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RESUMO

A infeccao pelo virus da imunodeficiciéncia humana (HIV) induz uma perda gradativa
da imunocompeténcia, culminando no estagio final da doenca conhecida como
sindrome da imunodeficiéncia humana (AIDS). Devido ao compartilhamento das vias
de transmissdo, a coinfeccdo com a hepatite viral C (HCV) é observada
frequentemente. O sistema complemento compreende a primeira linha de defesa do
hospedeiro contra patégenos, podendo ser ativado pela lectina ligante de manose
(MBL) ou ficolinas (FCN-1, FCN-2 ou FCN-3). O gene da ficolina-2 (FCN2) apresenta
polimorfismos (SNPs) na regido promotora (-986 G>A, -602G>A e -4A>G), que estao
associados a variacbes nos valores séricos da proteina. Além disso, baixas
concentracbes séricas foram associadas com maior susceptibilidade a doencas
infecciosas. Neste trabalho, buscou-se avaliar uma possivel associacao entre estes
polimorfismos e o0s valores séricos correspondentes com a suscetibilidade: a
infeccdo pelo HIV, a AIDS, a doencgas oportunistas relacionadas a AIDS e a
coinfeccdo HCV/HIV. Os SNPs foram identificados por amplificacdo sequéncia-
especifica (PCR-SSP) em 214 individuos saudaveis (controles), 180 pacientes HCV-
/HIV+ e 33 pacientes HCV+/HIV+. A ficolina-2 foi quantificada em 92 destes
controles e 88 dos pacientes HIV+ através de ensaio de imunoadsorbancia
enzimatica (ELISA). Nao houve desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg para as
distribuicbes genotipicas, exceto para o locus-602 nos pacientes HCV-/HIV+, e as
frequéncias alélicas correspondem ao esperado para populacdes de ascendéncia
europeia (p=0,55). As distribuicbes haplotipicas e genotipicas foram
significativamente diferentes entre controles e pacientes HCV-/HIV+ (p=0,02) e entre
controles e pacientes totais (p=0,01), respectivamente. Observou-se uma
associacao entre o haplétipo AGA e entre genotipos contendo este haplétipo, mais
especificamente AGA/GGA e AGA/AGG, com a suscetibilidade a infeccéo pelo HIV
(p=0,005, OR=1,94, IC95%= 1,22-3,07) e (p=0,001, OR= 2,28, 1C95%=1,39-3,74),
respectivamente. Entretanto, ndo houve associacdo com a suscetibilidade a AIDS
(p=0,39) e doencas oportunistas (p=0,71). Os pacientes apresentaram
concentracfes séricas mais elevadas do que os controles (p=0,007), porém nao
houve associacdo entre as concentracfes de ficolina-2 e a presenca de doenca
oportunista (p=0,89) ou AIDS (p=0,75). Entretanto, verificou-se que valores séricos
mais elevados estdo associados a contagens de linfocitos T CD4+ superiores a 250
células/ul (p=0,047). Em geral, ndo houve associacdo entre as concentracdes
séricas de ficolina-2 e os gendtipos e haplotipos de FCN2 (p=0,20 e 0,58 em
controles e pacientes, respectivamente). Por meio de analise in silico, observou-se
gue os SNPs -986 e -602 alteram sitios de ligacdo de fatores de transcri¢do. De fato,
as concentracfes associadas a estes loci foram superiores nos pacientes, e 0s
valores séricos correspondentes aos haplotipos tenderam a essa mesma diferenca,
significativa apenas nos homozigotos (p=0,01 e p=0,03, p=0,08 e p=0,03,
respectivamente). Contudo, as concentracdes séricas associadas ao haplotipo AGA
permaneceram estaveis (p=0,45). Portanto, a combinacdo AGA no promotor de
FCN2 é possivelmente irresponsiva a regulacdo por proteinas de fase aguda do
figado, o que pode ser ultimamente responsavel pelo aumento da susceptibilidade a
infeccéao.



ABSTRACT

The infection caused by human immunodeficiency virus (HIV) induces a gradual loss
of immune response, culminating in the final stage of the disease known as acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS). Due to sharing of transmission pathways, the
co-infection with hepatitis C virus (HCV) is often observed. The complement system
comprises the first line of host defense against pathogens and can be activated by
the mannose binding lectin (MBL) or ficolins (FCN-1, FCN-2 or FCN-2). The ficolin-2
gene (FCN2)has polymorphisms (SNPs) in the promoter region (-986 G> A, -602G>A
and -4A>G) which are associated with changes in serum protein levels. Moreover,
low serum concentrations have already been associated with increased susceptibility
to infections. This work aimed to evaluate a possible association between these
polymorphisms and corresponding serum levels to the susceptibility, HIV infection,
AIDS, AIDS-related opportunistic diseases and HCV/HIV coinfection. The SNPs were
identified by sequence-specific amplification (PCR-SSP) in 214 healthy subjects
(controls), 180 HCV-/HIV+ patients and 33 HCV+/HIV+ patients. The ficolin-2 was
quantified in 92 controls and 88 HIV+ patients by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were not observed for
genotypic distributions, except for the -602 locus in HCV-/HIV+ patients, and the
allele frequencies are similar to those expected for populations with European
ascendency (p=0.55).The haplotype and genotype distributions were significantly
different between controls and HCV-/HIV+ patients (p=0.02) and between controls
and all patients (p=0.01), respectively. It was found an association between the AGA
haplotype and among genotypes containing this haplotype, specifically AGA/CGA
and AGA/AGG, with susceptibility to HIV infection (p=0.005, OR=1.94, 95%Cl|=1.22-
3.07) and (p=0.001, OR=2.28, 95%CI=1.39-3.74), respectively. However, no
associations were observed with susceptibility to AIDS (p=0.39) and opportunistic
infections (p=0.71). Patients had higher serum levels than controls (p=0.007), but
there was no association between levels of ficolin-2 and the presence of
opportunistic infection (p=0.89) or AIDS (p=0.75). Nevertheless, higher levels are
associated with CD4+ T cells counts greater than 250 cells/ul (p=0.047). In general, it
was not observed an association between ficolin-2 levels and FCN2genotypes and
haplotypes (p=0.20 and 0.58 in controls and patients, respectively). In silico analysis
of theFCN2 promoter revealed that SNPs -986 and -602 modify transcription factors
binding sites. In fact, concentrations associated with these loci were higher in the
patients, and there was a trend to the same difference among the haplotypes,
significant only in homozygotes (p=0.01 and p=0.03, p=0.08 and p=0.03,
respectively). However, serum levels associated with AGA haplotype remained stable
(p=0.45). Therefore, the AGA combination in the FCN2 promoter seems to be
unresponsive to the regulation by acute phase proteins produced in the liver, which
may be ultimately responsible for the increased susceptibility to HIV infection.
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1 INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) atinge cerca de 35 milhdes de
pessoas no mundo, sendo que 20% delas estao coinfectadas pelo virus da hepatite
C (HCV) (SORIANO et al., 2010). A coinfeccdo HCV/HIV representa um importante
fator de morbidade e mortalidade das pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA)
(WEBER et al., 2006) e a sua prevaléncia varia de acordo com os fatores de risco
nas diferentes populacdes (ALTER, 2006). No Brasil, essa prevaléncia varia de 5 a
53,8%, dependendo da regido investigada (SEGURADO et al., 2004; MORIMOTO et
al., 2005; BRAGA et al.,, 2006; RODRIGUES et al.,, 2008, FARIAS et al., 2008;
CARVALHO et al., 2009; SANTOS et al., 2010), podendo alcancar até 84% em
usuarios de drogas injetaveis (UDI) (ZOCRATTO et al., 2006; MARCHESINI et al.,
2007). O HIV e HCV possuem algumas similaridades como as vias de transmisséo,
dentre as quais se destacam a sexual e intravenosa, respectivamente. Porém, ha
diferengas significativas na eficiéncia da infec¢cdo de cada virus e suas respectivas
prevaléncias geogréficas. Contudo, a rota de transmissdo compreende apenas um
dos fatores de susceptibilidade a aquisicdo de doencas infecciosas, havendo
relevancia a analise dos fatores genéticos do hospedeiro.

Sabe-se que a infeccdo pelo HIV pode comprometer seriamente o sistema
imunoldgico do individuo, tornando-o suscetivel a diversas infec¢gées oportunistas,
gue caracterizam o quadro clinico da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS). Porém, estudos recentes indicam que a glicosilacdo das proteinas gpl120 e
gp41 do envelope viral do HIV constituem potenciais sitios de ativacdo do sistema
complemento através da lectina ligante de manose (MBL) (JI; GEWURZ; SPEAR,
2005). Além disso, encontrou-se associacao entre variantes alélicas do gene MBL2,
responsaveis por baixas concentracdes soroldgicas da MBL, com a susceptibilidade
a infeccdo do HIV e progressao da AIDS (GARRED et al., 1997). A proteina sérica
ficolina-2 ou ficolina-L possui similaridades estruturais e funcionais com a MBL.
Ambas apresentam frequentes polimorfismos na regido promotora dos seus genes,
capazes de causar reducdes nos niveis de expressdo dessas e consequente
diminuicdo da ativacdo do sistema complemento. Com relacdo as infec¢cdes por
HCV, evidéncias experimentais verificaram a capacidade de reconhecimento e

ligacdo da ficolina-2 na glicoproteina E1 do HCV, contribuindo para eliminacdo do
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patégeno (ZHAN; ZHANG, 2007). Como o figado é o principal sitio de expresséo do
gene FCN2, além de corresponder ao sitio de invasao, replicacdo e alvo de lesédo
celular causada pelo HCV, espera-se que a ficolina-2 esteja envolvida com a
depuracéo plasmatica das particulas virais e protecdo das células hepaticas contra a
infeccao por HCV.

A investigacdo dos fatores genéticos envolvidos em doencas € essencial,
nao somente por permitir melhor entendimento da sua imunopatogénese, mas,
também, para a identificacdo de marcadores prognosticos, capazes de indicar
caminhos da progressdo da doenca, conduzindo a possiveis medidas terapéuticas
gue beneficiem pacientes portadores de diferentes enfermidades. Uma vez que
compdem a primeira linha de defesa do hospedeiro contra patdégenos, os
polimorfismos dos componentes da via das lectinas do complemento representam
fortes candidatos a associacbes com a progressao do HIV-AIDS e com a
suscetibilidade a coinfecgéo por HCV.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a associacdo entre hapl6tipos e genétipos da regido promotora do
gene da ficolina-2 (FCN2) e os respectivos valores séricos da proteina com a

suscetibilidade a infeccdo pelo HIV.

1.1.2 Obijetivos especificos

- Verificar se as concentragfes séricas da ficolina-2 e polimorfismos de
FCNZ2estao associados com:
a suscetibilidade a infecg&o pelo HIV,
a presenca de doencgas oportunistas relacionadas a AIDS,
a fase da doenca causada pelo HIV,
a presenca da coinfeccéo por HCV.

- Verificar possiveis associacoes entre os polimorfismos investigados e os

valores séricos da proteina,

- ldentificar os fatores de transcricdo que reconhecem os polimorfismos do

promotor de FCNZ2 in silico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sistema Complemento

O sistema complemento compde um dos principais mecanismos da resposta
imune inata contra agentes infecciosos e, além disso, é um importante efetor da
imunidade mediada por anticorpos. Dele, fazem parte mais de 35 proteinas
plasmaticas e de superficie celular capazes de reconhecer patégenos; diferenciar
tecidos saudaveis, restos celulares e células apoptoéticas; e atuar na manutencéo da
homeostase @ (BOLDT; GOELDNER; MESSIAS-REASON, 2012). Este
reconhecimento é realizado por proteinas potencialmente inativas que se tornam
ativadas de forma estavel apds sua ligacdo aos padres moleculares associados
aos patogenos (PAMPSs) ou a constituintes celulares alterados (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2008).

O processo de ativacdo do sistema complemento compreende trés vias:
classica, alternativa e das lectinas (Figura 1). A via classica inicia-se pela ligacao de
C1q na superficie de bactérias, na proteina C reativa ou em complexos antigeno-
anticorpo (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010a). A via alternativa € ativada pela
hidrolise espontanea de C3 ou pelo reconhecimento de PAMPs pela properdina
(GARRED et al., 2009). A via das lectinas, descrita recentemente, € iniciada pela
atividade proteolitica desencadeada pelas serinas proteases associadas a MBL
(MASPSs) ou as ficolinas (Ficolina-1, Ficolina-2 e Ficolina-3), as quais reconhecem 0s
PAMPs. ApOGs a ativacdo da via das lectinas, MASP-2 cliva C4 e C2 em C4b2b,
formando a enzima C3 convertase. Por outro lado, MASP-1 pode clivar C3
diretamente e levar a ativacdo da via alternativa (FUJITA, 2002; GARRED et al.,
2009). A cascata proteolitica desencadeada pelo processo de ativacdo permitira
uma grande amplificacdo e rapidez da resposta inflamatéria, pois cada ativacdo de
um elemento pré-formado pode gerar, rapidamente, multiplas enzimas e complexos
enzimaticos ativados (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). .

Os produtos da clivagem sequencial C3, C4 e C5 séo capazes de promover
multiplos efeitos bioldgicos. As anafilatoxinas C3a e Cbha sdo potentes mediadores
inflamatorios, causando contracdo da musculatura lisa e degranulacdo de basofilos e
mastacitos, com liberacdo de histamina e outras substancias vasoativas. Além disso,
Cbha € um potente fator quimiotatico para células fagociticas, levando a ativacao e

liberacdo de enzimas lisosssomais e radicais de oxigénio. Ja C3b e C4b previnem a
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agregacédo de complexos imunes e promovem seu transporte predominantemente
através da ligacdo ao receptor CR1 em células fagociticas e hemécias. Por sua vez,
o complexo litico terminal C5b-9 exibe efeito lesivo sobre membranas celulares e,
uma vez associado a essas, promove a lise osmética (MURPHY; TRAVERS;
WALPORT, 2010b).

Carboidratos/
Grupos acetilados

Complexo Ig-Ag
Superficie celular

FONTE: O autor (2012)

FIGURA 1 - VIAS DE ATIVACAO DO SISTEMA COMPLEMENTO

LEGENDA: Complexo Ig-Ag: Complexo Imunoglobulina-Antigeno; B: Fator B; D: Fator D; CAM:
Complexo de Ataque a Membrana; P — Properdina.

2.1.1 Ficolina-2

As ficolinas sdo moléculas de reconhecimento do sistema complemento
capazes de promover opsonizacao, fagocitose e destruicdo de patdégenos mediada
pela ativacdo da via das lectinas (ENDO; MATSUSHITA; FUJITA, 2007,
MATSUSHITA, 2010). Adicionalmente, as ficolinas podem mediar a eliminacdo de

células apoptoticas e necréticas, promovendo a ativagdo do sistema complemento e
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subsequente fagocitose dos restos celulares (KURAYA et al., 2005; JENSEN et al.,
2007).

Apesar de constituirem a via das lectinas, esta denominacdo ndo é
adequada uma vez que as ficolinas ndo sao capazes de se ligar diretamente aos
carboidratos, possuindo 0s compostos acetilados como ligantes preferenciais
(KRARUP et al., 2004). Mais especificamente, a ficolina-2 reconhece moléculas
como o &cido lipotedico (LTA), N-acetilglucosamina (GIcNAc), N-acetilgalactosamina
(GalNAc), N-acetillactosamina (LacNac), &cido N-acetil-neuraminico (NANA)
constituintes de peptideoglicanos (PG), polissacarideos, glicoproteinas e
glicoconjugados (CHEN et al., 2006). Esses potenciais sitios de ligacdo podem estar
presentes na parede e/ou membrana celular de microrganismos (fungos e
bactérias), protozoarios, e em envelope virais (MATSUSHITA, 2010). Ja foi descrita
a capacidade de ligacdo da ficolina-2 em Salmonella typhimurium TV119, que
contém lipopolissacarideos com residuos de GIcNAc; em Escherichia coli; em
diversos sorotipos das bactérias capsuladas de Staphylococcus e Streptococcus
(KRARUP et al., 2004; KRARUP et al., 2005; AOYAGI et al., 2008). Além disso, a
ficolina-2 tem a capacidade de interagir com a proteina C reativa, estabilizando a
ligacdo com bactérias e ativando a via das lectinas sob condi¢es inflamatorias
(baixa quantidade de calcio e pH baixo) (NG et al., 2007). Outros possiveis ligantes
incluem elastina, corticosteroide, fibrina, fibrinogénio e acido desoxirribonucléico
(DNA) (CEDZYNSKI et al., 2007; MATSUSHITA, 2010).

As ficolinas sdo proteinas multiméricas constituidas por quatro ou mais
subunidades unidas por pontes de dissulfeto (Figura 2) (OHASHI; ERICKSON, 1998;
GARRED et al., 2010). Sua estrutura é composta por um dominio amino(N)-terminal
constituido de residuos de cisteina; dominio semelhante ao colageno (CD) contendo
repeticbes Gly-Xaa-Xaa (onde Xaa € qualquer aminoacido); e um dominio
carboxi(C)-terminal, conhecido como regido semelhante ao fibrinogénio (FBG). O CD
€ responsavel pelas interacbes com as MASPs, as quais levam a ativacdo do
sistema complemento. Ja o arranjo polar presente no dominio FBG compde a regiéo
de reconhecimento dos grupos acetilados presentes em carboidratos (GARRED et
al., 2009).
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FIGURA 2 — ORGANIZACAO ESTRUTURAL DAS FICOLINAS

O gene codificante da ficolina-2 (FCN2) localiza-se no bragco longo do
cromossomo 9 (9934) e contém oito exons. O primeiro exon codifica a regidao 5’ nao
traduzida (5 UTR), o peptideo sinal e nove aminoacidos da regiao N-terminal. O
segundo e o terceiro exons codificam o dominio semelhante ao colageno. O quarto
exon codifica a regido de ligacdo. Os exons sete e oito sdo responsaveis pela
codificacdo da regido localizada a montante do dominio semelhante ao colageno. O
ultimo exon codifica o dominio FGB e a regidao 3’ UTR (ENDO et al., 1996). O gene
FCN2 é expresso principalmente no figado, enquanto os demais sitios contém
guantidades infimas de seu RNA mensageiro (MRNA) (MATSUSHITA et al., 1996;
HUMMELSHQOJ et al., 2008).

De acordo com Munthe-Fog et al. (2007), baixas concentracfes de
ficolina-2 sédo <3 pg/ml, concentragcBes intermediarias compreendem o intervalo 3-6
pg/ml e as altas concentracdes sao >6 pg/ml, aproximadamente. Em
caucasianos, a mediana da concentracdo da ficolina-2 € de 5 pg/ml com uma
variacao interindividual de 1-12 pg/ml (HUMMELSHOJ et al., 2005; MUNTHE-FOG
et al., 2007). A variacdo da concentracao sérica da ficolina-2 esta associada com a
presenca de trés polimorfismos de nucleotideo dnico (SNPs) -986G>A
(dbSNPrs3124952), -602G>A (dbSNP rs3124953) e -4A>G (dbSNP
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rs17514136), contados a partir do sitio de inicio da transcri¢do e situados na regiao
promotora deste gene (Figura 3)e uma mutagdo nao sinbnima no exon 8 +6424G>T
(dbSNP rs7851696)(HUMMELSHOJ et al., 2005; CHEN et al., 2006; HERPES et al.,
2006; CEDZYNSKI et al., 2007; MUNTHE-FOG et al., 2007; MESSIAS-REASON et
al., 2009; MESSIAS-REASON; KREMSNER; KUN, 2009). As frequéncias alélicas e
genotipicas desses SNPs, em diferentes populacdes, estdo listadas nas Tabelas 1 e

2, respectivamente.

O o

IR =

& &

' 1 2 3 4 5 6 7 8
Ficolina-2 Col 1 FBG

FONTE: BOLDT; GOELDNER; MESSIAS-REASON, 2012
FIGURA 3 — GENE FCN2 E SUA REGIAO PROMOTORA

LEGENDA: A regido promotora do gene FCN2, contendo os SNPs -986 G>A, -602 G>A e -4 A>G,
esta identificada pela linha preta horizontal; os exons estdo numerados de 1 a 8; os introns estao
ilustrados entre os exons; Col., regido semelhante ao coldgeno; FBG, regido semelhante ao
fibrinogénio.

TABELA 1- FREQUENCIAS ALELICAS (%)DOS POLIMORFISMOS DO PROMOTOR DE
FCN2 EM POPULACOESDE DIFERENTES ASCENDENCIAS (dbSNP)

SNPs N Europeia N Africana N Asiética
-986 G>A 2963 G — 104 (46,0) 2041 G —179 (79,9) 1722 G - 152 (88,4)
rs3124952 A —-122 (54,0) A —45 (20,1) A =20 (11,6)
-602 G>A 3 G-=170(75,2) 1 G —224(99,1) 2> G —-166 (96,5)
rs3124953 226 A =56 (24,8) 226 A-2(0,9) 172 A- 6(3,5)

A -86 (71,7) s A-90(76,3) s A—109 (90,8)
-4 A>G 120* 118 120
rs17514136 G —-34(28,3) G -28(23,7) G-11 (9,2
+6424 G>T 7 G —3904 (85,8) 1 G-184(81,4) > G —148(86,0)
rs7851696 4550 T —-646 (14,2) 226 T -42 (18,6) 172 T -24 (14,0)

LEGENDA: N, ndmero de cromossomos; entre parénteses, porcentagem; 1HapMap_YRI

(Nigerianos);”"HapMap_JPT
(Norte-Americanos);>1000GENOMES

(Japoneses);

Japoneses);'NHLBI-ESP (Norte-Americanos).
NOTA: Dados do dbSNP (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/)

*HapMap_CEU
(Nigerianos);

®1000GENOMES

(Norte-Americanos); 1000GENOMES

(Chineses e
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TABELA 2—- FREQUENCIAS GENOTIPICAS (%) DOS POLIMORFISMOS DO PROMOTOR
DE FCN2 EM POPULAGOES DE DIFERENTES ASCENDENCIAS (dbSNP)

SNPs N Europeia N Africana N Asiatica

-986 G>A A/A —60 (26.5) AIA =12 (5,4) AA—  0(0,0)

(s3124052 226° AIG-124(54,9) 224" A/G-66(295)  172° A/G 40 (233)
G/G —42 (18,6) G/G - 146 (65,2) GIG - 132 (76,7)

602 G>A A/A-10(4,4) AIA-  0(0,0) AA—  0(0,0)

(3124953 226° AIG -92 (40,7) 226" AIG- 4(1,8) 172° A/G-12(7,0)
GIG — 124 (54,9) GIG — 222 (98,2) GIG - 160 (93,0)
AIA — 626 (66,2)

-4 A>G 946" A/G —274(29,0) - - - -

rs17514136 GIG —46 (4,9)

+6424 G>T G/G — 3349 (73,6) G/G - 146 (64,6) G/IG -124 (72,1)

(7851696 4550° G/T -1110 (24,4) 226 G/T-76(33,6) 172> GIT -48(27,9)
T/T— 86(1,9) TIT— 4(1,8) T/IT— 0(0,0)

LEGENDA: N, ndmero de cromossomos; entre parénteses, porcentagem; ‘HapMap_YRI
(Nigerianos);’HapMap_JPT  (Japoneses);’HapMap_CEU  (Norte-Americanos);'CLINSEQ_SNP;
*NHLBI-ESP(Norte-Americanos).

NOTA: Dados do dbSNP (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/)

Baseando-se em pesquisas atuais, os haplotipos -986,-602,-4 mais comuns
sdo: GGA, AAA, AGG e AGA (MUNTHE-FOG et al.,, 2007; MESSIAS-REASON;
KREMSNER; KUN, 2009). O haplotipo AGA foi associado como um fator protetor
contra hanseniase, febre reumatica (FR), doenca cardiaca reumatica cronica
(CRHD) e HBV (MESSIAS-REASON; KREMSNER; KUN, 2009; MESSIAS-REASON
et al.,, 2009; TONG et al., 2011). O haplétipo AGG foi associado como um fator de
protecdo contra HBV (TONG et al., 2011) e o GGA como um fator de suscetibilidade
a CRHD (MESSIAS-REASON et al., 2009).

Adicionalmente, estudos recentes revelam que a presenca do nucleotideo
adenina (A) nas posicfes -986 e -602 e de guanina (G) na posicdo -4estdo
associadas as elevadas concentracdes de ficolina-2 no soro de maneira aditiva
(HUMMELSHOJ et al., 2005; MUNTHE-FOG et al., 2007). Portanto, sabendo que a
variacdo da producéo interindividual de ficolina-2 € influenciada geneticamente, os
haplétipos AAA e AGG estéo associados aos altos valores séricos de ficolina-2, AGA
as concentracdes intermediarias e GGA as baixas concentracfes séricas da
mesma.Os baixos valores séricos foram associados ao risco aumentado a doencgas
infecciosas como infec¢cdes respiratérias em criancas e adultos (HOLMSKOV,
THIEL; JENSENIUS, 2003; ATKINSON et al., 2004; HUMMELSHOJ et al., 2005;
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CEDZINSKI et al., 2009). Além disso, existem evidéncias que baixas concentracdes
de ficolina-2 estédo envolvidas na gravidade da nefropatia por IgA (ROOS et al.,
2006) e do lupus eritematoso sistémico (WATANABE et al., 2012). Diferentemente
desses estudos, verificou-se concentracdes séricas da ficolina-2 mais elevadas em
pacientes com infec¢des virais, como HBV (TONG et al., 2011) e HCV (LIU et al.,
20009).

2.2 Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

Os primeiros casos de AIDS foram relatados em 1981, nos Estados Unidos,
em pacientes homossexuais do sexo masculino residentes de grandes centros
urbanos (Nova lorque, Sao Francisco e Los Angeles) que foram a oObito devido a
doencas como sarcoma de Kaposi e pneumonia (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL, 1981). Embora suspeitassem que a doenca infecciosa estivesse
relacionada ao estilo de vida, o surgimento de novos casos entre 0os heterossexuais
e as criancas recém-nascidas sugeriu que esta doenca poderia ser transmitida pelas
vias sexual, vertical e parental. No Brasil, em 1982, foram registrados os primeiros
casos de AIDS, inicialmente atendidos no Hospital Emilio Ribas, em S&o Paulo.

A identificacdo do agente causador da AIDS foi possivel somente em 1983
por Gallo et al. (1983), apds a descricdo do virus T linfotréfico humano do tipo I
(HTLV-III) isolado de células mononucleares de sangue periférico de pacientes com
AIDS. Levy et al. (1984) isolaram virus, denominado retrovirus associado a AIDS
(ARV), de pacientes que manifestavam ou ndo o quadro de AIDS. Em 1986, apos a
reunido do Comité Internacional de Taxonomia de Virus, o agente causador da AIDS
passou a ser denominado oficialmente como Human Immunodeficiency Virus (HIV)
(COFFIN et al.,, 1986; INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF
VIRUSES, 2006).

2.2.1 Epidemiologia mundial e nacional

Estudos estatisticos mundiais desenvolvidos pela JOINT UNITED NATIONS
PROGRAMME ON HIV/AIDS (UNAIDS) e WORLD HEALTH ORGANIZATION
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(WHO) (2009) estimam que haja 31,1 a 35,8 milhGes de pessoas infectadas com o
HIV, sendo que cerca de 93,7% sao adultos e 6,3% sao criangas. A incidéncia de
novos casos € de 2,7 milhdes/ano e a taxa de mortalidade por AIDS é de 2
milhdes/ano.

De acordo com o Departamento de Informatica do SUS (DATASUS), durante
o periodo de janeiro 1980 a junho de 2010 foram diagnosticados 592.914 casos de
HIV/AIDS no Brasil, sendo que as regides sul e sudeste contém 77,5% dos casos.
Cerca de 86,4% dos casos de HIV/AIDS do Estado do Paran& estdo concentrados
da cidade de Curitiba e Regido Metropolitana. A razédo de sexo (M:F) nacional é de
aproximadamente 1,5:1 desde o ano de 2002. Em 2008, foram detectados 18,2
novos casos por 100.000 habitantes e o coeficiente de mortalidade por AIDS foi de
6,1/100.000 habitantes, sendo que a regido sul possui a maior taxa de mortalidade
(9.4/100.000 habitantes) (BRASIL, 2011a).

2.2.2 Transmissao e grupos de risco

As principais vias de transmissdo do HIV séo a sexual, intravenosa e vertical
(da mae para o filho, durante a gravidez, no parto ou pelo leite materno). As
atividades de maior risco compreendem variacdes nos parceiros sexuais, sem 0 uso
de métodos preventivos; transfusdo sanguinea; compartilhamento de seringas e
agulhas néo esterilizadas (como acontece entre usuarios de drogas injetaveis);
gravidez em mulher infectada pelo HIV; e recepcdo de o6rgdos ou sémen de
doadores infectados.

Estudos mostram que os homens que fazem sexo com homens (HSH) e
usuarios de drogas injetaveis (UDI) masculinos continuam apresentando maior risco
de infeccdo quando comparados com a populacdo geral, com taxas de incidéncia 15
vezes maiores do que nos heterossexuais (BARBOSA JUNIOR et al., 2009).
Paralelamente, € observado um crescimento importante no nimero de casos entre

as mulheres, sendo que a transmissao sexual a mais relevante (97%).

2.2.2 Estrutura e biologia do HIV

O HIV pertence a familia Retroviridae, cujos membros apresentam um

genoma composto por duas fitas simples de RNA, capsideo em formato de cone e
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longo periodo de incubacdo (BUCHEN-OSMOND, 2004). Ha dois tipos conhecidos:
0 HIV-1, que possui prevaléncia mundial e maior viruléncia, e o HIV-2, endémico da
Africa Ocidental e india (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010b).

O envelope viral é constituido pelas glicoproteinas gp120 e gp41 dispostas
em trimeros e ancoradas na bicamada lipidica (GREENE; PETERLIN, 2006). O
capsideo envolve proteinas p24; genoma viral; e as enzimas transcriptase reversa,
integrase e protease. O genoma viral contém o0s genes das proteinas estruturais
(gag, pol e env); e regulatérias (tat, rev, nef, vif, vpr e vpu), que determinam a
infectividade, produzem novas cOpias do virus ou causam a doenca. Entre o
envelope e o capsideo viral situa-se a matriz, composta pela proteina pl7
(NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND INFECTIOUS DISEASE, 2009).

Verifica-se o tropismo da infeccdo do HIV por células que expressam a
molécula CD4, destacando-se os linfécitos T auxiliadores; as células da linhagem
monocitico-macrofagica, incluindo a microglia do sistema nervoso central, as células
dendriticas dos linfonodos e as células de Langerhans da pele. Além disso, pode
ocorrer a adesdo do HIV em células endoteliais, neuronais, astrocitos e células
intestinais M da placa de Peyer (LIMA et al., 1996). Ainda, alguns receptores de
guimiocinas, como 0 CCR5 e o0 CXCR4, atuam como correceptores da invasdo do
HIV nas células hospedeiras (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010b).

O ciclo de replicacdo do HIV compreende os seguintes passos: fusao viral
na membrana celular; transcricdo reversa; integracdo, transcricdo e traducdo do
DNA viral; e montagem do virus (CERVIA, 2009).

A entrada do virus se da por fusdo do envelope viral com a membrana da
célula hospedeira. A glicoproteina gpl20 esta envolvida, principalmente, na
interacdo com o receptor CD4; com os receptores de quimiocinas (CCR5 e CXR4); e
com a proteina DC-SIGN das células dendriticas. Essa ligacao libera a glicoproteina
gp41, causando a fusdo do envelope viral com a membrana celular e a deposicéo do
genoma viral no citoplasma da célula hospedeira.

Ainda no citoplasma, o genoma viral € transcrito pela enzima transcriptase
reversa e o cDNA é integrado no cromossomo da célula hospedeira com o auxilio da
integrase viral. A ativacdo de células T CD4+ induz a expressdo de fatores de
transcricdo, como o NFkB e NFAT, responsaveis por iniciar a transcricado do genoma

do HIV. Os RNA mensageiros (MRNA), produzidos a partir do DNA viral integrado,
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sdo processados simultaneamente, permitindo a tradugao precoce de tat e rev. A
proteina tat aumenta a transcricdo do RNA viral e a rev facilita o transporte do RNA
processado ou nao ao citoplasma. Os transcritos sem processamento (genomas
virais) sdo empacotados com o auxilio das proteinas estruturais (gag, pol e env),
constituindo as novas particulas virais que, por sua vez, sao liberadas para o meio
extracelular (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010b).

2.2.3 Imunopatogenia da infec¢ao pelo HIV

Os sitios dominantes da infec¢éo priméaria do HIV compreendem as células
gue expressam CD4 e pelo mens um dos receptores de quimiocinas (CCR5 e CXR4)
do trato gastrintestinal e da mucosa genital. Com isso, o HIV multiplica-se e
dissemina-se nos linfonodos locais até atingir os orgéos linfoides periféricos.

A fase aguda caracteriza-se por um alto nivel de viremia no sangue
periférico e uma diminui¢do significativa de linfécitos T CD4+ circulantes. H& uma
intensa replicacéo viral e essa grande quantidade de virus na corrente sanguinea
levam a ativacao de linfécitos T CD8+, que eliminam as células infectadas pelo HIV
e estimulam a producdo de anticorpos, 0s quais sao fatores determinantes para a
soroconversao. As manifestacdes clinicas podem ocorrer em 50 a 90% dos casos e,
normalmente, tem duracdo entre 1 a 4 semanas apoés a infeccéo primaria (BRASIL,
2008).

Apoés esta fase, hda um periodo assintomatico, no qual 50 a 70% dos
individuos desenvolvem linfadenopatia, em que persiste a replicacdo do virus, porém
o declinio da funcao e do namero de linfocitos T CD4+ é gradual. Geralmente, a fase
assintomatica, a qual esta relacionada diretamente com a progressdao da doenca,
pode durar entre 3 a 20 anos (LEVY, 2009). Quando os sintomas tornam-se
frequentes, geralmente presentes em individuos que possuam contagens de células
T CD4+ em torno de 500 células/ul de sangue, a fase sintomatica € estabelecida.
Enquanto a quantidade de linfocitos T CD4+ permanecerem acima de 350 células/ul,
as infeccbes mais comuns sdo geralmente causadas por bactérias, como as
infeccOes respiratérias e tuberculose. Com a progressao da doenca, sdo observadas
infeccOes atipicas, respostas tardias a antibioticoterapia e/ou reativacédo de infecdes

antigas, como, por exemplo, a tuberculose ou neurotoxoplasmose. Quando as
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contagens de linfocitos T CD4+ atingem entre 200 a 300 células/ul, sdo observados
sintomas constitucionais como febre baixa, fadiga, diarreia cronica, sudorese
noturna, cefaleia, alteracdes neuroldgicas e infeccbes bacterianas (bronquites,
pneumonia, sinusite) e lesdes orais (leucoplasia oral pilosa) (BRASIL, 2008).

Este ultimo estadgio da doenca constitui a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), a qual pode ser classificada em: ndo significativa, moderada,
avancada e grave. E caracterizada pelo aumento da ocorréncia de infecgdes
oportunistas e neoplasias, com maior prevaléncia em contagens abaixo de 200
células/ul de sangue (Organizacdo Mundial da Saude, 2007). As infeccdes
oportunistas mais comuns sao: pneumonia por Pneumocystis jirovecii (antigamente
definido como P. carinii), neurotoxoplasmose, tuberculose pulmonar atipica ou
disseminada, meningite criptocécia e retinite por citomegalovirus. E as neoplasias
mais frequentes sdo: sarcoma de Kaposi, linfomas nédo-Hodgkin e o cancer de colo
uterino (mulheres jovens) (BRASIL, 2008).

De acordo com os critérios do CDC adaptado, é considerado um caso de
AIDS todo individuo com idade = 13 anos que apresentar evidéncia laboratorial de
infeccdo pelo HIV (dois testes de triagem para deteccédo de anticorpos anti-HIV ou
um confirmatério reagente) e o diagnéstico de imunodeficiéncia (pelo menos uma
doenca indicativa de AIDS — Tabela 3 — e/ou contagem de linfocitos T CD4+ abaixo
de 350 células/mm?), independentemente da presenca de outras causas de
imunodeficiéncia (BRASIL, 2004).

TABELA 3 - DOENCAS INDICATIVAS DE AIDS DE ACORDO COM O CDC ADAPTADO

1. Cancer cervical invasivo;
2. Candidose de es6fago;
3. Candidose de traqueia, brénquios ou pulmdes;

4. Citomegalovirose em qualquer outro local que ndo sejam figado, baco e
linfonodos; como a retinite por citomegalovirus;

5.  Criptococose extrapulmonar;

Criptosporidiose intestinal crbnica (periodo superior a um més);
Herpes simples mucocutaneo, por um periodo superior a 1 més;

No

8. Histoplasmose disseminada (localizada em quaisquer érgdos que nao
exclusivamente em pulmao ou linfonodos cervicais/hilares);



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Isosporidiose intestinal crénica (periodo superior a um més);
Leucoencefalopatia multifocal progressiva (virus JC, um poliomavirus);

Linfoma nao-Hodgkin de células B (fendtipo imunoldgico desconhecido)
e outros linfomas dos seguintes tipos histolégicos: Linfoma maligno de
células grandes ou pequenas nao clivadas (tipo Burkitt ou ndo-Burkitt) e
Linfoma maligno imunoblastico sem outra especificacdo (termos
equivalentes: sarcoma imunoblastico, linfoma maligno de células
grandes ou linfoma imunoblastico);

Linfoma primério do cérebro;

Pneumonia por Pneumocystis carinii;

Qualquer micobacteriose disseminada em 6érgdos outros que ndo sejam
0 pulméo, pele ou linfonodos cervicais/hilares (exceto tuberculose ou
hanseniase);

Reativacéo de doenca de Chagas (meningoencefalite e/ou miocardite);

Sepse recorrente por bactérias do género Salmonella (néo tiféide);

Toxoplasmose cerebral.

FONTE: BRASIL, 2004
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Dessa forma, a infeccao pelo HIV é capaz de desencadear perda gradativa

da imunocompeténcia, possibilitando a infeccdo oportunista por diversos patdégenos,

culminando com a AIDS. Em geral, ocorre a diminuicdo do niumero absoluto destas

células com o avanco da infeccdo pelo HIV, porém, pode-se detectar um aumento

de linfécitos T CD4+ apds a acao de terapias antiretrovirais (TARV).

2.2.4 Progresséo HIV-AIDS

Segundo um estudo de coorte multicéntrico, realizado por Mellors et al.

(1997), que acompanharam 1.604 pacientes infectados pelo HIV durante 10 anos, a

carga viral foi considerada o melhor marcador prognostico para a progressao HIV-

AIDS, seguido da contagem dos linfécitos T CD4+. Além de discriminar o risco de

progresséao entre todas as quantidades de células T CD4+, a carga viral foi capaz de

predizer suas respectivas taxas de decaimento. Porém, o risco de surgimento de

doencas relacionadas a AIDS era muito baixo em individuos que tinham uma

contagem > 200 células/pl, mesmo quando a carga viral atingisse 50.000 a 60.000
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copias/ml. Isso sugere que a contagem de linfocitos T CD4+ é mais adequada como
um marcador de prognostico em curto prazo do risco de surgimento das doencas
relacionadas a AIDS, quando comparada com a carga viral. Enquanto a carga viral
leva a destruicdo das células T CD4+, € a contagem delas que ira determinar, em
curto prazo, o risco de progresséo para a AIDS. Embora a carga viral seja um bom
marcador de progressdo da doenca, a combinacdo desta com a contagem de
linfécitos T CD4+ possui maior relevancia para estimativa do prognostico (SACKS et
al., 2004).

O tempo de progressao pode variar significativamente entre os individuos
infectados pelo HIV e, de acordo com estudos de coortes, foi possivel identificar
guatro principais grupos de progressores, (LEVY, 1993; SHEPPARD et al., 1993;
BUCHBINDER et al., 1994;EASTERBROOK, 1994; PHAIR, 1994;KIRCHHOFF et al.,
1995; PANTALEO et al., 1995), sendo que trés deles estdo representados pela
Figura 4.

O primeiro grupo compde 0s progressores tipicos (Typical progressors —
TP), que representam 70 a 80% dos casos, apresentam tempo de progressao para a
AIDS de 6 a 10 anos, e vivenciam doenca ativa, com replicacédo viral persistente e
decaimento progressivo de células T CD4+ (PANTALEO; FAUCI, 1996). O segundo
grupo é formado pelos progressores rapidos (Rapid progressors — RP), que séo
identificados em 10 a 15% dos casos, progridem para a AIDS em 2 a 5 anos, e
apresentam sinais clinicos e laboratoriais caracteristicos (PANTALEO; FAUCI, 1996;
POROPATICH; SULLIVAN JR, 2011). Os sintomas constitucionais, como a
sindrome aguda do HIV, podem persistir mesmo apods a transicdo da fase aguda
para a cronica, e o periodo de laténcia pode ser ausente ou muito breve. O controle
inicial da explosdo da viremia do HIV parece ndo ser eficaz e, mesmo apds sua
diminuicado inicial, os niveis de viremia podem aumentar rapidamente (PANTALEO;
FAUCI, 1996). O terceiro grupo é constituido pelos ndo progressores de longo prazo
(Long-term nonprogressors — LTNP), observados em 2 a 4% dos casos, e que
possuem um tempo de progressao = 10 anos (MIKHAIL; WANG; SAKSENA, 2003;
LAMA; PLANELLES, 2007). Estes progressores sdo capazes de manter baixos
niveis de viremia (5.000 a 15.000 copias de HIV-RNA/mlI de plasma) e altas
contagens de células T CD4+ (= 500 células/ul) (HUNT, 2009; MIKHAIL et al., 2003).

Muitas vezes sdo assintomaticos durante 10 a 20 anos e possuem carga viral
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indetectavel nos primeiros anos apods a infec¢cdo por HIV (MADEC et al., 2005;
OKULICZ et al., 2009). Dentro do grupo LTNP, pode-se encontrar os controladores
de elite (Elite controllers - EC), representando < 1% dos casos, 0s quais possuem
guantidade de HIV-RNA indetectaveis (< 50 copias/ml) e quantidade normais de
células T CD4+ (= 500 células/ul) durante um periodo que pode variar de meses a
anos (SAKSENA et al.,, 2007; PIACENTINI et al.,, 2009). E o quarto grupo é
denominado de progressores lentos ou sobreviventes de longo prazo (Slow
progressors ou Long-term survivors — SP ou LTS), os quais possuem um tempo de
progressdo semelhante aos TP, porém os parametros clinicos e laboratoriais (T
CD4+ < 500 células/ul e HIV-RNA = 10.000 cépias/ml) permanecem estaveis por um
longo periodo (BETTS, 1999; LEVY, 2009).

Viremia dos progressores tipicos
Viremia dos n&o proaressores de longo prazo
Viremia dos progressores rapidos
« T CD4+ dos progressores tipicos
T CD4+ dos néo progressores de longo prazo
..... T CD4+ dos progressores rapidos

~10"
1,200

1,000 — -10°

800 - .
10

Células T CD4+

10"

ewse|d 3p |W/AYNY-AIH Seidod ap N

10

Semanas

FONTE: Modificado de POROPATICH; SULLIVAN JR, 2011.

FIGURA 4 — PROGRESSAO DA DOENCA EM PROGRESSORES TIPJCOS (TP), NAO
PROGRESSORES DE LONGO PRAZO (LTNP) E PROGRESSORES RAPIDOS (RP), DE
ACORDO COM AS CONTAGENS DE CELULAS T CD4+ E VIREMIA
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2.2.5 Terapia Antiretroviral (TARV)

O tratamento principal da doenga compreende a administragcdo da terapia
antiretroviral (TARV), constituida, principalmente, por drogas que atuam em
diferentes fases do ciclo da replicacdo viral. As drogas antiretrovirais Ssao
classificadas em: inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideo
(ITRN), inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos (ITRNN),
inibidores da protease (IP), inibidores de fus&o, antagonistas de coreceptores de
citocinas (constituidos por antagonistas de CCR5 e antagonistas de CXR4) e
inibidores da integrase. Devido mecanismos de atuacfes diferentes, estas drogas
séo utilizadas em associacdOes para a maximizacao do seu efeito.

Para estimar o progndstico e definir o inicio da TARV, realizam-se contagens
seriadas dos linfocitos T CD4+, que correspondem aos marcadores do estado
imunologico dos individuos, e quantifica-se a carga viral plasmatica do HIV, que é
um preditor da queda subsequente da quantidade de linfocitos T CD4+ (BRASIL,
2008). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (2007), € recomendado o
inicio imediato da TARV em individuos HIV positivos sintomaticos ou assintomaticos
com o nimero de linfécitos T CD4+ <350 células/mm?®. Aqueles que apresentarem
sinais clinicos de imunodeficiéncia avancada ou severa devem iniciar o tratamento
com antiretrovirais independentemente do resultado da contagem dos linfécitos T
CD4+. Aconselha-se, também, que pacientes HIV positivos coinfectados por HBV
iniciem a TARV independentemente da contagem de T CD4+. As drogas utilizadas
na TARV sédo indicadas de acordo com o tipo de paciente (mulheres gravidas,
adolescentes ou adultos) e presenca de coinfec¢cdo por HBV, HCV ou tuberculose
(TB).

O monitoramento da TARV ocorre através da contagem periodica dos
linfocitos T CD4+; do teste de deteccdo de RNA viral em suspeita de auséncia de
resposta ao tratamento; e de andlise laboratorial e sintomatica da toxicidade apds o
inicio do tratamento. Com relacdo a hepatotoxicidade, ha quatro mecanismos
envolvidos nos danos hepéticos desencadeados pela TARV. De uma maneira geral,
os ITRN podem causar lesdo hepética através da inibicdo da polimerase gama
mitocondrial dos hepatdcitos, ocasionando esteatose, acidose latica ou até mesmo
insuficiéncia hepatica. O segundo mecanismo de toxicidade hepética envolve a

producdo de metabdlitos toxicos associados aos IP (Tipranavir), culminando em
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alteracdes idiossincrasicas. O ultimo mecanismo esta relacionado com as reacdes
hipersensibilidade, observadas em todas as classes de TARV, desencadeando
alteracdes hepaticas (BRASIL, 2008).

No Brasil, o fornecimento da TARV é assegurado pela Lei 9.313 desde o ano
de 1996, e tem contribuido significativamente no aumento da sobrevida e na
diminuicdo da taxa de mortalidade dos individuos portadores do HIV (JOINT UNITED
NATIONS PROGRAMME ON HIV/AIDS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).
Porém, uma parte da populacdo vivendo com HIV/AIDS, que utilizam a TARV ao
longo prazo, esta convivendo com os efeitos de toxicidade dos medicamentos,
como, por exemplo, lipodistrofia e na presenca das coinfec¢bes por HBV ou HCV
(BRASIL, 2008).

2.2.6 Coinfecgéo por hepatite viral C

Devido ao compartilhamento de rotas de transmissdo, a coinfecgdo por
hepatite viral C (HCV) atinge cerca de 10 a 30% das pessoas vivendo com HIV/AIDS
(PVHA) (ALTER, 2006; SULKOWSKI, 2007; SORIANO et al., 2010). A prevaléncia
do marcador da infec¢cdo por HCV, o anti-HCV, na populacao residente das capitais
brasileiras € de 1,56% (IC 95% 1,28-1,91) para entre os individuos de 20 a 69 anos
(BRASIL, 2011b). Nos individuos infectados pelo HIV, a prevaléncia desse marcador
varia de 5 a 54%, dependendo da regido investigada e do desenho do estudo
(SEGURADO et al.,, 2004; MORIMOTO et al., 2005; BRAGA et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2008, FARIAS et al., 2008; CARVALHO et al., 2009; SANTOS et
al., 2010), podendo chegar até 84% em UDIs (ZOCRATTO et al., 2006;
MARCHESINI et al., 2007).

A transmissdo mais prevalente do HCV ocorre através do contato com
sangue infectado em virtude de exposicdo percutanea, destacando-se o0
compartilhamento de agulhas e seringas para uso de drogas (BRASIL, 2011b). A
coinfeccdo HCV/HIV pode ser observada em cerca de 50 a 90% dos usuarios de
drogas injetaveis (UDI) (PAVAN et al., 2003; MENDES-CORREA; BARONE;
GIANINI, 2005; ALTER, 2006; SULKOWSKI, 2007). Além disso, acidentes com

contato percutaneo ao sangue infectado s&do relativamente frequentes
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(SULKOWSKI, 2008). Embora a transmissdo sexual tenha uma incidéncia
relativamente baixa (10 a 14%), (SULKOWSKI, 2007), a coexisténcia de alguma
doenca sexualmente transmissivel (DST), como o HIV, constitui relevante facilitador
para a transmissao sexual (BRASIL, 2011b).

Com o aumento da utilizacdo de TARV, caracteristicamente hepatotédxicas,
as doencas associadas a coinfeccdo de hepatites virais passaram a adquirir grande
impacto na sobrevida de individuos HIV positivos (BICA et al., 2001; SULKOWSKI,
2007). Segundo um estudo de coorte de individuos norte-americanos infectados pelo
HIV realizado por Palella et al. (2006), houve uma queda significativa da mortalidade
relacionadas a AIDS, passando de 3,7/100 pessoas em 1996 para 0,32/100 pessoas
em 2004. Por outro lado, observou-se um aumento das causas de morte associadas
a eventos ndo relacionados diretamente a AIDS, como, por exemplo, doencas
hepaticas, que inclui a hepatite C, criando um novo perfil da infec¢do pelo HIV nas
populacdes que possuem acesso a TARV.

Ha evidéncias claras de que o HIV agrava significativamente o curso natural
da infeccdo por HCV (GRAHAM et al.,, 2001; SULKOWSKI, 2007). Dentre as
consequéncias da coinfeccdo por HCV em individuos HIV positivos, observou-se
diminuicdo na taxa de depuracao viral do HCV, com aumento na carga de RNA viral
e um aumento na velocidade da progressao das doencas relacionadas a infeccao
pelo HCV (SULKOWSKI, 2002). A interacdo entre os virus HIV e HCV, nos
individuos coinfectados, tem resultado no aumento da mortalidade relacionada com
as doencas do figado, quando comparada com a de individuos monoinfectados com
o HIV (BONACINI et al., 2004). Além disso, com aumento da viremia do HCV, diante
da infeccdo pelo HIV, o risco de transmissdo vertical e, possivelmente, de
transmissao sexual tem se elevado (BRASIL, 2008).

De acordo com Thomas et al.(2000), individuos HIV negativos, podem
apresentar taxa de depuracdo espontanea do HCV de 30% durante a fase aguda,
enquanto que a cronicidade da doenca se estabelece em mais de 80% dos casos
individuos HIV positivos. Além disso, os individuos coinfectados que atingem a fase
cronica da hepatite C apresentam progressao mais rapida para a fibrose hepatica
(ARANZABAL et al., 2005; MARTIN-CARBONERO, 2004). Segundo a metanalise
realizada por Graham et al. (2001), a taxa de progressao para cirrose hepatica nos

individuos coinfectados HCV/HIV foi trés vezes maior que a dos monoinfectados
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com HIV, e seis vezes quando o desfecho da doenca hepéatica era do tipo
descompensada.

Por outro lado, quando séo avaliados os efeitos da presenca do HCV sobre
0 curso natural da infeccéo pelo HIV, os resultados sao conflitantes (GREUB et al.,
2000; PIROTH et al., 2000; DE LUCA et al., 2002; SULKOWSKI et al., 2002;
LINCOLN et al., 2003; AMIN et al., 2004; BONACINI et al., 2004). Segundo um
estudo realizado na Suica, a presenca do HCV foi associada ao aumento do risco de
morte e progressdo a AIDS, foi atribuido a menor eficiéncia da recuperacdo da
contagem de linfécitos T CD4+ (PIROTH et al., 2000; DE LUCA et al., 2002; LAW et
al., 2004). Porém, estudos posteriores ndo encontraram diferencas com relacédo a
sobrevivéncia dos pacientes coinfectados HCV/HIV, quando a analise multivariada
foi aplicada para corrigir o uso de TARV, cargas virais basais, contagens de
linfécitos T CD4+, idade, etnia e fatores de risco associados a transmissao do HIV
(SULKOWSKI et al., 2002; AMIN et al., 2004; ROCKSTROH; SPENGLER, 2004;
BONACINI et al., 2004). As causas dessas divergéncias podem estar relacionadas
as diferencas de adesdo ao tratamento antiretroviral, a auséncia de ferramentas
adequadas para a medicdo desta variavel e a auséncia de padronizacdo da TARV.
Além disso, alguns estudos levam em consideracdo a mortalidade em geral
enquanto outros apenas a mortalidade relacionada apenas com o HIV
(ROCKSTROH, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 CASUISTICA

3.1.2 Pacientes

De acordo com o projeto intitulado “Investigacdo do polimorfismo génico de
marcadores da resposta imune inata na infeccdo pelo HIV (virus da imunodeficiéncia
humana)”, previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (CEP/HC-
UFPR)(ANEXO 1), as coletas de sangue foram realizadas em 213 pacientes HIV
positivos atendidos no Ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias do HC-
UFPR durante periodo de abril/2008 a marco/2009. O diagnéstico foi realizado
segundo o protocolo da Coordenacao Nacional de DST/AIDS do Ministério da Saude
(CNDST/AIDS-MS). Os critérios de inclusdo no estudo foram: diagnéstico positivo
para HIV e idade superior a 18 anos. O pareamento dos grupos estudados foi
verificado de acordo com 0 sexo, grupo étnico e idade (Tabela 4).

TABELA 4- CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS (%) DAS POPULACOES ESTUDADAS

CONTROLES HCV+/HIV+  HCV-/HIV+ p?

n=214 n=33 n=180
Sexo
F 104 (48,6) 12 (36,4) 103 (57,2) 26
M 110 (51,4) 21 (63,6) 77 (42,8)
Grupo étnico
Euro-brasileiro 204 (95,3) 31 (93,9) 172 (95,6) 99
Afro-brasileiro 10 (4,7) 2 (6,1) 8 (4,4)
Idade
Média 39,8 (+12,3) 44,2 (+11,5) 40,0 (+10,5) 061

Variagdo 18-76 24-66 18-73

LEGENDA: n, niumero de individuos; entre parénteses, desvio padrdo; P, probabilidade; a, teste exato
de Fisher
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Através da andlise dos respectivos prontuarios, obtiveram-se informacdes
guanto ao estagio da doenca, seguindo os critérios de definicdo de casos de AIDS
em adultos (BRASIL, 2004); a presenca de doencas oportunistas; e a presenca da
coinfecgéo por HCV.

3.1.3 Controles

ApOs o devido esclarecimento e consentimento de 214 doadores de sangue
(ANEXO 2), foi coletado aproximadamente 5 ml de sangue venoso em frascos
contendo etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A aliquota de soro foi obtida do frasco
sem anticoagulante, no qual foram previamente obtidos os resultados dos testes
sorologicos para HCV e HIV, realizados no Centro de Hematoterapia e Hematologia
do Parana (HEMEPAR). Os individuos com resultados positivos para estes testes
foram excluidos da amostra dos controles. As amostras de sangue venoso foram
centrifugadas e divididas em uma aliquota de plasma e uma da camada leuco-
plaquetaria (buffy coat), contendo cerca de 1 ml cada. As aliquotas foram
armazenadas a temperatura de -80°C até o momento das analises laboratoriais.

O grupo foi constituido por 110 (51,4) homens e 104 (48,6%) mulheres, 204
(95,3%) euro-brasileiros e 10 (4,7%) afro-brasileiros, com média de idade de 39,8
12,3 anos. Este grupo foi utilizado para estimar as frequéncias dos SNPs na

populacdo saudavel de Curitiba e Regido Metropolitana.

3.2 METODOS
3.2.1 Testes sorologicos

3.2.1.1 Ensaios de imunoadsorbancia enzimatica (ELISA)

A concentracdo soroldgica de ficolina-2 foi avaliada em 100 amostras do
grupo controle e 88 pacientes HIV positivos, compostas por individuos de diferentes
gendtipos. A metodologia utilizada foi 0 ensaio de imunoadsorbancia enzimatica
(ELISA) com o kit HK336 (Hycult Biotechnology, Uden, Paises Baixos) para a
deteccdo de 16-1.000 ng/ml de ficolina-2, seguindo-se as instru¢des do fabricante
(ANEXO 3).
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3.2.1.2 Anticorpos anti-HCV

Os resultados foram previamente obtidos pelo projeto de pesquisa
“Avaliagao clinica-epidemioldgica de co-infecgcdo com hepatites B e C e tuberculose
em pessoas vivendo com HIV/AIDS no estado do Parana” (BANPESQ:
2007021749), o qual esta devidamente vinculado ao projeto previamente aprovado
pelo CEP/HC-UFPR (ANEXO 1). Os anticorpos anti-HCV foram determinados
através de micro ensaios imunoenzimaticos com quimioluminiscéncia (QMA),
utilizando-se sistemas comerciais ARCHITECT (Abbott, Libertyville, IL, Estados
Unidos). O diagnostico de HCV foi confirmado através da andlise dos prontuarios
dos pacientes com resultados positivos para o teste sorolégico.

3.2.2 Extracdo de DNA

Para o grupo dos pacientes, a extracdo do DNA gendmico foi previamente
realizada no Laboratério de Imunopatologia do Servico de Anatomia Patoldgica —
UAD — HC/UFPR, utilizando-se o kit comercial DNAzol (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, Estados Unidos), seguindo as instrucdes do fabricante.

Para o grupo controle, o DNA gendmico foi extraido do sangue total/EDTA
utilizando-se o kit comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega, Madison,
WI, Estados Unidos) e DNAzol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados
Unidos).

3.2.3 Reacdo em cadeia da polimerase com iniciadores de sequéncia especifica
(PCR-SSP)

A tipagem por PCR-SSP baseia-se na premissa de que, se ndo houver
complementaridade perfeita entre o nucleotideo localizado na extremidade 3’ do
iniciador (ou primer) e a fita-molde, ndo ha amplificacdo da sequéncia
desejada.Dessa forma, os iniciadores de 18 a 22 nucleotideos sédo projetados de
maneira que o nucleotideo da extremidade 3’ seja complementar a variante
polimorfica de interesse, permitindo a tipagem dos polimorfismos de nucleotideo

unico (SNPs) dos genes candidatos na populacdo estudada. Além disso, os
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iniciadores da PCR-SSP também devem ser compativeis com um par de iniciadores

genéricos para verificar a qualidade da reacéo.

7

Neste trabalho, foram realizadas duas PCR-SSPs simples, onde é
amplificado apenas um fragmento especifico por reacdo, e biespecificas, onde séo
utilizados dois iniciadores especificos simultaneamente, permitindo a haplotipagem
dos SNPs da regido estudada por meio de seis reacfes por amostra.

3.2.3.1 PCR-SSP do gene FCN2

Foram analisados trés SNPs situados no promotor do gene FCN2: -986, -
602 e -4pb do sitio de inicio da transcricdo (ATG) do exon 1. Os iniciadores diretos e
reversos (Tabela 5) foram desenhados de acordo com a sequéncia NT_019501 do
cromossomo 9 (Figura 5). As regides de acoplamento dos iniciadores e as

respectivas localizacdes dos polimorfismos estudados estéo ilustradas na figura 6.

LOCUS NT 019501 9110 bp Iniciadores
661 ccaagccatctttctaggttccatatctgcatctccatggagecctgtgtcecttccccaggt
721 tcatccctggacctcatctgcatctggcatagecttaattaagtcttgagaggtctgecce
781 taaacaccacggaacccgaggggggtcttaactagtcatagtctcaggaccacacatctce
841 catgggcattgaaggaaaatccgatgggattttgtttctcgecgtggectttgectgggectgg
901 ggtcacagtttaaaatccttctactgatcttgccaaggaagaaggc [acctcggcatcccg
961 atggca/glgcaggtggcagggtgcggtggtggtagtgggaggtgcagtgectggttecgtete
1021 tgggggctttaggtatacggcctctggggcccacctgctactgtctectgtctcectaacct -986 Af/Gf
1081 ggctcagtccaaggcgagagtgcaccttcaggccagctcttctccaaaaggcgaacacaa
1141 ccactgaagtaagtccacagccatcctacaggtgggatgtctggecctcagggctcagggg
1201 gttccctgggccctaggagtgaaattcacctactctcatccteccctacaggctaagecce
1261 tgcattcacactcaaggtctccccttcagatgtgtacctgggtcatagtcccccaggete
1321 cccactct[tctctecttteectectgtte[g/al ctgccccag
1381 gaaacagtggacacacacgcattttcctcteccttttcaccctggcagectgectggacct
1441 catagtggcagtttccaagcctcctgaggagagtcccaagtctgctcatgatgtggtgag
1501 ggttactgtgtaaggcccacaccagtggcccatgaccagccctggccatgaggactctag
1561 gtattcggataagggagagagacctctttgaagcagaacatctttagcaaacccttcecctt
1621 gttccccecgttctcagectcatggtgacatctgctcaccgectgaacaaaggtgggaggatgg
1681 gcctgggctctttgecccaaggccacaagcaagtcagectgtteccctggaaggagaccgte
1741 cccctgcagggatgacagtcgccatgggatccccaaggggcggggggtagggagcagccc
1801 tggagatgatctcgcacctcctgctggecgtcaccaagcccgecggagaggaagecggectgte
1861 actcggaagatgagaaattggagtctgagggaggctggcttctctagecctataagaggg
1921 caggcaccttttgaagcaaagACCAGA [A/GGAGATGGAGCTGGACAGAGC] TGTGGGGGTCCT
1981 GGGCGCTGCCACCCTGCTGCTCTCTTTCCTGGGCATGGCCTGGGCTCTCCAGGCGGCAGA
2041 CACCTGTCCAGgtaagggcactccagggcctcctcctggaaacttctegtccctgaaage -4 Ar/Gr

-602 Af/Gf

FIGURA 5 - REGIOES DO ACOPLAMENTO DOS INICIADORES DA PCR-SSP NO
PROMOTOR DO GENE FCN2

LEGENDA: f —iniciador direto; r — iniciador reverso.
NOTA: A sequéncia em destaque corresponde a parte da regido promotora de FCN2, sendo que as

letras mailsculas indicam a area delimitada pelo exon 1. As regides de hibridac@o de cada iniciador
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estdo coloridas com suas respectivas cores indicadas na coluna da direita, sendo que o SNP em
verde (-602 G>A), é uma regido comum de hibridacao dos iniciadores -602 Af/Gf e Ar/Gr.

PROMOTOR EXON 1

-986 A/G -602 G/A

FIGURA 6 — REGIOES DE ACOPLAMENTO DOS INICIADORES NA PCR-SSP FCN2

LEGENDA: Seta vermelha: iniciador direto; Seta amarela: iniciador reverso; ATG: sitio de inicio da

transcricdo; em laranja: Exon 1. Os SNPs foram numerados a partir do sitio de inicio da transcrigao.

Para cada reacdo de PCR utilizou-se de 20 a 100 ng de DNA gendmico e
0,2 uM de cada iniciador, na presenca de 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada
deoxinucleotideo trifosfatado (dNTP), 1x de Tampao Coral (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) ou 1x de Tampao GoFlexi Green
(Promega, Madison, WI, Estados Unidos), de 0,35 a 0,7 mM de solucdo Q
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) e 0,15 unidades de
Tag DNA polimerase(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos ou
Promega, Madison, WI, Estados Unidos). A amostra de controles e pacientes foi
submetida a reacdo de PCR em termociclador sob as seguintes condicfes de
ciclagem: 94°C (periodo de desnaturacao) por 20 segundos e terminando com 72°C
(periodo de extenséo) por 1 minuto e 30 segundos. A temperatura de acoplamento
dos iniciadores foi alta nos 10 primeiros ciclos, intermediaria nos 10 seguintes e
baixa nos 10 ultimos ciclos, garantindo boa especificidade e quantidade de produto.
Cada PCR é acompanhada de controles negativos que sédo solucdes de reacéo
completas, sem o DNA, e amostras de DNA de gendétipos conhecidos, utilizados

como controles positivo/negativo.



TABELA 5- SEQUENCIA DOS INICIADORES E TAMANHO DOS FRAGMENTOS PRODUZIDOS

Iniciador direto

Iniciador reverso

PCR-SSP -986 a -602 (Prom12)

FCN2 Prom -986 Af
FCN2 Prom -986 Gf

PCR-SSP -602 a -4 (Prom23)

FCN2 Prom -602 Af
FCN2 Prom -602 Gf

Controle endégeno
HGH f

FCN2 Ex8f

5!
5‘

5‘
5‘

5'
5/

ACCTCGGCATCCCGATGGCA 3!
ACCTCGGCATCCCGATGGCG 3'

TCTCTCCTTTCCCTCCTGTTCA 3'
TCTCTCCTTTCCCTCCTGTTCG 3'

TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA3'
GCCAGGCCTCAGGTATAAAG 3’

FCN2 Prom -602 Ar
FCN2 Prom -602 Gr

FCN2 Prom -4 Ar
FCN2 Prom -4 Gr

HGH r *
FCN2 Ex8r

Fragmento
5' TATGTAGAGCACAGGGGCACAT 3' 374 pb
5' TATGTAGAGCACAGGGGCACAC 3 374 pb
5' GCTCTGTCCAGCTCCATCTCT 3' 648 pb
5' GCTCTGTCCAGCTCCATCTCC 3' 648 pb
5' CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC3' 431 pb
5’ AAAGGGTTGATTGCGGAAAC 3’ 500 pb

LEGENDA: HGH,Human Growth Hormone; fforward (ou direto); r,reverse (ou reverso);

promotor; Ex8, exon 8.

Em negrito, nucleotideos variantes; pb, pares de base; Prom,

36
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Para a identificacdo do gendtipo completo dessa regido do promotor do gene
FCN2, foi necesséria a realizacdo de dois tipos de PCR-SSP: a PCR-SSP FCN2
Proml12, que amplifica a regido entre os SNPs -986 G>A e -602 G>A (Figura 7),
produzird um fragmento de 374 pb; e a PCR-SSP FCN2 Prom23, que amplifica a
regido entre os SNPs -602 G>A e -4 A>G (Figura 8), produzird um fragmento
especifico de 648 pb e 431 pb do gene do horménio de crescimento humano (HGH)
ou 500 pb do exon 8 do gene FCN2 correspondente ao controle endégeno.

PCR FCN2 PROM12

Reagentes [Inicial] [Final] Vol. (ul)
Tampdo (x) 5 1 3
Sal. Q (x) 5 0.7 21
MgCI2 (mM) 25 2 1,2
dNTP (mlM) 25 0.2 0.12
Primer -986 AFGT (uM) 10 0.2 03
Primer -602 Ar/Gr {uM) 10 0.2 0.3
Primer FCN2Ex&f ou HGHf 10 0 0
Primer FCN2Ex8r ou HGHr 10 0 0
Taq Brasileira 5 0,15 0,45
DA 1
H20 6.53
Total 15
Produtos esperados: 986AHGF -» -602Ar/Gr 374 pb

Programa: FCN2T1 68-66-64

FIGURA 7 — CALCULOS DA REACAO DE PCR-SSP PARA AMPLIFICACAO DO
FRAGMENTO-986/-602 (PROM12)

LEGENDA: [Inicial], concentracgéo inicial; [Final], concentragao final; Vol., volume.
NOTA: A temperatura de acoplamento dos iniciadores foi de 68°C nos 10 primeiros ciclos, 66°C nos
10 seguintes e 64°C nos 10 ultimos ciclos.

PCR FCN2 PROM23

Reagentes [Inicial] [Final] [Vol. (ul)
Tampdo (x) 5 1 3
Sol. Q (x) 5 0.35 1,05
MgClI2 (mM) 25 2 1,2
dNTP (mM) 25 0.2 0.12
Primer -602 AffGf (uM) 10 0.2 0.3
Primer -4 Ar/Gr (uM) 10 0.2 0.3
Primer FCN2Ex8f ou HGHf 10 0.2 0.3
Primer FCN2Ex8r ou HGHr 10 0,2 0.3
Taq Brasileira 5 0,15 0.45
DNA 1
H20 6.98
Total 18
Produtos esperados: GO2ARIGF - 4ANGr 648 pb

HGHf -= HGHr 431 pb

FCN2Ex8f -» FCN2Ex8r (500 pb
Programa: FCN2T2 65-62-59

FIGURA 8 — CALCULOS DA REACAO DE PCR-SSP PARA AMPLIFICACAO DO
FRAGMENTO -602/-4 (PROM23)
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LEGENDA: [Inicial], concentragao inicial; [Final], concentracéo final; Vol., volume.
NOTA: A temperatura de acoplamento dos iniciadores foi de 65°C nos 10 primeiros ciclos, 62°C nos
10 seguintes e 59°C nos 10 ultimos ciclos.

3.2.4 Eletroforese em gel de agarose

O resultado da amplificacéo foi observado apés corrida eletroforética em gel
de agarose a 1,0 % corado com Sybrsafe (5ul a cada 100 ml de agarose) (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos), fluorescente em transiluminador sob
luz azul. Em todos 0s casos, a genotipagem € rapida e baseia-se na andlise do
padrédo eletroforético dos fragmentos amplificados.

Os padrdes eletroforéticos obtidos apés as reagcdes PCR-SSP FCN2 Prom12

e 23 estdo representados nas figuras 9 e 10, respectivamente.

Iniciador -986 Af Iniciador -986 Af Iniciador -986 Gf
Iniciador -602 Ar Iniciador -602 Gr Iniciador -602 Gr
C+C1 2 345 #C C1 2345 #CC1 2345 #

FIGURA 9 — PADRAO ELETROFORETICO DA PCR-SSP FCN2 PROM12

Legenda: C+, controle positivo; C-, controle negativo; f, iniciador direto; r , iniciador reverso; #,
controle negativo; L, Marcador de pares de base (Ladder 100 pb) (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, Estados Unidos).

NOTA: Tamanho do fragmento Prom12 (374 pb). A interpretacdo dos gendtipos é: 1 — AG/GG; 2 —
AA/GG; 3 — AA/AA; 4 — AAJAG; e 5 — GG/GG.
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Iniciador -602 Af Iniciador -602 Gf Iniciador -602 Gf
Iniciador -4 Ar Iniciador -4 Ar Iniciador -4 Gr
C+ C- 12 3 4 5 #C+C1 2 3 45 # C+C 12 3 45 #

FIGURA 10 — PADRAO ELETROFORETICO DA PCR-SSP FCN2 PROM23

Legenda: C+, controle positivo; C-, controle negativo; f, iniciador direto; r, iniciador reverso; #,
controle negativo; L, Marcador de pares de base (Ladder 100 pb) (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, Estados Unidos).

NOTA: Tamanho dos fragmentos - Prom12 (648 pb) e FCN2Ex8 (500 pb). A interpretacdo dos
gendtipos é: 1 — GA/GA; 2 — AAIGA; 3 — AA/AA; 4 — AAIGG; e 5 — GA/IGA.

3.2.5 Andlise estatistica

A estatistica descritiva dos dados demograficos e clinicos foi obtida através
do programa SPSS v. 13.0 (SPSS, Inc., EUA). As frequéncias alélicas, haplotipicas
e genotipicas foram quantificadas através de contagem direta. As hipéteses de
equilibrio de Hardy-Weinberg, segundo Guo e Thompson (2002), e de diferenciacéo
populacional, segundo Raymond e Rousset (1995) e Goudet et al. (1996), foram
avaliadas utilizando-se o pacote de programas ARLEQUIN v.3.5 (EXCOFFIER,
2010). O teste exato de diferenciacdo populacional foi configurado com 10.000
passos da cadeia de Markov e 1.000 passos de desmemorizacdo. O teste de
homogeneidade entre os controles genotipados neste trabalho e os dados
encontrados na literatura foi realizado através do teste de Fisher 2 por 5 do SISA
(UITENBROEK, 1997).

Para as andlises de associacdo foram realizados os testes de independéncia
entre as variaveis utilizando-se os testes do qui-quadrado com correcdo de Pearson
ou teste de Fisher bicaudal. Quando apropriado, foi calculado o odds ratio, com
intervalo de confianca de 95%. Valores de p menores que 0,05 serdo considerados

significativos.
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A suposicdo de normalidade dos dados foi rejeitada através do teste de
Shapiro-Wilk realizado pelo programa SPSS v. 13.0 (SPSS, Inc., EUA). A
possibilidade de associacédo entre genotipo e fendtipo foi testada através dos testes
ndo paramétricos de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney do programa GraphPad Prism
5 (GraphPad Software, Inc., EUA). Para a predicao dos sitios de ligacdo dos fatores
de transcricdo na regidao promotora do gene FCN2 foi utilizada a ferramenta TESS
(SCHUG, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise preliminar

Na Tabela 6, estdo listados os dados clinicos de pacientes que
apresentaram informacfes completas que possibilitassem a avaliagdo dos
parametros de fase da doenca (AIDS ou ndo AIDS) e prevaléncia de doencas
oportunistas. Quando os pacientes HCV+/HIV+ e HCV-/HIV+ foram comparados
entre si, de acordo com a progressao da doenca, verificou-se que a coinfeccéo por
HCV esta associada ao estagio final da doenca, conhecido como AIDS (teste exato
de Fisher p=0,02, OR=2,33, 1C95%=1,05-5,17). Isso leva-nos a sugerir que a
presenca da coinfeccdo HCV+/HIV+ estd associada ao estagio final da doenca
(AIDS), porem estudos mais detalhados devem ser realizados para verificar se esta
associacao esta relacionada a presenca da coinfeccdo HCV+/HIV+. A prevaléncia
de doencas oportunistas foi semelhante entre os pacientes, tanto com relacédo a
guantidade cumulativa de diagndsticos por paciente (teste exato de Fisher p=0,09)
guanto pela frequéncia relativa de cada doenca por numero total de diagndsticos

(teste exato de Fisher p=0,41).

TABELA 6 - CARACTERISTICAS CLINICAS (%) DOS PACIENTES ESTUDADOS

HCV+/HIV+ HCV-HIV+  P° OR (IC95%)

AIDS Sim 24 (77,4) 101 (56,4)
. 0,02 2,33 (1,05-5,17)
Nao 7 (22,6) 78 (43,6)
Total de individuos 31 179
Céancer Cervical 0 (0,0) 1(0,5)
Candidiase 7 (17,5) 35 (17,9)
Citomegalovirose 0 (0,0) 2(1,0)
] Criptococose 1(2,5) 7 (3,6)
Prevaléncia ]
Hepatite B 0 (0,0) 1(0,5)
de doencas 0,09 n.a.
) Herpes zoster 0 (0,0) 15 (7,7)
oportunistas i
Isosporiase 0 (0,0) 4 (2,0
Linfoma 0 (0,0) 2(1,0
Meningite Criptococica 2 (5,0) 1(0,5)

Neurocisticercose 0 (0,0) 1(0,5)
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HCV+/HIV+ HCV-/HIV+ p? OR (IC95%)

Neurotoxoplasmose 5(12,5) 16 (8,2)
Pneumocistose 3(7,5) 9 (4,6)
) Pneumonia 1(2,5) 1(0,5)
Prevaléncia )
Sarcoma de Kaposi 3(7,5) 6(3,1) 0,09 n.a
de doengas o
i Sifilis 0 (0,0) 1(0,5)
oportunistas
Tuberculose 8 (20,0) 15 (7,7)
Auséncia 10 (25,0) 75 (38,3)
Total de diagndsticos 40 196
Prevaléncia Uma 11 (36,7) 57 (35,2)
cumulativa Duas 8 (26,7) 22 (13,6)
de doengas Trés 1(3,3) 74,3 0,41 n.a.
oportunistas Quatro 0 (0,0) 1(0,6)
Auséncia 10 (33,3) 75 (46,3)
Total de individuos 30 162

LEGENDA: OR, razdo de chances; IC, intervalo de confianga; P, probabilidade;®, teste exato de

Fisher; n. a., ndo aplicavel.

4.2 Equilibrio de Hardy e Weinberg

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado para os trés loci e para os
haplétipos identificados através da PCR-SSP para o promotor de FCN2 nos grupos
controle e pacientes HCV+/HIV+ (Tabelas 7 e 8). Nas duas populacdes, podem-se
assumir as premissas de que 0s cruzamentos sdo aleatérios; as geracdes sao
discretas; o tamanho populacional é representativo; e os efeitos evolutivos de
migracdo, mutacdo e selecdo natural sdo despreziveis. A andlise do Equilibrio de
Hardy-Weinberg nos pacientes HCV-/HIV+ (Tabela 9) apresentou um desvio
significativo na posicao -602A>G (Teste de Guo e Thomson p=0,049), devido a uma
deficiéncia de heterozigotos para este locus e para os haplétipos (Teste de Guo e
Thomson p=0,009). A rejeicdo da hipGtese de Hardy-Weinberg sugere um excesso
de homozigose na posicdo -602, que pode estar associada a suscetibilidade a

infeccéo por HIV.



43

TABELA 7 - EQUILIBRIO DE HARDY E WEINBERG POR LOCUS E HAPLOTIPO NO
GRUPO CONTROLE

Locus n Het. Obs. Het. Esp. P D. P.
-986 214 0,523 0,501 0,585 0,0005
-602 214 0,271 0,293 0,345 0,0005
-4 214 0,360 0,376 0,586 0,0005
Haplétipos 0,136 0,002

LEGENDA: n = ndmero de individuos; Het. Obs.: frequéncia de heterozigotos observada; Het. Esp.:
frequéncia de heterozigotos esperada; P: probabilidade; D. P.: desvio padréo.
NOTA: teste de Guo e Thomson (1992).

TABELA 8 - EQUILIBRIO DE HARDY E WEINBERG POR LOCUS E HAPLOTIPO NOS
PACIENTES HCV+/HIV+

Locus n Het. Obs. Het. Esp. P D. P.

-986 33 0,576 0,491 0,471 0,0005
-602 33 0,212 0,239 0,466 0,0005
-4 33 0,485 0,429 0,680 0,0005
Haplétipos 0,828 0,0012

LEGENDA: n = nimero de individuos; Het. Obs.: frequéncia de heterozigotos observada; Het. Esp.:
frequéncia de heterozigotos esperada; P: probabilidade; D. P.: desvio padréo.
NOTA: teste de Guo e Thomson (1992).

TABELA 9 - EQUILIBRIO DE HARDY E WEINBERG POR LOCUS E HAPLOTIPO NOS
PACIENTES HCV-/HIV+

Locus n Het. Obs. Het. Esp. P D. P.

-986 180 0,489 0,492 1,000 0,0000
-602 180 0,289 0,340 0,049* 0,0002
-4 180 0,311 0,347 0,195 0,0004
Haplétipos 0,009* 0,0005

LEGENDA: n = ndmero de individuos; Het. Obs.: frequéncia de heterozigotos observada; Het. Esp.:
frequéncia de heterozigotos esperada; P: probabilidade; D. P.: desvio padrao.
NOTA: teste de Guo e Thomson (1992).

4.3 Frequéncias alélicas, haplotipicas e genotipicas
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As frequéncias alélicas para os SNPs -986G>A (rs3124952), -602G>A
(rs3124953) e -4A>G (rs17514136) da regido promotora do gene FCN2 encontram-
se listadas na Tabela 10. Estas sdo semelhantes aquelas encontradas em europeus
para todos os loci estudados (Qui-Quadrado p=0,78), de acordo com o banco de
dados dbSNP (2012). Logo, as frequéncias alélicas deste trabalho estao distribuidas
de acordo com o esperado em populacées de ascendéncia europeia. Nao foram
observadas diferencas significativas entre as distribuicbes alélicas dos controles e
dos dois grupos de pacientes para os trés SNPs investigados (Qui-Quadrado
p>0,22).

TABELA 10 - FREQUENCIAS DOS ALELOS MENOS COMUNS DOS POLIMORFISMOS
DO PROMOTOR DE FCN2 EM DIFERENTES POPULACOES

Populacéo N g.680489G>A g.680873G>A g.681471A>G
(-986 G>A) (-602 G>A) (-4 A>G)
rs3124952 rs3124953 rs17514136

Europeus™? 226" G —104 (46,0) G - 170 (75,2) A -86 (71,3)

120°  A-122 (54,0) A-56 (24,8) G —-34 (28,3)

G- 214 (50,0+2,4) G-352(82,2¢1,8) A-321(75,0+2,1)

Controles 428

A—214 (50,0+2,4) A—76 (17,8+1,8) G — 107 (25,0+2,1)
G-27 (40,946,1)  G-57 (86,4+4,3)  A—46 (69,745,7)
HCVHHIVE 66 A\ _39(59.146.1) A— 9(13,6:4,3) G —20 (30,35,7)
G- 156 (43,3+2,6) G- 282 (78,3%2,2)  A— 280 (77,8+0,06)

HCV-HIVY 360 n 204 (56,742,6) A-78(2L7:2,2) G 80 (22,2:0,06)

LEGENDA: N = nimero de cromossomos; entre parénteses, porcentagem *desvio padrao.
NOTA:'Dados dos SNPs -986 G>A e -602 G>A do grupo HapMap; Dados do SNP -4 A>G do Grupo
1000GENOMES.

Considerando apenas as frequéncias haplotipicas dos loci estudados, o
teste exato de Raymond e Rousset (1995) verificou-se uma diferenciacéo
populacional entre controles e pacientes HCV-/HIV+ (Tabela 11). O fato do grupo
dos pacientes HCV+/HIV+ ser considerado semelhante tanto aos controles quanto
aos pacientes HCV-/HIV+ leva-nos a sugerira presenca de um possivel viés
relacionado ao tamanho amostral do grupo HCV+/HIV+. Devido a semelhanca

populacional encontrada entre os pacientes HCV+/HIV+ e HCV-/HIV+, para as


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
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analises subsequentes, estas populagbes foram reunidas em um Unico grupo

denominado “pacientes”.

TABELA 11 - VALOR DE P + DESVIO PADRAO OBTIDOS PELO TESTE EXATO DE
DIFERENCIAGAO POPULACIONAL NOS TRES GRUPOS ESTUDADOS

Populacdes

Controles HCV-/HIV+
Controles - -
HCV-/HIV+ 0,02+0,005 -
HCV+/HIV+ 0,12+0,006 0,29+0,008

NOTA: Teste exato de Raymond e Rousset (1995).

As frequéncias haplotipicas obtidas nos controles (Tabela 12) foram
previamente comparadas com os dados do estudo realizado por Messias-Reason,
Kremsner e Kun (2009), no qual 210 individuos saudaveis foram sequenciados para
o promotor de FCN2. A semelhanca proporcional entre as frequéncias haplotipicas
foi confirmada com uma probabilidade igual a 0,55. Os trés haplétipos mais comuns
foram GGA, AGG e AAA, com uma frequéncia cumulativa de 92,8% neste trabalho e

89,6% no de Messias-Reason, Kremsner e Kun (2009).

TABELA 12 - FREQUENCIA HAPLOTIPICA (%) DE POLIMORFISMOS DO PROMOTOR
DE FCN2

Haplotipo CONTROLES  PACIENTES P OR (IC95%)
086.602.4 N=428 N=426

GGA 214 (50,0£2,0)  183(43,0:2,0) n.s. n.a.

AGG 107 (25,0+2,0) 100 (23,5¢2,0) n.s. n.a.

AAA 76 (17,8+2,0)  87(20,4+20) n.s.  n.a.

AGA 31 (7,2£2,0) 56 (13,1+2,0) 0,005 1,94 (1,22-3,07)

LEGENDA: N = nimero de cromossomos; entre parénteses: desvio padrdo.n.s, ndo significativo; n.
a., ndo aplicavel. OR, razdo de chances; IC, intervalo de confianca.
NOTA: Teste exato de Fisher.

Comparando-se as frequéncias haplotipicas entre pacientes e controles
(Tabela 12), observou-se um excesso de haplotipos AGA nos pacientes (p=0,005,
OR=1,94, IC95%= 1,22-3,07). Este excesso é um reflexo do nimero superior de
gendtipos AGA/GGA e AGA/AGG (29/214 ou 13,5% nos controles e 56/213 ou
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26,3% nos pacientes; p=0,001, OR= 2,28, IC95%= 1,39-3,74) e esta associado com
uma diferenca significativa entre as distribuicbes genotipicas de pacientes e
controles (p=0,01) (Tabela 13). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os
genotipos do promotor de FCN2 e o estagio final da doenca causada pelo HIV
(p=0,39). Da mesma forma, nao foram observadas diferencas significativas entre os
genotipos e a prevaléncia cumulativa de doencas oportunistas associadas a AIDS
(p=0,71).

TABELA 13 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS (%) DE POLIMORFISMOS DO PROMOTOR
DE FCN2

Genétipo CONTROLES PACIENTES P OR (IC95%)
-986-602-4/-986-602-4 \-214 N=213

AGG/GGA 53 (24,8) 38 (17,9) ns. na

GGA/GGA 51 (23,8) 38 (17,8) n.s n.a.

AAA/GGA 38 (17,8) 32 (15,0) n.s n.a

AGA/GGA 21 (9,8) 37 (17,4) 0,02 1,93 (1,09-3,43)
AAA/AGG 19 (8,9) 21 (9,9) n.s n.a

AGG/AGG 15 (7,0) 14 (6,6) n.s n.a.

AAA/AAA 9(4,2) 14 (6,6) n.s n.a.

AGA/AGG 5(2,3) 13 (6,1) 0,04 2,94 (1,04-8,31)
AGA/AGA 2(0,9) 0 (0,0) n.s n.a.

AAA/AGA 1(0,5) 6 (2,8) n.s n.a.

LEGENDA: n — nimero de individuos..n.s, ndo significativo; n. a., ndo aplicavel. OR, razdo de
chances; IC, intervalo de confianga.
NOTA: Teste exato de Fisher.

No estudo realizado por Messias-Reason, Kremsner e Kun (2009), a
frequéncia do haplotipo AGA foi significativamente menor em pacientes quando
comparados ao grupo controle (p<0,001), constituindo um fator protetor a
hanseniase na populacdo brasileira (OR=0,13, IC95% 0,03-0,432). Da mesma
forma, Messias-Reason et al. (2009), observaram que o haplétipo AGA possui um
efeito protetor contra a febre reumatica (p=0,008, OR=0,32, 0,13-0,77). Ao contrario,
Assaf et al. (2012) verificaram que o haplétipo AGA era mais frequente em pacientes
com leishmaniose cutanea do que em controles (p=0,006), caracterizando um fator
de suscetibilidade ao desenvolvimento desta doenca em arabes sirios (OR=2,0,

IC95%= 1,2-3,4). De forma semelhante a estes autores, o excesso do haplétipo
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AGA identificado no presente estudo leva-nos a sugerir um possivel efeito desse
haplétipo na suscetibilidade a infeccao pelo HIV.

4.4 Valores séricos de Ficolina-2

Para a quantificagédo sérica da ficolina-2, foram selecionados 92 individuos
saudaveis e 88 pacientes portadores do HIV. Na Tabela 14 estdo listados os
resultados obtidos do presente estudo e de outros estudos da variacdo sérica da
ficolina-2, reportados na literatura. A mediana encontrada nos controles esté abaixo
daquela encontrada no estudo realizado por Munthe-Fog et al. (2007) em 214
dinamarqueses (5,4 pg/ml) (teste de Wilcoxon p=0,0005), porém, é praticamente
idéntica a mediana de 76 dinamarqueses em um trabalho anterior (3,0 pg/ml)
(HUMMELSHOJ et al., 2005).

TABELA 14-CONCENTRACOES SERICAS DA FICOLINA-2 (ug/mL) EM DIFERENTES
ESTUDOS DE CASO-CONTROLE

Estudo Pop. Grupo n Variacao Mediana P
Controles 213 0,2-7,0 3,6
Tong et al. (2011) VT ) 1 ) <0,001
Pacientes 175 n.i. 54
Controles’ T, 88  3,5-23,2 15,2
) 5 <0,0001
) Pacientes™ Ty 70 0,0-23,8 11,4
Faik et al. (2011) GB 5
ControlesT; 76 5,1-24,3 12,3
) 5 0,0001
Pacientes T, 70 1,9-16,4 10,8
) Controles 150 n.i. 4,7
Liuet al. (2009) CH . 4 ) <0,05
Pacientes 103 n.i. 7,2
Controles 92 0,1-12,3 2,9 a
Presente estudo EB . 5 0,007
Pacientes 88 0,4-24,4 3,5

LEGENDA: Pop., populagdo; n, numero de individuos; n. i., ndo informado; n.s, n&o significativo; n. a.,
ndo aplicavel. VT, vietnamitas; GB, gaboneses; CH, chineses; EB, euro-brasileiros;'HBV; “Maléaria
leve; *Malaria grave; *HCV; *HIV; T, fase aguda; T, fase saudavel; “Teste U de Mann-Whitney.

Segundo o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, foi verificada uma

diferenca significativa nas concentracdes séricas de ficolina-2 entre os controles e
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pacientes (p=0,007) (Gréfico 1). Este resultado foi similar aos estudos de Liu et al.
(2009) e Tong et al. (2011), os quais observaram valores mais elevados da ficolina-2
nos pacientes infectados pelo HCV e HBV, respectivamente, quando comparados
aos controles (p<0,05).
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: 0083ge0
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CONTROLES (92) PACIENTES (88)
p = 0,007

GRAFICO 1 - CONCENTRA(}AO SERICA DE FICOLINA-2 ENTRE CONTROLES E
PACIENTES
LEGENDA: Entre parénteses — nimero de individuos.

NOTA: Mediana e variacdo interquartil estdo indicadas; Teste de Mann-Whitney.

N&o houve associacdo entre os valores séricos de ficolina-2 e a presenca
cumulativa de doencas oportunistas (Graficos 2). Entretanto, verificou-se que as
concentracfes mais elevadas estdo associadas a contagens de linfocitos T CD4+
superiores a 250 células/ul (Mann-Whitney p=0,047) (Grafico 3). Interessantemente,
o corolério foi observado por Maas et al. (1998) para MBL, que possui funcdo muito
similar a ficolina-2. Neste estudo, foi observada uma associacdo entre variantes
causadoras de baixos valores séricos de MBL e baixo numero de linfocitos T CD4+

em pacientes com AIDS.



49

25.0-
22.5- o
20.0- ©
o
175
= o
51504 o
g 1+ ok
o .
Y 12.5 °
c [
3 100 o0 o0 °
[ j+]
7.5-
vofo
504 ofo
ol
254 04a® Sedp, g —e—
o o
0.0 Oo?oo ‘.m 9 . :
0DO (34) 1DO (31) 2D0 (11) 3D0 (3) 4DO (1)

Quantidade de doengas oportunistas por paciente
p=0,89
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LEGENDA: Entre parénteses — numero de individuos; DO, doenca oportunista.

NOTA: Mediana e variacdo interquartil estdo indicadas; Teste de Kruskal-Wallis.
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GRAFICO 3 - CONCENTRACAO SERICA DE FICOLINA-2 COM RELACAO AS
CONTAGENS DE LINFOCITOS T CD4+

LEGENDA: Entre parénteses — numero de individuos.

NOTA: Mediana e variacéo interquartil estdo indicadas; Teste de Mann-Whitney.



50

Embora néo tenha sido observada uma associacao entre os valores séricos
de ficolina-2 e a AIDS (Gréfico 4), os altos valores séricos verificados nos pacientes
podem estar associados a resposta aguda da doenca. Esta resposta é caracterizada
por febre, produgdo de diversos hormdnios, leucocitose e producdo de proteinas de
fase aguda pelo figado. Um importante marcador de fase aguda é a proteina C
reativa, que pode se ligar a uma variedade de patdégenos e ativar as proteinas do
sistema complemento, resultando na deposicdo de C3b na superficie do
microrganismo (BILATE et al., 2007). Sabe-se que a histéria natural da infec¢éo pelo
HIV é marcada por um aumento consideravel da proteina C reativa,
independentemente das contagens de linfécitos T CD4+ e cargas virais (LAU et al.,
2006). Similarmente, Amah et al. (2011) também verificaram um aumento da
proteina C reativa em pacientes com malaria e com hepatite B. Zhang et al. (2009)
observaram uma forte interagdo entre a proteina C reativa e a ficolina-2,
promovendo a alga de amplificacdo, e intensificagédo das vias classica e das lectinas.
NG et al. (2007) verificaram que a interacdo entre as duas proteinas € essencial e
suficiente para aumentar em 50% a ativacdo total do componente C4. Como a
concentracdo serica da proteina C reativa aumenta ao longo da progressédo da
doenca causada pelo HIV e o principal sitio de expressdo do gene FCN2 sao os
hepatocitos, leva-nos a sugerir que o aumento fisiologico da ficolina-2 esteja
associado com as interagcdes com a proteina C reativa durante a resposta de fase
aguda na doenca.

Estudos em pacientes HIV+ revelaram resultados ambiguos, no contexto da
progressdo da doenca e valores séricos da MBL, a qual possui similaridades
funcionais e estruturais com a ficolina-2. Dois estudos verificaram que os altos
valores séricos de MBL estavam associados negativamente com a progressado da
doenca, tendo um efeito protetor (GARRED et al., 1997; BONIOTTO et al., 2000).
Similarmente a este trabalho, Senaldi et al. (1995) observaram que os valores
séricos de MBL eram mais elevados em pacientes infectados pelo HIV do que em
controles. Interessantemente, Maas et al. (1998) e Vallinoto et al. (2011) observaram
uma associacdo entre variantes causadoras de baixas concentracbes de MBL e
protecdo contra a AIDS. Entretanto, ndo observaram associacdo alguma com MBL
em pacientes brasileiros HIV+ do estado do Pard — embora este resultado possa

estar relacionado ao pequeno numero amostral (95 individuos).
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GRAFICO 4 - CONCENTRACAO SERICA DE FICOLINA-2 COM RELACAO AO ESTAGIO
DA DOENCA

LEGENDA: Entre parénteses — numero de individuos.

NOTA: Mediana e variacdo interquartil estdo indicadas; Teste de Mann-Whitney.

Pacientes com hepatite B crénica apresentaram valores mais baixos de
ficolina-2 do que os pacientes com hepatite B aguda (p<0,0001) (Tong et al., 2011).
No trabalho de Faik et al. (2011), as concentra¢cdes mais altas de ficolina-2 foram
observadas nos casos de malaria grave (p<0,0001), sendo observada uma
diminuicdo significativa da concentracéo sérica da ficolina-2 entre as fases aguda e
poOs-tratamento nestes casos (p<0,0001). Na fase pos-tratamento, 0os pacientes de
malaria leve apresentaram concentracdes mais elevadas da ficolina-2 do que os
pacientes de maléaria grave (p=0,0001) (FAIK et al., 2011). Diferentemente desses
estudos, os altos valores séricos observados nos pacientes portadores do HIV néo
estdo relacionados a fase inicial da doenca, uma vez que a maioria dos pacientes
estudados se encontra no estagio final da doenca (AIDS) (53 ou 72,6% versus 20 ou
27,4%), no qual os individuos apresentam uma importante disfuncdo do sistema
imunoldgico, facilitando a infeccdo oportunista por diversos patégenos. Além disso, a
fase aguda tem uma duracdo curta (1 a 4 semanas) e geralmente &
oligoassintomatica. Da mesma forma, pacientes com HCV apresentaram valores

séricos mais altos do que os controles e, quando os pacientes crénicos foram
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comparados com os pacientes de HCV aguda, verificou-se um aumento significativo
na concentracdo sérica da ficolina-2 nos pacientes de HCV cronica (LIU et al., 2009).
Como o presente estudo € pioneiro em pacientes infectados pelo HIV, sdo
necessarios estudos funcionais que verifiquem a capacidade de ligacdo da ficolina-2
ao HIV e aos patdgenos oportunistas relacionados a AIDS como virus, bactérias,
protozoarios ou fungos (WIGG, 2008). Entretanto, os altos valores séricos
encontrados nos pacientes sugerem que a ficolina-2 tenha um papel importante na
amplificacdo da ativagcdo do sistema complemento durante a resposta de fase
aguda, promovendo a opsonizacao, fagocitose e destruicdo do HIV e/ou patégenos
oportunistas relacionados a AIDS, em associa¢do com a proteina C reativa.

4.5 Associacado dos valores séricos da ficolina-2 com os polimorfismos do gene
FCN2

Embora outros autores tenham sugerido que a variagdo na concentragao
sérica da ficolina-2 é determinada geneticamente, de maneira aditiva, pelos SNPs (-
986G>A, -602G>A e -4A>G) do promotor de FCN2 (HUMMELSHOQOJ et al., 2005;
MUNTHE-FOG et al.,, 2007), Kilpatrick e Chalmers (2012) relataram que as
concentracfes seéricas circulantes de ficolina-2 sédo razoavelmente estaveis em
individuos saudaveis e que fatores ndo genéticos podem estar afetando a variacédo
sérica. De fato, ndo foi encontrada uma diferenca significativa entre as
concentragcfes séricas de ficolina-2 e os gendtipos para cada locus, assim como
para haplotipos, em controles (p=0,20) e pacientes (p=0,58).Porém, observou-se
uma tendéncia a significancia entre valores séricos correspondentes aos mesmos

gendtipos entre controles e pacientes (p=0,08) (Gréfico 5).
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GRAFICO 5 - CONCENTRACOES SERICAS DE FICOLINA-2 CORRESPONDENTES AOS
GENOTIPOS -986/-602/-4 EM CONTROLES E PACIENTES

LEGENDA: P — Pacientes; C — Controles. Entre parénteses — nimero de individuos.

NOTA: Mediana e variacdo interquartil estdo indicadas; Teste de Kruskal-Wallis.

Quando os controles homozigotos foram comparados com pacientes
homozigotos, verificou-se um aumento significativo das concentracdes seéricas de
ficolina-2 nos pacientes (p=0,03). Contudo, os valores séricos gerados pelo haplotipo
AGA, associado a suscetibilidade a infeccdo pelo HIV, sdo intermediarios e
permanecem relativamente estaveis durante a doenca(p=0,56). Resultados
semelhantes foram obtidos em trabalho anterior, comparando-se os valores séricos
de MBL associados aos mesmos genotipos em pacientes com malaria leve e malaria
grave (BOLDT et al., 2006).

O presente estudo corrobora os resultados obtidos por Faik et al. (2011), no
gual ndo foram encontradas diferencas significativas entre os valores séricos da
ficolina-2 e os SNPs do promotor de FCN2 em controles. Contudo, Faik et al. (2011)
observaram diferencas significativas entre as concentracdes da ficolina-2 geradas
por diferentes gendétipos compostos por haplotipos de FCN2 em pacientes com
malaria leve, no estagio agudo da doenca (p=0,008), assim como Tong et al. (2011)

em controles (p<0,0001) e pacientes com hepatite B (p=0,008).
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Analisando-se as concentracdes seéricas de ficolina-2 entre controles e
pacientes, diferencas significativas foram encontradas para os loci-986 (Gréfico 6) e
-602 (Grafico 7), respectivamente. Similarmente, Assaf et al. (2012) observaram uma
variacao significativa da concentracdo sérica da ficolina-2 entre os gendtipos do
locus -602, e Tong et al. (2011) apenas entre 0s genotipos do locus -986.No entanto,
€ importante ressaltar que nestes dois Ultimos estudos, 0 SNP +6424G>T (p.A258S)
do exon 8 também foi incluido na analise. Este polimorfismo esta associado aos

valores séricos mais baixos de ficolina-2 e nao foi investigado no presente trabalho.
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GRAFICO 6 - CONCENTRACAO SERICA DE FICOLINA-2 CORRESPONDENTES AO
LOCUS -986EM PACIENTES E CONTROLES

LEGENDA: P — Pacientes; C — Controles. Entre parénteses — nimero de individuos.

NOTA: Mediana e variacéo interquartil estdo indicadas; Teste de Kruskal-Wallis.
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GRAFICO 7 - CONCENTRACOES SERICAS DE FICOLINA-2 CORRESPONDENTES AO
LOCUS -602 EM PACIENTES E CONTROLES

LEGENDA: P — Pacientes; C — Controles. Entre parénteses — nimero de individuos.

NOTA: Mediana e variacdo interquartil estdo indicadas; Teste de Kruskal-Wallis.

De acordo com a analise in silico, a presenca das variantes alélicas -986A e -
602A, associadas aos valores séricos mais elevados descritos na
literatura(HUMMELSHOJ et al., 2005; MUNTHE-FOG et al., 2007), modificam os
sitios de ligacdo de fatores de transcricdo. O alelo principal (G) na posicdo -986 é
reconhecido pelo fator de transcricdo NIP (100061), enquanto a variante alélica (A) é
reconhecido por outras proteinas regulatérias como YY1 (100012), HEB (100173),
MyoD (100075). Na posicao -602 foi observado que o alelo principal (G) ndo é
reconhecido por nenhum fator de transcricdo, enquanto a variante alélica (A)pode
ser reconhecida pelo TF3E3-S (100409). Para o locus-4, ndo houve associacéo
estatistica entre as concentracdes da ficolina-2 e a distribuicdo alélica (Grafico 8). A
alteracao dessas sequéncias consenso possivelmente é reconhecida por proteinas
reguladoras envolvidas na expressdo de genes da resposta aguda, porém estudos

posteriores sdo necessarios para confirmar essa hipétese.
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GRAFICO 8 -CONCENTRACOES SERICASDE FICOLINA-2 CORRESPONDENTES AO
LOCUS -4 EM PACIENTES E CONTROLES

LEGENDA: Entre parénteses — nimero de individuos.

NOTA: Mediana e variacdo interquartil estdo indicadas; Teste de Kruskal-Wallis.

Através do teste dos sinais (Wilcoxon Signed Rank Test), verificou-se que as
concentracfes séricas do haplotipo GGA mostraram um desvio significativo da
mediana prevalente nas elevadas concentracdes séricas (6,0ug/mi)tanto em
pacientes (p=0,03) quanto em controles (p=0,0001). Este fato pode estar relacionado
ao desequilibrio de ligacdo absoluto entre este haplétipo e uma mutacdo nao
sinbnima localizada no exon 8 (+6424G>T ou p.A258S), associada aos valores
séricos da ficolina-2 mais baixos descritos na literatura (MUNTHE-FOG et al., 2007;
FAIK et al., 2011; TONG et al., 2011; ASSAF et al., 2012).Este desvio também é
compativel com os dados da literatura de que a presenca do nucleotideo guanina
(G) nas posicoes -986 e -602 e de adenina (A) na posi¢do -4 estd associada a
baixas concentracdes de ficolina-2 no soro de maneira aditiva (MUNTHE-FOG et al.,
2007).
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A expresséo do gene FCN2 aumenta consideravelmente durante a infeccéo
pelo HIV, como provavel resultado da regulagédo por proteinas a de fase aguda do
figado. Contudo, as concentracbes séricas associadas ao haplétipo AGA
permanecem estaveis. Este haplétipo foi associado a susceptibilidade a doenca,
levando-nos a sugerir que a sua irresponsividade a regulacdo € ultimamente

responsavel pelo aumento da susceptibilidade a infecc¢éo.
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5 CONCLUSOES

e Foram identificados quatro haplétipos (AAA, AGA, AGG e GGA) nos
controles e pacientes, sendo que foi observada uma associagao
significativa com o hapl6tipo e a suscetibilidade a infec¢édo pelo HIV per se
(p=0,005, OR 1,94, IC95% 1,22-3,07).

e Os pacientes infectados pelo HIV apresentaram valores séricos de
ficolina-2 significativamente aumentados em relagdo aos controles
(p=0,007).

e Nao houve associacéo entre os polimorfismos de FCN2 fase da doenca,
prevaléncia cumulativa de doencas oportunistas relacionadas a AIDS e a

presenca da coinfeccdo HCV/HIV.

e Os valores séricos mais elevados estao relacionados as variantes alélicas
-9862 (p=0,01) e -602A (p=0,03), as quais alteram sequéncias consenso
reconhecidas por proteinas reguladoras possivelmente envolvidas na
expressdo de genes da resposta aguda, acionada na presenca de

patdgenos oportunistas e/ou do préprio HIV.
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ANEXO 1 — TERMO DE APROVACAO ATUALIZADO DO PROJETO DO COMITE
DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS (CEP/HC)

/% HOSPITAL DE CLINICAS
“0 " UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA e
Curitiba, 02 de agosto de 2011.

llmo (a) Sr. (a)

Melissa Negro Luciano

lara J. T. de Messias-Reason
Hospital de Clinicas da UFPR
Curitiba - Parana

Prezada Pesquisadora:

Comunicamos que a Solicitacdo de Aprovagdao do Novo Cronograma e
Inclusao de Dois Novos Pesquisadores ( Alberto Cardoso Martins Lima,
Caroline Grisbach ), referente ao Projeto de Pesquisa intitulado “INVESTIGACAO DO
POLIMORFISMO GENICO DE MARCADORES DA RESPOSTA IMUNE INATA NA INFECCAO
POR HIV (VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA)”. foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em 29 de julho de 2011.

O referido documento atende aos aspectos das Resolu¢gées CNS 196/96, e
suas complementares, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Ministério da Saude.

CAAE: 0079.0.208.000-07
Registro CEP: 1409.074/2007-04

Atenciosamente,

L;J]{Uu/./:—/:
S / 5
Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR
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ANEXO 2 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) Voceé esta sendo convidado a participar como parte do grupo controle de um estudo intitulado “Investigacéo
do polimorfismo génico de marcadores da resposta imune inata na infeccdo por HIV". E através das
pesquisas clinicas que ocorrem os avangos na medicina, e sua participagao é de fundamental importancia.

b) O objetivo desta pesquisa é conhecer a associagdo entre proteinas que participam da resposta imunolégica as
infec¢des e a evolugéo da AIDS.

c¢) Caso vocé participe da pesquisa, sera utilizada apenas uma parte do sangue que vocé ira coletar para realizar
0s exames laboratoriais de rotina.

d) Como em qualquer exame vocé podera experimentar alguns desconfortos, principalmente relacionados com a
coleta de sangue.

e) Os riscos que envolvem sua participacdo no estudo sdo relacionados apenas com a coleta de sangue e
podem ser dor no local da pun¢@o ou hematoma.

f) Contudo os beneficios esperados sao: contribuir para o melhor conhecimento da resposta imunoldgica ao HIV.

g) Os mestrandos Alberto Cardoso Martins Lima e Caroline Grisbach, sob a orientacdo da Dra. lara José
Taborda de Messias-Reason, telefone 41 3360-1800 ramal 6537/6523, responsavel por este estudo, estardo
sempre a sua disposi¢do para qualquer esclarecimento.

h) Estdo garantidas todas as informagdes que vocé queira, antes durante e depois do estudo.

i) A sua participacdo neste estudo é voluntaria. Vocé tem liberdade de recusar ou se aceitar a participar do
estudo, retirar seu consentimento a qualquer momento.

j) As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos que executam a pesquisa e
pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informacéao for divulgada em relatério ou publicacéo, isto sera
feito sob forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

I) Todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa (exames) ndo sdo da sua responsabilidade.
m) Pela sua participagdo no estudo, vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro.
n) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um codigo.

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual
fui convidado a participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que
sou livre para interromper minha participa¢do no estudo a qualquer momento sem justificar minha deciséo e sem
gue esta decisdo afete meu tratamento com o meu médico. Eu entendi que qualquer problema relacionado ao
tratamento sera tratado sem custos para mim.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Data [/ |/

Assinatura Pesquisador:
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ANEXO 3 — PROTOCOLO DA QUANTIFICAGAO DE FICOLINA-2 NO PLASMA
(HK336)

Material: Plasmas armazenados a -70°C

1 — Diluicdo em 10x do plasma com o tampé&o de ligacéo de ficolina-2;

2 — Transferir 100 pyl do padrdo, amostras e controles, preferencialmente em
duplicata, para seus respectivos pogos;

3 — Aplicar a fita adesiva sobre a placa e baté-la levemente para eliminar qualquer
bolha de ar;

4 — Incubar a placa ou strips durante 1h a 37°C;

5 — Lavar o prato 4 vezes com o tampdao de lavagem;

6 — Remover cuidadosamente o selante da placa,;

7 — Esvaziar a placa por inverséo, agita-la dentro de uma pia e manté-la invertida
sobre folhas de papel;

8 — Adicionar 200 ul de tampao de lavagem em cada pogo e esperar 20 segundos;

9 — Repetir os procedimentos 7 e 8 por 3 vezes;

10 — Esvaziar a placa e baté-la gentilmente sobre folhas de papel;

11 — Adicionar 100 pl do anticorpo biotinilado em cada poco;

12 — Cobrir a bandeja com a cobertura adesiva e incubar por 1h em temperatura
ambiente;

13 — Repetir os procedimentos 7 e 8 por 3 vezes;

14 — Adicionar 100 ul do conjugado de estreptavidina ligada a peroxidade diluida em
cada poco;

15 — Repetir 0 procedimento 12;

16 — Repetir os procedimentos 7 e 8 por 3 vezes;

17 — Adicionar 100 pl do substrato TMB em cada poc¢o;

18 — Cobrir a bandeja com a cobertura adesiva e incuba-la por 20 a 30 minutos em
temperatura ambiente e na auséncia de luz solar;

19 — Adicionar 100 ul da solugao de parada e misturar a solucao através da
movimentacao circular da placa. Bater gentilmente a bandeja para a eliminacéo das
bolhas de ar;

20 — Fazer a leitura do placa em 450 nm, dentro dos 30 minutos apos a adicéo da

solucéo de parada.



