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RESUMO 

Um emergente interesse à MBL tem surgido, devido a sua importância no sistema 

imune inato. Recentes estudos relatam uma influência do polimorfismo na região 

promotora nas regiões -550 (H/L) e -221 (X/Y) do gene MBL, com a deficiência do 

sistema imune à determinados patógenos. O objetivo do presente estudo é 

investigar a associação entre o polimorfismo na região promotora do gene MBL e 

a infecção pelo HIV-1e a progressão à SIDA/AIDS. No estudo foi feita identificação 

destes alelos em uma população de 127 pacientes soropositivos para HIV-1 e em 

97 indivíduos soronegativos, a partir da técnica de SSP-PCR, utilizando-se 

seqüências de iniciadores específicos para cada variante. A evolução da infecção 

nos pacientes soropositivos foi avaliada por meio da contagem de linfócito T CD4+ 

e da carga viral plasmática. As distribuições nas freqüências alélicas e 

haplotípicas entre os grupos de portadores do HIV-1 e nos controles soronegativos 

não apresentaram diferenças estatisticamente significantes (p>0,05).  Entretanto, 

pacientes soropostivos portadores do haplótipo HY apresentaram uma maior 

contagem e uma evolução significativa no número de linfócitos T CD4+; e uma 

menor contagem e maior redução da carga viral plasmática, em relação aos 

pacientes portadores dos haplótipos LY, LX e HX.  Os resultados do presente 

estudo mostram que a presença de haplótipos relacionados a médios e baixos 

níveis séricos de MBL podem ter um papel direto na forma como o paciente 

soropositivo evolui laboratorialmente. Desse modo, conclui-se que a 

caracterização dos haplótipos da região promotora do gene MBL em portadores 

da infecção pelo HIV-1 pode ser importante na avaliação do prognóstico de 

evolução da SIDA/AIDS. 

viii
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ABSTRACT 

An emergent interest in MBL was appeared in consequence the great importance 

for the immune system. At the current study, the prevalence of mutations in -550 

(H/L) and -221 (X/Y) MBL gene regions and its impact on the infection by HIV-1 in 

a population of 128 HIV-1 seropositive and in 97 seronegative patients was 

evaluated. The alleles identification was performed through SSP-PCR method, 

using specific primers sequence to each variant. The infection evolution in 

seropositive patients was evaluated throughout CD4+ T-cell counting and plasma 

viral load. The relation of allele and haplotype frequencies between HIV-1 carriers 

and seronegative control patients did not show statistically significant differences 

(p> 0.05). The evaluation of CD4+ T-cell mean showed lower levels between 

seropositive patients who showed LY, LX and HX haplotypes, when compared to 

seropositive patients showing HY haplotype. These low levels were noticed both at 

the first (300.8 cells/mL x 405.0 cells/mL) and the second laboratorial evaluation 

(316.9 cells/mL x 449.9 cells/mL). The plasma viral load mean was higher between 

seropositive patients who carried LY, LX and HX haplotypes than seropositive 

patients showing HY haplotype (34,516 copies/mL x 27,482.7 copies/mL). The 

current study outcomes show that presence of haplotypes related to medium and 

low MBL serum levels might have a direct role on the way seropositive patient’s 

laboratorial evolution occurs. Therefore, it was concluded that haplotypes 

identification in the promoter region of MBL gene in the HIV-1 infection carriers 

might be relevant in the prognosis evaluation of AIDS progression.  

ix 
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      1. INTRODUÇÃO 

O Vírus da imunodeficiência humana (HIV) é um dos mais 

importantes patógenos emergentes do século. Análises filogenéticas estimam que 

o HIV surgiu em entre os anos de 1915 e 1941, tornando-se uma ameaça pública 

mundial 50 anos depois (Korber et al., 2000).  

Desde a descoberta da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

(AIDS) em meados da década de 80, em países desenvolvidos, a pandemia da 

AIDS continua se expandindo na taxa de 14.000 novas infecções por dia. O 

Programa Conjunto das Nações Unidas em HIV/AIDS (UNAIDS) e a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) estimaram que até ao final de 2002, mais 67 milhões de 

indivíduos foram infectados pelo HIV-1. Destes, aproximadamente 25 milhões de 

pacientes já morreram e os outros 42 milhões vivem com o HIV/AIDS (UNAIDS/ 

WHO, 2002).   

A dispersão da infecção causada pelo HIV-1 é conseqüência das 

trocas de fluidos corpóreos contaminados, que podem ser feitas através: das 

relações sexuais, do compartilhamento de agulhas, dos acidentes com materiais 

perfurocortantes contaminados e da transmissão via transplacentária. 

Adicionalmente, co-fatores, tais como, doenças sexualmente transmissíveis e o 

polimorfismo de genes codificadores de receptores para o vírus, facilitam a 

infecção pelo HIV e influenciam a progressão a AIDS. Contudo, o real efeito da 

heterogeneidade genética do hospedeiro na susceptibilidade à infecção ainda é 

pouco compreendido (Garred et al., 2003). 

 

 



 14 

1.1 A FAMÍLIA RETROVIRIDAE 

1.1.1 O Vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

A família Retroviridae compreende vírus que infectam 

primariamente vertebrados, determinando-lhes uma variedade de doenças 

imunossupressoras e neoplásicas, embora já tenham sido encontrados retrovírus 

infectando outros seres vivos, tais como, insetos e moluscos (Gallo & Wong-

Staal, 1982).  

Os retrovírus apresentam cerca de 100 nm de diâmetro, são 

envelopados, possuindo ainda um cerne esférico ou cônico, onde estão contidas 

proteínas que desempenham importante papel durante a replicação viral. O 

genoma destes vírus consiste de duas moléculas idênticas de RNA de fita 

simples, de polaridade positiva, medindo cerca de 7 a 10 kilobases (kb) de 

comprimento. Estas servem como molde para a transcrição de uma molécula de 

DNA de fita dupla, pela ação de uma DNA polimerase RNA-dependente 

(transcriptase reversa), sendo posteriormente integrada ao genoma da célula 

hospedeira sob a forma de um provírus (Temin & Mizutani, 1970). 

Atualmente o Comitê Internacional de Taxonomia Viral reconhece 

sete gêneros: Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, 

Epsilonretrovirus, Lentivirus e Spumavirus, e esses em subgêneros e espécies de 

acordo com as propriedades físico-químicas, biológicas e os aspectos de 

seqüência nucleotídica e estrutura genômica (Coffin, 1993; Liu, 1996). 

Os retrovírus patogênicos ao homem incluem os (i) Vírus 

linfotrópicos de células T humanas 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2), relacionados à 

distúrbios neurológicos e hematológicos, classificados no gênero Deltaretrovirus e 
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os (ii) Vírus da imunodeficiência humana 1 e 2 (HIV-1 e HIV-2), classificados no 

gênero Lentivirus (Gallo, 1991; Coffin et al., 1996; Liu, 1996).  

 

1.1.2 Estrutura Morfológica e Genômica do HIV-1 

Os modelos de estrutura do HIV-1 são baseados na combinação de 

resultados das análises de microscopia eletrônica de alta resolução de partículas 

virais e de imunohistoquímica e bioquímica dos componentes virais (Gelderblom, 

1991). 

O HIV-1 é uma partícula esférica, com aproximadamente 100 nm de 

diâmetro, apresentando no seu interior o genoma, a transcriptase reversa, a 

protease e a integrase protegidos por um capsídeo protéico, circundado por um 

envelope externo composto por uma membrana lipoprotéica oriunda da célula 

hospedeira acrescida de glicoproteínas virais (Wong-Staal & Gallo, 1985; Figura 

1). 
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Figura 1 - Estrutura morfológica do HIV-1 (Adaptado de Abbas et al., 2005). 

 

O genoma do HIV-1 contém dois filamentos idênticos de RNA de fita 

simples e de polaridade positiva, contendo nove genes delimitados por duas 

regiões terminais longas e repetitivas chamadas LTR (Long Terminal Repeats).  

Estes genes estão divididos em três genes estruturais (gag, pol e env), típico dos 

retrovírus, e seis genes regulatórios (tat, nef, rev, vif, vpu, vpr) (Greene, 1991).  

O gene gag codifica um precursor que, ao ser clivado por uma 

protease viral durante a maturação, origina várias proteínas estruturais que 
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compõem o cerne viral, como a matriz protéica (p17), o capsídio viral (p24) e as 

proteínas mais internas do nucleocapsídio (p7 e p9) (Ratner et al., 1985). Esta 

protease, que também cliva polipeptídios precursores codificados pelo gene pol, é 

codificada pelo mesmo gene que também é responsável pela produção das 

seguintes enzimas: (i) a transcriptase reversa, responsável pela replicação do 

RNA viral e degradação da fita de RNA após a síntese da primeira fita de DNA e 

(ii) a integrase, que faz a integração do ácido nucléico viral ao genoma celular 

(Varmus & Swanstrom, 1985; Levy, 1994).   

A proteína glicosilada do envelope viral, codificada pelo gene env, é 

clivada por proteases celulares em glicoproteína de superfície (gp120 ou SU) e 

em glicoproteína transmembrana (gp41 ou TM), que interagem entre si por meio 

de forças não-covalentes (Robey et al., 1985). 

As glicoproteínas localizadas na superfície viral ligam-se aos 

receptores CD4, localizados na membrana citoplasmática de linfócitos T 

auxiliares, de monócitos, de macrófagos e de células dendríticas foliculares 

(Weiss et al., 1992a). 

O gene env apresenta uma grande diversidade na seqüência de 

nucleotídeos observada em diferentes cepas. A análise molecular deste gene 

revelou a presença de cinco domínios variáveis (V1-V5) intercalados por quatro 

regiões conservadas (C1-C4) (Alizon et al., 1986; Myers et al., 1993). Variações 

na seqüência do gene env têm grande implicação não somente para a resposta 

imune antiviral, mas também para funções adicionais mediadas pela glicoproteína 

do envelope, tais como ligação ao CD4, tropismo celular e citopatogenicidade 

(Diaz, 1997). 
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A análise de mutações sítio-específicas no gene env demonstra que 

um número limitado de aminoácidos, conservados em diferentes regiões da 

gp120, são requeridos para uma eficiente ligação ao CD4 (Kowalski et al., 1987). 

O estudo molecular da região C2V3 permitiu estabelecer uma classificação 

genotípica para as diversas cepas de HIV-1 (WHO, 1994; Kostrikis et al., 1995). 

Os genes não-estruturais compreendem os genes reguladores ou 

acessórios (tat e rev) que são essenciais para a replicação viral. O gene tat 

funciona como um potente ativador transcricional, atuante tanto na iniciação 

transcricional como no alongamento da cadeia, além de manter também a 

infectividade viral (Kameoka et al., 2001). O gene rev, por sua vez funciona como 

um regulador do processamento do RNA viral e um transportador do RNAm viral 

do núcleo para o citoplasma (Gergerfelt et al., 2002). 

Além dos genes reguladores tat e rev, outros genes acessórios (vif, 

vpr, vpu, e nef) são importantes na replicação e infectividade viral. O gene nef é 

um regulador transcricional envolvido no aumento da replicação viral e na 

redução no número de receptores CD4 na superfície de células infectadas (Zhou 

& Aiken, 2001). O gene vif, participa na regulação da infectividade viral, 

promovendo a infecção de células sem vírus e a produção de partículas virais 

(Khan et al., 2001). O gene vpu, presente somente no HIV-1, possui a função de 

degradação do CD4 e é necessário para um brotamento eficiente do vírion (Deora 

& Ratner, 2001). O gene vpr, por sua vez, é um fraco ativador transcricional, mas 

que tem por função modular a transcrição da LTR do HIV-1 e montagem do vírus 

(Sawaya et al., 2000). 

1.1.3 O Ciclo de Replicação do HIV-1 
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A fase inicial da replicação do HIV-1 inicia-se com a ligação do 
vírus, por meio da gp120, ao receptor celular CD4, na superfície da célula-alvo 
(Klatzmann et al., 1984). O processo de ligação é continuado pela associação da 
gp120 a receptores de quimiocinas (CXCR4 e CCR5), indicando assim, o tropismo 
das cepas em M-trópicas (ligam-se aos receptores de ββββ-quimiocinas CCR5) e T-
trópicas (ligam-se aos receptores de αααα-quimiocinas CXCR4) (Kuritzkes, 2000; 
Figura 2). 

Após a ligação à célula-alvo, ocorre a penetração do vírus por 
endocitose mediada por receptores ou pela fusão do envelope viral com a 
membrana celular, sendo o nucleocapsídio liberado no citoplasma (Lifson et al., 
1986; Bauer et al., 1987). O RNA viral, liberado no citoplasma celular, serve como 
molde para a síntese de uma molécula de DNA por ação da enzima transcriptase 
reversa, o que resulta em um filamento híbrido RNA-DNA. Posteriormente, ocorre 
a degradação da fita simples de RNA com a subseqüente duplicação do DNA, que 
é mantida como um complexo de nucleoproteína a qual é transportada para o 
núcleo. Na reação mediada pela integrase, as extremidades do DNA dupla fita são 
covalentemente integradas ao DNA da célula hospedeira sob a forma de um 
provírus (Panganiban & Fiore, 1988; Figura 2).  

 

 
Figura 2 - Esquema representativo do ciclo de replicação do HIV-1 (Adaptado de 

www.flstdHivptc.com/html/Hiv_aids.html).  
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A fase tardia de replicação inicia-se com a transcrição e o 
processamento do RNA viral a partir do genoma proviral integrado. Os 
transcritos irão dar origem ao RNA genômico e a síntese de proteínas estruturais 
(Greene, 1991). 

A associação do HIV-1 a um tipo específico de receptores indica não 
apenas o tropismo para um determinado tipo celular, mas também tem servido 
como um indicador confiável de maior ou menor susceptibilidade genética do 
hospedeiro ao HIV-1 (Winkler et al., 1998). A presença de determinadas mutações 
nos genes dos receptores de αααα e ββββ-quimiocinas são fatores que determinam a 
transmissão do vírus e a progressão para o quadro de SIDA/AIDS (Smith et al., 
1997; Kuritzkes, 2000). Por outro lado, as co-infecções com agentes bacterianos e 
virais têm servido também como fator adicional e complicador do quadro clínico 
do paciente portador do HIV-1 e, conseqüentemente, podem interferir na 
progressão para SIDA/AIDS. 

 

1.2 A LECTINA LIGADORA DE MANOSE (MBL) 

O sistema imune inato era amplamente conhecido como uma 

coleção de mecanismos vestigiais de pequena importância e de menor interesse 

aos imunologistas. Em contraste, a imunidade adaptativa, com seus sistemas de 

alta especificidade de reconhecimento de antígenos e de interações entre 

moléculas endógenas e células, era tudo o que realmente importava na defesa do 

hospedeiro. Com uma mudança nos interesses acadêmicos frente aos 

mecanismos de defesa primária, ocorrido nos últimos anos, passou-se a perceber 

que o sistema imune inato é mais crucial, complexo e específico do que o suposto 

anteriormente (Borregard et al., 2000). Isto pode ser compreendido pela presença 

de proteínas solúveis e ligadas à membrana com uma especificidade pré-definida, 

em muitos casos, envolvendo o reconhecimento de moléculas de carboidratos 

presentes em diversos microrganismos (Fearon & Lockley, 1996). 
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O sistema imune adaptativo, subseqüentemente, possui um papel 

importante na geração da resposta específica contra agentes infecciosos. Embora 

considerados sistemas separados, os componentes do sistema imune inato 

interagem com o sistema adaptativo conferindo um papel instrutivo para a 

imunidade inata na defesa imune adaptativa (Fearon & Lockley, 1996). 

O envolvimento da MBL como primeira linha de defesa do 

hospedeiro é indicado pela descoberta da ocorrência de deficiência de MBL em 

indivíduos com infecções severas e repetidas (Sastry et al., 1991).  

A MBL é sintetizada, principalmente, no fígado por hepatócitos. 

Entretanto, em estudos com camundongos, foi demonstrado que a MBL pode ser 

sintetizada em outros órgãos, tais como: cérebro, baço, rins e coração (Dumestre-

Perard et al., 2002). Embora extensivos estudos tenham produzido informações 

detalhadas da estrutura da MBL, a compreensão da estrutura e da função do 

complexo MBL ainda é incompleta. 

O gene codificador da MBL está localizado no cromossomo 10 

humano na posição q11.2-q21 (Sastry et al., 1989; Taylor et al., 1989). A 

presença de polimorfismos e mutações na região promotora e no éxon 1 do gene 

MBL resulta em uma pronunciada variação interindividual dos níveis plasmáticos 

da MBL, tendo sido demonstrado em estudos que os baixos níveis de MBL são 

mais freqüentes em casos de imunodeficiência (Garred et al., 1999a).  

 

1.2.1 Características Estruturais e Funcionais da MBL 

As colectinas constituem uma família de proteínas contendo uma 

região colagenosa e um domínio de lectina ligante de carboidrato (Holmskov et 
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al., 1994). Em seres humanos, são conhecidos quatro membros deste grupo de 

proteínas: a proteína plasmática MBL, as proteínas sulfatantes do pulmão (SP-A 

e SP-D), a CL-L1, localizada no citosol dos hepatócitos (Hakansson & Reid , 

2000) e duas colectinas do plasma bovino - a conglutinina e a CL-43 (Loveless et 

al., 1995). 

As proteínas da família das colectinas são compostas de seis 

subunidades de 96 KDa formadas pelo agrupamento de três cadeias 

polipeptídicas idênticas de 32 KDa, cada uma contendo um a curta região N-

terminal com ligações cruzadas (cross-linking) contendo duas ou três cisteínas, 

seguidas por uma região de comprimento variável semelhante ao colágeno 

(collagen-Like), uma região de flexão (neck region) e uma região de lectina C-

terminal ou domínio de reconhecimento de carboidrato - CRD (Taylor et al., 1989; 

Petersen et al., 2001; Figura 3).  

A região semelhante ao colágeno contém oito sítios de hidroxilação 

e quatro sítios de O-glicolisação em potencial. Para a formação de uma estrutura 

helicoidal em α-hélice, a região de pescoço inicia a trimerização de um 

polipeptídeo para formar uma subunidade estrutural contendo uma região 

colagenosa e três domínios de lectina C-terminal. A subunidade é estabilizada por 

interação hidrofóbica e ligações dissulfídricas entre as cadeias na região de 

ligação cruzada N-terminal (Wallis & Drickamer, 1999; Petersen et al., 2001).  

Na circulação, a subunidade estrutural da MBL humana é 

encontrada variando na forma de dímeros a hexâmeros, conferindo uma 

aparência de flecha quando visualizada em microscopia eletrônica de 

transmissão (Lu et al., 1990).  
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Figura 3 - Estrutura da cadeia polipetídica da MBL madura (Adaptado de 

Petersen et al., 2001). 

 

A MBL é uma lectina tipo-C e necessita de cálcio para ligar-se a 

uma molécula de carboidrato. A estrutura cristalizada dos domínios de lectina 

recombinates de MBL-A de rato, complexado com um oligossacarídeo, mostra 

claramente a participação direta do cálcio na ligação dos grupos 3- e 4-OH  dos 

açúcares (Weiss et al., 1992b). Adicionalmente, a estrutura também revelou a 

necessidade dos grupos 3- e 4-OH das moléculas de açúcares estarem 

complexadas no plano equatorial da estrutura em anel da hexose, de maneira a 
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permitir ao hidrogênio se ligar as cadeias laterais de aminoácidos. 

Conseqüentemente, a MBL se liga a diversos monossacarídeos, como N-

acetilglicosamina, manose, N-acetilmanoseamina, L-fucose e glicose, mas não 

galactose (Holmshov et al., 1994). 

Uma comparação de ligação da MBL a monossacarídeos, em 

comparação aos polissacarídeos mostra que a constante de dissociação da 

interação entre um CRD e um carboidrato é muito fraca (10-3 M) (Lobst et al., 

1994). Entretanto, múltiplos CRD estão presentes na estrutura quaternária da 

molécula de MBL, permitindo uma elevada avidez por ligações de carboidratos 

repetitivos ou para regiões com elevada concentração de carboidratos relevantes 

(Sheriff et al., 1994).  

Tem sido mostrado que a MBL liga-se a um largo espectro de 

microrganismos de importância clinica - incluindo bactérias, vírus, fungos e 

parasitas, que exibem em sua superfície moléculas repetidas de carboidratos 

(Holmskov et al., 1994; Neth et al., 2000). A MBL não se liga, em condições 

fisiológicas normais, à superfície das células do hospedeiro (Lee et al., 1992). 

Isso deve ser em razão: (i) da presença de ácido siálico na terminação dos 

resíduos de glicanos da superfície celular ou (ii) da falta de estruturas repetitivas 

de carboidratos na superfície de células animais. 

Por outro lado, transformações malignas e infecções virais 
modificam a estrutura de oligossacarídeos da superfície celular, assim algumas 
células tumorais e glicoproteínas virais expressas na membrana da célula têm 
mostrado se fixarem à MBL (Fujita et al., 1995; Yong et al., 1999).  

 

 

1.2.2 Polimorfismo no Exon 1 do Gene MBL 
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O nível da MBL na circulação sangüínea é bastante estável (Nielsen 

et al., 1995), apesar dos níveis em diferentes indivíduos, variar desde abaixo de 

50 ng/mL até acima de 3µg/mL. Mutações no gene MBL afetam a concentração 

sérica da MBL (Sastry et al., 1989). Estas mutações são oriundas 

especificamente de quatro alótipos existentes no éxon 1 do gene, assim como de 

vários polimorfismos na região promotora (Steffensen et al., 2000). Esse 

polimorfismo resulta em um número diferente de genótipos, alguns dos quais são 

associados ao decréscimo dos níveis da MBL. Mutações pontuais nos códons 54 

e 57 do éxon 1 conferem uma substituição de glicina por ácido aspártico e de 

glicina por ácido glutâmico nas posições residuais 34 e 37 da proteína madura, 

respectivamente (Sumiya et al., 1991; Lipscombe et al., 1992; Figura 4). Estas 

mutações rompem as repetições Gly-X-Y na região de colágeno. Estudos 

conduzidos em MBL-A de ratos recombinantes com mutações homólogas indicam 

que essas mudanças alteram as ligações dissulfídricas entre cadeias dentro da 

região de ligações cruzadas N-terminal (Wallis & Cheng, 1999;Figura 4). 

Experimentos de eletroforese a partir da formas mutantes de MBL 

sugeriram que os baixos níveis séricos de MBL estão associados a esses dois 

alelos em humanos, devido à diminuição da secreção da MBL circulante (Heise et 

al., 2000). Usando sistemas de expressões diferentes, outros estudos 

demonstraram que a MBL humana recombinante, carreando a mutação no codón 

54 e na MBL selvagem são secretadas em taxas similares (Super et al., 1992, 

Kurata et al. 1993, Ma et al., 1997, Naito et al., 1999), sugerindo que os baixos 

níveis de MBL circulante, em indivíduos que possuem a mutação no códon 54, 
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seja devido a uma maior taxa de rotatividade no soro da forma mutante quando 

comparado à MBL tipo selvagem.  

Uma terceira mutação no éxon 1 resulta na substituição da cisteína 

por uma arginina na posição 32 da proteína madura (é referida como mutação no 

códon 52) (Figura 4). Enquanto esta substituição não interrompe a seqüência Gly-

X-Y, a presença desse resíduo adicional de cisteína tem sido sugerida romper a 

formação do oligômero pela geração de pontes dissulfídricas adicionais 

envolvendo o resíduo de cisteína introduzido (Wallis e Cheng, 1999). O padrão de 

pontes dissulfídricas na região N-terminal não é afetado por esta substituição.  

Os baixos níveis séricos de MBL encontrados na circulação de 

indivíduos homozigotos, nas três mutações, mostraram uma estrutura da MBL 

com um peso molecular abaixo da MBL tipo selvagem. 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 mutações dos códons 52, 54 ou 57 são 

designados MBL*D, MBL*B e MBL*C, respectivamente, enquanto que o alelo 

normal é designado MBL*A (Madsen et al., 1994). As freqüências dessas 

mutações nas populações variam entre grupos étnicos (revisado por Turner & 

Hamvas, 2000). Por exemplo, em caucasóides dinamarqueses, os alelos MBL*B 

e MBL*C são encontrados com freqüências de 13% e de 12% respectivamente, 

enquanto que as freqüências em africanos da região do Sub-Saara (Quênia) são 

encontrados com freqüências de 3% e de 23%. A freqüência do alelo MBL*D é de 

5% em ambas as populações. 

 



 27 

 

Figura 4 - Esquema demonstrando três mutações no éxon 1 do gene da MBL que 

geram três substituições de aminoácidos na região colagenosa. (Adaptado de 

Petersen et al., 2001).  

 

1.2.3  Polimorfismo na Região Promotora do Gene MBL  

A identificação de mutações na região promotora mostrou que os 

níveis de MBL no plasma são também modulados em nível de transcrição 

(Madsen et al.,1995). Substituições nucleotídicas nas posições -550 (G para C) e 

-221 (G para C) dão origem as variantes H(G)/L(C) e Y(G)/X(C), respectivamente. 

Outra substituição na região 5’ não traduzida do éxon 1 (posição +4) dá origem à 

variante P(C)/Q(T). Diversas outras variantes do promotor foram descritas, mas, 

aparentemente não influenciam nos níveis de MBL (Madsen et al., 1998). Os 

haplótipos HY, LY e LX estão associados a níveis altos, médios e baixos de MBL 

no plasma, respectivamente (Madsen et al., 1995). Por causa do desequilíbrio de 
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ligação entre algumas das variantes, apenas sete haplótipos de MBL (HYPA, 

LYQA, LYPA, LXPA, LYPB, LYQC e HYPD) foram identificados (Madsen et al., 

1998). Em adição, o haplótipo HXPA foi relatado como ocorrido em três pacientes 

com Lupus Eritematoso Sistêmico (LES) (Sullivan et al., 1996). Existe também um 

forte desequilíbrio de ligação entre o alelo Q e cinco outras substituições/deleções 

na região promotora, presentes somente nos haplótipos LYQA e LYQC (Madsen 

et al., 1995; 1998).  O polimorfismo da região promotora e regiões do éxon 1 do 

gene MBL humano estão ilustrados esquematicamente na Figura 5.  

Existe ainda, o dimorfismo alélico na região promotora que é 

conhecido influenciar na concentração de MBL, entretanto de forma menos 

acentuada. O mais importante é o dimorfismo X/Y na posição -221, onde o efeito 

do alelo X, é quantitativamente, comparável a uma mutação estrutural gênica. O 

dimorfismo de L(baixo) / H(alto) é associado a uma alteração mais modesta, 

ambos oriundos do polimorfismo gênico estrutural. Um grupo de dimorfismo da 

região promotora ocorre em associação com a substituição na região 5’ não-

traduzida do gene estrutural, designado P ou Q. A presença de haplótipos com 

substituição de Q parece conferir altas concentrações comparado a haplótipos 

com a presença de P (Madsen et al., 1998; Kilpatrick, 2002). 
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Figura 5 - Representação esquemática do gene MBL demonstrando a ocorrência 

das mutações estruturais no éxon 1 e funcionais na região promotora do gene 

(Adaptado de Petersen et al., 2001).  
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1.2.4  A Concentração da MBL no Plasma 

O nível plasmático médio de MBL na população caucasóide 

dinamarquesa foi relatado ser de 1,2 µg/mL, em indivíduos homozigotos para o 

alelo tipo selvagem. Entretanto, os níveis plasmáticos têm sido observados variar 

de 0 a 5 µg/mL. No mesmo estudo, o nível sérico médio de MBL, em indivíduos 

heterozigotos para a mutação do códon 54 foi de 0,2 µg MBL/mL (variando de 0 a 

1,2 µg/mL) (Garred et al., 1992b). Níveis similares foram também obtidos em 

outro estudo (Lipscombe et al., 1992).  

Esta acentuada variação entre indivíduos com estrutura haplotípica 

idêntica pode ser, em parte, atribuída à presença de mutações na região 

promotora (Madsen et al., 1995). Curiosamente, foi demonstrado que o haplótipo 

LX tem um efeito dominante nos níveis de MBL e, conseqüentemente, indivíduos 

homozigotos com haplótipo LXA mostraram um nível médio de MBL circulante 

comparável àquele do genótipo com duas mutações estruturais (Steffensen et al., 

2000), embora Garred et al. (1999b) não tenham encontrado isso em estudos 

anteriores. Devemos notar que, levando-se em conta todos os alótipos, há ainda 

uma variação considerável (mais de seis vezes) entre indivíduos com genótipos 

idênticos (Steffensen et al., 2000). Isto corrobora a diferença interindividual de 2,5 

vezes observada em camundongos de mesma linhagem (Liu et al., 2001). 

O termo utilizado, como “deficiência de MBL”, originalmente se 

refere à concentração muito baixa de MBL para opsonizar leveduras num ensaio 

funcional. Este nível foi relatado em 5-10% de adultos saudáveis e corresponde 

aos níveis gravimétricos de <0.1µg/mL (Madsen et al., 1994). A deficiência tem 
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sido definida geneticamente como posse de alótipos associados aos baixos níveis 

de MBL. Esta definição aplica-se a aproximadamente, 40% da população e 

corresponde a menos de 0.6 µg/mL (Kilpatrick, 2002). 

A MBL, além de ser uma proteína do sistema imune inato, possui a 

característica de um elemento de resposta inflamatória de fase aguda, 

semelhante a proteína C-reativa que também é uma proteína sintetizada pelas 

células do fígado e que se eleva à medida que o processo inflamatório se torna 

mais intenso (Ezekowitz et al., 1989, Taylor et al., 1989). Em concordância, o 

nível de MBL circulante foi descoberto aumentar de 1,5 a 3 vezes em pacientes 

que passaram por uma cirurgia e em pacientes que sofriam de malária (Thiel et 

al, 1992). Da mesma forma, os níveis de MBL em camundongos, que receberam 

injeção intraperitoneal de Lipopolissacarídeo ou de caseína, mostraram um 

aumento plasmático de mais de 2 vezes (Lui et al., 2001). Em comparação com a 

resposta de fase aguda da proteína C-reativa, o aumento dos níveis de MBL 

detectados em ambos os estudos designa a MBL como reagente fraco de fase 

aguda. Deve ser notado que o aumento da MBL detectada é pequeno, quando 

comparado com a variação de 1000 vezes encontrada entre indivíduos.  

 

1.2.5. Proteínas Associadas à MBL 

A análise inicial da afinidade da MBL purificada, a partir de soro de 

humanos, revelou a presença de uma proteína associada à MBL (referida como 

P100 em camundongos) (Matsushita e Fujita, 1992, Takada et al., 1993). 

Posteriormente, uma outra protease serina associada à MBL, chamada de MASP-
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2, foi isolada (Thiel et al., 1997), assim como uma proteína de menor peso 

molecular (19 kDa) denominada de proteína 19 kDa associada à MBL (Map19) 

(Stover et al., 1999) ou peptídeo menor associado à MBL (sMAP) (Takahashi et 

al., 1999). A complexidade do primeiro componente da via MBL, na ativação do 

complemento, foi salientada posteriormente quando uma terceira protease serina 

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

A estrutura geral das MASP se assemelha a composição do 

domínio catalítico de dois elementos da via clássica do sistema complemento, 

C1r e C1s (Thiel et al., 1997). Os membros da família das MASPs consistem em 

seis domínios: um domínio semelhante aos subcomponentes C1r/C1s do 

complemento, denominado domínio CUB N-terminal (CUB-I), um  domínio tipo 

fator de crescimento epidermal (EGF), seguido de um segundo domínio CUB 

(CUB-II), dois domínios de proteína de controle de complemento (CCP) também 

conhecidos como repetições consenso curtas (SCRs) e um domínio de protease 

de serina C-terminal (Takayama et al., 1994).  

Embora semelhantes na arquitetura do domínio, Endo et al. (1996) 

sugeriram a presença de duas linhagens diferentes de MASP em vertebrados, o 

tipo TCN e o tipo AGY. O primeiro grupo contém aquelas MASP, que possuem o 

sítio de serina ativo codificado por um códon, o TCN (onde N pode ser qualquer 

base nitrogenada), em um domínio de protease de serina codificado por uma de 

cisão de éxon e uma alça de histidina (uma característica estrutural de proteases 

de serina primitivas denotando uma ligação dissulfídrica intra-molecular entre os 

resíduos de cisteína em cada lado do sítio ativo do resíduo de histidina). A MASP-

1 humana pertence ao tipo TCN. O outro grupo tem um sítio ativo de serina 
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codificado por um códon AGY (Y denota os nucleotídeos T ou C), em único éxon 

codificando o domínio de protease de serina e a carência de cisteína envolvida na 

formação da alça de histidina. Este grupo circunda as MASP-2 e -3 humana e 

também a C1r e C1s da via clássica do sistema complemento.  

Inicialmente, foi demonstrado que a MBL purificada (referido como 

fator reativo Ra - RaRF) a partir de soro de camundongos, de ratos, de coelhos e 

do soro humano era capaz de consumir completamente os componentes C4 e C2 

do sistema complemento (Ikeda et al., 1987; Ji et al., 1988). 

Baseado na similaridade estrutural entre o componente C1q do 

complemento e a MBL, foi sugerido que a MBL poderia ligar-se e ativar C1r2C1s2 

da via clássica (Ikeda et al., 1987). Usando diferentes sistemas in vitro, foi 

mostrado que a MBL humana purificada poderia ligar e facilitar a ativação de 

C1r2C1s2 (Lu et al., 1990; Ohta et al., 1990). Entretanto, análises posteriores de 

preparações de MBL de humanos e de camundongos revelaram a presença de 

uma protease serina específica, que necessita de um substrato específico, tal 

como a C1s (Matsushita & Fujita, 1992; Ji et al., 1993). Thiel et al. (2000) ao 

analisarem soro total, estabeleceram que a MBL circulava complexada com suas 

proteases específicas (MASP), enquanto que C1r e C1s encontravam-se 

associados somente à C1q.  

Matsushita & Fujita (1995) mostraram que a MASP humana também 

poderia clivar C3, quando associada à MBL. Com a identificação da MASP-2, foi 

revelado que o C4 é clivado por ação da MASP-2 e não da MASP-1 (prévia 

MASP) (Thiel et al., 1997). Estudos posteriores realizados com MASP-2 humana 

recombinante, expressa em células mamárias, mostraram claramente que MASP-
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2 cliva C4 e C2, deste modo gerando a C3-convertase da via clássica, C4b2a 

(Vorup-Jensen et al., 2000).  

Uma análise utilizando cromatografia, para isolar MASP-1 e MASP-

2 do soro humano, confirmou que a MASP-1 e a MASP-2 clivam C3 e C4, 

respectivamente, tendo sido mais tarde evidenciado que ambas têm a capacidade 

de clivar o componente C2 da cascata do complemento (Matsushita et al., 2000).  

Posteriormente, uma terceira protease de serina associada à MBL 

(MASP-3) foi caracterizada (Dahl et al., 2001). A MASP-3 compartilha o domínio 

de organização com outros membros da família tipo MASP de proteases de 

serina.  A atividade fisiológica da MASP-3 permanece não determinada.   

Quando a MBL foi analisada por Western blot utilizando um 

anticorpo contra um peptídio representando os aminoácidos 19 N-terminal da 

MASP, uma banda de 20 kDa foi detectada (Thiel et al., 1997). Isto foi 

inicialmente interpretado como uma forma truncada da MASP-2. Com a análise 

do gene codificador da MASP-2, tornou-se claro que a banda de 20 kDa, 

observada por Thiel et al. (1997) era uma proteína traduzida a partir de mRNA 

específico. Esta proteína é agora conhecida como Map19 (Stover et al.,1999) ou 

sMAP (Takahashi et al., 1999).  

A MASP-2 e a Map19 são produtos do mesmo gene. Por causa do 

splicing alternativo, os primeiros aminoácidos da MASP-2 e Map19 

(compreendendo o domínio CUB-I e o domínio tipo-EGF) são idênticos. Um éxon 

separado codifica quatro aminoácidos C-terminal ímpares (EQSL) da Map19. Até 

o presente momento, nenhum papel fisiológico da Map19 foi relatado. De acordo 

com resultados, Takahashi et al. (1999) relataram que a Map19/ sMAP é co-
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purificada com a MASP-1 na ausência de cálcio. Em analogia com C1r e C1s, 

onde os domínios CUB-I/EGF N-terminal estão envolvidos na formação cálcio 

dependente do tetrâmero C1r2 e C1s2 e também na interação com C1q, foi 

sugerido que o domínio CUB-I/ EGF do sMAP/Map19 pode  mediar uma possível 

interação cálcio dependente entre MASP-1 e MBL (Takahashi et al., 1999). É 

também sugerido que a Map19 pode ter a função regulatória na via do MBL. 

 

1.2.6 Ativação do Sistema Complemento Mediada pela MBL 

O sistema complemento compreende um grupo de enzimas e de 

proteínas não enzimáticas que são essenciais para a operação da resposta 

imune inata e adaptativa. 

Existem três diferentes vias de ativação do complemento: (i) via 

clássica, iniciada pelo complexo antígeno-anticorpo; (ii) a via alternativa, iniciada 

pela interferência de componentes regulatórios do complemento na estrutura da 

superfície microbiana e (iii) a via da lectina que é mediada pelo ligamento da MBL 

a carboidratos (Gadjeva et al., 2001; Figura 6). 
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Figura 6. Vias de ativação do complemento: (a) via clássica, (b) via MBL e (c) via 

alternativa (Adaptado de Fujita & Matsushita, 2002) 

 

Super et al. (1989) mostraram que a capacidade do soro para 

depósito de componentes C3b e C4b sobre uma superfície coberta de manose 

estava correlacionada com os níveis de MBL na circulação. O defeito de 

opsonização em soro deficiente de MBL foi, subseqüentemente, associado à 

mutação no códon 54 (Sumiya et al.,1991). Lipscombe et al. (1995) mostraram 

que indivíduos homozigotos para as mutações estruturais produziram pequenas 

quantidades de MBL com um peso molecular abaixo da MBL do tipo selvagem. 

Indivíduos heterozigotos produziram primariamente MBL de alto peso molecular 
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mas, também, algumas moléculas de baixo peso molecular. Diversos estudos têm 

indicado que a capacidade da MBL em ativar o sistema complemento é altamente 

dependente da forma oligomérica (Ikeda et al., 1987; Lu et al., 1990; Yokota et al., 

1995). Portanto, a MBL de alto peso molecular com as subunidades formando 

estruturas na forma tetramérica e hexamérica, foi notada ser capaz de ativar o 

complemento, enquanto que a MBL de baixo peso molecular não poderia ativar.   

Quando variantes da MBL com as mutações nos códons 54 e 57 

eram expressas em células COS-1, Kurata et al. (1993) descobriram que as 

proteínas mutantes eram secretadas, em média, em níveis similares ao da MBL 

do tipo selvagem. Entretanto, eles encontraram que a quantidade de formas 

oligoméricas produzidas por células expressando MBL mutante foi 

significativamente inferior àquela expressa por células sem as mutações. Os 

autores observaram que esta distribuição alterada dos oligômeros reduziu, de 

forma significativa, a capacidade de ativação do complemento.  

Super et al. (1992) perceberam que a MBL humana expressando a 

mutação no códon 54 (alótipo B) em uma linhagem celular de hibridoma de 

camundongo, não poderia mediar à ativação do C4 e do C3. Uma explicação 

plausível para este defeito foi a de que as MASPs purificadas não podiam se 

associar a rMBL (recombinante) portadora da mutação no códon 54 (Matsushita 

et al., 1995). Estas observações foram interpretadas como indicadores de que o 

sítio de interação da MASP à MBL pudesse ser mapeado na quinta repetição de 

colágeno (contendo o aminoácido 54) ou que a mutação pudesse romper um sítio 

de interação distal. Desta forma, isto simplesmente refletiria um fracasso na 

formação de oligômeros estáveis, uma vez que foi observado que a variante B 
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(rMBL) produzira oligômeros aos quais eram mais facilmente dissociados do que 

a rMBL tipo selvagem.  

Wallis & Cheng (1999) introduziram as três mutações estruturais, da 

MBL humana em MBL-A de ratos recombinantes. A análise da mutação do códon  

52 (Arg→Cys) revelou que a formação do oligômero foi rompida como resultado 

de pontes dissulfídricas aberrantes, geradas como conseqüência de uma cisteína 

extra. Análises indicam que essa MBL mutante, circula principalmente na forma 

de monômeros de unidade estrutural. Assim, a perda da capacidade de ativação 

do complemento deste mutante ocorre provavelmente devido à falha na formação 

dos oligômeros maiores.  

Quando as mutações nos códons 54 e 57 foram introduzidas em 

MBL-A de ratos recombinantes, a análise GPC revelou apenas uma ligeira 

diminuição nas formas oligoméricas de maior peso molecular e um aumento do 

número das formas oligoméricas de baixo peso molecular. Posteriormente, a 

análise deste material indicou que o padrão de pontes dissulfídricas na região N-

terminal havia sido alterado. Foi especulado que o padrão alterado de pontes 

dissulfídricas, poderia ter rompido o sítio de interação com a MASP, o qual foi 

sugerido estar localizado na região N-terminal rica em cisteína e na primeira 

metade do domínio de colágeno (Wallis & Drickamer, 1999). Estes achados 

corroboram a observação de que a MBL humana com a mutação no códon 54, 

não é capaz de se associar com MASP humana purificada (Matsushita et al., 

1995).   
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Considerando o resultado de outros estudos, as três mutações 

estruturais encontradas na MBL humana levam a uma ativação defeituosa do 

sistema complemento, como conseqüência tanto da distribuição alterada de 

oligômeros, quanto da incapacidade de se associar às proteases serinas, 

incluindo a unidade catalítica do complexo (Petersen et al., 2001). 

 

1.3 A VIA DA MBL E A ASSOCIAÇÃO COM DOENÇAS 

Desde o primeiro trabalho de Super et al. (1989), que mostrou a 

relação entre a ocorrência de infecções recorrentes e os baixos níveis de MBL, 

um grande número de artigos foram publicados a respeito da associação entre a 

deficiência de MBL e o aumento de susceptibilidade a várias infecções, assim 

como às doenças auto-imunes (Turner, 1998; Turner & Hamvas 2000). Foi 

mostrado que 90% dos indivíduos com deficiência de MBL não adquirem 

infecções repetidas. Isto é, provavelmente, devido à redundância do sistema 

complemento. Portanto, especula-se que a manifestação fenotípica da deficiência 

de MBL só é relevante, quando combinada com outra imunodeficiência humoral, 

que pode ser adquirida ou geneticamente determinada. Em defesa desta 

hipótese, Aittoniemi et al. (1998) encontraram que a deficiência de MBL em 

crianças com infecções recorrentes, estava associada à deficiência das 

subclasses de IgG. 

Até o presente momento, a correlação entre a deficiência de MBL e 

a susceptibilidade à infecção tem sido avaliada a partir de um nível arbitrário para 

a deficiência, geralmente caracterizado pelos baixos níveis de MBL detectada 

pelos testes usados. Outros trabalhos avaliam a freqüência dos alelos variante da 
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MBL em estudos de caso controle (Garred et al., 1997c). Entretanto, esta 

aproximação é difícil de ser feita, devido a grande variação do nível de MBL 

encontrado entre indivíduos de genótipos idênticos (Steffensen et al., 2000).   

Em 1995, Garred et al. publicaram os resultados de um estudo em 

228 pacientes com suspeita de imunodeficiência. Quando o perfil genotípico para 

MBL nestes pacientes foi analisado, encontrou-se uma freqüência aumentada de 

indivíduos homozigotos para as mutações estruturais (8.3% em pacientes contra 

0.8% um grupo de controle), não havendo aumento na freqüência de indivíduos 

heterozigotos entre os pacientes quando comparado ao grupo controle.  

Summerfield et al. (1997) compararam o perfil genético para MBL 

em 345 crianças com infecções hospitalares repetidas e em 272 crianças 

consultadas por outras razões. Os resultados demonstraram uma freqüência mais 

elevada de crianças heterozigotas (133/345 contra 60/272) ou homozigotas 

(146/345 contra 64/272) para os alelos mutantes da MBL no grupo de pacientes 

infectados, concluindo que há um aumento significante na susceptibilidade a 

doenças infecciosas em crianças heterozigotas e homozigotas para os alelos 

mutantes da MBL.   

A importância dos mecanismos de defesa mediados pela MBL em 

pacientes com imunodeficiência adquirida, foi recentemente notada, quando foi 

descoberto que a deficiência de MBL estava associada à ocorrência de infecções 

severas após quimioterapia (Peterslund et al., 2001).   

Diversos estudos têm mostrado que a MBL se liga a uma ampla 

variedade de microrganismos (Neth et al., 2000; Bathum et al., 2005), tais como: 
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Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrea, Pseudomonas aeruginosas, 

Staphylococcus áureas, Escherichia coli e entre outros. 

Sendo que alguns microrganismos apresentam substratos ideais 

para ligação da MBL e subseqüente ativação do complemento. Num estudo feito 

por Kuipers et al. 2003, foi identificado que os níveis de fixação da MBL com 

diferentes microrganismos, podem variar desde níveis de forte avidez, como no 

caso da N. meningitidis, passando por níveis de baixa avidez como no exemplo 

da Saccharomyces cerevisae, que necessita de uma grande concentração para 

ativação, até Enterococcus faecalis que não possui qualquer poder de avidez ou 

ativação. 

Devido à alta freqüência de alelos variantes de MBL em diferentes 

populações, foi especulado se a deficiência de MBL poderia conferir algum grau 

de proteção contra certas doenças infecciosas. Quando Garred et al. (1992a) 

analisaram o nível de MBL em 56 africanos do Quênia, descobriram que dez 

indivíduos tinham níveis de MBL abaixo do limite de detecção do teste. Baseado 

nesta elevada freqüência de deficiência de MBL, os autores sugeriram que os 

baixos níveis circulantes de MBL poderiam proteger contra infecções por 

microrganismos intracelulares que exibem ligantes para MBL em sua superfície. 

Em apoio ao efeito protetor de deficiência de MBL, foi observado 

que etíopes infectados com o Mycobacterium leprae tinham um nível 

significativamente mais elevado de MBL do que os controles não infectad(Garred 

et al., 1994). Subseqüentemente, foi demonstrado que indivíduos infectados com 

o Mycobacterium tuberculosis tinham um nível de MBL mais elevado do que os 

controles sadios (Garred et al., 1997b). Outros estudos têm apoiado a hipótese de 
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um possível papel protetor de alguns alelos do gene MBL na infecção por 

microrganismos intracelulares (Bellamy et al., 1998; Hoal-Van Helden et al., 

1999). 

Além da superfície de bactérias, estudos mostram que a MBL liga-

se também a parasitas, tais como: Trypanosoma cruzi (Kahn et al., 1996), 

Schistosoma mansoni (Klabunde et al., 2000). A presença da MBL na superfície 

de um parasita pode permitir a captação celular tanto pela via direta do receptor 

MBL, quanto por receptores para fragmentos do complemento depositados no 

parasita como resultado da ativação do complemento pela via da MBL (Garred et 

al., 1994). 

Kelly et al. (2000) evidenciaram que indivíduos homozigotos para 

mutações estruturais no códon 54 do éxon 1 do gene MBL apresentavam um 

risco aumentado para criptosporidiose, tendo sido encontrada uma associação 

dependente da concentração da MBL com a presença de esporozoítas. O risco 

aumentado de criptosporodiose, na deficiência da MBL, parece incluir os 

pacientes com AIDS. O funcionamento supostamente ocorrer por ativação do 

complemento em esporozoítas, mediada por MBL. 

  Os protozários também estão incluídos na ampla diversidade de 

microrganismo que se ligam a MBL, dentre os muitos, estão: a Leishmania major, 

a Leishmania mexicana e Plasmodium falciparum (Garred et al., 1994). Num 

estudo feito por Klabunde et al., 2002, investigou-se que a interação entre a MBL 

e as proteínas de eritrócitos infectados com o P. falciparum, mostrou que apesar 

da MBL se ligar a estas proteínas, não foi possível inibir o seu crescimento.  
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A manose como um dos principais componentes da parede celular 

dos fungos, promove uma alta avidez da MBL à Candida albicans, Aspergillus 

furmigatus e Cryptococcus neoformaus. Em indivíduos com aspergilose pulmonar 

necrozante crônica, que é uma rara infecção progressiva vista em indivíduos sem 

uma imunodficiência reconhecida, tem se observado uma associação desta 

infecção com a presença do polimorfismo do gene MBL, assim como em 

mutações em genes relacionados a outras colectinas, como as proteínas 

sulfatantes A e D do pulmão (Crosdale et al., 2001).  

Em relação às infecções virais, diversos estudos têm relatado uma 

progressão da hepatite crônica B e C associada à insuficiência da MBL, e um 

aumento na taxa de sobrevivência quando relacionados à pacientes com o 

haplótipo HH da região promotora, particularmente, em estudos envolvendo 

pacientes asiáticos (Sasaki et al., 2000; Hakozaki et al.,2002).  

 

1.4 A AÇÃO DA MBL NA INFECÇÃO PELO HIV-1  

Uma possível correlação entre a infecção pelo HIV-1 e a MBL foi 

objeto de vários estudos. Foi descoberto inicialmente, dentro de um modelo in 

vitro, que a infecção de linfócitos TCD4+ pelo HIV-1 poderia ser inibida 

parcialmente (25%) por concentração fisiológica da MBL (1µg/mL), enquanto que 

100% de inibição foi vista em concentrações de 50 µg/mL (Ezekowitz et al., 

1989). Utilizando um ensaio em placa, estes autores mostraram que a 

glicoproteína do envelope do HIV-1, a gp120, contém em sua estrutura 

oligossacarídeos com elevada concentração de manose, que interagem com a 

MBL. Esta interação foi confirmada por Haurum et al. (1993) que também 
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mostraram que o sistema complemento podia ser ativado pela ligação da gp110 

(HIV-2) e da gp120 (HIV-1) à MBL. As implicações deste achado são duas: (i) a 

deposição do complemento na superfície do HIV poderia promover a eliminação 

do vírus, mas por outro lado, poderia mediar também, (ii) uma adsorção do vírus, 

independente de CD4, em células que expressam receptores de complemento.   

Durante brotamento, partículas do HIV-1 atravessam a membrana 

da célula e recebem em sua superfície não somente as gp120 e gp41, mas 

também, inúmeras proteínas da célula hospedeira como o Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (MHC) de classe I e o MHC de classe II e moléculas de 

adesão (Fortir et al., 1998). Muitas dessas proteínas derivadas da célula 

hospedeira são glicosiladas contendo elevada concentração de glicanos de 

manose que promovem uma dificuldade a mais no reconhecimento e na resposta 

de anticorpos, por outro lado fornecem potentes sítios de ataque através do 

sistema imune inato com a lectina do tipo C (MBL) (Hart et al., 2002). A gp120 por 

ser altamente glicosilada, com aproximadamente 50% da massa molecular 

composta de carboidratos, possui inúmeros terminais de ligação de manose, nos 

quais são preservados os sítios de glicosilação em diferentes cepas de HIV-1 

isoladas, mesmo sendo uma região hipervariável como certas regiões da gp120 

(Ji et al., 2005). 

Existem várias evidências da inibição dos glicanos ligados a gp120 

na resposta imune adaptativa ao HIV-1. Recentemente, um estudo por Wei et al. 

(2003) mostrou que em pacientes infectados com o HIV-1, os anticorpos capazes 

de neutralizar o vírus surgem, mas o HIV-1 rapidamente evolui para escapar da 

neutralização, primariamente pela mutação dos sítios ligados à glicosilação. 
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Estudos com modelos de macacos infectados com o HIV-1 apóiam a idéia de que 

glicanos são importantes no escape do vírus à neutralização por anticorpos 

(Reitter et al.,1998). 

Num estudo feito por Hart et al. (2002), a remoção da alta 

concentração de manose da gp120 recombinante (rgp120) através da 

endoglicosidase H (eH) ou endoglicosidase F (eF1) aboliu completamente a 

ligação da MBL, enquanto que houve um aumento desta ligação com tratamento 

da neuraminidase (NA), que é responsável pela remoção dos terminais de ácido 

siálico das cadeias de carboidrato presentes na gp120. Foi sugerido, que a 

presença dos resíduos terminais de ligação do α 2-3,6,8 do ácido siálico 

bloqueariam a ligação do complexo glicano ao HIV-1 e que removendo estes 

resíduos, novos sítios de ligação seriam reconhecidos pela MBL, permitindo uma 

avidez de ligação maior por meio dos múltiplos domínios de reconhecimento de 

carboidratos. 

Duas outras proteínas solúveis, a lectina derivada da 

Cyanobacterium, a cyanovirin, e o anticorpo monoclonal humano 2G12, têm sido 

descritas como ligantes aos tipos de glicanos de manose presentes na gp120 do 

HIV-1 (Bewley & Otero, 2001, Scalan et al., 2002). Estudos de sítios de ligação na 

gp120 do HIV-1 com a MBL, cyanovirin e 2G12, apontam a uma aparente 

discrepância: todos os três se ligam aos glicanos de manoses da gp120, mas 

somente a MBL não consegue neutralizar o HIV-1. Isto pode ser explicado pela 

diferença entre a cyanovirin e a MBL, na afinidade e avidez de interação com os 

sítios de ligação do HIV-1. Ao contrário da MBL, ambos, 2G12 e cyanovirin 
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contêm apenas dois sítios de ligação que se conectam à gp120 com uma alta 

afinidade, diferente da molécula de MBL que apresenta vários sítios de ligação 

com baixa afinidade (Chang & Bewley, 2002, Ying et al. 2004). 

A possível explicação para ligação da MBL ao HIV-1, mas sem 

neutralização, é que a MBL se liga a múltiplos sítios em múltiplas moléculas de 

gp120 ou mesmo em vários trímeros de gp120 com avidez suficiente para 

permanecer associado ao vírus durante a opsonização ou captura do vírus. 

Entretanto, quando o vírus entra em contato com a célula alvo, a ligação da MBL, 

por ser de baixa afinidade é incapaz de bloquear, efetivamente, a interação da 

gp120 com a molécula CD4+. Isso significa que a MBL pode ligar-se ao sítio de 

ligação da gp120 sem obscurecer o sítio de ligação de CD4+ ou interferir com as 

mudanças conformacionais que ocorrem na interação da gp120 com os 

receptores de quimiocina (Ji et al. 2005). 

 Um recente estudo por Poignard et al. (2003) sugeriu uma outra 

possível explicação para ligação e opsonização, mas ineficiente neutralização da 

MBL. Este estudo indica que na superfície do HIV-1 existem duas formas da 

gp120. Uma forma é relativamente acessível a anticorpos, mas não é funcional, 

enquanto a outra forma é menos acessível e funcional durante a infecção. 

Portanto, é possível que a MBL se ligue à forma não funcional da gp120 do vírus. 

Quando Nielsen et al. (1995) determinaram o nível de MBL 

circulante em 80 indivíduos infectados pelo HIV, em 10% dos pacientes (8/80) foi 

detectado baixos níveis de MBL - abaixo do limite de detecção do teste - com 

uma freqüência significativamente maior que no grupo controle (3/123; 2,4%). 

Nenhuma correlação foi vista entre o nível de MBL e o tempo de detecção de 
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anticorpos anti-HIV e o desenvolvimento da AIDS ou o diagnóstico da AIDS por 

ocorrência de morte. Esta conclusão foi reforçada em um estudo posterior tanto 

na avaliação do perfil genotípico quanto nos níveis de MBL em pacientes HIV-1 

soropositivos (McBride et al., 1998). Um aumento na freqüência da deficiência 

dos níveis de MBL em pacientes HIV-1 soropositivos, também foi encontrado em 

africanos sub-Saarianos (Garred et al., 1997b) e em húngaros (Prohaszka et al., 

1997). Outros estudos não detectaram qualquer aumento significativo da 

deficiência por MBL em indivíduos infectados pelo HIV-1 (Senaldi et al., 1999).   

Em contraste aos resultados de Nielsen et al. (1995), outras 

publicações concluíram que os indivíduos infectados pelo HIV-1, com baixos 

níveis de MBL, têm um tempo de sobrevivência significativamente reduzido após 

do diagnóstico de AIDS (Garred et al., 1997a) ou que o tempo compreendido 

entre a soroconversão e o desenvolvimento da AIDS e a morte era ligeiramente 

aumentada (Maas et al.,1998; Amoroso et al., 1999).     

Em outro estudo, Garred et al., (1997a) determinaram os genótipos 

para MBL em 96 homens infectados pelo HIV-1, sendo encontrado 8% (8/96) 

homozigotos para os alelos mutantes da MBL (denominados genericamente de 

MBL*O), sendo esse valor significativamente mais elevado do que os observados 

para o grupo controle. Segundo estes autores, não é possível concluir se a 

presença dos alelos mutantes pode refletir numa susceptibilidade aumentada à 

infecção pelo HIV ou à predisposição a infecção como conseqüência de outras 

infecções.  

  Por causa da aparente reatividade universal com as cepas do HIV, 

a MBL representa claramente um importante mecanismo para o reconhecimento 
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do HIV pelo sistema imune. Entretanto, a influência da MBL na susceptibilidade à 

infecção pelo HIV-1, na progressão da infecção e no desenvolvimento da 

síndrome ainda permanece controverso, havendo a necessidade de novos 

estudos envolvendo o controle de variáveis laboratoriais de indicação do estágio 

de progressão clínica dos pacientes soropositivos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5. OBJETIVOS 

1.5.1 Objetivo Geral 

Investigar a associação entre os polimorfismos na região promotora 
do gene MBL e a infecção pelo Vírus da imunodeficiência humana 1 (HIV-1) e a 
progressão à SIDA/AIDS. 

 

1.5.2 Objetivos Específicos 

i) Descrever a freqüência dos haplótipos na região promotora     (-
550 e -221) do gene MBL na população de pacientes infectados pelo HIV-1; 
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ii) Descrever a freqüência dos haplótipos na região promotora    (-
550 e -221) do gene MBL em uma população controle de indivíduos não portadores 
da infecção pelo HIV-1; 

iii) Investigar possíveis associações entre a freqüência dos haplótipos 
da região promotora do gene MBL e os valores de contagem de linfócitos TCD4+ e 
os valores de carga viral plasmática em pacientes portadores do HIV-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. CARACTERIZAÇÃO E COLETA DA AMOSTRA 

2.1.1 Pacientes HIV-1 Soropositivos 

No presente trabalho foi avaliado o perfil genético de 127 pacientes 
(88 homens, 39 mulheres) soropositivos para o HIV-1 da população metropolitana 
da cidade de Belém, cujas amostras de sangue foram coletadas no ano de 2001, 
com um período de cinco meses, entre a primeira e a segunda coleta, por meio de 
um sistema de coleta a vácuo, em tubos contendo EDTA como anticoagulante, na 
Unidade de Referência Especializada de Doenças Infecciosas e Parasitárias 
Especiais (URE-DIPE).    Em seguida as amostras encaminhadas ao 
Laboratório de Virologia do Centro de Ciências Biológicas da Universidade 
Federal do Pará, para a realização dos testes de Contagem de Células T 
CD4+/CD8+ e de Carga Viral Plasmática, como parte integrante da Rede Nacional 
de Contagem de Células CD4+/CD8+ e da Rede Nacional de Carga Viral 
Plasmática, do Ministério da Saúde. As amostras de plasma e de leucócitos 
(PBMC) foram separadas e congeladas à -20°C até o momento do uso.  

  Os soros dos indivíduos componentes do grupo paciente tiveram suas 
amostras previamente testadas na URE-DIPE, para a presença de anticorpos anti-
HIV-1, por meio de um ensaio imunoenzimático (Ortho Dianóstico System Inc., 

USA) e confirmadas pelo método de biologia molecular Western blot. 

Todos os pacientes estavam submetidos ao tratamento anti-
retroviral desde a primeira coleta, fornecido pela URE-DIPE e após serem 
informados sobre o projeto, assinaram um termo de consentimento (anexo).  

 

2.1.2 Pacientes Controles Soronegativos para HIV-1 
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No presente estudo, foi utilizado como grupo controle amostras de 
sangue de 97 indivíduos residentes na cidade de Belém (21 homens, 76 mulheres), 
soronegativos para HIV-1, procedentes do Laboratório de Análises Clínicas da 
Universidade Federal do Pará, onde foram coletadas e posteriormente 
armazenadas à -20°C no Laboratório de Virologia do Centro de Ciências 
Biológicas da Universidade Federal do Pará.  

 

2.2 MÉTODOS SOROLÓGICOS 

2.2.1 Sorologia 

  Os soros dos indivíduos componentes do grupo controle foram testados 
para a presença de anticorpos anti-HIV-1, usando um ensaio imunoenzimático 
(Ortho Dianóstico System Inc., USA) para confirmação da soronegatividade dos 
pacientes controles. 

   

2.3 QUANTIFICAÇÃO DA CARGA VIRAL PLASMÁTICA 

  A carga viral plasmática nos pacientes soropositivos para o HIV-1 foi 
determinada pelo método Nasba, utilizando o equipamento de leitura Nuclisens e o 
kit de diagnóstico NuclisensTM Nasba (Organon Teknika, Boxtel, Netherland). 

2.4 CITOMETRIA 

2.4.1 Quantificação de Linfócitos T CD4+ 

  As amostras de sangue dos pacientes soropositivos para o HIV-1 foram 
processadas dentro de 4 horas após a coleta e a contagem de células T  CD4+ foi 
determinada por Citometria de Fluxo (FacsCount, Becton & Dickinson, USA) 
usando o kit de imunomonitoramento da FacsCountTM Reagents de acordo com o 
protocolo padrão recomendado pelo fabricante (Becton Dickinson, USA). 

 

2.5 MÉTODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR 

2.5.1 Extração do DNA 

Foi utilizado o método de extração de DNA total a partir de sangue 

total, de acordo com o protocolo do kit de isolamento de ácido nucléico da 

Puregene, Gentra Systems, Inc., USA. O procedimento seguiu as etapas de lise 

celular, de precipitação de proteínas, de precipitação do DNA e de hidratação do 

DNA. 
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2.5.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

A Reação em Cadeia da Polimerase utilizando iniciadores alelo-

específicos (SSP-PCR) foi utilizada para a amplificação de três fragmentos 

da região promotora do gene codificador da MBL (316pb [H-550]/[L-550], 

440pb [X-221] e 443pb [Y-221]), a partir do DNA de indivíduos soropositivos 

para o HIV-1 e de indivíduos controles soronegativos, seguindo protocolo 

estabelecido por Steffensen et al. (2000). As amplificações foram realizadas 

no equipamento termo-ciclador da Perkin-Elmer Cetus Corp., Norwalk CT. 

 

2.5.2.1 Região Promotora -550 (H/L) 

A reação de amplificação foi realizada, em um volume de 50 µL 

contendo 500 ng de DNA extraído, 225 µM de cada dNTP, 5 µM de cada 

iniciador, KCl 50 mM, MgCl2 2,5 mM, Tris-HCl pH 8,3 10 mM e 0,5 U de Taq 

polimerase. O par de iniciadores alelo-específico utilizado para amplificação do 

alelo H (-550) foi: (H-s) e (H/L-as), enquanto que o par de iniciadores usado na 

identificação do alelo L (-550) foi: (L-s) e (H/L-as) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Par de iniciadores alelo-específico utilizado para amplificação do alelo 

H (-550) e do alelo L (-550) (Steffensen et al., 2000). 

Iniciadores alelo-específico  Seqüência especifica dos iniciadores 

(H/L-as)  5'-AACAAATGGGACCGTGCATTGC-3' 

(H-s) 5'-GCTTACCCAGGAAGCCTGTG-3' 
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(L-s) 5'-GCTTACCCAGGAAGCCTGTC-3' 

Em cada reação de amplificação, após a desnaturação inicial a 

95°C por 5 minutos, foram efetuados 30 ciclos de: 30 segundos à 94°C, 30 

segundos à 59°C e 45 segundos à 72°C.  

 

2.5.2.2 Região Promotora -221 (X/Y) 

A reação de amplificação foi realizada, em um volume de 50 µL 

contendo 500 ng de DNA extraído, 225 µM de cada dNTP, 20 µM de cada 

iniciador, KCl 50 mM, MgCl2 2,5 mM, Tris-HCl pH 8,3 10 mM e 0,5 U de Taq 

polimerase. O par de iniciadores alelo-específico utilizado para amplificação do 

alelo X (-221) foi: (Seq-s) e (X-as), enquanto que o par de iniciadores usado na 

identificação do alelo Y (-221) foi: (Seq-s) e (y-as) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Par de iniciadores alelo-específico utilizado para amplificação do alelo X 

(-221) e do alelo Y (-221) (Steffensen et al., 2000). 

Iniciadores alelo-específico  Seqüência especifica dos iniciadores 

(Seq-s) 5'-CCTGCCAGAAAGTAGAGAGG-3' 

(Y-as) 5'-CTGGAAGACTATAAACATGCTTTCC-3' 

(X-as) 5'-GGAAGACTATAAACATGTTTCG-3'  

 

Em cada reação de amplificação, após a desnaturação inicial a 

95°C por 5 minutos, foram efetuados 35 ciclos de: 30 segundos à 95°C, 30 

segundos à 59°C e 45 segundos à 72°C.  
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Em caso de haver a amplificação de todos os alelos (H,L,X,Y), foi 

efetuada a amplificação com os iniciadores Y-as (-221) e L-s (-550) ou Y-as (-

221) e H-s (-550) para a determinação da configuração estrutural cis/trans  do 

haplótipo pesquisado (Tabela 3). 

 

 

 

 

 

Tabela 3 – Par de iniciadores alelo-específico para deteminação do haplótipo em 

cis/trans. 

Iniciadores alelo-específico  Haplótipo 

Y-as (-221) e L-s (-550) LY e HX 

Y-as (-221) e H-s (-550) HY e LX 

 

2.5.3 Eletroforese  

Os produtos da amplificação foram visualizados após eletroforese 

(100 V/45 minutos) em gel de agarose a 2%, em tampão TAE 1x (TAE 40x 

estoque - TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na2 40 mM/1000 mL 

água deionizada), contendo 5 µL de brometo de etídio (10mg/mL), mediante a 

utilização de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.  

 

2.6 MÉTODOS ESTATÍSTICOS 



 54 

O cálculo das freqüências dos alelos, haplótipos e genótipos da 
região promotora do gene MBL entre os grupos controle e de pacientes HIV-1 
soropositivos foi efetuado por meio de contagem direta. 

A comparação das freqüências alélicas, haplotípicas e genotípicas 
entre os grupos de pacientes e de controle foi efetuados por meio do teste de qui-
quadrado (χχχχ2) utilizando o programa BioEstat 3.0v (Ayres et al., 2003) e o cálculo 
do equilíbrio de Hardy-Weinberg pelo programa Tool for Population Genetic 

Analyses (TFPGA) 1.3v (Miller, 1999). 

A avaliação da possível associação entre a freqüência dos haplótipos 
e genótipos da região promotora do gene MBL e os parâmetros laboratoriais 
(contagem de células T CD4+ e a contagem de carga viral plasmática), foi efetuada 
usando os testes t Student e ANOVA, por meio do programa BioEstat 3.0v (Ayres, 
et al., 2003). 
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3. RESULTADOS 

 

  A análise das freqüências alélicas na posição -550 da região 

promotora do gene MBL indicou uma maior prevalência da variante alélica L, tanto 

em indivíduos soronegativos, quanto naqueles soropositivos para o HIV-1, com 

freqüência de 0,615 e de 0,634, respectivamente. A freqüência do alelo H foi de 

0,385 em indivíduos soronegativos e de 0,366 em soropositivos. As diferenças nas 

freqüências alélicas não mostraram ser estatisticamente significativas (χ2 =1,461; 

p = 0,2682; Tabela 4).      

Na posição -221, o alelo Y apresentou-se como o mais freqüente, em 

ambas as populações. Nos controles soronegativos, sua freqüência foi de 0,844 e 

nos soropositivos foi de 0,858. Uma baixa prevalência da mutação X foi 

encontrada em, tanto em pacientes sadios como em pacientes infectados, com 

freqüência de 0,156 e de 0,142, respectivamente. As distribuições das freqüências 

alélicas não mostraram diferenças estatisticamente significativas (χ2 =0,183; p = 

0,7696; Tabela 4).      
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Tabela 4 - Freqüência alélica nos grupos controles e de pacientes infectados pelo 

HIV-1. 

Locus Alelos Controle 

(n = 192) 

Freqüência Pacientes 

HIV-1 

(n=254) 

Freqüência χχχχ2 p 

H 74 0,385 93 0,366 -550 

L 118 0,615 161 0,634 

 

1,161 

 

0,268 

X 30 0,156 36 0,142 -221 

Y 162 0,844 218 0,858 

 

0,183 

 

0,769 

n = número de cromossomos analisados 

 

 O haplótipo LY foi o mais comum, tanto entre os controles, com uma 

freqüência de 0,484, quanto entre os pacientes, com freqüência de 0,531, seguido 

dos haplótipos HY (0,360 nos controles e 0,327 nos pacientes) e LX (0,130 nos 

controles e 0,102 nos pacientes). O haplótipo HX foi o de menor freqüência nas 

duas populações. No grupo controle, apresentou-se com uma freqüência de 0,026, 

enquanto que no grupo paciente foi de 0,040. As diferenças nas freqüências 

haplotípicas observadas nos grupos populacionais não foram estatisticamente 

significativas (χ2 = 2,135; p = 0,5449; Tabela 5). 

      

 



 57 

 

 

 

Tabela 5 - Freqüência haplotípica nos grupos controle e de pacientes infectados 

pelo HIV-1. 

Haplótipos Controle 

n 

Freqüência Pacientes HIV-1 

n 

Freqüência 

HY 69 0,360 83 0,327 

LY 93 0,484 135 0,531 

LX 25 0,130 26 0,102 

HX 5 0,026 10 0,040 

Total 192 1,000 254 1,000 

χ2 = 2,135; p = 0,5449; n = número de cromossomos analisados. 

 

Em relação as possíveis combinações genotípicas entre os 

haplótipos, foi encontrado um total de nove genótipos, com freqüência que variam 

de 0,010 (LX/HX) a 0,323 (HY/LY) no grupo controle e de 0,008 (LX/HX) a 0,307 

(LY/LY) no grupo de pacientes portadores da infecção pelo HIV-1. O genótipo 

HY/LX foi mais freqüente entre o grupo controle (0,115) do que nos pacientes 

infectados pelo HIV-1 (0,031). As diferenças nas freqüências genotípicas não 

foram estatisticamente significativas (χ2 = 8,676; p = 0,3703; Tabela 6). 

A estimativa do equilíbrio de Hardy-Weinberg a partir dos desvios 

entre as proporções genotípicas observadas e as esperadas, não foi 

estatisticamente significativa em ambos os loci (-550 e -221) na população 
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controle (p= 0,8336 e p= 0,6943). Entretanto, verificou-se que a população de 

infectados não se encontrava em equilíbrio de Hardy-Weinberg, visto que as 

freqüências genotípicas esperadas diferiam significativamente das observadas 

apenas no locus -550 (p= 0,0078), evidenciada por um decréscimo na freqüência 

de indivíduos heterozigotos em detrimento de um aumento na freqüência de 

indivíduos homozigotos para a variante L. No locus -221 as diferenças nas 

freqüências genotípicas não foram estatisticamente significativas (p= 0,7148). 

 

Tabela 6 - Freqüência genotípica nos grupos controle e de pacientes infectados 

pelo HIV-1. 

Genótipos Controle 

n 

Freqüência Pacientes HIV-1 

n 

Freqüência 

HY HY 13 0,136 20 0,157 

HY LY 31 0,323 35 0,276 

HY LX 11 0,115 4 0,031 

HY HX 1 0,010 4 0,031 

LY LY 25 0,260 39 0,307 

LY LX 9 0,094 17 0,134 

LY HX 3 0,031 5 0,040 

LX LX 2 0,021 2 0,016 

LX HX 1 0,010 1 0,008 

Total 96 1,000 127 1,000 

χ2 = 8,676; p = 0,3703; n = número de indivíduos analisados. 
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  A relação entre o número médio de linfócitos T CD4+ e os haplótipos 

da região promotora do gene MBL, encontrados na população de pacientes 

infectados pelo HIV-1, está descrita na Tabela 7. Durante a primeira contagem de 

linfócitos T CD4+, a comparação dos pacientes portadores do haplótipo HY, em 

homo ou em heterozigose (média de 405,0 células/mL) e dos portadores dos 

haplótipos LY, LX e HX (média de 289,18 células/mL) mostrou diferenças 

altamente significativas (p=0,0045). Cinco meses depois, numa segunda 

contagem, a comparação dos resultados da contagem nos portadores do HY 

(média de 444,27 células/mL) e dos demais haplótipos (média de 325,45 

células/mL) mostrou, também, uma diferença significativa (p=0,0342).  

 

Tabela 7 - Média de linfócitos T CD4+ em pacientes soropositivos (HIV-1) 

portadores e não portadores do haplótipo HY. 

     Teste t Student 

Linfócitos T CD4+ HYm s ∗∗∗∗m s t p 

1ª contagem 405,0 

(n=64) 

218,53 
 

289,18 

(n=43) 

175,66 2,9009 0,0045 

2ª contagem 444,27 

(n=37) 

254,01 325,45 

(n=31) 

186,14 
 

2,1620 0,0342 

∗ = LY, LX e HX; n = número de indivíduos analisados; m = valores em média 

aritmética. 

 

  A contagem do número de linfócitos T CD4+ nos pacientes 

portadores do haplótipos HY em homozigose, em heterozigose e das demais 
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combinações haplotípicas, está descrita na Tabela 8 e na Figura 7. Durante a 

primeira contagem dos linfócitos T CD4+, a comparação dos valores obtidos dos 

pacientes portadores do genótipo HY/HY (média de 414,0 células/mL) com 

aqueles apresentando os demais genótipos, sem a presença do haplótipos HY 

(média de 289,1 células/mL) mostrou uma diferença significativa (p<0,05). Da 

mesma forma, a comparação entre pacientes portadores do haplótipo HY em 

heterozigose (média de 392,2 células/mL) com os demais genótipos sem a 

presença do haplótipos HY, demonstrou diferenças estatisticamente significativas 

(p<0,05). 

Na segunda contagem, continuou havendo uma diferença 

significativa (p<0,05) entre os valores dos linfócitos nos pacientes portadores do 

genótipo HY/HY (média de 566,6 células/mL) quando comparado aos valores 

obtidos dos pacientes apresentando os demais genótipos, sem a presença do 

haplótipos HY (média de 325,4 células/mL). Da mesma forma, foi observada uma 

diferença significativa (p<0,05) das médias de linfócitos T CD4+ entre os pacientes 

portadores do genótipo HY/HY (média de 566,6 células/mL) e aqueles 

apresentando o haplótipo HY em heterozigose (média de 404,9 células/mL). 
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Tabela 8 - Média de linfócitos T CD4+ em pacientes soropositivos (HIV-1) 

portadores do haplótipo HY em homozigose, em heterozigose e em não 

portadores do haplótipo HY. 

       ANOVA 

Avaliação HY/HYm s HY/∗∗∗∗m s ∗∗∗∗/∗∗∗∗m s F p 

1ª contagem 414,0 

(n=14) 

215,0 
 

392,2 

(n=30) 

231,5 
 

289,1 

(n=43) 

175,6 3,255 0,042 

HY/HY vs. HY/∗∗∗∗m -  -  -   > 0.05 

HY/HY vs. ∗∗∗∗/∗∗∗∗m -  -  -   < 0.05 

HY/∗∗∗∗m
 vs. ∗∗∗∗/∗∗∗∗m -  -  -   < 0.05 

         
2ª contagem 566,6 

(n=9) 

307,5 
 

404,9 

(n=28) 

226,7 
 

325,4 

(n=31) 

186,1 
 

4,249 0,018 

HY/HY vs. HY/∗∗∗∗m -  -  -   < 0.05 

HY/HY vs. ∗∗∗∗/∗∗∗∗m -  -  -   < 0.05 

HY/∗∗∗∗m vs. ∗∗∗∗/∗∗∗∗m -  -  -   > 0.05 

∗ = LY, LX e HX; n = número de indivíduos analisados; m = valores em média 

aritmética. 
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Figura 7 - Análise das médias de Linfócitos T CD4+ em pacientes soropositivos 

(HIV-1) portadores do haplótipo HY em homozigose, em heterozigose e em não 

portadores do haplótipo HY (∗ = LY, LX e HX). 
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  Pacientes portadores do haplótipo HY tiveram um aumento 

significativo (p<0,01) na média de linfócitos T CD4+ da primeira (405,0 células/mL) 

para a segunda (449,9 células/mL) contagem. Por outro lado, os pacientes 

portadores dos haplótipos LY, LX e HX não apresentaram uma evolução 

significativa na média de linfócitos T CD4+ (Tabela 9). 

 

Tabela 9 - Evolução da média de linfócitos T CD4+ em pacientes soropositivos 

(HIV-1) portadores e não portadores do haplótipo HY. 

     ANOVA 

Haplótipo 1ª contagemm s 2ª contagemm s F p 

HY (n=36) 405,0 218,53 
 

449,9 254,01 4,8556 0,0000 

∗ (n=30) 300,8 175,66 316,9 186,14 
 

0,2420 0,9997 

∗ = LY, LX e HX; n = número de indivíduos analisados; m = valores em média 

aritmética. 

 

  A quantificação da carga viral plasmática mostrou, em uma 

primeira avaliação, uma ligeira diferença entre valores obtidos de 

pacientes portadores do haplótipo HY (32.112,6 cópias de RNA 

viral/mL; log 3,15), quando comparado ao encontrado nos portadores dos 

haplótipos LY, LX e HX (76.962,7 cópias de RNA viral/mL; log 3,516). 
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Da mesma forma, as diferenças foram observadas na segunda avaliação, 

com médias de 11.543,4 cópias de RNA viral/mL e de 28.610,2 cópias 

de RNA viral/mL, respectivamente. Essas diferenças não foram 

estatisticamente significantes em nível de 5% (Tabela 10).   

Tabela 10 - Média da carga viral plasmática em pacientes soropositivos (HIV-1) 

portadores e não portadores do haplótipo HY (dados em logaritmo decimal). 

     Teste t Student 

Carga Viral HYm  s ∗∗∗∗m s t p 

1ª Avaliação 3,150 (n=41) 1,745 3,516 (n=33) 1,533 -1,2153 0,2281 

2ª Avaliação 2,852 (n=38) 1,103 3,114 (n=28) 1,126 -0,9473 0,3470 

∗ = LY, LX e HX; n = número de indivíduos analisados; m = valores em média 

aritmética. 

 

A relação entre a quantificação da carga viral plasmática e os haplótipos HY em 
homozigose, em heterozigose e as demais combinações haplotípicas, encontradas na 
população de pacientes infectados pelo HIV-1 investigada, está descrita na Tabela 
11 e na Figura 8.  

Na primeira contagem dos níveis virais plasmáticos, a comparação entre os 
genótipos dos pacientes portadores do haplótipo HY em homozigose (28.358,4 
cópias de RNA viral/mL; log 3,024), em heterozigose (33.855,7 de cópias de RNA 
viral/mL; log 3,209) e dos demais genótipos sem a presença do haplótipos HY 
(76.962,7 de cópias de RNA viral/mL; log 3,516), não mostrou uma diferença 
estatisticamente significativa. Entretanto, houve uma tendência quantitativa nos 
valores da carga viral plasmática, em baixos, médios e altos níveis de cópias de 
RNA viral/mL de acordo com a presença do haplótipo HY, como mostrado na 
Figura 8. Da mesma forma, na segunda avaliação, a mesma ordem dos níveis foi 
observada, com uma pequena diminuição nos valores das médias de cópias de RNA 
viral/mL em todos os genótipos. 
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Tabela 11 - Média da carga viral plasmática em pacientes soropositivos (HIV-1) 

portadores do haplótipo HY em homozigose, em heterozigose e em não 

portadores do haplótipo HY (dados em logaritmo decimal). 

       ANOVA 

Avaliação HY/HYm s HY/∗∗∗∗m s ∗∗∗∗/∗∗∗∗m s F p 

1ª contagem 3,024  

(n=13) 

1,12 3,209  

(n=28) 

1,17 3,516  

(n=33) 

1,53 0,596  0,558 

HY/HY vs HY/∗∗∗∗m -  -  -   > 0.05 

HY/HY vs. ∗∗∗∗/∗∗∗∗m -  -  -   > 0.05 

HY/∗∗∗∗m vs. ∗∗∗∗/∗∗∗∗m -  -  -   > 0.05 

         
2ª contagem 2,493  

(n=10) 

0,91 2,980  

(n=28) 

1,52 3,114 

(n=28) 

1,12 1,160 0,320 

HY/HY vs. HY/∗∗∗∗m -  -  -   > 0.05 

HY/HY vs. ∗∗∗∗/∗∗∗∗m -  -  -   > 0.05 

HY/∗∗∗∗m vs. ∗∗∗∗/∗∗∗∗m -  -  -   > 0.05 

n = número de indivíduos analisados; m = valores em média aritmética. 
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Figura 8 - Análise das médias de Carga Viral Plasmática em pacientes 

soropositivos (HIV-1) portadores do haplótipo HY em homozigose, em 

heterozigose e em não portadores do haplótipo HY (∗ = LY, LX e HX). 

 

 

 

 

 

 

  Os pacientes soropositivos para o HIV-1 que apresentaram o 

haplótipo promotor HY reduziram de forma altamente significativa (p<0,001) a 

média de carga viral plasmática de 27.482,7 (log 3,154) para 12.085,2 (log2,904) 
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cópias de RNA viral/mL. Por sua vez, o grupo de pacientes portadores dos demais 

haplótipos reduziu, de forma não significativa, a média de carga viral plasmática 

de 34.516 (log 3,346) para 29.615,6 (log 3,108) cópias de RNA viral/mL (Tabela 

12). 

Tabela 12 - Evolução da média da carga viral plasmática em pacientes 

soropositivos (HIV-1) portadores e não portadores do haplótipo HY (dados em 

logaritmo decimal).  

     ANOVA 

Haplótipo 1ª contagemm s 2ª contagemm s F p 

HY (n=36) 3,154 1,745 2,904 1,103 2,3827 0,0062 

∗ (n=26) 3,346 1,533 3,108 1,126 0,8342 0,6734 

∗∗∗∗ = LY, LX e HX; m = valores em média aritmética. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. DISCUSSÃO 
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A distribuição das formas alélicas da região promotora do gene MBL 

(nas posições -550 e -221) observadas no presente estudo em pacientes 

portadores da infecção pelo HIV-1 e no grupo controle, apresentaram-se de acordo 

com o padrão das freqüências relatadas em outros estudos, como o de Stefensen 

et al. (2000) em uma população de doadores de sangue dinamarqueses, onde os 

alelos H, L, Y e X apresentaram-se com freqüências de 0,370, 0,630, 0,850 e 

0,195, respectivamente. Da mesma forma, freqüências similares (H=0,340, 

L=0,660, Y=0,780 e X=0,220) foram apresentadas por Michington et al. (2002) em 

uma população de doadores de sangue australianos, e por Hakozaki et al. (2002) 

em populações controle (H=0,495, L=0,505, Y=0,851 e X=0,149) e de portadores 

da infecção pelo HBV, no Japão (H=0,561, L=0,439, Y=0,842 e X=0,125). Isto 

reflete uma convergência comum dos haplótipos de diversas populações, mesmo 

sendo de pontos geográficos bem distintos. 

  Entretanto, uma ligeira diferença foi observada na posição -550 da 

região promotora do gene MBL, o que ocasionou a uma pequena diferença no 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg entre o observado e o esperado. Isto foi 

evidenciado, pela alta freqüência do alelo L na população paciente, o que de certa 

forma suscitaria a uma predisposição à infecção pelo HIV. Entretanto, segundo 

Kilpatrick (2002b) a ocorrência de alelos mutantes do gene MBL é comum em 

várias populações, e de forma diferenciada, podem ser considerada uma 

evidência de uma espécie de vantagem seletiva para o estado heterozigoto de 

acordo com a população investigada. Uma possibilidade para a ocorrência de 

variantes alélicas em elevada freqüência, poderia ser relacionada ao benefício da 



 69 

presença destas mutações contra parasitas endêmicos que se utilizariam da via 

da lectina para infectar as células dos hospedeiros. 

  Resultados obtidos por Nielsen et al. (1995) e Pastinin et al. (1998) 

indicaram que baixos níveis séricos da MBL são significativamente mais 

freqüentes entre pacientes soropositivos para o HIV-1, quando comparados ao 

grupo controle. Contudo, nenhuma correlação foi vista entre o nível de MBL e o 

tempo de detecção de anticorpos anti-HIV e o desenvolvimento da AIDS ou o 

diagnóstico da AIDS por ocorrência de morte (Nielsen et al.,1995). Esta conclusão 

foi reforçada em um estudo posterior após a avaliação do perfil genotípico e dos 

níveis de MBL em pacientes portadores do HIV-1 (McBride et al., 1998).  

Um aumento na freqüência da deficiência dos níveis de MBL em 

pacientes HIV-1 soropositivos, também foi encontrado em africanos sub-

Saarianos (Garred et al., 1997b) e em húngaros (Prohaszka et al., 1997). Outros 

estudos não detectaram qualquer aumento significativo da deficiência por MBL 

em indivíduos infectados pelo HIV-1 (Senaldi et al., 1999). 

Em contraste aos resultados de Nielsen et al. (1995), outras 

publicações concluíram que os indivíduos infectados pelo HIV-1, com baixos 

níveis de MBL, têm um tempo de sobrevivência significativamente reduzido após 

do diagnóstico de AIDS (Garred et al., 1997a) ou que o tempo compreendido 

entre a soroconversão e o desenvolvimento da AIDS e a morte era ligeiramente 

aumentada (Maas et al.,1998; Amoroso et al., 1999).     

De acordo com o estudo feito Stefensen et al. (2000), o polimorfismo 

da região promotora, assim como as mutações no éxon 1 do gene MBL, têm 

influência direta nos níveis séricos da proteína. No presente estudo, a população 
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de pacientes portadores do HV-1 e o grupo controle de indivíduos soronegativos 

não apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre as freqüências 

alélicas, haplotípicas e genotípicas. Estes achados sugerem que as mutações na 

região promotora do gene MBL (relacionadas a médios e baixos níveis séricos da 

proteína) não estejam associadas à susceptibilidade à infecção pelo HIV-1. 

Em relação aos parâmetros laboratoriais, Nielsen et al. (1995) e 

Pastini et al. (1998) não encontraram correlações entre as concentrações séricas 

de MBL e o declínio de células T CD4+, em pacientes infectados pelo HIV-1. 

Entretanto, em nossos resultados, acompanhando a evolução da média de 

linfócitos T CD4+ dos portadores da infecção, encontramos um aumento 

significativo dessas células entre os portadores do haplótipo promotor HY, em 

homo ou heterozigose. Desta forma, sugere-se que o nível normal de MBL 

circulante possa ser um fator favorável no combate as partículas virais circulantes 

e, conseqüentemente, diminuindo a taxa de infecção de linfócitos T CD4+.    

  As altas concentrações de MBL circulante em pacientes infectados 

pelo HIV-1 viabilizam a ativação do sistema complemento para destruição de 

partículas virais e a inibição de posteriores infecções, o que pode explicar maiores 

contagens de linfócitos T CD4+ nos pacientes portadores do haplótipo HY, 

comparada às dos portadores dos haplótipos LY, LX e HX. Os resultados de 

Michington et al. (2002) também confirmam, que a presença dos haplótipos HY e 

LY está relacionada a altas concentrações de MBL, e o haplótipo LX está 

associado a baixas concentrações de MBL circulante. Além disso, foi observada 

uma tendência de maiores níveis séricos da MBL no haplótipo HY em comparação 

ao haplótipo LY. 
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   Assim como as contagens de linfócitos T CD4+, a evolução da carga 

viral plasmática em pacientes infectados pelo HIV-1, mostrou-se fortemente 

associada aos polimorfismos na região promotora do gene MBL. Pacientes homo 

ou heterozigotos para o haplótipo HY, reduziram significativamente os índices de 

viremia plasmática, entre a primeira e segunda contagem, diferindo do grupo de 

pacientes portadores do haplótipo LY, LX e HX que não reduziram de forma 

significativa os níveis de carga viral plasmática. Estes resultados são similares aos 

já encontrados para a mutação estrutural MBL*B do éxon 1 do gene MBL, que 

sugerem fortemente, uma associação desse polimorfismo com os níveis de carga 

viral plasmática do HIV-1 (Costa, 2004).  

Poucos estudos têm sido direcionados na investigação do papel da 

MBL na infecção pelo HIV-1, além do que, os achados até então obtidos são 

controversos, havendo a necessidade de mais estudos para elucidar esta 

questão. Entretanto, os resultados aqui apresentados sugerem que o estudo e a 

identificação de pacientes HIV-1 soropositivos portadores dos polimorfismos LY, 

LX e HX na região promotora no gene MBL são de grande importância para a 

avaliação do prognóstico da evolução da SIDA/AIDS. Aliado à carga viral e 

contagem de linfócitos T CD4+, a investigação desse polimorfismo pode funcionar 

como fator adicional, na determinação do início da terapia anti-retroviral, 

possibilitando, dessa forma, uma maior sobrevida do paciente. 
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5. CONCLUSÕES 

 

  (i) A análise da distribuição das freqüências alélicas, haplotípicas e 

genotípicas da região promotora do gene MBL nas populações de pacientes 

soropositivos para o HIV-1 e de controles soronegativos, não mostrou diferenças 

estatisticamente significativas, o que sugere a ausência de associação entre o 

polimorfismo do promotor e a susceptibilidade à infecção pelo HIV-1; 

 

  (ii) Os pacientes infectados pelo HIV-1, portadores do haplótipo HY 

apresentaram uma maior média de linfócitos T CD4+ em relação aos pacientes 

portadores dos haplótipos LY, LX e HX. 
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  (iii) Os pacientes infectados pelo HIV-1, portadores do haplótipo HY 

apresentaram uma evolução significativa na contagem da média de linfócitos T 

CD4+ em relação aos pacientes portadores dos haplótipos LY, LX e HX. 

 

  (iv) Pacientes soropositivos para o HIV-1 e portadores do haplótipo 

HY apresentaram índices mais baixos de viremia plasmática e uma redução mais 

significativa da viremia em relação aos haplótipos LY, LX e HX. 

 

 

  (v) Os resultados aqui apresentados sugerem que a presença do 

haplótipo HY possa ser um fator favorável a eliminação de partículas virais da 

circulação e, conseqüentemente, diminuição da infecção de linfócitos T CD4+. 
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ANEXO 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

1. Estou sendo convidado(a)  a participar de uma pesquisa sobre Avaliação de 

fatores de natureza viral, de cunho infeccioso (co-infeccção) e genéticos do 

hospedeiro humano, que influenciam o curso da progressão da doença do 

indivíduo infectado pelo vírus da imunodeficiência humana tipo I (HIV-1), que 

está sendo desenvolvida pelas seguintes instituições: Universidade Federal do 

Pará, Unidade de Referência de Doenças Inficciosas e Parasitárias Especiais 

URE-DIPE SESPA, Fundação Oswaldo Cruz, FIOCRUZ/RJ. 

2. Para que eu decida em participar ou não da pesquisa me foram prestadas as 

seguintes informações: 

3. O título do projeto é Avaliação de fatores de natureza viral, de cunho infeccioso 

(co-infeccção) e genéticos do hospedeiro humano, que influenciam o curso da 

progressão da doença do indivíduo infectado pelo vírus da imunodeficiência 

humana tipo I (HIV-1). 

4. O pesquisador responsável é o Prof. Dr. Ricardo Ishak, Biomédico, Professor da 

Universidade Federal do Pará. 

5. O objetivo da pesquisa é vigilância epidemiológica molecular de cepas de HIV-1 

circulantes na região, correlacionando com os quadros clínicos, com as co-

infecções e com os marcadores genéticos do hospedeiro. 

6. Durante a pesquisa o paciente deverá responder a um questionário, depois será 

submetida a coleta de sangue para exame de laboratório. 
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7. Essa pesquisa oferece riscos, porque os métodos, ou seja as práticas de uso 

rotineiro. Uma pequena quantidade de sangue (5 mL) será coletada para a 

detecção de marcadores genéticos do vírus e do hospedeiro. 

8. Serão utilizados materiais esterilizados descartáveis, como agulhas, seringas, 

não oferecendo risco para a pessoa. 

9. Ninguém é obrigado a participar da pesquisa, assim como poderá deixar a 

pesquisa no momento que quiser, pois não haverá prejuízo pessoal por esta 

causa. 

10. Não haverá nenhum tipo de despesas para participação da pesquisa, assim 

como não haverá nenhuma forma de pagamento para participação. 

11. O grande benefício desta pesquisa para todos os que participam, é possibilitar 

um melhor entendimento sobre os subtipos do HIV-1 circulantes em nossa 

região, as possíveis associações com marcadores genéticos de resistência e o 

impacto das co-infecções na progressão para SIDA/ AIDS. 

12. A participação na pesquisa é sigilosa, isto significa que, somente os 

pesquisadores ficarão sabendo de sua participação. Os dados utilizados na 

pesquisa terão uso exclusivo neste trabalho, sem a identificação do 

participante. 

 

 

___________________________________ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

  Declaro que li as informações acima sobre a pesquisa, que me sinto 

perfeitamente esclarecido(a) sobre o conteúdo da mesma, assim como seus riscos 

e benefícios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da 

pesquisa cooperando com a coleta de material para exame. 

 

Belém, ___ / ___ / _____ 

 

 

___________________________________ 

Assinatura do participante 

 

Fone: 3183-1587 

Universidade Federal do Pará 

Centro de Ciências Biológicas  

Departamento de Patologia 

Laboratório de Virologia 

E-mail: rishak@canal13.com.br 

 

 


