopia eletronica de alta resolugdo de particulas virais e de analises de
imunohistoquimica e bioquimica dos componentes virais (Gelderblom, 1991).

O HIV ¢ uma particula esférica, com, aproximadamente, 100 nm de
diametro, apresentando o genoma e enzimas virais envolvidos por um capsidio protéico,
circundado por um envelope externo, composto por uma membrana lipopréteica oriunda

da célula hospedeira, acrescido de glicoproteinas virais (Wong-Staal & Gallo, 1985;

Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura morfologica do Virus da imunodeficiéncia humana 1
(Wigg, 2002).

O genoma do HIV ¢ formado por dois filamentos idénticos de RNA de
fita simples e de polaridade positiva, contendo nove genes delimitados por duas regides
terminais longas e repetitivas chamadas LTR (Long Terminal Repeats). Estes genes sdo
classificados em estruturais (gag, pol e env), tipicos dos retrovirus, e em regulatérios
(tat, nef, rev, vif, vpu, vpr) (Turner & Summers, 1999).

O gene gag codifica um precursor que, ao ser clivado por uma protease
viral durante a maturacdo, origina varias proteinas estruturais que compdem o cerne
viral, como a matriz protéica (p27), o capsidio viral (p24) e as proteinas mais internas
do nucleocapsidio (p7 e p9) (Ratner et al., 1985). O produto do gene pol ¢ clivado pela
protease viral gerando a transcriptase reversa, o qual contém as atividades necessarias
para a sintese do DNA proviral (RNA e DNA-polimerase, ribonuclease H), a integrase e
a protease (Wu et al., 1996).

A proteina glicosilada do envelope viral, codificada pelo gene env, ¢
clivada por proteases celulares em glicoproteina de superficie (gp120 ou SU) e em
glicoproteina transmembrana (gp41 ou TM), que interagem, entre si, por meio de forcas
ndo-covalentes (Robey et al., 1985).

As glicoproteinas localizadas na superficie viral ligam-se aos receptores
CD4, localizados na membrana citoplasmatica de linfocitos T auxiliares, de mondcitos,
de macrofagos e de células dendriticas foliculares (Weis et al., 1992).

O gene env apresenta uma grande diversidade na seqiliéncia de

nucleotideos observada em diferentes cepas. A analise molecular deste gene revelou a



presenca de cinco dominios varidveis (V1-V5), intercalados por quatro regides
conservadas (C1-C4) (Myers et al., 1993).

Variagdes na seqiiéncia do gene env t€ém grande implicacao, ndo somente
para a resposta imune antiviral, mas, também, para funcdes adicionais mediadas pela
glicoproteina do envelope, tais como ligagdo ao CD4, tropismo celular e
citopatogenicidade (Diaz, 1997).

A andlise de mutagdes sitio-especificas no gene env demonstra que um
numero limitado de aminoacidos, conservados em diferentes regides da gpl120, sdo
requeridos para uma eficiente ligagdo ao CD4 (Kowalski et al., 1987). O estudo
molecular da regido C2V3 permitiu estabelecer uma classificagdo genotipica para as
diversas cepas do HIV-1 (WHO, 1994; Kostrikis et al., 1995).

Os genes nao-estruturais compreendem os genes reguladores (tat e rev)
que sdo essenciais para a replicagdo viral e os genes “acessoOrios” ou “auxiliares” (Vif,
vpr, vpu, e nef), que ndo sdo essenciais para a replicacdo viral em cultivo celular

(Desrosiers, 1992).



1.1.3 O Ciclo de Replicacéo do HIV-1
A fase inicial da replicacdo do HIV-1 inicia com a ligacao do virus, por
meio da gp120, ao receptor celular CD4, na superficie da célula-alvo (Klatzmann et al.,
1984). O processo de ligagdao ¢ continuado pela associagao da gpl120 a receptores de
quimiocinas (o e ), indicando, assim, o tropismo das cepas em M-tropicas (ligam-se
aos receptores de B-quimiocinas CCRS) e T-tropicas (ligam-se aos receptores de o-

quimiocinas CXCR4) (Kuritzkes, 2000; Figura 2).
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Figura 2 — O ciclo de replicagdo do Virus da imunodeficiéncia humana 1.

O inicio do ciclo de replicacio do HIV-1 compreende a interacdo de
proteinas do envelope viral aos receptores da superficie da célula, através da ligacdo da
glicoproteina do envelope, gpl120, ao receptor CD4 de linfocitos T auxiliares. Por
intermédio de um segundo receptor ou co-receptor, que ¢ representado por algumas

moléculas receptoras para quimiocinas (principalmente, CCR5 e CXCR4) o HIV-1



realiza o processo de adsorcdo e, conseqiiente, fusdo do seu envelope a membrana
citoplasmatica da célula infectada, por exposi¢ao do dominio hidrofobico da gp41. Apos
a fusdo do envelope viral com a membrana da célula, o nucleocapsideo ¢ liberado no
citoplasma (Chan & Kim, 1998).

Ainda no citoplasma, ocorre a transcri¢ao das fitas de RNA em uma fita
negativa complementar de DNA, através da enzima transcriptase reversa, que utiliza um
RNA transportador (tRNA) presente no virus, como iniciador. A transcriptase reversa,
também, atua como ribonuclease H, degradando a fita de RNA e, a seguir, sintetizando
a fita positiva de DNA, originando, assim, um DNA de duplo filamento (Chan & Kim,
1998).

A fita de DNA de duplo filamento ¢ transportada para o nucleo da célula,
onde pode haver a integragdo ao genoma da célula (provirus), através da enzima viral
integrase, ou a permanéncia, na forma circular ndo integrada (Levy, 1994; Chan & Kim,
1998).

Ativado por fatores de transcrigdo celulares, o provirus € transcrito, pela
RNA polimerase II celular, em RNA mensageiro viral, que vao para o citoplasma. Esses
RNA dardo origem a proteinas ndo-estruturais que serao responsaveis pela regulacao da
transcri¢ao de outros RNA mensageiros, envolvidos na sintese das proteinas estruturais
do virus.

Tat ¢ uma proteina regulatéria transativadora que, juntamente com certas
proteinas celulares, interage com a regido TAR (Tat responsive element) do RNA
mensageiro viral. Tat é a principal proteina envolvida na ativagdo do HIV. Uma
segunda proteina regulatoria, a Rev, interage com uma outra regido do RNA mensageiro

viral chamada RRE (Rev responsive element). Essa interagdo envolve proteinas



celulares e permite que o RNA mensageiro ndo processado (spliced) saia do nucleo e
siga para o citoplasma, a fim de ser traduzido em proteinas virais estruturais
precursoras. Em paralelo, ocorre a transcricdo dos RNA gendmicos, que serdo
incorporados a particula viral. O transcrito primario do HIV ¢ um RNA mensageiro
idéntico ao RNA viral que ¢ traduzido nas proteinas Gag ¢ Gag-Pol (Chan & Kim,
1998).

As proteinas do envelope, gp120 e gp41, sdo produzidas a partir de um
precursor gpl160, produto da tradu¢do de um RNA mensageiro que sofreu um unico
processamento. Produtos de outros RNA mensageiros processados (spliced) originam
varias proteinas regulatdrias e acessorias que podem afetar a replicacdo do HIV-1 em
diferentes tipos de células. As proteinas do envelope, sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso e glicosiladas no complexo de Golgi, sdo transportadas para a
membrana citoplasmatica. As poliproteinas estruturais, sintetizadas por ribossomas
livres, retinem-se no citoplasma juntamente com os RNA virais € migram para a
membrana, em regides onde hd acimulo das glicoproteinas virais. A saida do virus da
célula hospedeira ocorre por mecanismo de brotamento, nesse momento, ainda como
particulas virais imaturas e nao infecciosas (Chan & Kim, 1998).

Apo6s a liberagdo das particulas no meio extracelular, a protease viral
sofre uma auto-ativagdo, passando a clivar as poliproteinas geradas pelos genes gag e
gag-pol, de modo que a particula viral toma a sua forma caracteristica, sendo, entao,
infecciosa (Chan & Kim, 1998).

A associacdo do HIV-1 a um tipo especifico de receptores indica nio
apenas o tropismo para um determinado tipo celular, assim como tem servido como um

indicador confidvel de maior ou de menor susceptibilidade genética do hospedeiro ao



virus (Winkley et al., 1998). A presenca de determinadas muta¢des nos genes dos
receptores de a e f-quimiocinas determina a infec¢do pelo e a progressao para o quadro
de SIDA/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, conseqlientemente,

podem interferir na progressao para SIDA/AIDS.

1.2 A Infecgdo pelo HIV-1 e os Fatores Imunogenéticos do Hospedeiro

O conhecimento da patogénese do HIV-1 associada ao papel exercido
pelos fatores do hospedeiro na susceptibilidade a infec¢do, bem como na progressdo da
SIDA/AIDS foi ampliado com a descoberta de receptores de quimiocinas que
funcionam como co-receptores para a entrada do HIV-1 nos linfocitos T CD4+ (Luster,
1998).

A presenca da molécula CD4 na superficie celular ¢ necessaria, mas nao
suficiente, para a entrada do HIV-1 na célula hospedeira. Além disso, foi descoberto que
as células CD8+ segregam substincias que interferem com a habilidade do HIV em
infectd-las, sendo essas substancias identificadas como: (i) RANTES (reguladores em
ativagdo, expressos e segregados em célula T normais) e (ii) Proteina-1 Inflamatoria de

Macrofagos (MIP-1a e MIP-1).
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Um grupo de citocinas pode ter fungdo estimulatdéria ou inibitoria ou,
ainda, ambas, ajudando a determinar o equilibrio de replicacdo do HIV-1 dentro do
hospedeiro (Aggarwal & Puri, 1995; Vicenzi et al., 1997). Estudos in vitro em células
mononucleares do sangue periférico de individuos infectados indicam que estas
citocinas controlam a replicagdo do HIV-1. Por exemplo, o fator-a. de necrose tumoral
(TNF-a), o fator-p de necrose tumoral (TNF-f, a interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-6
(IL-6) sao citocinas pro-inflamatorias, cujos niveis sao elevados em pessoas infectadas
pelo HIV-1 (Moriuchi et al., 1996). O TNF-a, ¢ uma importante e potente citocina
indutora da replicacdo do HIV-1, ativa NF-kB, um fator de transcri¢do celular, que
induz e regula a expressdo do genoma viral (Duh et al., 1989; Osborn et al., 1989). Em
contraste, a [L-1, a IL-6 e a IL-16 t€ém a¢do supressora na replicagdo do HIV-1 (Baier et
al., 1995).

Feng et al. (1996) isolaram um receptor de quimiocinas denominado de
CXCR4, localizado na superficie dos linfocitos T auxiliares, e que o HIV T-tropico usa
como um co-receptor junto com CD4. Posteriormente, foi identificado que as RANTES,
a MIP-1a e a MIP-1p apresentavam a capacidade de suprimir a infec¢do por HIV M-
tropico, mas nao por virus de T-tropico. No mesmo ano, varios grupos publicaram
resultados que mostraram que o receptor para RANTES, MIP-1a ¢ MIP-1b era um
receptor de quimiocina chamado CCRS5, que estd presente em macrofagos, em
mondcitos e em alguns linfocitos T (Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996; Samson et
al., 1996).

O HIV-1 usa estes receptores de quimiocinas como co-receptores para
entrar na célula. A interacdo entre as glicoproteinas do envelope viral (gp120 e gp41) e

0 CD4 induz a uma mudanga conformacional na gp120, que permite sua interacdo com
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o receptor de quimiocinas e, por ultimo, a fusao do envelope viral a membrana da célula
hospedeira, por agdo da gp41 (Wu et al., 1996; Kwong et al., 1998; Rizzuto et al., 1998;
Wyatt et al., 1998).

Assim, no modelo de infecdo por virus M-tropico, as cepas do HIV-1
infectam macrofagos, mondcitos e células T, usando a expressao de CD4 e de CCRS do
hospedeiro como receptor e co-receptor, respectivamente. Por outro lado, cepas do HIV
T-trépico infectam linfocitos T auxiliares, usando o CD4 e o CXCR4 como receptor e
co-receptor, respectivamente (Berger et al., 1998).

O CCRS liga-se aos membros da familia das B-quimiocinas: RANTES,
MIP-1a, e MIP-1B. O CXCR4 liga-se a um membro da familia das a-quimiocinas, o
fator-1 de células do estroma (SDF-1). O CCR2 liga-se, quimiotaticamente, a proteina-1
de mondcitos (MCP-1) e o CCR3 liga-se a MCP-3, a MCP-4 e as eotoxinas 1 e 2
(Luster, 1998). Os demais receptores de quimiocinas servem tanto como co-receptores
para o HIV quanto para o Virus da imunodeficiéncia de simios (SIV).

Os ligantes para os receptores de quimiocinas podem bloquear a entrada
do virus, interferindo com a ligacdo do virus ao receptor de quimiocina ou através de
baixa regulacdo do receptor, impedindo a ligagdo de citocinas que podem induzir a
replicagdo do HIV-1 (Amara et al., 1997). O CCRS5, usando as quimiocinas RANTES,
MIP-1a e MIP-1b pode bloquear cepas de HIV M-tropico, considerando que o SDF-1
bloqueia as cepas de virus T-tropico. Linfocitos T CD4+ de individuos que, ainda, ndo
foram expostos a infec¢do, produzem niveis aumentados de RANTES, de MIP-1a e de
MIP-1b, em quantidades capazes de suprimir a replicacdo de cepas de HIV-1 M-

tropicas (Paxton et al., 1996; Furci et al., 1997).
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Alguns fatores genéticos do hospedeiro podem afetar a suscetibilidade ao
HIV-1 ou estabelecer a taxa de progressdo da infecgdo. O melhor exemplo destas
caracteristicas genéticas ¢ a mutagdo CCRS5-A32. Essa mutagdo caracteriza-se pela
ocorréncia de uma delecdo de 32pb no gene CCRS, resultando em uma proteina mais
curta (Dean et al., 1996; Liu et al., 1996).

Nos Estados Unidos, a freqiiéncia da mutagdo CCR5-A32 ¢ de 11% em
caucasoides e de 1,7% em negros. Individuos homozigotos para a delecao apresentaram
diminui¢do na susceptibilidade a infeccao pelo HIV-1, embora eles, ainda, possam ser
infectados por cepas do virus T-tropico, que usa o CXCR4 como co-receptor para
entrada na célula (Dean et al., 1996; Zimmerman et al., 1997).

Com poucas exceg¢des (Samson et al., 1996; Hoffman et al., 1997), a
maioria dos estudos evidenciou que individuos heterozigotos para a mutagdo CCR5-A32
ndo sdo menos susceptiveis a infecgdo pelo HIV (Dean et al., 1996; Zimmerman et al.,
1997). Os dados sugerem, porém, que individuos heterozigotos para esta mutagdo
apresentaram uma taxa menor de progressdo da SIDA/AIDS (De Roda Husman et al.,
1997; Smith et al., 1997; Zimmerman et al., 1997; Ioannidis et al., 1998; Martin et al.,
1998; Meyer et al., 1999).

No estudo de Dean et al. (1996), a freqiiéncia de heterozigotos foi
significativamente maior entre os progressores de longo prazo (que desenvolveram
SIDA/AIDS com 5 anos ou mais apos a infec¢do) quando comparado aos progressores
rapidos (que desenvolveram SIDA/AIDS com 2 ou 3 anos apos a infecgdo). Liu et al.
(1996) encontraram que células mononucleares do sangue periférico dos pais de
individuos homozigotos, ndo infectados, reproduziram o virus de forma menos eficaz.

Presumivelmente, a heterozigosidade limita o nlimero de co-receptores disponiveis para
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ligagdo do HIV-1. A densidade de CCRS5 na superficie dos linfocitos T CD4+ foi
correlacionada com a carga viral em pessoas que ndo fizeram tratamento para a infec¢ao
(Reynes et al., 2000). Estudos do fenotipo viral sugeriram que o efeito protetor do
heterozigoto para a mutagdo CCR5-A32, na progressao da doenca € pequeno, se o virus
infectante ¢ indutor de sincicio ou T-tropico (Michael et al., 1997; Schonning et al.,
1998), entretanto, esse resultado ndo tem sido confirmado em outros estudos (De Roda
Husman et al., 1997), possivelmente as discrepancias estdao associadas ao duplo
tropismo celular.

Diferente da mutacdo CCR5-A32, que ¢ encontrada, principalmente, em
caucasoides, a freqiiéncia da mutacdo CCR2-V641 varia de 10% a 25% em negros, em
caucasoides e em todos os outros grupos €tnicos ja estudados. Estudos em trabalhadoras
do sexo infectadas de Nairobi, Quénia, sugeriram que a presenc¢a desta mutagao poderia
explicar a progressao lenta em 21% a 46% dos pacientes progressores lentos (Anzala et
al., 1998).

A forma como a heterozigosidade para mutacio CCR2-V641 pode afetar
a entrada das cepas de HIV-1 na célula hospedeira e a progressao da doenca, ainda nao
¢ conhecida. A mutacdo estd associada a um co-receptor funcional e o fato de que o
efeito protetor pode envolver regulagdo cruzada com outros co-receptores (Lee et al.,
1998) levou a sugestdo de que a mutacao de CCR2-V641 encontra-se em desequilibrio
de ligagdo com outra mutacao, particularmente nas regides reguladora ou promotora do
CCRS5 (Smith et al., 1997; Kostrikis et al., 1998; Mummidi et al., 1998). Essa hipotese
foi confirmada com a identificagdo de um polimorfismo dentro da regido reguladora de

CCRS, 59653-T, que estd em desequilibrio de ligagdo com a mutagao de CCR2-V641,
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mas o significado funcional deste achado, ainda, ndo se tem conhecimento (Kostrikis et
al., 1998; Martin et al., 1998; Mummidi et al., 1998).

Um terco das caracteristicas genéticas que podem afetar a progressao da
SIDA/AIDS envolve o SDF-1, o principal ligante para CXCR4. O Fator-1 de Células do
Estroma foi identificado por bloquear a infeccdo com a variante X4 do HIV-1 (Bleul et
al., 1996; Oberlin et al., 1996). O gene transformado, SDF-1 39a, envolve uma mutagao
em uma regido génica nao transcrita e pode regular a sintese de SDF-1 e, assim,
competitivamente, inibe a ligacao de cepas de HIV T-tropico. Individuos portadores da
infeccdo pelo HIV-1 e que sdo homozigotos para esta mutacdo mostraram uma
progressao mais lenta para a SIDA/AIDS, mas ndo exibem susceptibilidade diminuida a
infec¢do pelo virus (Martin et al., 1998; Winkler et al., 1998). Em contraste, outros
estudos demonstraram que a homozigose para SDF-1 39a est4 associada a progressao
acelerada da doenga (Mummidi et al., 1998; Van Rij et al., 1998; Brambilla et al., 2000;
Lathey et al., 2000), a replicagdo viral aumentada (Balotta et al., 1999) ou a nenhum
efeito na progressao da doenga (Meyer et al., 1999). Porém, um destes estudos mostrou
que a sobrevivéncia prolongada depois do diagnostico de SIDA/AIDS estaria associada
a um efeito protetor da homozigose (Van Rij et al., 1998).

Outras citocinas, como a interleucina-2 (IL-2), a interleucina-4 (IL-4), a
interleucina-10 (IL-10) e o interferon-y (IFN-y) foram mostradas induzir ou suprimir a
expressdo do HIV-1 mas, dependendo das condigdes experimentais in vivo, ainda ndo se
obteve resultados satisfatorios (Kinter et al., 1995; Weissman et al., 1995; Valentin et
al., 1998). Interagdes importantes acontecem entre estas citocinas. A IL-10 inibe a
replicagcdo do HIV-1, bloqueando a secrecdo do TNF-a e da IL-6 (Weissman et al.,

1994).
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A variabilidade do hospedeiro em determinar o equilibrio destas citocinas
pode, também, afetar a progressao da doenga relacionada a infeccao pelo HIV-1 (Goletti
etal., 1996).

Pacientes infectados pelo HIV-1 podem experimentar um elevado nivel
de viremia no decorrer de quadros de infec¢des oportunistas (Claydon et al., 1991). Um
estimulo exogeno, como uma infec¢ao oportunista, pode ativar o sistema imune e,
assim, intensificar a replicagdo do HIV, aumentando a expressao de CD4 na superficie
de células ativadas. Estes patdgenos oportunistas, também, podem conduzir a expressao
de citocinas indutoras do HIV-1, como o TNF-a, a IL-6 ¢ a IL-1 (Wahl et al., 1999).

A ativagdo do sistema imune devido a ocorréncia de doengas parasitarias
cronicas, acelera o curso da infeccdo pelo HIV-1. Isso pode explicar, parcialmente, a
rapida progressdo da doenga associada ao HIV-1, na Africa (Bentwich et al., 1995). Um
recente estudo, na Etiopia, demonstrou uma diminui¢do de carga viral do HIV apos a
erradicagdo de infec¢des helminticas (Wolday et al., 2000).

Varios estudos sugeriram que alelos especificos dos loci de CHP-I
(Complexo de histocompatibildade principal de classe I) estdo associados a diferentes
taxas de progressao (Kroner et al., 1995; Kaslow et al., 1996; Itescu et al., 1998; Keet et
al., 1999) e a susceptibilidade a infeccao pelo HIV-1 (Hill, 1996; Rowland-Jones et al.,
1998; Kaul et al., 1999; Plummer et al., 1999). Os alelos HLA-*B35 ¢ HLA-*Cw4 tém
sido, constantemente, associados a progressao acelerada da doenga (Jeannet et al.,1989;
Itescu et al., 1992; Tomiyama et al., 1996). Os alelos HLA-*B57 (Goulder et al., 1996;
Kaslow et al., 1996), HLA-*B27 e HLA-*Bv4 (Kaslow et al., 1996; McNeil et al., 1996;
Goulder et al., 1997; Goldfeld et al., 2000) foram relacionados com quadro de

progressao rapida.
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1.3 A LECTINA LIGADORA DE MANOSE (MBL)

O sistema inato ¢ considerado a primeira linha de defesa do hospedeiro
contra agentes infecciosos que penetram as barreiras mecanicas. Este ¢ composto por
proteinas soluveis e ligadas a membrana, com especifidade pré-definida e, em muitos
casos, envolvendo o reconhecimento de moléculas de carboidratos presentes em
diversos microrganismos. O sistema imune adaptativo, por outro lado, funciona,
subseqiientemente, como uma importante ferramenta na geragdo de respostas
especificas contra agentes infecciosos. Embora sejam considerados como sistemas
separados, os componentes dos sistemas imune inato e adaptativo interagem,
freqiientemente, objetivando a eliminacdo do agente infeccioso (Fearon & Lockley,
1996).

Muitas evidéncias laboratoriais sustentam a importancia da Lectina
Ligadora de Manose (MBL) na ativagdao do sitema complemento, via imunidade inata
(Petersen et al., 2001). A MBL plasmatica, liga-se as estruturas de carboidratos
presentes em varios agentes infecciosos, levando a formacao de complexos de MBL e
de MASPs (Proteinas Serinas Associadas a MBL). Esse complexo inicia uma reacao em
cascata de ativagao do sistema complemento culminando com a formacao de complexos
de ataque a membrana (MAC) que levam, em ultima andlise, a lise do agente infeccioso
(Gadjeva et al., 2001).

O envolvimento da MBL, como primeira linha de defesa do hospedeiro, ¢
indicado por achados de individuos com infec¢des severas e repetidas com deficiéncia
dos niveis séricos de MBL (Sastry et al., 1991).

O gene codificador da MBL estd localizado no cromossomo 10q21

humano (Sastry et al., 1989; Taylor et al., 1989) ¢ a presen¢a de polimorfismo na regido
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promotora ¢ no exon 1 do gene Mbl resulta em uma pronunciada varia¢do nos niveis
plasmaticos da MBL, tendo sido demonstrado que baixos niveis podem constituir uma
importante forma de imunodeficiéncia (Garred et al., 1999a).

Embora estudos tenham produzido informacdes detalhadas da estrutura
da MBL, a compreensdao da estrutura ¢ da fungdo do complexo MBL ainda ¢

incompleta.

1.3.1 A Estrutura e Funcgéo da Lectina Ligadora de Manose

As colectinas constituem uma familia de proteinas contendo uma regiao
de colageno e um dominio de lectina ligante de carboidrato (Holmskov et al., 1994). Em
humanos, quatro membros deste grupo de proteinas sao conhecidos: a proteina MBL, as
proteinas do pulmao SP-A e SP-D e a CL-L1, que esta localizada dentro do citoplasma
de hepatocitos (Hakansson & Reid, 2000).

Proteinas da familia das colectinas sdo compostas de subunidades
produzidas a partir de trés cadeias polipeptidicas idénticas (Figura 3). Cada polipeptideo
apresenta uma regido de liga¢do cruzada (cross-linking), contendo dois ou trés residuos
de cisteinas, seguidas por uma regido de tamanho varidvel semelhante ao coldgeno
(Collagen-Like), uma regido de flexdao (Neck region) e uma regiao de lectina C-terminal
ou dominio de reconhecimento de carboidrato - CRD (Petersen et al., 2001).

A regido semelhante ao colageno contém oito potenciais sitios de
hidroxilagdo e quatro sitios de O-glicolisagdo. Para a formagdo de uma estrutura em
espiral, a regido de flexdo 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 interagdo hidrofobica e por ligagdes
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dissulfidricas entre as cadeias na regido de ligagdo cruzada N-terminal (Wallis &

Drickamer, 1999; Petersen et al., 2001).

Polipeptideo Sub-unidade MBL (Hexamero)

Segmento N-Terminal

Regido de Flexao

G

) Segmento semelhante ao colageno

)

> Dominio de reconhecimento de carboidrato - CRD

Figura 3 — Estrutura bioquimica da Lectina Ligadora de Manose (Adaptado de

Laursen & Nielsen, 2000).



19

Na circulagdo sanguinea, a subunidade estrutural da MBL humana ¢
encontrada na forma de dimeros a hexameros, conferindo uma aparéncia de flecha,
quando visualizado ao microcopio eletronico (Lu et al., 1990).

A MBL, também, pode ligar-se a varios residuos de monossacarideos,
por exemplo: N-acetilglucosamina, manose, N-acetilmanoseamina, L-fucose e glucose,
nao se ligando a galactose. A constante de dissociagao da interacao entre um CRD e um
carboidrato ¢ muito fraca (10°M) (Iobst et al., 1994). Entretanto, multiplos CRD estio
presentes na estrutura quaternaria da molécula de MBL, permitindo uma elevada avidez
por ligagdes de carboidratos repetitivos ou por regides com elevada concentragdao de
carboidratos (Sheriff et al., 1994).

Tem sido mostrado que a MBL liga-se a um largo espectro de
microrganismos de importancia clinica, incluindo bactérias, virus, fungos e parasitas, os
quais exibem, em sua superficie, moléculas repetidas de carboidratos (Holmskov et al.,
1994; Neth et al., 2000). A MBL ndo se liga, em condigdes fisiologicas normais, a
superficie das células proprias do hospedeiro. Isso deve ser em razao: (i) da presenca de
acido sialico na terminagdo dos residuos de glicanos da surperficie celular ou talvez
devido (ii) a falta de estruturas repetitivas de carboidratos na superficie de células

animais (Neth et al., 2000).

1.3.2 Mutagdes Estruturais no Gene Mbl
O nivel da MBL na circulagdo sangiiinea ¢ muito estavel (Nielsen et al.,
1995), por outro lado, os niveis em diferentes individuos variam desde 50 ng/mL até

cerca de 3ug/mL. Esta ampla variagdo ¢ decorrente da existéncia de quatro alotipos
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oriundos de mutagdes no exon 1 do gene que codifica o polipeptideo MBL, bem como

de varios polimorfismos na regido promotora (Steffensen et al., 2000; Figura 4).

- 550 -221 + Exonl Exon2 Exon3 Exon 4
5 Hﬂ 3
H/L XIY P/IQ
—
A/D/B/C
Legenda

I Reaido nao-traduzida I Reaqido similar ao Colaageno

Peptideo sinal (20aa)
n n Readido de flexao

D Reaido de ligacéo cruzada I Dominio de reconhecimento de

Figura 4 — Localizagdo gendmica das mutagdes no gene Mbl (Adaptado de Lausern &
Nielsen, 2000).
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Esses polimorfismos resultam em um numero diferente de gendtipos,
alguns dos quais sdo associados ao decréscimo do nivel de MBL. Mutagdes simples de
base nos codons 54 e 57 do exon 1 conferem uma substituicdo de glicina por acido
aspartico e de glicina por acido glutamico, nas posi¢des 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. Estudos conduzidos em ratos
recombinantes MBL-A com mutagdes homologas indicam que essas mudangas alteram
as ligacdes dissulfidicas entre cadeias dentro da regido de ligagdo cruzada N-terminal
(Wallis & Cheng, 1999).

Experimentos mostram que estas duas formas mutantes estdo associadas
aos baixos niveis séricos de MBL, em decorréncia da diminui¢do na secrecdo da
proteina (Heise et al., 2000). Outros estudos, usando MBL humana recombinante em
sistemas de expressao, demonstraram que a MBL com a mutacao no codéon 54 e a MBL
selvagem sdo secretadas em taxas similares (Super et al., 1992; Kurata et al., 1993; Ma
et al., 1997), sugerindo que os baixos niveis de MBL circulante, em individuos que
possuem a mutagdo no cédon 54, devem ser decorrentes de uma taxa de turnover maior
no soro da forma mutante quando comparado ao MBL tipo selvagem.

Uma terceira mutagdo no exon 1 resulta na substituicdo de cisteina por
uma arginina na posi¢ao 32 da proteina madura (é referida como mutagao no cédon 52).
Enquanto esta substitui¢do ndo interrompe a seqiiéncia Gly—X-Y, a presenga desse
residuo adicional de cisteina parece romper a formagdo do oligdmero pela geracdo de
pontes dissulfidicas adicionais, envolvendo o residuo de cisteina introduzido (Wallis &
Cheng, 1999). O padrao de pontes dissulfidicas na regido N-terminal ndo ¢ afetado por

esta substituicao.
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As baixas quantidades de MBL encontradas na circulacao de individuos
homozigotos para qualquer uma destas trés mutagdes ou pela combinagao entre elas ¢,
predominantemente, composta por moléculas de baixo peso molecular. Heterozigotos
produzem, primariamente, o MBL tipo normal, de alto peso molecular, mas, também,
pequenas quantidades da forma de baixo peso molecular (Lipscombe et al., 1995).

Os alelos contendo as mutacdes dos codons 52, 54 ou 57 sdo designados
Mbl-*D, Mbl-*B e Mbl-*C, respectivamente, enquanto o alelo normal é designado Mbl-
*A (Madsen et al., 1994). A freqiiéncia dessas mutag¢des, na popula¢do humana, varia
entre grupos étnicos (revisado por Turner & Hamvas, 2000), como exemplo, em
caucasoides dinarmaqueses, os alelos *B e *C s@o encontrados com freqiiéncias de 13%
e de 12%, respectivamente, enquanto que as freqiiéncias em Africanos da regido
Subsaariana (Quénia) variam de 3% a 23%. A freqiiéncia do alelo Mbl-*D ¢ de 5% em

ambas as populacoes.

1.3.3 Polimorfismo na Regido Promotora do Gene Mbl

A identificacdo de mutagdes na regido promotora mostrou que os niveis
plasmaticos de MBL sdo, também, modulados em nivel de transcri¢do (Madsen et al.,
1995). Substitui¢des nucleotidicas nas posi¢des -550 (G—C) e -221 (G—C) dao origem
as variantes H(G)/L(C) e Y(G)/X(C), respectivamente. Outra substitui¢do na regido 5’
ndo traduzida do exon 1 (posi¢do +4) da origem a variante P(C)/Q(T). Diversas outras
variantes do promotor foram descritas, mas nao foi descoberta qualquer influéncia nos
niveis de MBL (Madsen et al., 1998). Os haplotipos HY, LY e LX estdo associados
com niveis alto, médio e baixo de MBL no plasma, respectivamente (Madsen et al.,

1995). Por causa do desequilibrio de ligagdo, entre algumas das variantes, apenas sete
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haplotipos de MBL (HYPA, LYQA, LYPA, LXPA, LYPB, LYQC e HYPD) foram
identificados (Madsen et al., 1998). Entretanto, a ocorréncia do haplotipo HXPA foi

relatada em trés pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico (SLE) (Sullivan et al.,

1996).

1.3.4 Niveis Plasmaticos da Lectina Ligadora de Manose

O nivel plasmatico médio da MBL na populagdo caucasdide
dinarmaquesa foi relatado ser de 1,2 pg/mL, em individuos homozigotos para o alelo
nomal *A (Garred et al., 1992); contudo, os niveis podem variar de 0 a 5 pg/mL. No
mesmo estudo, o nivel médio em individuos heterozigotos para a mutagao do codon 54
era de 0,2 pg MBL/mL (0-1,2 pg/mL). Niveis similares foram, também, obtidos em
estudos anteriores (Lipscombe et al., 1992).

Esta grande variacao entre individuos com estrutura haplotipica idéntica
pode ser em parte, atribuida a presenga de mutagdes na regido promotora. Interessante, ¢
que foi demonstrado que o haplétipo LX tem um efeito dominante nos niveis de MBL e,
conseqiientemente, individuos homozigotos com haplétipo LXA mostraram um nivel
médio de MBL circulante compardvel aquele do genodtipo com duas mutagdes
estruturais (Madsen et al., 1995; Steffensen et al., 2000), embora o primeiro grupo nao
tenha confirmado esse resultado, em estudos posteriores (Garred et al., 1999b).
Devemos notar que, levando em conta todos os alotipos, h4, ainda, uma variagdo
consideravel (mais de seis vezes) entre individuos com gendtipos idénticos (Steffensen
et al., 2000). Isto corrobora a diferenga interindividual de 2,5 vezes, observada em

camundongo de mesma linhagem (Liu et al., 2001).
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1.3.5 Proteases Serina Associadas a MBL (MASP)

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

A andlise inicial de afinidade da MBL purificada, tanto em soro humano
quanto de camundongos, revelou a presenga de uma MASP referida como P100 em
camundongos (Matsushita & Fujita, 1992; Takada et al., 1993). Posteriormente, uma
outra protease serina associada a MBL, chamada de MASP-2 (Thiel et al., 1997), assim
como uma proteina de menor peso molecular (19 kDa), denominada de proteina 19 kDa
associada a MBL (Map 19) (Stover et al., 1999b) ou peptideo menor associado a MBL
(MAPs) (Takahashi et al., 1999), foram identificadas como componentes do complexo
MBL. A complexidade do primeiro componente da via MBL na ativagdo do
complemento foi salientada, posteriomente, quando uma terceira protease serina

(MASP-3) foi clonada (Dahl et al., 2001).

1.3.6  Atividade Proteolitica da MBL Associada com a MASP

Inicialmente foi mostrado que a MBL purificada (referida como fator
reativo Ra - RaRF) a partir de soro de camundongos, de ratos, de coelhos e de soro
humano era capaz de consumir, completamente, os componentes C4 ¢ C2 do sistema
complemento (Ikeda et al., 1987; Ji et al., 1988).

Baseado na similaridade estrutural entre o componente Clq do
complemento e a MBL, foi hipotetizado que a MBL poderia ligar-se e ativar Clr,Cls;
da via classica (Ikeda et al., 1987). Usando diferentes sistemas, in vitro, foi mostrado

que a MBL humana purificada poderia ligar e facilitar a ativa¢do de C1r,Cls, (Lu et al.,
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1990; Ohta et al., 1990). Entretanto, analises posteriores de prepara¢des de MBL de
humanos e de camundongos revelaram a presen¢ca de uma protease serina especifica,
que necessita de um substrato especifico, tal como 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
econtravam-se associados somente a C1q.

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 ndo da MASP-1 (Thiel et al., 1997).
Estudos posteriores, realizados com MASP-2 humana recombinante expressa em
células de mamiferos, mostraram, claramente, que MASP-2 cliva C4 e C2, desse modo
gerando a C3-convertase, C4b2a (Vorup-Jensen et al., 2000).

Uma recente analise de cromatografia por afinidade, para isolar MASP-1
e MASP-2 do soro humano, confirmou que a MASP-1 ¢ MASP-2 clivam C3 e C4,
respectivamente, tendo sido, mais tarde, evidenciado que ambas tém a capacidade de
clivar o componente C2 da cascata do complemento (Matsushita et al., 2000).

Recentemente, uma terceira proteina serina (MASP-3) foi caracterizada
(Dahl et al., 2001). MASP-1 e MASP-3 sdo produzidas como conseqiiéncia de splicing
alternativo em transcritos primarios de mRNA (RNA mensageiro). A atividade

fisiologica da MASP-3 permenece por ser determinada.

1.3.7 Complexos de Protease Serina Associadas a MBL
A existéncia do complexo circulante de MBL e de MASP-2 foi

comprovada a partir da andlise da MBL purificada do plasma. Com o uso da
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cromatografia ou de centrifugagdo em gradiente de densidade de sucrose, Dahl et al.
(2001) foram capazes de separar o complexo circulante MBL/MASP em duas formas: a
MBL-I ¢ a MBL-II. As MASP-2 ¢ MASP-3 s3o encontradas em associagao,
principalmente, com o complexo MBL-II, enquanto Map19 esta presente no complexo
MBL-I. MASP-I foi encontrada em ambos os complexos, mas, predominantemente, no
complexo MBL-I. As atividades bioldgicas destes complexos sugerem que C4 ¢ C2 sao
ativados pelo complexo MBL/MASP-2/MASP-3 e C3 pela agdo direta do complexo

MBL-I/MASP-1/Map19 (Terai et al.,1997; Thiel et al.,2000; Dahl et al., 2001).

1.3.8 Ativagao do Sistema Complemento via MBL
1.3.8.1 Implicacdes da Estrutura Quaternaria

Super et al. (1989) mostraram que a capacidade do soro para deposito de
componentes C3b e C4b sobre uma superficie coberta de manose estava correlacionada
com os niveis de MBL na circulagdo. O defeito de opsonizagdo em soro deficiente de
MBL foi, subseqiientemente, associado a mutagdo no codon 54 (Sumiya et al., 1991).

Analises de cromatografia e de centrifugacao em gradiente de densidade
de sucrose mostraram que individuos homozigotos para as mutagdes estruturais
produzem uma pequena quantidade de MBL, com um peso molecular mais baixo do
que o MBL normal e que os individuos heterozigotos produzem, primariamente, MBL
de elevado peso molecular, mas, também, alguns de baixo peso molecular (Lipscombe
et al., 1995). Varios estudos tém indicado que a capacidade da MBL em ativar o sistema
complemento ¢ altamente elevada, dependendo da forma oligomérica (Ikeda et al.,
1987; Lu et al., 1990; Yokota et al., 1995). A MBL de elevado peso molecular, isto €,

tetrdmeros, pentdmeros ou hexdmeros das subunidades estruturais, foi estabelecida
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como sendo capazes de ativar o complemento, considerando que MBL de baixo peso
molecular ndo poderia ativar.

Quando células COS-1 apresentando as mutagdes nos codons 54 e 57
foram expressas, Kurata et al. (1993) mostraram que as proteinas mutantes secretadas
apresentavam, em média, niveis similares ao da MBL normal. Entretanto, eles
encontraram que a quantidade das formas oligoméricas produzidas por células
expressando MBL mutante foi significativamente inferior aquela expressa por células
sem as mutagdes. Os autores observaram que esta distribuicao alterada dos oligdmeros

reduziu, significantemente, a capacidade de ativagao do complemento.

1.3.8.2 Implicagdes dos Alotipos da MBL

Super et al. (1992) demonstraram que a MBL humana expressando a
mutacdo no céddon 54 (alotipo B) ndo poderia mediar a ativacdo de C4 e de C3. Uma
explicacao plausivel para este fenomeno foi apresentada quando mostrado que MASP
purificadas ndo podiam associar-se com Mbl-*B, devido a mutagdo no codon 54
(Matsushita et al., 1995). Estas observag¢des foram interpretadas como indicativo de que
o local de interagao entre MASP e MBL pudesse estar localizado na quinta repeti¢ao de
colageno contendo o aminoacido 54. Isto, simplesmente, reflete um fracasso na
formagao de oligdomeros estaveis, os quais sdo facilmente dissociados.

Wallis & Cheng (1999) introduziram as trés mutagdes estruturais de
MBL humano em ratos recombinantes MBL-A. A analise da mutagdo no cédon 52
(Arg—Cys) revelou que a formacao do oligdmero foi rompida como resultado de pontes
dissulfidicas aberrantes, geradas como conseqiiéncia de uma cisteina extra. Alguns

estudos indicam que esta MBL mutante circula, principalmente, como monomeros da
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unidade estrutural. Assim, a perda da capacidade de ativagdo do complemento deste
mutante ocorre, provavelmente, devido a falha na formacgao dos oligdmeros maiores.

Quando as mutacdes nos coéddons 54 e 57 foram introduzidas na MBL-A
em ratos revelaram apenas uma diminui¢ao leve no oligobmero de maior peso € um
aumento do nimero das formas moleculares de baixo peso molecular. Mais adiante, a
analise deste material indicou que o padrao de pontes dissulfidicas na regiao N-terminal
havia sido alterado. Foi sugerido que essas alteragdes poderiam ter rompido o sitio de
interacdo com a MASP, o qual foi sugerido estar localizado dentro da regiao N-terminal
rica em cisteina e na primeira metade do dominio de coldgeno (Wallis & Drickamer,
1999). Estes resultados corroboram com a observacdo de que a MBL que apresenta a
mutacao no codon 54 nao pode associar-se com MASP humana purificada (Matsushita
etal., 1995).

Considerando o resultado de outros estudos, as trés mutagdes estruturais
encontradas na MBL humana causam defeito na ativagdo do sistema complemento,
como conseqiliéncia da distribui¢do de oligdmeros alterados e da incapacidade de

associar-se com proteases serinas, incluindo a unidade catalitica do complexo.

1.3.9 A Atividade da MBL Mediada por Interacdo com Receptor
1.3.9.1 Opsonisagao Direta Mediada pela MBL
Além da opsonisagdo por deposi¢do de componentes do sistema
complemento ativado pela via da MBL, a propria MBL pode agir diretamente como
uma opsonina (Kuhlman et al., 1989).
Super et al. (1992) usando a MBL humana recombinante (rMBL)

mostraram que ambas as formas de rMBL tiveram um potencial semelhante de
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opsoniza¢do de Salmonella montevideo e posterior captagdo através de neutrofilos
humano. Estes estudos indicam que tanto o tipo normal da MBL como as formas
mutantes interagem com o receptor presente nas superficies dos mondcitos e dos
neutrofilos.

Foram apresentados varios candidatos a receptor de MBL, de acordo com
a literatura (revisado por Eggleton et al., 1998). Um receptor, o ClqRc (“c” para
colageno) foi identificado como idéntico a proteina intracelular calreticulina. Outro
receptor descrito, o ClgRg (“g” para cabeca globular) foi identificado,
subseqiientemente, como sendo uma proteina mitocondrial. A localizagdo celular destes
receptores faz a interacdo fisiolégica com a MBL algo questiondvel. Um terceiro
receptor, C1qRp (“p” para fagdcitos, em inglés phagocytic) foi identificado em um
marcador de célula tronco fetal (AA4), proteina envolvida na adesdo célula-célula.
Uma recente publicagdo sugeriu que o receptor de complemento 1 (CR1), além de agir
como um receptor para C3b, age, também, como um receptor de MBL (Ghiran et al.,
2000).

Foi mostrado que a MBL, em concentragio acima dos valores
fisiologicos (20 ug/mL), ndao pode estimular a fagocitose da S. montevideo por
leucdcitos polimorfonucleares ndo ativados (PMN), entretanto, quando os PMN eram
ativados por tratamento com fibronectina, a fagocitose ocorria mediante a opsonizagdo
da bactéria por MBL em concentragdes fisiologicas (1pg/mL). Estes resultados sao
analogos aos obtidos pela interagdo de CR1 com as opsoninas C4b e C3b e deste modo,
sustentam a relevancia das concentragdes fisiologica nesta intera¢do (Ghiran et al.,

2000).
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Bajtay et al. (2000) analisaram a interagdo entre a MBL e o Clq em
varias linhagens de células. Usando citometria de fluxo foi possivel demonstrar que o
Clq liga-se a linfocitos B e T, o que nao ocorre para a MBL. Esse resultado contrasta
com aqueles de Ghiran et al. (2000), que atribuem a ocorréncia de CR1 em linfocitos B.
A andlise de ligacdo da MBL e de Cl1q aos mondcitos, através de citometria de fluxo,
mostrou que nao ha nenhuma competi¢do entre os ligantes, sugerindo a presenca de
receptores diferentes para Clq ¢ para MBL na superficie de mondcitos (Bajtay et al.,
2000). Isto, também, contrasta com os resultados de Ghiran et al. (2000), onde foi
evidenciado que Clq e MBL competem pelos locais de ligacio em CRI1 solavel
imobilizado. Claramente, estudos adicionais sao necessarios para esclarecer a estrutura e

a importancia dos receptores de MBL.

1.3.9.2 Citotoxidade Celular Dependente de MBL

Estudos de Fujita et al. (1995) demonstraram que varias linhagens de
células de glioma poderiam se ligar 8 MBL humana de uma forma dose dependente. Em
algumas destas linhagens de células (1321N1), a ligacdo da MBL poderia ser inibida
através de manose (40 mM) ou de EDTA (10 mM). Para isto, porém, foi mostrado que
complexos de MBL purificados (contendo MASP) ligados as células 1321N1 poderiam
consumir componentes do sistema complemento como C3 e C4. De forma interessante,
foi também evidenciado que a MBL liga-se a uma linhagem celular, consumindo C4 na
dependéncia de EDTA. Estes dados sugerem que MBL pode ligar-se a superficie de
células malignas, facilitando a ativagdo de complemento.

Ma et al. (1999) observaram a inibicdo do crescimento tumoral ao

estudarem ratos transplantados com linhagem celular de carcinoma de coloretal
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humano, SW1116. Quando o Virus vaccinia, expressando o tipo normal de MBL, foi
injetado diretamente nos tumores, uma regressao do crescimento tumoral foi observada.
A inibi¢do do crescimento do tumor, mas ndo a regressdo, foi vista quando o Virus
vaccinia recombinante foi injetado via subcutinea em um local distante.
Surpreendentemente, um efeito semelhante foi observado usando Virus vaccinia
expressando a variante Mbl-*B. Como esta forma mutante é conhecida por ter uma
dificuldade na capacidade de ativacao do complemento, alguns autores sugeriram que o
efeito no tumor era devido a um mecanismo efetor de morte de células tumorais que
ligam MBL, como conseqiiéncia de uma expressdao aberrante de carboidratos na sua
superficie. Esta atividade foi chamada de Citotoxidade Celular Dependente de MBL,
MDCC.

Usando um modelo, in vitro, Kawasaki et al. (2000) mostraram a ligagao
de MBL aos neutrofilos. Esta ligacdo resulta em uma producdo aumentada de
superoxido em leucdcitos, um radical de oxigénio altamente reativo. Foi mostrado,
também, que a MBL mutante poderia apresentar o mesmo efeito, de acordo com outros
resultados obtidos usando um modelo in vivo. Estes dados sugerem, com base nos
estudos discutidos acima, a presenga de um receptor para MBL na superficie de

leucocitos.

14 A VIA DA MBL E A ASSOCIACAO COM DOENCAS

Alguns estudos tém relatado a associacdo entre a deficiéncia de MBL e
o aumento de suscetibilidade a infecg¢des, assim como doengas auto-imunes (Turner,
1998; Turner & Hamvas, 2000). Foi mostrado que 90% dos individuos com deficiéncia

de MBL niao adquirem infecg¢des repetidas. Isto €, provavelmente, devido compensagao
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pelas outras vias 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 hipdtese, Aittoniemi et al. (1998) relataram que a
deficiéncia de MBL em criangas com infec¢des periddicas tem coincidido com a
deficiéncia de subclasses de IgG.

Até agora, a correlacdo entre a deficiéncia da MBL e a suscetibilidade a
infeccoes foi avaliada a partir de um valor arbitrario para a deficiéncia (normalmente
pela baixa sensibilidade nos testes utilizados). Nao ha nenhum dado clinico que apoie
esta definicdo de deficiéncia de MBL associada a um aumento de suscetibilidade para
diferentes doencgas. Outros trabalhos avaliam a freqiiéncia dos alelos variante da MBL
em estudos de caso controle (Garred et al., 1997a). Entretanto, esta aproximagao ¢é
dificil de ser feita, devido a grande variagdo do nivel de MBL entre individuos de

gendtipos idénticos (Steffensen et al., 2000).

1.4.1 A Deficiéncia da MBL Associada ao Risco de Infeccdo
Garred et al. (1995) estudaram 228 pacientes com suspeita de
imunodeficiéncia. Estes pacientes apresentaram sintomas clinicos, como: infec¢des
pulmonares periodicas, otites média recorrentes, diarréia e septicemia. Quando o perfil
genotipico para MBL foi analisado nestes pacientes, encontrou-se uma freqiiéncia
aumentada de individuos homozigotos para as mutagdes estruturais (8,3% em pacientes
contra 0,8% no grupo de controle), ndo havendo nenhum aumento na freqiiéncia de

individuos heterozigotos entre os pacientes quando comparado ao grupo controle.
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Summerfield et al. (1997) avaliaram o perfil genético para MBL em 345
criancas com infecgdes e em 272 criangas consultadas por outras razdes. Os resultados
demonstraram uma freqiiéncia mais elevada de criangas heterozigotas (133/345 contra
60/272) ou homozigotas (146/345 contra 64/272) para os alelos Mbl-*B, Mbl-*C e Mbl-
*D da MBL no grupo de pacientes infectados, concluindo que ha um aumento na
suscetibilidade para doengas infecciosas em criancas heterozigotas e homozigotas para

os alelos mutantes da MBL.

1.4.2 MBL: Uma Porta de Entrada para Patogenos Intracelulares

Por causa da alta freqiiéncia de alelos variantes de MBL em diferentes
populagdes, foi especulado se a deficiéncia de MBL poderia conferir algum grau de
protecao contra certas doencas infecciosas. Varios estudos mostraram que a MBL liga-
se a microrganismos como Leishmania sp. e L. mexicana (Garred et al., 1994),
Trypanosoma cruzi (Kahn et al., 1996), Schistosoma mansoni (Klabunde et al., 2000),
Mycobacterium leprae ¢ Mycobacterium tuberculosis (Garred et al., 1994). Além disso,
a MBL pode ligar-se a proteofosfoglicanos segregados pela L. mexicana intracelular
(Green et al., 1994).

A presenca da MBL na superficie de parasitas poderia permitir a
captacao celular direta por um receptor de MBL ou por receptores para fragmentos de
complemento depositados no parasita como resultado de ativagdo do complemento, pela
via da MBL (Garred et al., 1994).

Em defesa do efeito protetor de deficiéncia de MBL, foi mostrado que
etiopes infectados pelo M. leprae tinham um nivel de MBL significantemente mais alto

do que os controles nao infectados (Garred et al., 1994). Estudos subseqiientes, também,
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demonstraram que os individuos com tuberculose tinham um nivel significantemente
mais alto de MBL do que os controles (Garred et al., 1997b). Outros estudos apoiaram a
hipotese de um possivel papel protetor do alelo Mbl-*D, que pode ser em decorréncia
do fato do produto desta mutagdo poder ser incorporado, parcialmente, na forma
oligomérica estavel da molécula de MBL, na infeccdo por microrganismos

intracelulares (Bellamy et al., 1998; Hoal-Van et al., 1999).

1.4.3 A Infeccédo por Microorganismos Patogénicos Associados a MBL

Em um estudo realizado com grupos de pacientes vietnamitas
apresentando quadro clinico de Hepatite B, foi verificada freqiiéncia significativamente
mais alta da mutagdo do gene Mbl em compara¢do ao grupo controle saudavel (0.25
contra 0.08, p=0.01), estando a presenca dessa variante associada com niveis mais altos
de transaminases no soro. Esses resultados indicam que as mutagdes no gene Mbl
podem influenciar o resultado de carga viral plasmatica na infec¢do pelo Virus da
hepatite B (Song et al., 2003).

Kelly et al. (2000) evidenciaram que individuos homozigotos para
mutagdes estruturais no gene Mbl apresentavam um risco aumentado para
criptosporidiose. Uma associagdo dependente da concentragdo da MBL foi encontrada
com a presenca de esporozoitas. Além disso, o risco aumentado de criptosporodiose na
deficiéncia da MBL parece incluir os pacientes com SIDA/AIDS. O funcionamento
parece ocorrer por ativagdo do complemento mediado por MBL, em esporozoitas.

Um outro estudo investigou a interagdo entre a MBL e as proteinas de
eritrocitos infectados com o Plasmodium falciparum e mostrou que o a MBL reconhece

proteinas do P. falciparum, que sfo imunogénicas em humanos, em eritrocitos
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infectados e seria responsavel pela detoxificagdo de produtos do parasita no sangue de
pacientes com malaria (Klabunde et al., 2002).

Nagy et al. (2003), encontraram uma maior prevaléncia dos alelos
variantes para MBL em criangas infectadas por Chlamydia pneumoniae associando a

elevada susceptibilidade a asma.

1.44 A Agédo da MBL na Infeccdo pelo HIV-1

Uma possivel correlacdo entre a infeccao pelo HIV-1 e a MBL foi
avaliada em varios estudos. Foi descoberto, inicialmente, dentro de um modelo in vitro,
que a infec¢do de linfocitos T CD4+ pelo HIV-1 poderia ser inibida, parcialmente, em
25%, por concentragdo em solucdo fisiolégica de MBL (1pg/mL), enquanto que 100%
de inibigdo foi observada a 50 pg/mL (Ezekowitz et al., 1989). Haurum et al. (1993)
mostraram que o sistema complemento pode ser ativado através da ligacdo da gp110
(HIV-2) e da gp120 (HIV-1) a MBL. As implicagdes deste achado sdo duas: (i) a
deposicao do complemento na superficie do HIV pode promover a eliminagdo do virus,
mas por outro lado, poderia mediar, também, (ii) uma captagao do virus, independente
de CD4, em células que expressam receptores de complemento. Ying et al. (2004)
mostraram que a MBL ¢ capaz de opsonizar o HIV-1, por meio de interacdo com a
gp120, que contém em sua estrutura, residuos de oligosacarideos de manose.

Nielsen et al. (1995) determinaram o nivel de MBL circulante em 80
individuos infectados pelo HIV-1, em 10% (8/80) foram detectados baixos niveis de
MBL (abaixo do limite de deteccdo do teste), com uma freqiiéncia significativamente
mais alta que no grupo controle 2,4% (3/123). Por outro lado, nenhuma correlagao foi

vista entre o nivel de MBL e o tempo decorrido entre a detec¢do de anticorpos anti-HIV
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e o desenvolvimento da SIDA/AIDS ou de diagnostico de SIDA/AIDS por ocorréncia
de morte. Esses achados foram apoiados em um estudo posterior, em que foi realizada a
avaliacdo do perfil genotipico e do nivel de MBL em pacientes HIV-1 soropositivos
(McBride et al., 1998).

Em contraste aos resultados de Nielsen et al. (1995), outros estudos
concluem que os individuos infectados pelo HIV-1, com baixos niveis de MBL, podem
ter um tempo de sobrevivéncia significativamente reduzido depois do diagnostico de
SIDA/AIDS (Garred et al., 1997a) ou o tempo compreendido entre a soroconversao ¢ o
desenvolvimento da SIDA/AIDS pode diminuir rapidamente (Maas et al., 1998;
Amoroso et al., 1999).

Um aumento na freqliéncia de deficiéncia de MBL em pacientes
portadores do HIV-1, também foi encontrado em africanos do Sub-Saara (Garred et al.,
1997b) e em hungaros (Prohaszka et al., 1997). Outros estudos ndo tém mostrado
qualquer aumento significante da deficiéncia de MBL em individuos infectados pelo
HIV-1 (Senaldi et al., 1999).

Em outro estudo, Garred et al. (1997a) determinaram os genétipos para
MBL em 96 homens infectados pelo HIV-1, sendo encontrados 8% (8/96) homozigotos
para os alelos mutantes da MBL (denominados, genericamente, de Mbl-*O), sendo esse
valor significativamente mais elevado do que o observado para o grupo controle.
Segundo estes autores, ndo € possivel concluir se a presenga dos alelos mutantes pode
refletir numa susceptibilidade aumentada a infec¢do pelo HIV-1 ou numa predisposi¢ao
a infeccdo, como conseqiiéncia de outras infecgdes.

A influéncia da MBL na suscetibilidade a infec¢do pelo HIV-1, na

progressdo da infeccdo e no desenvolvimento da SIDA/AIDS nao foi, ainda, totalmente
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esclarecida, havendo a necessidade de novos estudos envolvendo o controle de variaveis

laboratoriais de indicacao do estagio de progressao clinica dos pacientes soropositivos.
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1.5  OBIJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Investigar o polimorfismo no exon 1 do gene Mbl nos grupos controle e

em pacientes portadores da infecgdo pelo Virus da imunodeficiéncia humana 1 e a sua

influéncia no curso da infecgao.

1.5.2 Objetivos Especificos

i)

iii)

Descrever a prevaléncia das mutagdes no exon 1 do gene Mbl, na
populagdo de pacientes infectados pelo HIV-1;

Descrever a prevaléncia das mutagdes no exon 1 do gene Mbl, na
populagdo controle de pacientes sadios, ndo portadores da infeccao pelo
HIV-1;

Estabelecer possiveis associagdes entre a prevaléncia das variantes
alélicas do Mbl e os valores pré-estabelecidos de contagem de linfocitos
T CD4™;

Estabelecer possiveis associagdes entre a prevaléncia das variantes
alélicas do Mbl e os valores pré-estabelecidos de carga viral plasmatica

do HIV-1.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO E COLETA DAS AMOSTRAS
2.1.1 Pacientes soropositivos HIV-1

No presente trabalho foi avaliado o perfil do polimorfismo genético no
exon 1 do gene Mbl de 145 individuos portadores da infec¢ao pelo HIV-1, sendo 101
pacientes (69 homens e 32 mulheres) atendidos na Unidade de Referéncia Especializada
em Doencas Infecciosas e Parasitarias Especiais (URE-DIPE), residentes no Estado do
Pard e de 44 individuos (21 homens, 10 mulheres ¢ 13 sem informacdo de sexo)
procedentes do Laboratério Central do Amapa (LACEN-AP).

As amostras de sangue (5 mL) foram coletadas durante o ano de 2001,
por meio de um sistema de colheita a vacuo, em tubos contendo EDTA como
anticoagulante e, em seguida, encaminhadas ao Laboratério de Virologia do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para, para a realizacao de testes de
contagem de linfécitos T CD4+ e de carga viral plasmatica, como parte integrante da
Rede Nacional de Contagem de linfocitos T CD4+ e da Rede Nacional de Carga Viral
Plasmatica, do Ministério da Saude. As amostras de plasma e de células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) foram separadas e congeladas a -20°C até o momento do

uso.

2.1.2 Grupo Controle Soronegativo para HIV-1
No presente estudo, amostras de sangue de 99 individuos, soronegativos
para o HIV-1 (22 homens e 77 mulheres), previamente coletadas em um sistema de

colheita a vacuo, em tubos contendo EDTA como anticoagulante, no laboratério de
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analises clinicas da Universidade Federal do Para, foram utilizadas como grupo
controle. As amostras de plasma e de PBMC foram separadas e congeladas a -20°C até
0 momento do uso.

Os soros foram testados para a presenca de anticorpos anti HIV-1,
utizando-se um ensaio imunoenzimatico, ELISA (Ortho Diagnostic System Inc., USA).
As amostras reativas foram submetidas a confirmag¢ao por meio de reacdo em cadeia

mediada pela polimerase.

2.2 QUANTIFICACAO DA CARGA VIRAL PLASMATICA
A carga viral plasmatica dos pacientes soropositivos para o HIV-1 foi
determinada por meio de duas dosagens usando o método Nasba. Utilizou-se o
equipamento de leitura Nuclisens ¢ o kit de diagnostico NuclisensTM Nasba (Organon
Teknika, Boxtel, Netherland). As dosagens foram feitas com intervalo médio de seis

meses entre a primeira e a segunda avaliagdo.

2.3 QUANTIFICACAO DOS LINFOCITOS T CD4+
As amostras de sangue dos pacientes soropositivos para o HIV-1 foram
processadas dentro de 4 horas apos a coleta das amostras de sangue e a contagem de
linfocitos T CD8+ foi determinada por Citometria de Fluxo (FacsCount, Becton &
Dickinson, USA) usando o kit de imunomonitoramento da FacsCountTM Reagents de
acordo com o protocolo padrdo recomendado pelo fabricante (Becton Dickinson, USA).
As quantifica¢des foram feitas com intervalo médio de seis meses entre a primeira € a

segunda avaliagdo.
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24  METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
2.4.1 Extracdo do DNA
Foi utilizado o método de extragdo de DNA total, a partir das PBMC, de
acordo com o protocolo dos reagentes de isolamento de &cido nucléico da Puregene,
Gentra Systems, Inc., USA. O procedimento ocorreu seguindo-se as etapas de lise

celular, de precipitacao de proteinas, de precipitacdo do DNA e de hidratacdo do DNA.

2.4.2 Investigacdo Molecular das Formas Alélicas da MBL (PCR e RFLP)
2.4.2.1 Determinagéo dos Alelos Mbl-*A, Mbl-*B e Mbl-*C

No presente trabalho foi utilizada a Reagdo em Cadeia Mediada pela
Polimerase (PCR) para a amplificagdo de 349 pb do exon 1 do gene Mbl, a partir do
DNA de individuos soropositivos para o HIV-1 e de individuos controle soronegativos.
As amplificagdes foram realizadas no termo-ciclador Mastercycler Personal,
Eppendorf.

A reagdo de amplificagdo foi realizada, em um volume de 50 uL
contendo 500 ng de DNA extraido, 225 pM de cada dNTP, 5 uM de cada iniciador, KCI
50 mM, MgCl, 2,5 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 0,5 U de Taq polimerase. O par de
iniciadores envolvido nesta reacdo foi: (mblE01) 5~ AGTCGACCCAGATTGTAGGACAGAG-3’ e
(mblE02) 5°’-AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3’ (Madsen et al., 1995).

Em cada reagdo de amplificacdo, apds a desnaturagdo 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.

A identificagdo dos alelos Mbl-*A, Mbl-*B ¢ Mbl-*C foi realizada pela

digestao enzimatica do produto amplificado (349 pb), utilizando-se as endonucleases de
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restricdo Banl ¢ Mboll. A Banl cliva o alelo Mbl-*A em dois fragmentos (260 pb e 89
pb) ¢ o alelo Mbl-*B nao ¢ digerido. A MbollI cliva, especificamente, o alelo Mbl-*C em

dois fragmentos (279 pb e 70 pb).

2.4.2.2 Determinagéo do Alelo Mbl-*D

Para a determinacdo do alelo *D em homo ou em heterozigose, foi
utilizada a técnica da PCR, utilizando-se seqiiéncias de iniciadores especificos para a
mutagdo MDbI-*D e para os alelos MbI-*A/*B/*C. A rea¢ao de amplificacdo foi
realizada, em um volume de 25 uL, contendo 500 ng de DNA extraido, 225 uM de cada
dNTP, 5 uM de cada iniciador, KCI 50 mM, MgCl, 1,1 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e
0,5 U de Taq polimerase. O par de iniciadores envolvido na primeira reagao foi: (sspMBP1a) 5’-
CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG-3’ (617nt-640nt) e (52-D) 5-
TCTCCCTTGGTGCCATCACA-3’ (887nt-868nt). Na segunda reagdo foi utilizada a seguinte
combinacdo de iniciadores: (sspMBPla) 5’-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG-3’ (617nt-
640nt) e (52-ABC) 5-TCTCCCTTGGTGCCATCACG-3’ (887nt-868nt) (Steffensen et al.,
2000), sendo a freqiiéncia da variante *D determinada pela presenga ou pela auséncia do
fragmento de DNA.

Na reagdo de amplificagdo, apds a desnaturagdo inicial a 94°C por 2
minutos, foram efetivados 30 ciclos de: 20 segundos a 94°C, 20 segundos a 62°C e 30

segundos a 72°C, seguido de uma extenséo final a 72°C por 5 minutos.

2.4.2.3 Eletroforese
Os produtos das amplificagdes ¢ das digestdes enzimaticas foram

visualizados apo6s eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 2%, em tampao
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TAE 1x (TAE 40x estoque — TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40
mM/1000 mL agua desionizada), contendo 5 pL de brometo de etidio (10 mg/mL),

mediante a utilizagdo de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.5  METODOS ESTATISTICOS
O calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg ¢ a comparagido das
freqiiéncias alélicas e genotipicas do gene Mbl, entre os grupos controle e de pacientes
portadores do HIV-1, foram efetuadas por meio do teste de qui-quadrado ( ;{2) seguido
da corre¢ao de Yates, usando-se os programas Tools For Population Genetic Analyses —
TFPGA 1.3v (Miller, 1997) e BIOSTAT 3.0 v (Ayres et al., 2003).

A avaliagdo de possiveis associagdes entre a prevaléncia das variantes
alélicas no gene Mbl e as variaveis laboratoriais (contagem de linfocitos T CD4+ ¢
contagem de carga viral plasmatica) foi efetuada por meio de andlise de variancia
(ANOVA um critério e Teste de Bonferroni), usando-se o programa BIOSTAT 3.0v
(Ayres et al., 2003). A estimativa de odds ratio para cada alelo foi realizada por meio

do programa BIOSTAT 3.0v (Ayres et al., 2003).
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3 RESULTADOS

Um total de 145 pacientes HIV-1 soropositivos ¢ de 99 individuos
controle soronegativos foi avaliado quanto ao polimorfismo no exon 1 do gene Mbl. A
possivel influéncia desse polimorfismo na evolucdo da infecgdo nos pacientes
soropositivos pode ser avaliada por meio da contagem de linfécito TCD4" e da carga

viral plasmatica.

3.1  DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS GENICAS E GENOTIPICAS

A freqiiéncia do alelo Mbl-*A no grupo de pacientes infectados e no de
controles foi de 70,2% e de 69%, respectivamente. Considerando as mutagdes Mbl-*B e
Mbl-*D como um grupo, denominado de Mbl-*O, pdde-se observar que essas variantes
tiveram, juntas, uma freqiiéncia de 31% entre os pacientes e de 29,8% no grupo
controle. As analises mostraram que essas diferengas na distribui¢do dos alelos Mbl-*A
¢ Mbl-*O néo diferiram significativamente em nivel de 5% (*=0,085; p=0,848; Tabela
1).

Apenas as formas alélicas Mbl-*A, Mbl-*B e Mbl-*D foram identificadas
nos dois grupos amostrais, ndo havendo sido observada a ocorréncia da mutagdo Mbl-
*C (Tabela 2). A mutagdo Mbl-*B foi observada, com freqiiéncia de 22% no grupo de
pacientes portadores da infec¢do pelo HIV-1 e de 13,6% no grupo controle (p=0,55).

A variante Mbl-*D esteve presente em 9% dos pacientes soropositivos e
em 16% no grupo controle. A diferenga observada nas freqiiéncias desses alelos, entre
os dois grupos populacionais, foi estatisticamente significativa (;(228,767; p=0,0125).

Além disso, foi possivel observar, por meio da analise de odds ratio, associagdes



45

positivas e negativas para os alelos Mbl-*B e Mbl-*D, respectivamente, sendo apenas a

ultima estatisticamente significativa (Tabela 2).

Tabela 1 - Freqiiéncia dos alelos Mbl-*A e Mbl-*O do gene Mbl nos grupos investigados.

Alelos Controle (%) Pacientes (%) Vs p
Mbl-*A 139 (70,2) 200 (69,0)
Mbl-*O 59 (29,8) 90 (31,0)
N 198 290 0,085 0,848

N: niimero de cromossomos investigados; Mbl-*O: representa as variantes Mbl-*B ¢ Mbl-
*D

Tabela 2 - Freqiiéncia dos alelos Mbl-*A, Mbl-*B e Mbl-*D do gene Mbl nos grupos
investigados.

Alelos Controle (%) Pacientes (%) Vs p OR IC p
MBL*A 139 (70,2) 200 (69,0) 0,98 0,74-1,30 0,95
MBL*B 27 (13,6) 63 (22,0) 1,20 0,72-1,98 0,55
MBL*D 32 (16,2) 27 (9,0) 0,53  0,30-0,92 0,03
N 198 290 8,767 0,0125 - - -

N: nimero de cromossomos investigados; OR: Odds Ratio, IC: intervalo de confianga
(95%).

A andlise das freqiiéncias genotipicas (Tabela 3) entre os dois grupos
mostrou a presenga do genétipo A/A em 49,5% dos controles e em 51,7% dos pacientes.
O gendtipo A/O foi observado em 41,4% dos controles ¢ em 34,5% dos pacientes. A

freqiiéncia do gendtipo O/O foi de 9,1% entre os individuos do grupo controle ¢ de
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13,8% entre os pacientes. Entretanto essas diferencas ndo foram estatisticamente
significativas (3°=1,91; p=0,38). O desvio das propor¢des genotipicas observadas em
relacdo as esperadas, em ambos grupos populacionais, ndo foi estatisticamente
significante em nivel de 5%.

Quando a analise dos genotipos considerou as variantes Mbl-*B ¢ Mbl-
*D, separadamente (Tabela 3), foi possivel observar uma maior prevaléncia dos
genotipos apresentando a mutagdo MbI-*B entre os pacientes soropositivos, quando
comparada ao grupo de controles (x’=2,739; p=0,098), sendo o gendtipo B/B seis vezes
mais freqiiente no grupo de pacientes infectados (y*=4,042; p=0,044). Por outro lado, o
gendtipo A/D esteve presente, com maior freqiiéncia entre o grupo controle (x°=6,372;

p=0,0116).

Tabela 3 - Distribui¢do das freqiiéncias genotipicas entre os grupos investigados.

Genotipos Controle (%)  Pacientes (%) 7’ p
Homozigoto normal (A/A) 49 (49,5) 75(51,7)
Heterozigoto (A/O) 41 (41,4) 50 (34,5)
A/B 20 (20,2) 37 (25,5)
A/D 21 (21,2) 13 (9,0)
Homozigoto variante (O/O) 09 (9,1) 20 (13,8)
B/B 01 (1,0) 09 (6,2)
B/D 05 (5,1) 08 (5,5)
D/D 03 (3,0) 03 (2,1)
Total 99 145 1,91 0.38
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3.2 NIVEIS DE LINFOCITOS T CD4" E O POLIMORFISMO NO GENE Mbl

Para efeito de avaliagdo da possivel associacdo entre os niveis de
linfocitos T CD4" e o polimorfismo no gene Mbl, os pacientes foram reunidos em trés
grupos: o de homozigotos para o alelo Mbl-*A, o de portadores da variante Mbl-*B
(A/B, B/B ¢ B/D) e o de portadores da mutagdo Mbl-*D (A/D e D/D). Esse critério foi
adotado considerando os resultados de estudos que mostram que individuos que
apresentam a mutacdo MbI-*B, mesmo em heterozigose com o alelo Mbl*-A,
apresentam baixos niveis de MBL no plasma (Garred et al., 2003). Na analise
comparativa, excluiu-se o grupo de portadores da mutagdo Mbl-*D, por apresentar um
reduzido tamanho amostral. A andlise utilizou o teste ANOVA, com posterior teste de
multipla comparacao de Bonferroni.

A primeira avaliacao (1* coleta) do numero médio de linfécitos T CD4+
mostrou niveis mais baixos entre os pacientes soropositivos que apresentavam genotipo
portador do alelo Mbl-*B, quando comparado aos pacientes soropositivos apresentando
o alelo Mbl-*A em homozigose (341 linfocitos/mL vs. 370 linfocitos/mL; p=0,992;
Tabela 4; Figura 5). Resultados semelhantes foram, também, observados na segunda
avaliacdo (2* coleta) laboratorial (345 linfocitos/mL vs. 406 linfocitos/mL; p=0,069;
Tabela 5; Figura 6).

A andlise comparativa entre a primeira e a segunda avaliacdo dos niveis
de linfocitos T CD4+ (Tabela 6), mostrou que os portadores do alelo Mbl-*A
apresentaram, em média, um aumento nos niveis de linfocitos T CD4+ (p<0,001), fato

ndo observado entre os portadores do alelo Mbl-*B (p=1,000).
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Tabela 4 - Valores médios de linfocitos T CD4+ (1? avaliagdo), de acordo com o

polimorfismo no gene Mbl.

GRUPOS N MEDIA CD4/CD8 Comparacao p
Teste de ANOVA
A 36 370 linfocitos/mL 0,45
B 35 341 linfocitos/mL 0,38
D 04 544 linfocitos/mL 0,42 Grupo A vs. Grupo B 0,992

Grupo-A (A/A), Grupo-B (A/B, B/B e B/D) ¢ Grupo-D (A/D e D/D).

750+
I Grupo A
B Grupo B
E‘I 500 I Grupo D
3
E
‘O
© 250

Figura 5 — Distribui¢do dos valores médios da 1* contagem de linfocitos T CD4+, de

acordo com o polimorfismo no gene Mbl.
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Tabela 5 - Valores médios de linfocitos T CD4+ (2* avaliagdo), de acordo com o

polimorfismo no gene Mbl.

GRUPOS N MEDIA CD4/CD8 Comparacéao p
Teste de ANOVA
A 36 406 linfocitos/mL 0,48
B 35 345 linfocitos/mL 0,33
D 04 597 linfocitos/mL 0,44 Grupo A vs. Grupo B 0,069

Grupo-A (A/A), Grupo-B (A/B, B/B e B/D) ¢ Grupo-D (A/D e D/D).

750-
I Grupo A
Grupo B
—E' 5004 I Grupo D
I
<
>
NS
© 250+

0_
Figura 6 — Distribui¢do dos valores médios da 2* contagem de linfocitos T CD4+, de

acordo com o polimorfismo no gene Mbl.
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Tabela 6 - Analise Comparativa entre 1* e 2* avaliagcdes de linfocitos T CD4+ de acordo
com o polimorfismo no exon 1 do gene Mbl.

AVALIACAO
Grupos N Comparacao p
12 28 Teste de Anova
A 36 370 406 1*vs. 2% <0,001
B 35 341 345 1* vs. 2% 1,000

Grupo-A (A/A) e Grupo-B (A/B, B/B e B/D) Carga viral expressa em copias/mL.

3.3 DISTRIBUICAO DA CARGA VIRAL PLASMATICA E O POLIMORFISMO
NO GENE Mbl

Na andlise comparativa da carga viral plasmatica entre os pacientes
soropositivos foram adotados os mesmos critérios para a distribuicdo dos gendtipos em
trés grupos, como descrito no item 3.2.

Na primeira avaliagdo, a média de carga viral plasmatica entre os
pacientes soropositivos e portadores do alelo Mbl-*A foi menor quando comparada aos
pacientes soropositivos apresentando o alelo Mbl-*B (26.388 copias/mL x 33.883
copias/mL; p=0,68; Tabela 7; Figura 7). Na segunda avaliacdo, esse valor foi, em
média, 9,8 vezes maior nos portadores do alelo Mbl-*B, estando as diferengas no limite
de significancia (5.821 copias/mL x 52.253 copias/mL; p=0,05; Tabela 8; Figura 8).

A andlise comparativa entre a primeira e a segunda avaliacdo dos niveis
de carga viral plasmatica (Tabela 9), mostrou que os portadores do alelo Mbl-*A
apresentaram, em média, uma reducao significativa dos niveis de carga viral (p<0,001),

fato ndo observado entre os portadores do alelo Mbl-*B (p=0,999).
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Tabela 7 - Média dos valores de carga viral plasmatica (1* avaliacao), de acordo com o

polimorfismo no gene Mbl.

Comparacéao p

Teste de ANOVA

GRUPOS N MEDIA
A 35  26.388 copias/mL
B 30  33.883 copias/mL
D 03  17.756 copias/mL

Grupo Avs. Grupo B 0,6805

Grupo-A (A/A), Grupo-B (A/B, B/B e B/D) e Grupo-D (A/D e D/D).

75000+

50000+

Carga Viral

25000+

B Grupo A
Il Grupo B
s Grupo D

Figura 7 - Média da 1* determinagdo de carga viral plasmatica, de acordo com os alelos

do gene Mbl.
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Tabela 8 - Média dos valores de carga viral plasmatica (2* avaliagdo), de acordo com o

polimorfismo no gene Mbl.

GRUPO N MEDIA Log10 Comparacéao p
Teste de ANOVA
A 35 5.821 copias/mL 3,76
B 31  52.253 copias/mL 4,71
D 03 1.633 copias/mL 3,21 Grupo A vs. Grupo B 0,05

Grupo-A (A/A), Grupo-B (A/B, B/B e B/D) e Grupo-D (A/D e D/D).

100000
B Grupo A
25000 B Grupo B
© I Grupo D
S
S 50000+
3
O
25000-
0_

Figura 8 — Média da 2* determinacdo de carga viral plasmatica, de acordo com os

gendtipos do exon 1 do gene Mbl.
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Tabela 9 - Andlise Comparativa entre 1* e 2* avaliagdes de carga viral plasmaticas de
acordo com o polimorfismo do exon 1 do gene Mbl.

AVALIACAO
Grupos N Comparacao p
12 28 Teste de Anova
A 35 26.388 5.821 1*vs. 2° < 0,001
B 31 33.883 52.253 1% vs. 2% 0,999

Grupo-A (A/A) e Grupo-B (A/B, B/B e B/D) Carga viral expressa em copias/mL.
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4 DISCUSSAO

A proteina MBL ¢ importante como primeira linha de defesa do sistema
imunologico, devido suas habilidades de agir como proteina de fase aguda e de ativar o
sistema complemento (Kilpatrick, 2002; Turner, 2003). Alguns estudos mostram,
claramente, uma associa¢do entre a presenca de variantes alélicas do gene Mbl ¢ a
ocorréncia de imunodeficiéncia associada a infecgdes cronicas, principalmente em
criancas nos primeiros anos de vida, onde a resposta imune humoral ¢, ainda,
insatisfatoria ¢ em individuos imunodeprimidos (Garred et al., 1997a; Turner, 1998;
Turner & Hamvas, 2000).

No presente estudo foi avaliado o polimorfismo no gene Mbl em um
grupo de pacientes infectados pelo HIV-1 e em outro de controles nao infectados,
objetivando investigar o impacto deste polimorfismo na infec¢ao pelo HIV-1. Este ¢ o
primeiro estudo no Brasil, associando o polimorfismo no exon 1 do gene Mbl na
infeccdo pelo HIV-1, com a utilizacdo de dados como: dosagem de carga viral

plasmatica e de linfécitos T CD4" .

4.1  DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS GENICAS E GENOTIPICAS

A distribuigdo das trés mutag¢des do exon 1 no gene Mbl tem sido descrita
em populagdes da Europa, da Africa, da Asia, da América do Sul e da Melanésia
(Garred et al., 1997a; 1997b; Madsen et al., 1998; Jiliger et al., 2002; Malik et al.,
2003).

A variante MBL*B foi descrita com prevaléncias variando de 13% a 23%

em europeus. Na Inglaterra a freqiiéncia do alelo Mbl-*B esta em torno de 23%, em



55

Budapeste a freqiiéncia deste alelo é de 15% e de 13% na Dinamarca (Roy et al., 2002;
Nagy et al., 2003; Turner & Hamvas, 2000).

Em asiaticos a freqiiéncia da variante Mbl-*B varia de 9% a 22%. Em
japoneses a freqiiéncia deste alelo esta em torno de 25%, no Vietnam o alelo Mbl-*B
esta presente em 18% da populagdo, enquanto que na China a freqiiéncia ¢ de 11%
(Tsutsumi et al., 2003; Song et al., 2003; Kilpatrick, 2002). Na populacdo africana a
freqiiéncia desta mutag¢ao varia de 0% a 3% (Madsen et al., 1995; Turner, 1996;
Matsushita et al., 1998).

Na América do Sul a freqiiéncia da mutagdo MbI-*B varia de 18% a
44%. Na Colombia, essa variante ocorre com freqiiéncias de 32% e 38% nos grupos de
pacientes soropositivos para o HIV-1 e de controle soronegativos, respectivamente
(Malik et al., 2003). Em indigenas argentinos a variante Mbl-*B apresenta freqiiéncia de
44% (Kilpatrick, 2002). No presente estudo, esta variante alélica apresentou prevaléncia
de 13,6% e de 22% entre os grupos controle e de pacientes, respectivamente.

O alelo Mbl-*D tem sido encontrado entre europeus com freqiiéncia de
até 14%. Em Budapeste ¢ na Inglaterra, a freqiiéncia do alelo Mbl-*D ¢ de 7% e 13%,
respectivamente, podendo ser menor (5%) em populagdes africanas (Turner, 1996; Roy
et al., 2002; Nagy et al., 2003). Na Colombia a freqiiéncia da mutagao Mbl-*D foi de
6% tanto no grupo controle como nos individuos infectados pelo HIV-1 (Malik et al.,
2003). No nosso estudo a variante Mbl-*D foi mais freqiiente entre o grupo controle
(16,2%), quando comparado ao grupo de pacientes soropositivos (9%).

Durante a formacgdo das populagdes brasileiras, houve uma significativa
mistura interétnica envolvendo o branco colonizador, o indio ¢ o negro africano

(Callegari-Jacques et al., 2003). Esse processo foi intenso em populagdes da Amazonia
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brasileira, em especial na cidade de Belém, onde o estudo do perfil genético da atual
populacdo revela 47% de contribui¢do caucasoide, 41% de indigena e 12% de negroide
(Santos & Guerreiro, 1995). Considerando que as mutagdes Mbl-*B e Mbl-*D estdo
presentes entre povos europeus, africanos e asiaticos (Madsen et al., 1995; Turner,
1996), a presenca dessas variantes, na populagdo de Belém, deve ser reflexo da
miscigenacgao interétnica que deu origem a atual populagao.

A muta¢do MbI-*C apresenta freqiiéncias variando de 23% a 29% em
populagdes Sub-Saarianas (Turner, 1996). Na Inglaterra e na Dinamarca a freqiiéncia
deste alelo ¢ de 2% e 5%, respectivamente (Roy et al., 2002; Turner & Hamvas, 2000).
Em Budapeste, este alelo apresenta freqiiéncia de 3% (Nagy et al., 2003). Na Colombia
a freqiiéncia do alelo MBL*C ¢ de 1% e 5% nos grupos de pacientes soropositivos para
o HIV-1 e de controle soronegativos, respectivamente (Malik et al., 2003). A auséncia
da variante Mbl-*C, nos dois grupos investigados, pode ter sido observado pelo fato de
que a origem da populacao negra brasileira ¢ oriunda principalmente de Angola e Costa
do Marfim, onde provavelmente a presen¢a da variante Mbl-*C ocorra em menor

freqiiéncia quando comparado com populagdes Sub-Saarianas.

42  POLIMORFISMO GENETICO E SEU IMPACTO NA INFECCAO PELO
HIV-1

Viérios estudos tém sugerido um papel importante da MBL durante a
infecgdo pelo HIV-1 (Garred et al., 1997a; Prohaszka et al., 1997).

Por causa da alta freqiiéncia de alelos variantes de MBL em diferentes
populagdes, foi especulado que a deficiéncia de MBL poderia conferir algum grau de

protecdo ou de susceptibilidade a certas doengas infecciosas (Turner, 2003). Garred et
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al. (1997a) observaram uma maior prevaléncia de homozigotos para os alelos variantes
(O) entre os portadores da infeccdo pelo HIV-1, sugerindo que os individuos
homozigotos O/O apresentariam elevado rsico a infecgdo pelo HIV-1. Resultados
semelhantes foram observados por Pastinen et al. (1998) em uma amostra de 300
finlandeses soropostivos para o HIV-1. Por outro lado, Malik et al. (2003) ndo
encontraram qualquer associacdo entre a presenga das variantes alélicas de MBL ¢ a
susceptibilidade a infec¢do pelo HIV-1, na Colombia.

No presente estudo, a distribuicao das freqiiéncias genotipicas observada
entre os grupos investigados estd de acordo com os achados de Malik et al. (2003) e
discorda dos resultados de Garred et al. (1997a), uma vez que ndo houve diferengas
significativas na distribuicdo dos gendtipos A/A, A/O e O/O. Possivelmente, a
discrepancia observada entre os nossos resultados e aqueles de Garred et al. (1997a)
seja reflexo do ambiente, das condi¢des sociais e/ou da origem étnica das populagdes,
uma vez que a populagdo de Belém ¢ de constituicao tri-hibrida, diferindo daquela
analisada por Garred et al. (1997a), a qual é formada, exclusivamente, por caucasoides
dinamarqueses.

Embora os resultados de Garred et al. (1997a) nao tenham revelado
qualquer associacao entre os alelos variantes e o tempo compreendido entre a detec¢ao
da infecgdo e o surgimento da SIDA/AIDS, a avaliagdo dos pacientes infectados e que
desenvolveram a sindrome mostrou que o tempo médio de sobrevida foi
significativamente menor, apés o diagnostico da SIDA/AIDS, para aqueles pacientes
que expressavam as variantes alélicas em homozigose e em heterozigose.

No presente estudo, a analise das freqiiéncias genotipicas entre os dois

grupos mostrou uma maior prevaléncia dos genotipos com a variante alélica Mbl-*B
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entre os pacientes soropositivos quando comparados ao grupo de controles sadios,
sendo o gendtipo B/B seis vezes mais freqiiente no grupo de pacientes infectados. Por
outro lado, foi verificada uma maior prevaléncia do gendtipo A/D entre o grupo
controle, resultado, também, observado nos estudos de Garred et al. (1997a). Além
disso, os resultados mostram associagdes positiva e negativa atribuidas aos alelos Mbl-
*B e Mbl-*D, respectivamente. Contudo, é prematuro afirmar ou inferir que a presenga
dos alelos Mbl-*B e¢ Mbl-*D ou mesmo dos gendtipos B/B e A/D, possa contribuir,
respectivamente, para a susceptibilidade e a resisténcia a infec¢ao pelo HIV-1, sendo
necessario, para ratificar ou retificar esses achados, um estudo prospectivo envolvendo
um grupo maior de individuos com comportamento de alto risco para a infec¢do pelo
HIV-I1.

As variantes alélicas do gene Mbl podem ter um papel direto na infecgao
pelo HIV-1 (Garred et al., 1997a), devido ao fato de que os oligossacarideos, com altas
concentragdes de manose, componentes das glicoproteinas de superficie do HIV-1 sao
ligantes para a MBL (Saifuddin et al., 2000). A ligagdo efetiva-se de forma seletiva ao
virus ou as células infectadas pelo HIV-1, ativando, assim, a acdo do sistema
complemento, o que leva a inibi¢ao da infeccao de linfocitos T CD4+. Dessa maneira, a
ocorréncia de mutagdes estruturais associadas as baixas concentragdes séricas, 0 que
ndo permiti a estabilizacdo da forma oligomérica ativa da MBL, com subseqiiente
reducdo da ativagdo do sistema complemento, pode contribuir para o aumento da carga
viral plasmatica (Garred et al., 1997a).

Varios estudos tém indicado que a capacidade da MBL em ativar o
sistema complemento ¢ altamente elevada, dependendo da forma oligomérica (Ikeda et

al., 1987; Lu et al., 1990; Yokota et al., 1995). Os resultados obtidos no presente estudo
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ap6iam essa hipotese, uma vez que mostram valores maiores de carga viral plasmatica
entre os pacientes soropositivos, portadores da variante alélica Mbl-*B. Resultado
semelhante, também, foi descrito na infec¢do pelo Virus da hepatite B (Song et al.,
2003), embora uma associacao inversa tenha sido evidenciada na infec¢ao pelo HTLV
(Nishimura et al., 2003).

O estudo de Saifuddin et al. (2000) mostrou que o isolado primario do
HIV-1 pode ligar-se a MBL, sugerindo, assim, uma agdo, in Vivo, seletiva desta
molécula com o virus, via estruturas ricas em carboidratos presentes na gpl20 e na
gp41. Os resultados do presente estudo sugerem que os baixos niveis séricos de MBL,
nos pacientes portadores da mutacdo Mbl-*B, possam levar a uma eliminagdo ineficaz
do virus na circulagdo e, conseqiientemente, ao aumento da carga viral plasmatica,
enfatizando a possivel influéncia da presenga dessa mutagdo como mais um fator
determinante do aumento da viremia plasmatica.

A concentragdo sérica de MBL em pacientes portadores das variantes
alélicas tem sido observada ser maior em pacientes portadores da mutagdo Mbl-*D,
sugerindo que o efeito deste alelo possa ser diferente daquele das variantes Mbl-*B e
Mbl-*C (Madsen et al., 1995). Garred et al. (2003) sugerem que a proteina derivada da
variante Mbl-*D pode ser, parcialmente, incorporada na forma oligomérica estavel da
molécula de MBL, o que ndo é observado para as cadeias protéicas derivadas das
mutagdes Mbl-*B e MbI-*C. Além disso, Madsen et al. (1995), tém observado a
ocorréncia da mutagdo MbI-*D em desequilibrio de ligacdo com o haplétipo HY da
regido promotora do gene Mbl, que esta associado a altos niveis de MBL no soro. Esses
achados podem explicar, assim, a ocorréncia de elevados niveis séricos de MBL em

individuos heterozigotos A/D (Garred et al., 2003), o que justificaria o fato de que, no
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presente estudo, ndo foram observados valores elevados de carga viral plasmatica nos
pacientes portadores da variante Mbl-*D. Entretanto, o reduzido tamanho amostral de
individuos apresentando essa mutagdo e que tiveram quantificado os niveis de viremia
plasmatica sugere a necessidade futura de se aumentar o nimero de pacientes
analisados, para confirmar essa hipotese.

Assim como Garred et al., (1997a), no nosso estudo ndo houve
associa¢do entre as mutagdes no éxon 1 do gene Mbl e a infec¢do pelo HIV-1 quando
comparadas as primeiras ¢ segundas contagens de linfocitos T CD4+ respectivamente,
ndo ocorrendo diferencas estatisticamente significativas. Apenas foi observada uma
melhora nos niveis de linfécitos T CD4+, nos individuos portadores do alelo Mbl-*A,
fato ndo observado entre os individuos portadores do alelo Mbl-*B.

A ocorréncia de mutagdes especificas nos genes pro e env do HIV-1 tem
sido associada a elevados niveis de viremia plasmatica, como conseqiiéncia da geragcao
de cepas apresentando resisténcia aos anti-retrovirais (Tanuri et al., 2002).

A partir da andlise comparativa dos resultados obtidos por Machado
(2004), que investigou a ocorréncia de tais mutacdes entre as cepas de HIV-1
circulantes nas amostras aqui investigadas, pode-se observar que entre os pacientes que
apresentavam o genotipo A/B, apenas um individuo poderia ter sua carga viral elevada
atribuida a ocorréncia de mutagdo de resisténcia, enquanto que nenhum dos pacientes
portadores do genétipo B/B apresentou tal caracteristica. Ademais, considerando o fato
do paciente com o gendtipo A/B, portador virus com mutagdo de resiténcia, nao ter sido
incluido no grupo B durante a andlise associativa entre o perfil genético e os niveis de

viremia plasmatica, pode-se descartar a hipotese da existéncia de cepas de HIV-1
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resistentes aos anti-retrovirais, como responsaveis pelo alto nivel de carga viral
observado nesse grupo.

Por fim, a caracterizagdo do perfil genético para o gene Mbl, em
pacientes soropositivos para o HIV-1, ¢ de grande importancia na avaliacdo do
prognostico de evolugdo da SIDA/AIDS, funcionando como fator adicional, aliada a
quantificagdo da carga viral e a contagem de linfocitos T CD4+, na determinacdo do
inicio da terapia anti-retroviral, possibilitando, dessa forma, uma maior sobrevida para o

paciente.
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CONCLUSOES

A presenga das formas alélicas Mbl-*A, Mbl-*B e Mbl-*D, na populagdo de
Belém, deve ser reflexo do processo de miscigenagao interétnica que deu origem

a atual populagao;

A auséncia da variante Mbl-*C, nos dois grupos investigados, pode ter sido
observado pelo fato de que a origem da populagdo negra brasileira ¢ oriunda
principalmente de Angola e Costa do Marfim, onde provavelmente a presenga da
variante Mbl-*C do éxon 1 do gene Mbl ocorra em menor freqiiéncia quando

comparado com populagdes Sub-Saarianas.

A distribuicdo genotipica observada, nos dois grupos investigados, ndo
corrobora resultados anteriores, que mostram um aumento do genotipo O/O

entre pacientes portadores do HIV-1;

No presente estudo, a analise das freqiiéncias genotipicas, entre os dois grupos,
mostrou uma maior prevaléncia dos genotipos com a variante alélica Mbl-*B
entre os pacientes soropositivos, quando comparado ao grupo controle de

individuos sadios;

E prematuro afirmar que a presenca dos alelos Mbl-*B ¢ Mbl-*D ou mesmo dos
genotipos B/B e A/D pode ser um fator de susceptibilidade e de resisténcia a

infecgdo pelo HIV-1, respectivamente, fazendo-se necessaria uma andlise
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prospectiva envolvendo um grupo de individuos soronegativos que apresentem

comportamento de risco a infeccao;

O elevado nivel da carga viral plasmatica, nos pacientes portadores da mutagao
Mbl-*B, pode ser reflexo dos baixos niveis séricos de MBL, como conseqiiéncia
de uma eliminagao ineficaz do virus na circulagdo, sendo descartada a hipotese

da existéncia de cepas de HIV-1 resistentes aos anti-retrovirais;

A nao observacao de elevados niveis de carga viral plasmatica, nos pacientes
portadores da variante Mbl-*D, pode ser em decorréncia do fato do produto
desta mutacdo poder ser incorporado, parcialmente, na forma oligomérica
estavel da molécula de MBL ou ao desequilibrio de ligagdo com o haplétipo HY
da regido promotora do gene Mbl. Entretanto, o reduzido tamanho amostral
sugere a necessidade futura de se aumentar o nimero de pacientes analisados,

para confirmar essa hipdtese.
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