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RESUMO

No presente estudo foram investigadas as frequéncias dos polimorfismos no éxon 1 do
gene MBL em um grupo de 50 amostras de gravidas e mées infectadas pelo HIV-1 e de
seus respectivos filhos, portadores ou ndo da infeccdo, e um grupo controle de 45
individuos soronegativos com o objetivo de avaliar uma possivel associa¢do entre 0s
polimorfismos e a infecgdo pelo HIV, assim como sua associagdo com a transmissao
vertical. A identificacdo dos alelos MBL* A, *B, *C e *D foi realizada por meio da
reacdo em cadeia mediada pela polimerase, utilizando sequéncias de iniciadores
especificos e posterior digestdo enziméatica (RFLP). As analises das freqliéncias alélicas
e genotipicas do éxon 1 ndo mostraram qualquer significancia estatistica entre os grupos
(p>0,05). As associacdes entre maes transmissoras do virus e as ndo transmissoras com
os polimorfismos do gene MBL ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes, assim como as analises da freqliéncia da distribuicdo genotipica entre 0s
grupos de criangas soronegativas e criangas soropositivas. As associacdes entre o
namero de linfécitos TCD4+, a carga viral plasmatica e os polimorfismos do gene MBL
ndo foram estatisticamente significantes. Desse modo, pode-se sugerir a auséncia de
uma correlacdo entre estes polimorfismos e a susceptibilidade a infec¢do pelo HIV-1,

assim como na transmissao vertical.



1. INTRODUCAO

O Virus da Imunodeficiéncia humana (HIV), agente etioldgico da AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida) foi inicialmente identificado no
tecido linféide de um paciente masculino, homossexual, de 33 anos de idade, em 1983
(Barre-Sinoussi et al, 1983). Inicialmente o grupo de risco era composto principalmente
por homossexuais e usuarios de drogas injetaveis, entretanto, no decorrer dos ultimos 20
anos, a infeccdo passou a ser observada com ascensdao em mulheres que tinham contato
com parceiros infectados e em criangas.

O Programa Conjunto das Nacbes Unidas em HIV/AIDS (UNAIDS) e a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimam que o numero de individuos vivendo
com o HIV em 2008 é em média 33,4 milhdes de pessoas. As mulheres representam
metade desse total e estdo sob risco mais alto de infecgéo, especialmente em localidades
em que a via de contaminacdo heterossexual é a predominante. Estima-se que 85%
dessas mulheres estejam em idade reprodutiva, o que chama atencdo especial para a
prevencdo da transmissao vertical do HIV. O nimero total de pessoas vivendo com o
virus em 2008 foi 20% maior que no ano 2000, e a prevaléncia foi aproximadamente
trés vezes maior que em 1990. Em 2008, estima-se 2,7 milhdes novas infeccdes por
HIV, onde, em média, 430.000 dessas novas infec¢bes sdo em criangas menores de 15
anos. (UNAIDS/WHO, 2009).

No Brasil, uma pesquisa de abrangéncia nacional feita pelo Ministério da
Saude (MS) em 2004, estimou que no pais cerca de 593 mil pessoas, entre 15 a 49 anos
de idade, vivem com HIV e AIDS. Deste numero, aproximadamente 208 mil séo
mulheres e 385 mil sdo homens. A atual predominancia heterossexual da transmissdo do
HIV tem levado ao aumento da infeccdo entre as mulheres, acarretando, por sua vez, o
aumento dos casos de criancas infectadas por transmissdo materno-infantil (TMI).
Também denominada de transmissdo vertical, a TMI pode ocorrer durante a gestacéo, o
parto e a amamentacao, sendo que cerca de 65% dos casos ocorrem durante o trabalho
de parto.

Segundo o Boletim Epidemiologico de 2007-2008, o numero de
notificagbes de gestantes infectadas pelo HIV-1 entre os anos de 2000 a 2008 no Brasil
totalizam 41.777 casos, destes 1.698 foram notificados na regido Norte, sendo esta a

regido que apresentou 0 menor nimero de notificacdes. O estado do Tocantins notificou



nesses oito anos 146 casos de gestantes HIV soropositivas. A partir dos dados do Estudo
de Prevaléncia do HIV em Parturientes, realizado em 2006, estimou-se para esse ano
12.962 casos de gestantes infectadas pelo HIV. Foram notificados 6.014 casos, 0 que
representa apenas 50% dos casos esperados para 0 pais nesse ano, revelando uma
provavel subnotificacdo da infec¢do no pais.

No ano de 2006 o MS identificou 561 casos de AIDS em menores de cinco
anos, correspondendo a uma taxa de incidéncia de 3,1/100.000 hab. Segundo as regides
de residéncia, essas taxas sdo: 2,9 na Regido Norte, 2,0 na Regido Nordeste, 3,3 na
Regido Sudeste, 5,7 na Regido Sul e 2,3 na Regido Centro-Oeste. Esses dados revelam
que a disseminagdo da infeccao ultrapassa os limites de um problema de salde publica,

tendo sérias implicacGes politicas e econémicas.

11 A FAMILIA RETROVIRIDAE

1.1.1 O Virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1)

O HIV pertence ao género Lentivirus, o qual estd incluido na familia
Retroviridae (Gallo, 1991), identificado como o0 agente causador da AIDS em 1983
(Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo, et al., 1984; Levy, et al., 1984).

A particula viral dos retrovirus mede aproximadamente 100 nm de diametro
e consiste de um envelope lipoprotéico formado pela membrana plasmética oriunda da
célula hospedeira, altamente glicosilada com glicoproteinas de superficie e
transmembranas (Sleasman et al., 2003). No interior do virus, encontra-se um capsideo
protéico, formado pela proteina p24, que constitui o nucleocapsideo ou core. O
nucleocapsideo apresenta-se em forma cOnica e armazena em Seu interior proteinas do
nucleocapsideo, enzimas necessarias para replicagdo viral (transcriptase reversa,
protease e integrase) e o genoma viral. O genoma destes virus consiste de duas
moléculas de RNA de polaridade positiva, idénticas, que medem cerca de 7 a 10
Kilobases (Kb) de comprimento. Estas servem como molde para a transcricdo de uma
molécula de DNA polimerase RNA dependente (transcriptase reversa), que
posteriormente sera integrada ao genoma da célula hospedeira sob forma de provirus.
(Temim & Mitzutani, 1970).



Os retrovirus patogénicos ao homem incluem os Virus Linfotropicos de
Células T Humanas 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2), relacionados a disturbios neuroldgicos
e hematoldgicos, pertencentes ao género Deltaretrovirus e o Virus da Imunodeficiéncia
Humana 1 e 2 (HIV-1 e HIV-2), classificados no género Lentivirus, (Gallo, 1991; Liu,
1996). O HIV-1 é dividido em trés grupos: M, N e O. O grupo M é subdividido em nove
subtipos que véo de A a K e ainda existem mais de quinze formas recombinantes que
ocorrem devido as mutacdes freqlientes que o virus sofre (Greene et al., 2001).

1.1.2 Morfologia e organizacdo genémica do HIV-1

O HIV-1 é um RNA virus, caracterizado pela complexidade de seu genoma,
pois contém além de genes comuns aos retrovirus (gag, pol e env), outros seis genes
regulatérios (tat, nef, rev, vif, vpu, vpr) (Greene, 1991). O envoltdrio externo do virus é
composto por duas glicoproteinas, as quais se originam de uma proteina precursora, a
gp 160: sdo denominadas glicoproteinas transmembrana gp 41 e de superficie gp 120,
responsaveis pela interacdo com os ligantes (Greene, 1991). Internamente, o virus
apresenta um nuclecapsideo protéico em formato de cone onde se encontra 0 genoma
viral, a transcriptase reversa, a protease e a integrase (Wong- Staal & Gallo, 1985;

Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura morfoldgica do
HIV.(Fonte:<htpp://bio.classes.ucsc.edu/bio80j/Lecture%20Slides/HIV.gif).

A producédo dos componentes do HIV estd sob comando dos genes virais.
O gene gag ¢é responsavel pela formacdo das proteinas estruturais que compdem o cerne
viral, como a matriz protéica (p17), o capsideo viral (p24) e as proteinas mais internas
do nucleocapsideo (p7 e p9) (Ratner et al., 1985).

A protease, enzima que cliva polipeptideos precursores codificados pelos
genes gag e pol, é codificada pelo mesmo gene responsavel pela producéo das seguintes
enzimas: a transcriptase reversa, responsavel pela replicacdo do RNA viral, a Rnase que
degrada a fita apds a sintese da primeira fita de DNA e a integrase, que faz a interacédo
do &cido nucléico viral ao genoma celular (Varmus & Swanstrom, 1985; Levy, 1994).

O gene env é responsavel pela codificacdo das proteinas do envelope viral,
que sdo clivadas por proteases celulares em glicoproteinas de superficie (gp120 ou SU)
e em glicoproteinas transmembranas (gp 41 ou TM), as quais vao interagir entre si
através de forgas ndo-covalentes. (Robey et al., 1985).

Os genes reguladores tat e rev sdo essenciais para a replicacdo viral e os
genes acessorios Vvif, vpr, vpu e nef, sdo importantes na replicacdo e infectividade viral.
(Desrosiers, 1992)

1.1.3 Replicacédo do HIV-1

A fase inicial da replicacdo do HIV-1 inicia-se com a ligacéo da proteina do
envelope viral (gp 120) com moléculas CD4, predominantemente na superficie de
linfocitos T auxiliares ou macréfagos (Klatzmann et al., 1984). Apds essa interacao
inicial, a alca V3 da gpl20 torna-se exposta e apta & ligacdo com co-receptores
(receptores de citocinas), principalmente CCR5 e CXCR4 (Clapham, 1997), iniciando
assim, o tropismo das cepas em M-tropico, cujas cadeias infectam principalmente
macrofagos, mas também podem infectar células T, que usam os co-receptores CCR5
(“CC Chemokine Receptor 5”) e como T-tropico, cujas cadeias infectam eficientemente
os linfocitos T que usam os co-receptores CXCR4 (Dimmock, Easton & Leppard, 2001)

Ap0s estas interacGes, ocorre fusdo das membranas celular e viral, processo

mediado pela gp4l (Caffrey, 1998). O nucleocapsideo viral penetra no citoplasma



celular, liberando 0 RNA do virus, que pela acdo da transcriptase reversa € convertido
em DNA (Katz, 1994). Uma vez sintetizado, o0 DNA viral é integrado ao cromossomo
celular pela agdo da enzima integrase, 0 DNA integrado do HIV é chamado provirus.
(Figura 2).
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Figura 2 — Esquema representativo do ciclo de replicacdo do HIV-1 (Adaptado de
Abbas & Lichtman, 2005).

A partir dai, o provirus pode permanecer inativo em termos de transcrigdo
durante meses ou anos, com pouca ou nenhuma producdo de novas proteinas virais ou
virions e, assim, a infeccdo por HIV de um individuo pode ser latente (Abbas &
Lichtman, 2005). Quando a célula for ativada ocorrera transcricdo do DNA viral e a
formacéo de novos virus.

A fase tardia da replicacéo inicia-se com a acdo da enzima RNA polimerase
Il celular, que transcreve o provirus em RNA mensageiro viral, que vai para o
citoplasma. Os virions sdo inicialmente montados préximos a membrana celular na
forma de particulas imaturas, compostas de um envelope glicoprotéico, RNA genémico

e poliproteinas virais. Ap6s ou durante o brotamento, as particulas virais passam por



uma modificacdo morfoldgica conhecida como maturacéo, que consiste na clivagem de
poliprotéinas estruturais do capsideo (Kaplan et al., 1994). O processamento das
poliprotéinas no virion completa o ciclo de replicacdo do HIV, os virions maduros séo

entdo capazes de infectar outras células.

1.2 A LECTINA LIGADORA DE MANOSE (MBL)

A Lectina Ligadora de Manose (MBL) é uma molécula efetora do sistema
imune inato, pois se liga a estruturas de diversos carboidratos presentes na superficie de
varios agentes infecciosos, mediando atividade antimicrobiana através da opsonizacao
desses patdgenos, ativacdo da cascata do complemento ou pela simples ligacdo,
promovendo a neutralizacao de alguns virus (Holmskov, 2000; Thielens et al., 2002).

A MBL é uma lectina do tipo C (dependente de calcio), sintetizada
principalmente no figado e secretada na corrente sanguinea (Ezekowitz et al., 1988).
Pertence a uma familia de proteinas denominadas colectinas, cujos membros possuem
dominios de lectina para reconhecimento de carboidratos e regides de colageno (Turner,
1996; Jack; Klein; Turner, 2001;2003; Fujita, 2002). Apresenta uma estrutura como um
“bouquet” muito similar ao C1q e é considerada uma proteina de fase aguda, apesar do
seu moderado aumento (entre 1,5 a 3 vezes o valor normal para cada individuo) quando
comparado a proteina C reativa (aumento de até 1000 vezes o valor normal) (Volanakis,
2001).

O conceito de via das colectinas na ativacdo do sistema complemento é
relativamente recente e € decorrente da observacdo de residuos de carboidratos em
microorganismos invasores que podiam ativar o complemento na auséncia de anticorpo
e por um mecanismo independente da via alternativa. A via das lectinas é composta pela
MBL e pelas MASP-1, 2, 3 e a Map-19, porém, apenas MASP-1 e 2 apresentam
funcdes definidas. A MBL circula no sangue em um complexo zimogénio da
serinoprotease MASP, apresentando a mesma estrutura modular de C1r:C1s (Peterson et
al., 2001; Schwable et al., 2002; Prodinger et al., 2003; Janeway et al., 2005).

A MBL constitui o primeiro componente de ativacdo da via das lectinas do

sistema complemento e atua na neutralizacdo de microorganismos patogénicos por um



mecanismo independente de anticorpo (Turner, 1996; Wallis et al., 2000; Guardia et al.,
2003). Apresenta em sua estrutura um dominio ligante de carboidratos que interage,
eficientemente, com residuos de oligossacarideos (Manose e N-acetil glicosamida)
presentes na superficie de diferentes microorganismos, assim podendo ativar o sistema
complemento ou agir como uma opsonina induzindo a fagocitose desses patdégenos por
macrofagos (Turner, 2003). A funcdo da MBL esta diretamente associada a sua
concentra¢do no soro, que é determinada por uma interacdo entre mutacfes na regido
promotora do gene da MBL e mutacBGes no gene estrutural da proteina (Madsen et al.,
1995).

A deficiéncia de MBL foi reconhecida, inicialmente, em 1968, por Miller et
al., que descreveram uma crianca com 3 meses de idade, do sexo feminino com quadro
de eczema refratario, faléncia de crescimento e episodios intermitentes de diarréia. A
crianca apresentava historia familiar de eczema atdpico grave em parentes paternos e
um primo materno com quadro de dermatite similar ao seu. A avaliagdo laboratorial
revelou um defeito de opsonizagédo no soro indicando, assim, uma deficiéncia de algum
fator plasmatico.

Alguns trabalhos evidenciam a inter-relacdo entre a MBL e infeccBes de
repeticdo e sugerem que a proteina desempenhe uma importante protecdo adicional
contra infeccdo em criangas durante o periodo de imaturidade do sistema imune e de
suscetibilidade a infeccdo (Sastry et al., 1993). Em 1989, Super et al., observaram que a
deficiéncia de MBL no soro de humanos era a base para o defeito na opsonizacao de
microorganismos. Dois anos depois, Turner et al., (1991) demonstraram que baixas

concentragdes da proteina estavam associadas a infecgdes recorrentes na infancia.

1.2.1 Estrutura protéica e funcao biologica

A MBL humana é composta por polimeros de até seis subunidades, tendo
sido relatada a presenca de dimeros, trimeros, tetrdmeros, pentameros e hexameros.
Cada subunidade de cadeia polipeptidica que compfe o mondmero é composta por:
dominio de reconhecimento de carboidrato (DRC), regido de dobradica, regido similar
ao colageno e regido de ligacdo cruzada. Cada mon6émero é formado por trés cadeias
polipeptidicas semelhantes de 32 KDa, que originardo trés dominios de reconhecimento
de carboidratos (CRD), através dos quais a MBL se liga aos carboidratos de diferentes

patdgenos.



A regido de ligacdo cruzada apresenta residuos de cisteina que formam
pontes dissulfidricas entre as cadeias polipeptidicas, promovendo sua oligomerizagdo. A
regido similar ao colageno contém oito potenciais sitios de hidroxilacdo e quatro sitios
de O-glicosilacdo. A regido de dobradica inicia a trimerizacdo de um polipeptideo para
formar a subunidade estrutural da proteina MBL, contendo uma regido similar ao
colageno e trés dominios de reconhecimento de carboidrato. O DRC possui 115
aminoacidos e sua principal funcdo é reconhecer estruturas de carboidratos, a exemplo
de N-acetilglucosamina, manose, N-acetilmanoseamina, L-fucose e glucose, presentes

na superficie de patdégenos (Wallis & Drickamer, 1999; Peterson et a.l, 2001).
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Figura 3 — Estrutura da molécula de MBL (Adaptado de Peterson et al., 2001).
H& evidéncias de pelo menos quatro fungdes para a MBL.: ativacdo do

sistema complemento, promocéo (independente de complemento) da opsonizacédo e da
fagocitose, modulacdo da inflamagdo e remocéo de células apoptdticas (Super et al.,
1992; Turner., 1996). A importancia desta proteina € demonstrada por um namero de

estudos clinicos que associam a sua deficiéncia sérica com aumento da suscetibilidade a



uma variedade de doencas infecciosas (Super et al., 1989; Jack et al., 2001), uma vez
que baixos niveis de MBL no soro tém sido reconhecidos como a principal causa de
imunodeficiéncia associada com a atividade opsonizante prejudicada (Kuhlman et al.,

1989; Sumiya et al., 1991).

1.2.2  Polimorfismos no Exon 1 do gene MBL

Sdo descritos dois genes relacionados a MBL, 0 mbl-1, um pseudogene e o
mbl-2, localizado no g11.2-g21 do cromossomo 10, que codifica a proteina (Sastry et
al., 1989, Taylor et al., 1989). O gene é composto por quatro éxons: a) o éxon 1 codifica
a regido 5' ndo transcrita, um peptideo sinal, um segmento N-terminal rico em cisteina e
a primeira porcdo da regido semelhante ao colageno rica em glicina; b) o éxon 2
codifica o restante da regido semelhante ao colageno; c) o éxon 3 codifica uma estrutura
em espiral a helicoidal, que ¢ conhecida como a regido de “pescoco” e d) o éxon 4
codifica o dominio de reconhecimento de carboidrato, que adota uma configuracdo
globular e aregido 3' ndo transcrita (Guardia et al, 2003).

O Exon 1 do gene MBL contém trés polimorfismos pontuais de
nucleotideos nos codons 52, 54 e 57 e que ddo origem aos alelos mutantes
denominados MBL*D, MBL*B e MBL*C, respectivamente, sendo o alelo selvagem
designado MBL*A. Essas mutagdes estdo associadas a baixos niveis de MBL no soro e a
susceptibilidade a infecgbes severas (Madsen et al., 1994). As baixas concentracdes
séricas da MBL estdo associadas a trés variantes alélicas oriundas de mutagdes pontuais
independentes no exonl do gene MBL. Uma no cddon 54, o qual resulta na troca de
glicina para &cido aspartico (alelo B); uma no codon 57, resultando na troca de uma
glicina por &cido glutamico (alelo C) e outra no codon 52 levando a substitui¢cdo de uma
arginina por uma cisteina (alelo D) (Madsen et al, 1994; Figura 4). Estudos sugerem
que todas as trés variantes impedem a habilidade da MBL em formar cadeias
polipeptidicas com estrutura de tripla-hélice, na regido semelhante ao colageno, nas
formas homo ou heterozigotas, ou ainda, tornam as subunidades mais vulneraveis a
degradacdo (Butter et al., 2002; Peterson et al., 2001; Garred et al., 1997)
conseqlientemente, os alelos B, C e D resultam em deficiéncia completa ou em niveis

séricos baixos da proteina.



As frequéncias dos polimorfismos estruturais na MBL variam entre 0s
diferentes grupos étnicos. O alelo B é comum em populacbes européias (29%) e
asiaticas (37%), enquanto que o alelo C é mais freqliente em populagdes sub-saharianas
(50% a 60%). O alelo D alcanca frequéncias baixas em todas as populacoes (Lipscombe
et al., 1992; Sasaki et al., 2000Garcia-Laorden et al., 2001; Peterson et al., 2001).

SH SH
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SH

; 32 34 37 ° \
gat ggg cgt gat gizc acc aag g a gaa
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Ruptura na

Variante C
} Gly-X-Y

| Cédon 54: Gly > Asp —

Codon 52: Arg = Cys
— — Variante D: Desorganizagdo
estrutural pela geracdo de
pontes dissulfidricas

aberrantes.

Figura 4 — Esquema demonstrando os polimorfismos no éxon 1 do gene MBL
(Adaptado de Peterson et al., 2001).

As variantes alélicas da MBL podem ter um papel direto na infeccdo pelo
HIV-1. Os oligossacarideos, com altas concentracbes de manose, componentes das
glicoproteinas (gp120) do HIV-1 sé&o ligantes para a MBL. A ligacdo se da de forma
seletiva as células infectadas pelo HIV-1, ativando a ac¢do do sistema complemento, o
que leva a inibicdo da infeccdo em células TCD4+. Assim sendo, as baixas
concentragfes séricas da MBL e subseqiiente redugdo da ativagdo do sistema
complemento podem contribuir para o0 aumento da carga viral plasmatica (Garred et al.,
1997).

Os dados atuais sobre a transmissdo vertical do HIV e as possiveis

associag0es com o subtipo viral, com a presenca de co-infecgOes virais e com o perfil



genético do hospedeiro sao escassos no Brasil e se referem apenas a algumas regides do
pais, principalmente as regides Sul e Sudeste, sendo desconhecida a epidemiologia
molecular do HIV-1 em determinados grupos na regido Norte do pais. Em virtude disto,
faz-se necessario 0 monitoramento clinico-laboratorial, a avaliacdo da transmissao
vertical do HIV-1, assim como a investigacao de possiveis fatores de risco associados a

este evento.

1.2.1 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Investigar uma possivel associacdo entre os polimorfismos no éxon 1 do gene

MBL e a infeccéo pelo Virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1).

1.2.2 Objetivos Especificos

i) Descrever as freqliéncias alélicas e genotipicas do gene MBL (exonl), na
populacdo de gravidas e mées portadoras do HIV-1, assim como na populagdo controle,
composta por individuos ndo infectados pelo virus;

ii) Determinar o impacto dos polimorfismos no gene MBL na carga viral
plasmética do HIV-1 e no nimero de linfocitos T CD4" ;

iii) Investigar uma possivel associacdo entre os polimorfismos no gene MBL
e a transmisséo vertical do HIV-1.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO E COLETA DAS AMOSTRAS

2.1.1 Pacientes HIV-1 soropositivos

O presente estudo constitui-se em um estudo transversal onde foi avaliado o
perfil genético de 50 individuos: 05 gravidas soropositivas, 26 maes todas portadoras do
HIV-1, juntamente com 19 amostras de seus filhos, os quais 07 sdo HIV soronegativos,
03 sdo soropositivos e 09 foram indeterminados devido a caracteristica de recém-
nascidos, totalizando 34 individuos soropositivos. As participantes do estudo foram
selecionadas de forma aleatoria, onde foi realizado um sorteio dentre aquelas
cadastradas no Centro de Testagem e Aconselhamento para DST/HIV/AIDS (CTA) em
Palmas, Tocantins. Foram coletadas amostras de sangue (8 mL) das mulheres e dos
conceptos em um sistema de colheita a vacuo, em tubos contendo EDTA como
anticoagulante e entdo encaminhadas ao Laboratério de Virologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para. As amostras de plasma e massa
celular foram separadas e congeladas a -20°C até 0 momento do uso para a realizagédo de
testes. Todas as pacientes assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
no momento da coleta e responderam a um formulario epidemiolégico. Foi montado um
banco de dados, utilizando-se o programa Access da plataforma Windows, para o
preenchimento das informagdes clinicas e laboratoriais das pacientes envolvidas no
trabalho.

2.1.2 Individuos Controles Soronegativos para o HIV-1



No presente estudo, amostras de sangue de 45 individuos (8 mL),
soronegativos para HIV-1, coletadas em um sistema de colheita a vacuo, em tubos
contendo EDTA como anticoagulante foram utilizadas como grupo controle. As
amostras de plasma e de massa celular foram separadas e congeladas a —20°C até o
momento do uso. Todos os participantes foram informados sobre o projeto e aqueles
que concordaram em participar assinaram um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

2.2 METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.2.1 Extracdo do DNA

A Extracdo de DNA total a partir de leucécitos do sangue periférico foi
realizada no Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Pard, por meio do método de fenol-cloroféormio. O
procedimento ocorreu seguindo as etapas de lise celular, precipitacdo e hidratacdo do
DNA.

2.2.2  Investigacdo molecular das formas alélicas do gene MBL

No presente trabalho foi utilizada a técnica de Reagdo em cadeia mediada
pela polimerase (PCR) para a amplificacdo de 120 pb do éxon 1 do gene MBL, a partir
do DNA de individuos soropositivos para o HIV-1 e de individuos controles
soronegativos. As amplificagdes foram realizadas no equipamento termo-ciclador
Mastercycler Personal, Eppendorf.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume de 50uL contendo
500ng de DNA extraido, 235 uM de cada dNTP, 5 uM de cada iniciador, KCI 50mM,
MgCl, 2,5mM, Tris-HCI pH 8,3 10mM e 0,5 U de Tag DNA polimerase. O par de
iniciadores envolvidos nesta reacao foi (mbIEO1For) 5’-
CATCAACGGCTTCCCAGGGCAAGATGGG-3’ e (mblE02) 5—
AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG — 3° (Madsen et al., 1995; Tin et al.,
2005).



Em cada reacdo de amplificacdo apds a desnaturacdo 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

As identificacBes dos alelos MBL*A, MBL*B, MBL*C e MBL*D foram
realizadas através de digestdo enzimatica do produto amplificado (120 pb) usando-se as
endonucleases de restricdo Ban I, Mbo Il e Mwo I. A Ban | atua no codon 54 clivando o
alelo MBL*A em dois fragmentos (86 pb e 34 pb). A Mbo Il cliva especificamente o
alelo MBL*C no codon 57 em dois fragmentos (77 pb e 43 pb) e a enzima Mwo | atua
no codon 52 clivando o alelo MBL*A em dois fragmentos (92 pb e 28 pb) (Tin et al.,
2005). Quanto as condicdes das digestdes enzimaticas, as enzimas Ban | e Mbo Il atuam
na temperatura de 37°C por um periodo de 3 horas e 30 minutos e 4 horas e 30 minutos,
respectivamente. Com relacdo a Mwo |, sua temperatura de acdo é de 60°C, atuando
durante um periodo de 3 horas (Tin et al., 2005)
2.2.3 Eletroforese

Os produtos da amplificacdo e das digestdes enzimaticas foram visualizados
apos eletroforese (100 V/50 minutos) em gel de agarose a 2% e 4%, respectivamente,
em tampdo TAE 1x (TAE 50x estoque — TrisBase 1,6 M; Acetato de Na 0,8 M e
EDTA-Na; 40 mM/1000 mL agua deionizada); contendo 5uL de brometo de etidio

(10mg/mL), mediante a utilizag&o de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

25 QUANTIFICACAO DA CARGA VIRAL PLASMATICA E DE
LINFOCITOS T CD4+

Os valores da carga viral e o numero de linfocitos T CD4 dos portadores de

HIV foram obtidos a partir dos prontuarios cadastrados no CTA/TO.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

O calculo das freqiiéncias alélicas e genotipicas do éxon 1 do gene MBL
observados nos grupos controle e de gravidas e mées portadoras do HIV-1 foi efetuado
por meio de contagem direta.

Para efetuar o calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg e as analises de

comparacao das frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos investigados foi



usado o teste de qui-quadrado (x2) e a anélise de associagao entre o perfil genético e o0s
valores de carga viral plasmatica e da contagem de linfocitos TCD4+ foi realizada
usando o teste-t, ambos efetuados por meio do programa BioEstat 5.0v (Ayres, et al.,
2008).

3. RESULTADOS
3.1 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

A andlise das frequéncias alélicas no éxon 1 do gene MBL indicou uma
maior prevaléncia do alelo A tanto em individuos soropositivos quanto naqueles
soronegativos para o HIV-1, com frequéncias de 83,82% e 82,22%, respectivamente.
Em sequiéncia estdo as variantes alélicas MBL*B, MBL*D e MBL*C, onde o alelo C ndo
foi encontrado no grupo de infectados, com freqiiéncias de 11,76% e 4,42% no grupo
soropositivos e 13,33%, 3,34% e 1,11%, no grupo controle. Ndo foi encontrada
significancia estatistica nas diferencas das fregiiéncias alélicas entre 0s grupos
estudados (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo das frequéncias alélicas para o gene Mbl entre os grupos

estudados.
Pacientes HIV-1 Controle
Alelos soronegativo v p
n (%) n (%)
MBL *A 57 (83,82) 74 (82,22)

MBL *B 08 (11,76) 12 (13,33)




MBL *C - 01 (1,11)
MBL *D 03 (4,42) 03 (3,34)
Total 68 (100,00) 90 (100,00) 0, 961 0, 8106

A distribuicdo das freqiiéncias genotipicas evidenciou 06 gendtipos
diferentes no grupo controle (AA, AB, AC, AD, BB e BD) e apenas 03 no grupo de
infectados (AA, AB e AD). A analise dos resultados demonstrou uma maior freqiiéncia
no genotipo normal AA em ambos os grupos, com freqiiéncias de 67,65% no grupo de
infectados e 68,90% no grupo controle. Os gendtipos AB e AD prevaleceram nos
individuos HIV soropositivos, apresentando as freqiéncias de 23,53% e 8,82%,
enguanto que no grupo controle esta foi de 20,00% e 4,44%, respectivamente. Os
genétipos AC, BB e BD encontrados somente no grupo controle apresentaram
freqUéncia de 2,22% para cada gendtipo. Essas diferencas nas freqliéncias genotipicas

entre 0s grupos analisados ndo foram estatisticamente significantes (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo das frequéncias genotipicas do gene MBL entre 0s grupos

estudados.
" Pacientes HIV-1 Controle X
Genotipo Y P
n (%) n (%)
AA 23 (67,65) 31 (68,90)
AB 08 (23,53) 09 (20,00)
AC - 01 (2,22)
AD 03 (8,82) 02 (4,44)
BB - 01 (2,22)
BC - -
BD - 01 (2,22)
CcC - -
CD - -
DD - -

Total 34 (100,00) 45 (100,00) 2,970 0, 7046




Analisando os gendtipos agrupados em AA, AO e OO, onde A € o alelo
normal e O representa as variantes alélicas MBL*B, MBL*C e MBL*D, observou-se que
os alelos variantes em homozigose OO foram encontrados somente na populagédo
controle (4,44%). O gendtipo homozigoto normal AA apresentou freqiiéncia de 67,65%
no grupo de infectados e 68,90% no grupo controle, ja o genotipo AO foi mais frequente
no grupo HIV soropositivo com 32,35% enquanto no grupo controle esta frequiéncia foi
de 26,66%. Entretanto, essas diferencas entre o0s grupos estudados néo foi
estatisticamente significante.

Além dos genotipos, a distribuicdo alélica também foi analisada mostrando
frequéncias semelhantes entre os grupos com os valores do alelo A e O de 83,82% e
16,18% no grupo infectado e de 83,30% e 16,70% no grupo controle, respectivamente,

portanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo das freqliéncias genotipicas e alélicas do gene MBL entre 0s
individuos infectados e o grupo controle.

) Paciente HIV-1 Controle )
Perfil 1 p
n (%) n (%)
Genotipos
AA 23 (67,65) 31 (68,90) - -
AO 11 (32,35) 12 (26,66) - -
00 - 02 (4,44) - -
Total 34 (100) 45 (100) 0,836 0,6582
Alelos
A 57 (83,82) 75 (83,30)
o 11 (16,18) 15 (16,70)
Total 68 (100) 90 (100) 0,007 0,9344




3.2  POLIMORFISMOS GENETICOS E QUANTIFICACOES DE LINFOCITOS
TCD4+ E DA CARGA VIRAL PLASMATICA.

A relagdo entre o nimero médio de linfécitos TCD4" e os gendtipos do exon
1 do gene MBL encontrados na populagédo dos infectados esta descrita na tabela 4. Do
total de 34 prontuérios apenas 12 incluiam informagdes sobre o nimero de linfocitos
TCDA4+, destas 08 responderam fazer terapia antirretroviral (TARV) e 04 responderam
ndo usar. Sendo assim foram calculadas as médias aritméticas de acordo com 0s
gendtipos encontrados. Observou-se uma média de 415,13 células TCD4"/mL nos 08
individuos com gendtipo AA (grupo A), dos quais trés ndo faziam TARV, enquanto o0s
portadores do gendtipo AB ou AD (grupo B) apresentaram uma média de 399,5 células
TCD4'/mL, onde uma paciente ndo fazia a TARV. A analise estatistica mostrou que

ndo houve diferengas significantes entre as quantificagdes e os genotipos (Tabela 4).

Tabela 4. Polimorfismos do gene MBL e a quantificagio de células TCD4" nos
individuos infectados.

Média ‘
Grupos n  (LTCD4"/mL) Comparacéao P
08 451,13 Grupo A vs. Grupo
0,3659 00,7221
B 04 399,05 B

Grupo A (AA) e Grupo B (AB e AD)

A associacao entre os valores de carga viral e os polimorfismos também foi
analisada. Apenas 09 prontuarios dispunham a informac&o de carga viral, dos quais 05
apresentaram o genoétipo AA, onde uma paciente relatou ndo fazer uso da TARV e 04
apresentando o gendétipo AB ou AD, sendo que, também uma paciente respondeu nédo
fazer uso da TARV. As médias aritméticas foram calculadas de acordo com os
gendtipos encontrados. O grupo A, com individuos apresentando o gendtipo AA tiveram



uma media aritmética de 10.718 copias/mm?3 e o grupo B, representando os individuos
com o genotipo AB ou AD tiveram uma média maior de 37.000 copias/mm3. A analise
estatistica mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
(Tabela 5).

Tabela 5. Polimorfismos do gene MBL e a quantificagdo da carga viral

Média
Grupos n (Cépias Comparacéao t p
RNA/mm?3)
05 10.718 Grupo A vs. Grupo -1,
0, 2440
B 04 37.000 B 2718

Grupo A (AA) e Grupo B(AB e AD)

Para a verificacdo da existéncia de relacdo entre os polimorfismos no gene
MBL e a transmissdo vertical do HIV-1 dividiram-se as médes em dois grupos: MNT
(maes ndo transmissoras) e MT (mées transmissoras). Do total de 26 mées, 16 fizeram a
coleta de sangue juntamente com seus filhos, resultando em 05 mdes que né&o
transmitiram o virus para seus filhos, 03 que transmitiram o virus e em 08 maes que nao
foram possiveis realizar a analise devido a sorologia de seus filhos serem
indeterminadas, pois estes eram recém-nascidos. A analise mostrou que o gendétipo
selvagem AA foi mais freqliente nas mées que ndo transmitiram o virus para seus filhos
(60,00%) e o genoOtipo heterozigoto foi o mais freqliente entre as maes transmissoras
(66,7%), porém a andlise dos dados ndo se mostrou estatisticamente significante (Tabela
6).

Tabela 6. Distribuicao das freqiiéncias genotipicas entre 0s
grupos de MNT e MT.

MNT MT

Genotipo n (%) n (%) p

AA 03 (60,00) 01 (33,30)




AOC 02 (40,00) 02 (66,70)
00

Total 05 (100,00) 03 (100,00) 0, 5000

MNT: Maes ndo transmissoras
MT: Maes transmissoras

Analisando a distribuicdo das frequéncias genotipicas entre os grupos das 07
criancas soronegativas (C-) e das 03 criancas soropositivas (C+), observou-se que o
gendtipo AA apresentou freqliéncias de 66.67% nas soropositivas e 57,14% nas
soronegativas. O genotipo heterozigoto AO apresentou maior frequéncia nas criancas
soronegativas com 42,86%, enquanto nas soropositivas este foi de 33,33%, todavia, a

analise dos dados ndo mostrou diferencas estatisticamente significantes (Tabela 7).

Tabela 7. Distribuicdo das frequéncias genotipicas entre os grupos de criangas
soronegativas e soropositivas.



Genétipo ncéo;; ) N %%) p
AA 02 (66,67) 04 (57,14)
AO 01 (33,33) 03 (42,86)
00 ] ]
Total 03 (100,00) 07 (100,00) 0, 6667

C-: Criancas soronegativas
C+: Criangas soropositivas



3. DISCUSSAO

Estudos em diversas populacdes tém mostrado que os polimorfismos no
exon 1 do gene MBL afeta os niveis séricos da proteina e a susceptibilidade a infeccdes
severas (Lipscombe et al., 1992; Madsen et al., 1994; Steffenssen et al., 2000; Lee et
al., 2004). O papel destes polimorfismos é muito complexo, visto que os alelos
variantes MBL*B, MBL*C e MBL*D tem sido associados a susceptibilidade a diversas
infeccdes, podendo ter grande influéncia no prognéstico da doenca (Yuen et al, 1999;
Costa, 2004; Pontes et al, 2005 e Vallinoto et al, 2006). Por outro lado, em algumas
populagdes, esses mesmos alelos podem ter um efeito protetor contra determinados
agentes infecciosos (Ezekowitz, 2003; Turner, 2003).

No presente trabalho, os valores observados nas frequéncias alélicas e
genotipicas ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes que possam
sugerir um efeito de susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1 e transmissdo materno-
infantil em pacientes portadores das mutacGes no éxon 1 do gene MBL, corroborando
com os achados de Dahl et al., (2004) que publicaram um estudo no qual 9.245
pacientes foram avaliados quanto aos niveis séricos e geno6tipos da MBL na tentativa de
correlacionar a deficiéncia da proteina com riscos de infeccbes ou morbidade
aumentada por doencas ou comportamentos sociais associados e ndo encontraram
significancia estatistica na correlacdo entre individuos com deficiéncia de MBL
comparados ao grupo controle.

A distribuicdo da forma alélica MBL*A apresentou as maiores frequéncias
em ambos os grupos estudados, com 83,82% no grupo de infectados e 82,22% no grupo
controle corroborando com o estudo de Garcia-Laorden et al., (2006) realizado com
espanhois, onde encontrou freqiiéncias de 76% do alelo A entre os pacientes
soropositivos comparado com 72% encontrado no grupo controle.

O alelo MBL*C mostrou-se presente somente na populacdo controle, com
apenas uma representante. Esta baixa frequiéncia pode ter ocorrido devido ao pequeno

namero amostral estudado. Contudo, a auséncia deste alelo também ja foi verificada em



outros estudos realizados com amostras da populacdo de Belém (Moraes et al., 2003;
Costa, 2004). Isto pode ser explicado devido ao fato de que a ancestralidade africana das
populagBes amazonicas é advinda principalmente do Oeste da Africa, ndo havendo
relatos da contribuicdo da Africa Sub-Sahariana (Vergolino-Henry & Figueiredo, 1990),
regido de maior prevaléncia para o alelo MBL*C, alcancando freqliéncias de 50% a
60%.

O alelo MBL*D tem ocorrido em baixas freqiiéncias (5%) nas populacdes
em geral (Garred et al., 1996). No presente estudo este alelo foi mais freqiiente na
populacdo de infectados (4,42%) comparado a populacdo controle (3,34%). N&o ha
muitas evidéncias sobre a influéncia deste alelo nas infeccGes virais e tdo pouco se pode
inferir sobre os resultados obtidos aqui, pois a diferenca nas freqiiéncias do alelo
MBL*D vista acima € muito pequena, ndo sendo significativa.

As frequéncias dos gendtipos A/B e A/D foram maiores no grupo HIV
soropositivo em relagdo ao grupo controle, enquanto que os gendtipos A/C, B/B e B/D,
foram observados somente na populacdo controle, porém a analise dos dados néo
mostrou diferencas significativas nas freqiiéncias. A consequéncia bioldgica da presenca
dos heterozigotos A/B e A/D ainda ndo esta muito clara, todavia, ja foi demonstrado que
individuos portadores destes gendtipos sdo capazes de produzir niveis normais da
proteina MBL, devido a expressdo do alelo MBL*A, associado a presenca de hapldtipos
normais da regido promotora do gene (Juliger et al., 2000). Porém o mesmo nao
acontece com o heterozigoto B/D que, como ja se sabe, assim como o homozigoto B/B,
aumenta o risco de susceptibilidade a infeccdo por agentes infecciosos devido aos
baixos niveis de MBL circulante no plasma sangliineo (Garred et al., 1997; Wallis,
2002).

Neste estudo, o gendtipo O/O nao foi observado na populagéo de infectados
indicando que o estado de portador deste genotipo ndo estaria associado a
susceptibilidade a infeccdo pelo HIV, contrapondo, estudos anteriores de Garred et al.,
(1997) que sugerem que este gendtipo estaria diretamente relacionado ao aumento do
risco para infeccdo pelo HIV-1.

Os valores observados nas freqliéncias genotipicas das maes transmissoras e
de suas criancas HIV soropositivas ndo mostraram indicios da associacdo dos
polimorfismos do gene MBL na susceptibilidade a infeccdo e na transmisséo vertical do
HIV, corroborando com o estudo realizado em 1999 por Amoroso et al., onde avaliaram



a presenca do alelo B em criancas HIV soropositivas infectadas por transmissao vertical
e em criangas expostas ao risco, porem ndo infectadas, ndo havendo diferenga
significativa na freqliéncia de distribuicdo entre os grupos. Sabe-se que varios fatores
estdo associados a transmissdo materno-fetal do HIV, tais como o uso de medicagédo
pela gestante durante o periodo gestacional, administracdo dos medicamentos logo ao
nascimento para recém-nascidos e nas primeiras semanas de vida, o aleitamento
materno, o tipo de parto e a carga viral plasméatica materna. (Sperling et al., 1996;
Newell et al., 1998., Ceballos et al., 2002).

As variantes alélicas do gene MBL podem ter um papel direto na infeccédo
pelo HIV-1. Em 1989, Ezekowitz et al., demonstraram a inibic¢éo in vitro de células
TCD4". Pouco tempo depois foi relatado que a ativacdo do sistema complemento
ocorreria apos a ligacdo da MBL a gpl120 (Haurum et al., 1993). Dessa maneira as
baixas concentragcdes séricas da MBL e, subsequentemente, reducdo da ativacdo do
sistema complemento podem contribuir para 0 aumento da carga viral plasmatica
(Garred et al., 1997). Entretanto, os resultados obtidos no presente estudo ndo
corroboram com esta hipétese, pois ndo houve diferencas estatisticamente significantes
entre a contagem do nimero de linfécitos TCD4" e a carga viral com as formas alélicas
nos individuos infectados. Em concordancia com estes achados estdo Nielsen et al.
(1995), em um estudo com 80 pacientes HIV soropositivos no qual evidenciou que a
distribuicdo do nivel sérico de MBL nestes individuos era semelhante a de pessoas
saudaveis, sem influéncia no risco de infeccdo pelo HIV. Nao se comprovou a
associacdo entre o nivel de MBL com o declinio de células TCD4" e com o tempo de
soroconversdao ou com a duracdo da doenca até a morte. Senaldi et al. (1995)
descreveram que 0s niveis séricos de MBL estdo elevados em todos 0s estagios da
infeccdo pelo HIV e sdo estatisticamente semelhantes aos da populagdo normal. Estes
autores também ndo associaram a deficiéncia da MBL ao desenvolvimento ou a
progressdo da infeccdo pelo HIV.

Outros estudos, todavia, verificaram fortes associagdes entre estes
parametros laboratoriais. Prohaszka et al. (1997) encontraram niveis séricos de MBL
significativamente mais baixos em individuos HIV soropositivos do que no grupo
controle HIV soronegativos; Vallinoto et al. (2005), mostraram que 0s pacientes que
tinham o alelo MBL*A apresentaram um aumento de células TCD4" entre a primeira e a

segunda quantificacOes, caracteristica esta, que ndo foi evidente entre os individuos



infectados que tinham o alelo MBL*B. Na avaliacdo da carga viral plasmatica, a
primeira quantificacdo mostrou que os pacientes com o genétipo AA apresentaram
valores menores do que 0s pacientes que possuiam a variante B. Na segunda
quantificacdo, este valor foi de 9.8 vezes maior entre aqueles que tinham o alelo B e
adicionalmente, uma reducdo significativa na carga viral foi observada nos individuos
com o alelo A.

Ha poucos estudos desenvolvidos, tentando correlacionar o gene da MBL e
0 risco da transmissdo materno-fetal do HIV e, ainda, a evolucdo para a AIDS. Além do
que, os achados até entdo obtidos sdo controversos. As diferencgas entre os resultados
podem ser devido aos diferentes modelos experimentais utilizados (longitudinal vs.

Transversal).

Diante disso, se evidencia a necessidade da realizacdo de estudos que
além de buscar os fatores virais, avaliem também os fatores do hospedeiro que impedem
a evolucdo da infeccdo pelo HIV, com o objetivo de se buscar respostas que possam

futuramente, culminar no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.



5. CONCLUSOES

(i) As andlises das distribuicdes das frequéncias alélicas e genotipicas do
éxon 1 do gene MBL nas populacdes estudadas ndo mostraram diferencas significativas,
0 que sugere a auséncia de associacdo entre os polimorfismos do éxon 1 e a

susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1.

(i) As associacles entre o nimero médio de LTCD4" e da carga viral
plasméatica com os polimorfismos do gene MBL ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos estudados, sugerindo que as variantes

alélicas néo estariam influenciando na contagem destas variaveis.

(ili) As analises das frequéncias alélicas e genotipicas nas maes
transmissoras e de suas criangas HIV soropositivas ndo mostraram associa¢es destes
polimorfismos no gene MBL com a susceptibilidade a infeccdo na transmissdo vertical

do HIV.
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