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RESUMO

A lectina ligante de manose (MBL) € uma lectina calcio dependente que exerce um
importante papel no sistema imune inato mediando a ativagdo da via classica do
complemento e fagocitose. Entretanto, a MBL parece estar envolvida na regulagéao
de outros aspectos da inflamagdo, incluindo a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias, podendo isto ser benéfico ou prejudicial ao hospedeiro, dependendo
das circunstancias. O gene MBL é polimérfico e suas variantes tém sido associadas
com maior suscetibilidade a diferentes doencgas infecciosas e auto-imunes. Trés
substituicdes de nucleotideos na regido exon 1 do gene MBL causam uma redugéo
de MBL funcional na circulagéo e as variantes da regiao promotora tém influéncia na
expressdo da proteina, induzindo estado de deficiéncia. As variantes alélicas
estruturais do gene podem romper a formagdo dos trimeros ou acelerar a
degradacgao da proteina. Estudos in vitro demonstraram que a MBL se liga ao HIV
através da glicosilacdo da gp 120. Neste estudo investigaram-se trés mutagdes
pontuais na regido exon 1, nos cédons 54 (variante B), 57 (variante C) e 52 (variante
D), e o polimorfismo na regido promotora a -221 (variante X) em 119 pacientes com
infeccdo pelo HIV (99 homens, 29 mulheres; idade média 38,4 anos, entre 19-68), e
em 123 controles saudaveis emparelhados de acordo com a idade, sexo e grupo
étnico dos pacientes. Os gendtipos de MBL foram detectados através de métodos
baseados na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR-SSP, PCR-SDM e PCR-
RFLP). Treze pacientes HIV positivos (13/119, 10,9%) foram homozigotos para
variantes alélicas (0/0) em comparagcdo com trés do grupo controle (3/123, 2,4%,
p=0,007, OR=4,91, 1C=1,26-2,32). Assim, pacientes portadores do gendtipo 0/0
apresentam um risco 4,91 vezes maior de desenvolver a doenca. Nao houve
associagao entre os genotipos de MBL e o 6bito ou o tempo de doenga a partir do
diagndstico de AIDS no periodo em estudo. Verificou-se diferencgas significativas na
distribuicdo dos gendtipos de MBL entre pacientes do grupo C e B do CDC. A
diferenca principal foi representada pelo gendétipo A/A com prevaléncia de 59,4% nos
pacientes do grupo C e 40,6% nos pacientes do grupo B. Entre os pacientes que
desenvolveram doencgas indicativas de AIDS observou-se uma frequéncia
aumentada do gendtipo A/A conferindo um risco 2,60 vezes maior para infecgdes
oportunistas (p=0,019, OR=2,60, 1C=1,15-5,93). Os resultados obtidos sugerem que
a deficiéncia de MBL, resultante dos gendtipos homozigotos variantes 0/0, predispde
a infecgao pelo HIV. Por outro lado, nos pacientes com doenga avancada, os
genotipos homozigotos para o alelo selvagem A/A podem ter um papel proé-
inflamatdrio, induzindo ativagdo indesejada da via da lectina do complemento,
contribuindo para o desenvolvimento de infecgdes oportunistas por microorganismos
intracelulares.

Palavras-chave: Lectina ligante de manose (MBL), Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).



ABSTRACT

Mannan-binding lectin (MBL) is a calcium-dependent lectin shown to play an
important role in innate immunity by activating the classical complement pathway and
mediating phagocytosis. MBL seems also to be involved in the inflammatory
response inducing cytokine production, which depending on the circumstances, can
be beneficial or harmful to the host. The MBL gene is polymorphic and codes for a
protein whose variants have been associated with greater susceptibility to different
infectious and auto immune diseases. MBL genetic variants modulate the basal
serum concentrations of the protein MBL and low circulating levels are associated
with numerous diseases. Three single nucleotide substitutions in exon 1 and
promoter variants of the MBL gene cause a dominant decrease of functional MBL in
the circulation. The structural variants alleles may disrupt the assembly of MBL
trimers or accelerate the degradation of the protein inducing a state of deficiency. In
vitro studies have shown that MBL binds to HIV through the envelope gp120
glycosylation. Variant alleles in exon 1 at codon 54 (variant B), 57 (variant C), and 52
(variant D) and in the promoter region at -221 (variant X) were investigated in 119
HIV-infected patients (99 men, 29 women; mean age 38,4, range 19-68 years) and in
123 healthy controls. The controls were matched for age, sex and ethnic origin with
the patients. Genotypes of MBL were detected by methods of Polimerase Chain
Reaction (PCR-SSP, PCR-SDM and PCR-RFLP). Thirteen (13/119, 10,9%) HIV-
infected patients were homozygous for the variant alleles 0/0 (B+C+D) compared
with three of the controls (3/123, 2,4%, p=0,007, OR=4,91, 1C=1,26-2,32). Thus,
patients carriers of 0/0 genotypes present a significantly higher risk of developing the
disease. There was a significant difference in the distribution of MBL genotypes
according to the CDC group, with a higher frequency of A/A genotype in the patients
of the group C compared with the group B (59,4 vs 40,6%). Among patients with
AIDS-defining conditions the genotype A/A represented a risk of 2,60 for
opportunistic infections (p=0,019, OR=2,60, IC=1,15-5,93). There was no association
between MBL genotypes and death or time of AIDS progression during the period of
the study. Our findings suggest that homozygous carriers of variant MBL alleles are
at increased risk of HIV infection. On the other hand, among HIV-infected patients
with advanced clinical disease, homozygous wild type alleles (A/A) may play a pro-
inflammatory role causing undesirable complement activation, contributing to
opportunistic infections by intracellular microorganisms.

Keywords: Mannan-binding lectin (MBL), Human Immunodeficiency Virus (HIV),
Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS).



1 INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (AIDS) foi descrita pela primeira
vez em 1981 e seu agente etioldgico, o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), foi
identificado dois anos depois. O grau de mortalidade e morbidade causado pelo HIV
e o impacto global sobre os recursos da economia e da saude publica sdo enormes
e continuam avangando (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).

Diferentes aspectos da infec¢ao pelo HIV e da AIDS tém sido amplamente
investigados, entretanto, a diversidade genética do hospedeiro na histéria natural da
doenca ainda é pouco conhecida. O polimorfismo no gene que codifica o receptor de
quimiocina CCRS esta associado a uma menor suscetibilidade a infecgao pelo HIV e
progressao mais lenta da AIDS, demonstrando que fatores genéticos do hospedeiro
influenciam o curso da doenga (ROGER, 1998; RACHID; SCHECHTER, 2003).

A introdugao de potentes anti-retrovirais na pratica clinica trouxe uma melhora
tanto dos parémetros clinicos como virologicos e imunologicos das pessoas
infectadas pelo HIV, apesar de que nem todos os pacientes alcangam uma resposta
favoravel. A terapia pode levar a resisténcia a drogas e sérios efeitos colaterais,
além de néao ser capaz de erradicar o virus. Devido a esses fatores sugere-se utilizar
novas formas de tratamento, entre elas, a imunoterapia em combinagdo com anti-
retrovirais. Para desenvolver este tipo de modalidade terapéutica é preciso entender
melhor sobre a imunopatogénese da infecg¢ao pelo HIV (HEGGELUND et al., 2003).

A Lectina Ligante de Manose (MBL) é uma proteina da familia das colectinas,
produzida no figado durante a fase aguda da resposta a infecgdo, que se liga a
carboidratos na superficie de microorganismos e leva a ativagdo da via classica do
complemento, independentemente do anticorpo. Além disso, a MBL atua como
opsonina, promovendo a interacdo de uma variedade de microorganismos
diretamente com as células fagociticas, levando a fagocitose e indugdo da resposta
inflamatéria (EZEKOWITZ; DAY; HERMAN, 1988).

A estrutura da MBL humana é composta por polimeros de até seis
subunidades, cada qual formado por trés cadeias polipeptidicas idénticas, que
correspondem ao sitio de reconhecimento de carboidratos, e uma parte terminal
formada por uma tripla hélice, correspondente ao sitio de ligagdo com receptores da
colectina (TURNER, 1996).



A formacéao da tripla hélice é prejudicada por mutagdes nos codons 52, 54 e
57 da regiao exon1 do gene que designam as variantes D, B e C respectivamente.
Essas mutacdes levam a degradagao enzimatica e deficiéncia funcional da MBL, e
sao fator importante, responsavel pelos valores séricos baixos da proteina, e
diminuicdo ou até auséncia de ativacdo da via da lectina do complemento. A
concentracao sérica da MBL também varia de acordo com o polimorfismo na regiao
promotora do gene (PETERSEN; THIEL; JENSENIUS, 2001).

Mutacdes no gene que leva a sintese da MBL foram associados com maior
suscetibilidade a infeccdo pelo HIV e menor sobrevida apdés o inicio da AIDS
(GARRED et al., 1997). Demonstrou-se que a MBL se liga ao HIV, principalmente
devido a glicosilagdo na glicoproteina 120 (gp120), representando um mecanismo
importante para o reconhecimento do HIV pelo sistema imunologico (SAIFUDDIN et
al., 2000).

Durante a ultima década aumentou o interesse no estudo da MBL nao apenas
devido a sua importéncia na imunidade inata, como também devido a associagéo
entre o polimorfismo do gene e doengas auto-imunes e infecciosas de diferentes
origens como a hepatite B e hepatite C, leishmaniose, pneumonias, meningites e
AIDS (JACK; KLEIN; TURNER, 2001).

Neste estudo investigou-se a influéncia do polimorfismo génico da MBL na
suscetibilidade a infecgdo pelo HIV e progressdo da AIDS, contribuindo para um
melhor conhecimento sobre a imunopatogénese da doenga e fornecendo subsidios

para possiveis terapias de reposicao da proteina em pacientes deficientes.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o polimorfismo génico das regides do exon 1 e promotora -221 do

gene MBL em pacientes com AIDS e controles saudaveis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar as frequéncias dos alelos e haplétipos de MBL entre o grupo de

pacientes e controles;

e Verificar se o polimorfismo génico da MBL esta associado com a

suscetibilidade a infeccao pelo HIV;

e Analisar a influéncia das concentracées preditas de MBL na infeccéo pelo HIV

e progressao da AIDS;

e Determinar se o polimorfismo génico da MBL esta relacionado com as
diferentes categorias clinicas do Centro de Controle e Prevengao de Doencgas
(CDC), com doencas definidoras de AIDS e com 6&bito dos pacientes no

periodo do estudo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA E A SINDROME DA
IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) foi descrita em 1981, nos
Estados Unidos, quando foram notificados ao Centro de Controle e Prevengdo de
Doengas (CDC) os primeiros casos de pneumonia por Pneumocystis carinii e de
sarcoma de Kaposi em homossexuais masculinos previamente saudaveis (RACHID;
SCHECHTER, 2003).

A AIDS é caracterizada por profunda imunossupressao com diversas
caracteristicas clinicas, incluindo infec¢gdes oportunistas, processos malignos, perda
de massa muscular e degeneracgao do sistema nervoso central (ABBAS; LICHTMAN;
POBER, 2000).

Em 1983, foi identificado o agente etiologico da AIDS, o virus denominado
HIV ou Virus da Imunodeficiéncia Humana. O HIV foi descrito em 1984 por
MONTAGNIER e colaboradores, como um novo tipo de retrovirus, semelhante aos
virus linfotropicos humanos HTLV-I e HTLV-II, mas com caracteristicas morfoldgicas,
biolégicas e imunologicas proprias (GALLO; MONTAGNIER, 2003). Foi denominado
como HTLV-III pela equipe de pesquisa americana (GALLO et al. 1984) e LAV (virus
associado a linfoadenopatia) pelo grupo de pesquisa francés, liderado pelo
pesquisador MONTAGNIER. Posteriormente uniformizou-se a nomenclatura
internacional denominando-o como HIV (LEVY, et al., 1984). Em 1986 foi identificado
um segundo agente etioldgico, também retrovirus, com caracteristicas semelhantes
ao HIV-1, denominado HIV-2.

3.1.1 Epidemiologia

Inicialmente a prevaléncia da AIDS parecia estar restrita a homossexuais
masculinos e pacientes com hemofilia. Entretanto, as infecgdes pelo HIV sao
doengas sexualmente transmissiveis (DST) que n&o tém preferéncia por nenhuma

orientacdo sexual. As infeccdes pelo HIV ja existiam ha varias décadas na Africa



Central onde a prevaléncia entre homens e mulheres era igual (SCHWARTZ; NAIR,
1999).

Em dezembro de 2003, segundo a Organizagdao Mundial de Saude (OMS),
havia 40 milhées de pessoas infectadas pelo HIV no mundo. Cinco milhées de novos
casos foram notificados apenas em 2003, superando todos os anos anteriores.
Atualmente a Asia, com 60% da populagdo mundial, tém os dados de crescimento
mais rapido da epidemia, aumentando de 6,6 milhdes de casos em 2001 para 7,4
milhdes em 2003. Na Africa, ao sul do Saara, estima-se que 25 milhdes de pessoas
estejam infectadas pelo HIV, 1 milhdo a mais do que em 2001. Entre as 3 milhdes de
mortes devido a AIDS em 2003, 2,2 milhdes (75%) ocorreram na Africa. Os dados de
prevaléncia do HIV na Africa estdo estaveis nos Gltimos anos, ja que o nimero de
mortes esta aumentando da mesma forma que o numero de novas infeccdes
(UNAIDS; WHO, 2005).

No Brasil, no inicio dos anos 80, a epidemia afetava principalmente
homo/bissexuais masculinos, brancos e de classe média ou alta, habitantes das
grandes metropoles. Na década seguinte, homens heterossexuais, mulheres,
criangas e todas as classes sociais foram atingidos. Em 1985, para cada caso novo
de AIDS em mulheres ocorriam 30 novos casos em homens, enquanto que em 1997
esta relagao atingiu 1:2 (RACHID; SCHECHTER, 2003).

Até 2003 haviam sido notificados 310.301 casos de AIDS no Brasil. O numero
de novos casos esta diminuindo em todas as regides do pais, com queda de 30.206
casos em 1998 para 9.758 em 2003. A taxa de incidéncia também foi reduzida de
18,7 para 5,5 casos/100.000 habitantes no mesmo periodo. A regido Sul apresenta a
maior taxa de incidéncia com 8,5 casos/100.000 habitantes (BRASIL-MS/PN DST e
AIDS/SINAN, 2004).

3.1.2 Formas de transmissao

A transmissao do HIV pode ocorrer através de contato com fluidos corporais
contaminados. Os fluidos corporais celulares como sangue, sémen, secre¢ao vaginal
e leite materno sdo mais efetivos na transmissdo do virus do que os de baixa
celularidade como saliva, urina e lagrima. A transmissédo ocorre através da mucosa

ou da pele lesada durante a relagcdo homossexual ou heterossexual, ou através da



inoculagdo de sangue contaminado no uso de drogas intravenosas, transfusao
sanguinea ou acidente perfuro-cortante (SCHWARTZ ; NAIR, 1999).

No inicio da epidemia, sangue e hemoderivados eram responsaveis por
parcela significativa da transmissdo do HIV mas desde 1985, com o
desenvolvimento dos testes de triagem em banco de sangue, essa categoria de
transmissdao vém diminuindo. A transmissdo sanguinea através de seringas
compartilhadas por usuarios de drogas injetaveis estda aumentando, especialmente
no sul do pais, e representa um problema de dificil controle (RACHID; SCHECHTER,
2003).

A transmissdo de mae para filho é estimada em 15 a 35% dos casos e pode
ocorrer durante a gestacdo, no momento do parto e durante o aleitamento. Multiplos
fatores podem influenciar a transmisséo vertical do HIV, tais como: alta carga viral da
gestante, baixo numero de linfécitos CD4+, ruptura prematura das membranas
amnioticas, parto prematuro, recém-nato de baixo peso, co-infecgdes principalmente
devido a doengas sexualmente transmissiveis e trabalho de parto prolongado
(GAYLE; HILL, 2001). A OMS estima que 1/3 dos casos de transmissdo vertical
ocorre devido ao aleitamento materno. Entretanto, para certas populacdes onde o
indice de mortalidade infantii € muito alto, o risco de morte associado a nao
amamentacao pode ser maior do que o risco de adquirir HIV através do leite materno
(SCHWARTZ; NAIR, 1999).

3.1.3 Caracteristicas moleculares e biologicas do HIV

O HIV é um retrovirus com genoma RNA, da familia Retroviridae e
subfamilia Lentivirinae. At¢é o momento foram identificados dois tipos do virus,
designados HIV-1 e HIV-2. O HIV-2 tém homologia de 75% na sequéncia de acidos
nucléicos com o SIV (Virus da Imunodeficiéncia Simia), mas apenas 40 a 50% de
homologia com o HIV-1. Devido a estas diferengas sugere-se que o HIV-2 pode ser
o protétipo viral originalmente transmitido do macaco para o homem (SCHWARTZ;
NAIR, 1999).

A infecgao pelo HIV-2 geralmente resulta em um periodo de incubagédo mais
longo e um curso mais lento da doenca. A transmissdo materno-fetal do HIV-2 é

limitada e a infecgao pelo HIV-2 parece fornecer uma protecéo natural, estimada em



70%, contra infeccao pelo HIV-1 em alguns grupos de alto risco. O HIV-2,
inicialmente endémico na Africa Ocidental, também esta se espalhando pelo mundo
inteiro (SCHWARTZ; NAIR, 1999).

O HIV-1 é classificado em trés grupos: M, O e N. O grupo M do HIV-1 é
dividido em 10 subtipos (de A até J). Em relagdo ao HIV-2 foram descritos 5 subtipos
(de A até E) (SCHUPBACH; GALLO, 2000).

3.1.4 Estrutura e genes do HIV

O HIV-1 tem um didmetro aproximado de 1,000 A. O genoma consiste em 2
fitas simples idénticas ndo complementares, de acido ribonucléico (RNA), cada uma
com aproximadamente 9,2 kb, localizadas dentro de um capsideo protéico
circundado por um envelope lipoprotéico (SCHWARTZ; NAIR, 1999).

O HIV-1 possui trés genes principais: gag, env e pol. O gene gag (grupo
antigeno especifico) € o gene que codifica as proteinas estruturais do core,
enquanto que o gene env (envelope) codifica o precursor da glicoproteina do
envelope viral, glicoproteina (gp) 160, que posteriormente é clivada em gp 120 e gp
41. O gene pol (polimerase) codifica a sintese de varias enzimas: protease,
integrase, ribonuclease, incluindo a transcriptase reversa (RT), envolvidas na
integracéo e na replicagao viral. Outros seis genes codificam as proteinas restantes:
tat, rev, vif, vpr, vpu e nef, importantes na replicagdo viral. O HIV-2 contém esses
genes com excecao do vpu, e possui outro gene, o vpx que esta ausente no HIV
(ABBAS; LICHTMAN, 2003; SCHWARTZ; NAIR, 1999).

3.1.5 Ciclo da infecgao pelo HIV

A infecgéo pelo HIV ocorre quando as particulas virais no sangue, no sémen
ou em outros liquidos corporais de um individuo infectado ligam-se as células de
outro individuo (ABBAS; LICHTMAN, 2003), onde as glicoproteinas gp120 e gp41
sdo essenciais. A primeira fase da infeccao pelo HIV é a ligacao de alta afinidade da
gp 120 ao receptor CD4 da célula hospedeira, levando a uma mudanga
conformacional e interacdo do complexo CD4 e gp 120 com os receptores de

quimiocinas. As moléculas CD4 sido expressas primariamente nos linfécitos T,
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macrofagos, células dendriticas e outras células apresentadoras de antigenos
(ALKHATIB et al., 1996; DENG et al., 1996; FENG et al., 1996).

Em seguida, a gp 41 se insere na membrana da célula hospedeira, levando
a fusdo das membranas celular hospedeira e viral (Figura 1). Co-receptores que se
ligam a quimiocinas participam desta fase (LEVY et al., 1996). As quimiocinas estao
envolvidas no controle da ativagdo e migracao de varios leucdécitos aos sitios de
infeccdo. As células de Langerhans ou mondcitos/macréfagos expressam o receptor
CCR5 de quimiocinas que permite a infecgao por cepas com tropismo por mondcitos
(M. tropic). Estas cepas se replicam em monécitos mas ndo em células de linhagem
T ativadas, presentes no inicio da infeccao (FAUCI, 1996). Esta interacao € inibida
pelos ligantes do CCR5, as R-quimiocinas RANTES, MIP-1alfa, receptor MIP-103,
descritas como fatores de supressao para o HIV (ALKAHATIB et al., 1996). O co-
receptor para os linfocitos T CD4" é o CXCR4, que se liga somente a cepas com
tropismo para células T (T.tropic) que infectam linfécitos T, mas nao infectam
macrofagos nem mondcitos. O receptor CXCR4 possui um ligante natural derivado
do fator do estroma (SDF-1). As células T CD4" virgens podem ser infectadas pelas
cepas M e T porque possuem co-receptores CCR5 e CXCR4 (FAUCI, 1996).



FIGURA 1 — SEQUENCIAS DAS INTERAGOES ENTRE AS MOLECULAS DE SUPERFICIE DOS
LINFOCITOS T CD4* E O HIV

Membrana
celular

FONTE: LEVY et al., 1996.
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Mutacdes nos genes ccr5 e cxcrd estdo associadas a resisténcia a infecgao
pelo HIV-1 (HAROUSE et al., 1991; PASTINEN et al., 1998). Individuos homozigotos
para determinada mutagdo no gene CCRS5, que corresponde a aproximadamente 1%
da populagdo caucasiana, sdo menos suscetiveis a infec¢cdo. Ja os heterozigotos
para esta mesma mutagao, aproximadamente 15% das pessoas com ascendéncia
européia, apresentam progressdo mais lenta da AIDS (RACHID; SCHECHTER,
2003).

Pacientes heterozigotos para esta mesma mutacdo tém uma probabilidade
maior de atingirem carga viral indetectavel apds introdugcéo dos anti-retrovirais em
comparagao aos pacientes sem a mutagao (RACHID; SCHECHTER, 2003).

Algumas células infectadas pelo HIV, como os astrocitos, ndo expressam
moléculas CD4. Neste caso o receptor para a gp 120 é a galactosil ceramida. As
células epiteliais do intestino e vagina também expressam galactosil ceramida
(HAROUSE et al., 1991).

Assim que o virus penetra na célula, enzimas do complexo nucleoproteico
sao ativadas e ¢€ iniciado o ciclo de reproducéo viral através da acio da transcriptase
reversa (RT). A regido central do virus se rompe e a RT comega a agir sintetizando o
cDNA a partir da fita de RNA. Entdo a RNaseH degrada o RNA do hibrido cDNA-
RNA e em seguida duplica a fita de cDNA. A fita dupla de DNA migra para dentro do
nucleo onde é integrada ao genoma do hospedeiro pela agédo da integrase (Figura
2). O retrovirus integrado ao genoma do hospedeiro € denominado de provirus
(SCHUPBACH; GALLO, 2000).

O provirus pode permanecer transcricionalmente inativo por meses ou anos,
com pouca ou nenhuma producao de particulas virais ou de virions, e deste modo a
infeccao de uma célula individual pode ficar latente. O inicio da transcricdo do gene
do HIV nas células T esta relacionado a ativagao fisioldgica da célula T por
antigenos ou citocinas. Este fato € importante para a patogenia da AIDS pois
representa o fim do periodo de laténcia e o inicio da produgao de virus. Além disso,
as multiplas infecgdes do paciente com AIDS induzem a uma elevagao da produgao
de fator de necrose tumoral (TNF) que acaba estimulando a producédo do HIV e
infeccdo de células adicionais (ABBAS; LICHTMAN, 2003).

A sintese das particulas infecciosas maduras comecga depois que 0s genes

virais sao expressos como proteinas e sado produzidos transcritos do RNA viral
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genbmico de comprimento total. Em seguida é feita a montagem das particulas
através do acondicionamento dos transcritos do RNA dentro de um complexo
nucleoproteico. As proteinas sao transportadas para a membrana da célula onde os
virus imaturos libertam-se por um processo de gemulagdo ou brotamento e entram
na corrente sanguinea (Figura 2). Estes novos virus s&o imaturos e incapazes de
infectar outras células. A enzima protease é responsavel pela organizagcdo das
proteinas virais do complexo nucleoproteico e amadurecimento dos virus. A
producdo do virus maduro esta associada a lise da célula e é a base do efeito
citopatico do HIV (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).

FIGURA 2 — CICLO DA INFECGAO PELO HIV
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3.1.6 Imunologia da infecgao pelo HIV

A evolucédo clinica da infeccdo pelo HIV é representada por uma relagcéo
complexa entre os efeitos do virus sobre as células imunocompetentes e a resposta
imune do hospedeiro ao virus. A infeccdo causada pelo HIV resulta no
comprometimento das fungdes do sistema imune inato e adquirido. Os defeitos mais
proeminentes sao os da imunidade mediada por células e podem ser atribuidos a
duas causas principais: a deficiéncia de linfécitos T CD4" e a outros disturbios do

sistema imunoldgico (Tabela 1).

TABELA 1 — MECANISMOS DA IMUNOSSUPRESSAO INDUZIDA PELO VIiRUS DA
IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV)

Efeito patologico Mecanismo

Deplegdo de células T CD4" por efeitos diretos Lise de células T CD4" causada pela germinacgéo
do virus viral e/ou inserc¢ao da glicoproteina Env
Efeito citopatico da ligagéo intracelular da gp120

a CD4 recém-sintetizada ou reciclada

Deplecéo de células T CD4" por efeitos indiretos Lise das células infectadas viralmente devido a
do virus resposta imune ao HIV (citotoxicidade celular
dependente de CTL e de anticorpos)
Inibigdo da maturagéo das células T CD4 no timo
Apoptose devido a ligacdo cruzada da gp120
com a CD4

Dano funcional do sistema imune A gp120 soluvel (isenta de virus) bloqueia a
ligagdo das células T CD4+ com classe Il do
MHC nas APCs
Prejuizo da fungao dos macrofagos e das células
NK; mecanismo desconhecido
Destruicdo da rede de células dendriticas e da
arquitetura dos linfonodos e do bago
Perturbacao seletiva das células T de memoria e
influéncia na diferenciacdo da TH2; mecanismo

desconhecido

FONTE: ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000.
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A maioria das manifestagdes da imunodeficiéncia, incluindo infecgbes e
tumores, é devida a uma deficiéncia de células T CD4" . O marco da progresséo da
doenca é a diminuigdo do nimero de células T CD4" no sangue periférico, as quais
estdo presentes normalmente em uma concentragdo de 1.000 células/mm?® e
diminuem para menos de 100 células/mm?® nos pacientes com AIDS desenvolvida
(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).

A perda dos linfocitos T CD4" é a maior razéo pela qual os pacientes com
AIDS se tornam suscetiveis a tantas infecgdes, visto que essas células sao
indispensaveis na inducao da resposta imune humoral e celular. A imunodeficiéncia
nos individuos infectados pelo HIV também € uma consequéncia de disturbios
funcionais do sistema imunologico, independentemente da deplegdo de linfocitos.
Isto quer dizer que, mesmo nos periodos em que a contagem de T CD4" é normal, o
sistema imune esta sofrendo alteragbes (ABBAS; LICHTMAN, 2003).

Na infeccao pelo HIV o sistema imunolégico € cronicamente ativado através
de eventos como a proliferagcao de linfocitos, aumento da secrecdo de citocinas,
ativagdo dos mondcitos e ativagdo das células T CD4" e T CD8". Nos estagios
iniciais da doencga ocorre hiperplasia dos linfonodos (FAUCI, 1993).

A replicacao viral é influenciada por citocinas que regulam o sistema
imunolégico como o TNF-a e a interleucina 6 (IL-6). As citocinas s&o produzidas
continuamente em niveis baixos porém aumentam com a replicagéo viral (FAUCI,
1996). Sub-populagdes de linfoécitos T CD4" auxiliares (Th), como Th-1 e Th-2
influenciam na produgao de algumas citocinas. As células Th-1 produzem interferon
gama (IF-y), IL-2 e IL-12 que induzem a imunidade mediada por células, enquanto
as citocinas produzidas por Th-2 como a IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 induzem a resposta
humoral. Alguns estudos sugerem que a mudancga de sub populagdes Th-1 para Th-
2 esta associada com a progressdo da doenca (SCHUPBACH; GALLO, 2000). O
sistema imunoldgico também é constantemente ativado pela expressdo do HIV. A
infeccdo crbnica leva a uma constante produgdo dos antigenos virais como a gp
120, que é capaz de ativar as células CD4" pela sua ligagdo a molécula CD4,
levando a uma hiperativagao cronica do sistema imunolégico (FAUCI, 1996).

Além dos linfocitos T CD4", os fagdcitos mononucleares e as células
dendriticas foliculares também sao importantes na infecgdo pelo HIV e progresséo

da imunossupressdo. Os macréfagos expressam niveis baixos de CD4, porém
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expressam receptores de quimiocinas e sao suscetiveis a infec¢ao pelo HIV, apesar
de serem relativamente resistentes aos efeitos citopaticos do virus. Desta forma, os
macrofagos podem se tornar o principal reservatério para o virus, mas se tornam
ineficientes na produgdo de citocinas e apresentagdo de antigenos quando
infectados pelo HIV. As células dendriticas foliculares (CDFs) dos centros
germinativos e do bago aprisionam HIV na sua superficie, mas nao séao
eficientemente infectadas pelo virus. Essas também sdo um reservatorio do HIV que
pode infectar macréfagos e células T CD4" nos linfonodos (ABBAS e LICHTMAN,
2003).

As funcdes normais das CDFs ficam comprometidas e essas podem ser
destruidas pelo virus prejudicando o funcionamento do sistema linfoide periférico.
(ABBAS e LICHTMAN, 2003).

Os linfonodos e o bago abrigam grandes quantidades de macréfagos, CDFs
e células T CD4" e por isto sdo os sitios de continua replicagdo do HIV e de
progressao da doenga produzida pelo virus durante o periodo de laténcia clinica,
apo6s a infeccdo aguda. Nos tecidos linféides ocorre continua produgao viral,
infeccdo e destruicdo de células T, mesmo quando o HIV ndo é detectavel no
sangue periférico e os pacientes sao assintomaticos. Por este motivo o declinio do
numero de células T CD4+ no sangue periférico € constante, uma vez que as células
T do sangue e as dos linfonodos fazem parte da mesma massa recirculante de
linfocitos. Na doenca avancada as células T dos linfonodos também estao reduzidas
e poucas estao infectadas pelo HIV (PANTALEO; GRAZIOSI; FAUCI, 1993).

3.1.7 Caracteristicas clinicas da infec¢ao pelo HIV

Nos individuos contaminados pelo HIV a resposta inicial do sistema imune é
semelhante a resposta a outros virus e de maneira eficaz a maioria dos virus
presentes no sangue e nas células T sdo eliminados. Mas a resposta imune fica
comprometida porque as células T CD4, necessarias para iniciar as respostas
imunes protetoras, sdo mortas ou inativadas pelo virus e a infecgcdo supera o
sistema imunologico (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).
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A infeccao pelo HIV se caracteriza por um amplo espectro de manifestacées
clinicas que se tornam mais complexas e atipicas a medida que a imunodeficiéncia
progride. Para fins didaticos, a infecgdo pode ser dividida em trés fases: a fase
aguda ou sindrome da soroconversdo, a fase assintomatica e a fase sintomatica
(Figura 3). Na auséncia de qualquer intervencdo terapéutica, a mediana de
progressao da fase aguda até a sintomatica € de uma década. Entretanto, a
variabilidade € grande e alguns individuos desenvolvem AIDS logo apos a infecgéo.
Na auséncia de tratamento aproximadamente 4% dos pacientes desenvolvem AIDS
apos trés anos de infecgdo, 50% apoés 10 anos e 15% permanecem sem
manifestacbes da doenga apds 20 anos da infeccdo. Estudos mostram que a
mediana de progresséo para AIDS foi de 15 anos para os pacientes com idade entre
16 e 24 anos no periodo da soroconversao, e de seis anos para aqueles com mais
de 35 anos (RACHID; SCHECHTER, 2003).

As manifestagdes clinicas da infeccdo sao muito variaveis mas geralmente
seguem um padrdo. Cerca de 50 a 70% dos pacientes desenvolvem uma sindrome
aguda, semelhante a uma mononucleose, caracterizada por febre, cefaléia,
linfoadenopatia generalizada, inflamagéao da garganta com faringite e erupcdes, 3 a
6 semanas apos a infeccao primaria. Esta fase é caracterizada por alta viremia e
queda do numero de células T CD4" no sangue periférico. A viremia aguda é
seguida pela ativagdo das células T CD8", que sdo responsaveis pelo controle da
replicagao viral, através da citotoxicidade celular e da produgao de citocinas. Durante
este estagio, o HIV se dissemina nos linfonodos onde ocorre uma resposta
imunoldgica especifica com um declinio da viremia. Esta resposta ndo é suficiente
para suprimir a replicacéo viral e a expressao do HIV persiste nos linfonodos durante
a fase de laténcia clinica da doenga (PANTALEO; GRAZIOSI; FAUCI, 1993;
SCHWARTZ; NAIR, 1999).

Apos a infeccdo primaria em que ocorre a disseminagcdo viral, o
aparecimento da imunidade especifica e o aparente declinio da replicagao viral, a
maioria dos pacientes, tém um periodo de laténcia clinica que pode ser de varios
anos. Nesta fase, apesar de ndao haver aumento da concentracdo da carga viral
plasmatica, ocorre uma deterioracdo gradual do sistema imunoldgico, com deplegao
das células CD4" e replicagéo viral alta nos linfonodos (PANTALEO; GRAZIOSI;
FAUCI, 1993; RACHID; SCHECHTER, 2003).
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FIGURA 3 — CURSO DA INFECCAO DO HIV EM RELACAO A CARGA VIRAL E CONTAGEM DE
LINFOCITOS T CD4"
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A replicagédo viral continua nos linfonodos resulta na ruptura dos centros
germinativos e das células dendriticas dos linfonodos e na liberagdo de virions para
a circulagdo. Nesta fase ocorre uma producdo macica de citocinas, como o TNF,
GM-CSF e IL-6, com uma mudanga de predominio de linfécitos Th-2 sobre Th-1 e
declinio das células CD4" para menos de 50céls/ul. Este declinio esta associado
com a deterioragdo do sistema imunolégico e o aparecimento de manifestagdes
clinicas da doenca, ou seja, a AIDS, constituida de sinais e sintomas como infecgdes

oportunistas, neoplasias, caquexia e deméncia (SCHWARTZ; NAIR, 1999).
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3.2 O SISTEMA COMPLEMENTO

O sistema complemento € um dos principais mecanismos pelos quais o
reconhecimento do antigeno € convertido em uma defesa efetiva contra uma
infeccao inicial. Consiste em um grupo de mais de 30 proteinas encontradas no soro
e na superficie celular, que interagem com outras moléculas do sistema imunolégico
e umas com as outras proporcionando muitas das fungdes efetoras da imunidade
humoral e da inflamacdo (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).

O complemento é ativado por meio de uma cascata enzimatica na qual uma
molécula ativada em uma fase pode gerar multiplas moléculas ativadas, ou
fragmentos ativos, na fase seguinte. Inumeras proteinas do complemento s&o
proteases que se auto-ativam por clivagem proteolitica e s&o chamadas de
zimégenos. Embora os componentes da cascata proteolitica estejam presentes
como proteinas soluveis no soro, estas encontram-se inativas ou com baixo nivel de
ativagdo espontanea na circulagéo. A ativagado dos zimégenos usualmente ocorre na
superficie do patégeno, e os fragmentos do complemento ativados geralmente se
ligam ali, ou s&o inativados por hidrélise. Esta caracteristica do complemento confere
protecdo contra uma ativagdo descontrolada. Além disto, existem proteinas de
controle do complemento capazes de permitir que o hospedeiro diferencie o préprio
do nao-préprio, protegendo especificamente células do hospedeiro e permitindo que
a ativacdo do complemento na superficie dos patégenos prossiga (JANEWAY JR;
TRAVERS; SERLOMCHIR, 2002).

As principais fungdes biolégicas do complemento incluem a geragdo de um
grande numero de proteinas ativas que se ligam ao patdgeno através de ligagdes
covalentes, opsonizando-o para que seja englobado por fagdcitos através dos
receptores para o complemento (CR) (FRANK; FRIES, 1991). Além disto, pequenos
fragmentos de algumas proteinas atuam como quimioatraentes para recrutar mais
fagécitos ao sitio de reacao, levando a sua ativagdo. Os componentes terminais do
complemento formam o complexo de ataque a membrana, destruindo sua
integridade através da criacdo de poros na bicamada lipidica. Desta forma
patdogenos podem ser mortos por lise osmética. O complemento também atua na

solubilizacdo e depuragcdo de complexos imunes e na promog¢ao da resposta imune
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humoral, auxiliando a apresentacdo de antigenos as células B nos centros
germinativos (BARRINGTON et al., 2001).

Outra funcdo do complemento inclui a eliminagdo de células apoptéticas
pelos macrofagos, contribuindo para a queda da exposigdo de auto-antigenos ao
sistema imunoldgico. Os macréfagos interagem com as células apoptéticas através
de C1q, proteina C reativa, MBL e IgM, promovendo a destruicdo das células
mortas. Deficiéncia do complemento pode levar a deposicdo de complexos imunes e
doencas auto-imunes (UTIYAMA; REASON; KOTZE, 2004).

Foram descritas trés vias de ativacdo do complemento: a via classica, a via
da lectina e a via alternativa (Figura 4). Essas vias convergem para gerar 0 mesmo
grupo de moléculas efetoras, mas dependem de moléculas diferentes para sua
iniciagdo (TURNER, 2003).

FIGURA 4 — VIAS DE ATIVAGAO DO COMPLEMENTO
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Durante a ativagdo, tanto a via classica quanto a alternativa geram
complexos multiprotéicos com atividade de C3 convertase.

A via classica pode ser ativada por anticorpo ou diretamente pela ligagéo de
C1q a superficie do patdgeno assim como ocorre na via da lectina (LU, 1997). O C1q
€ parte do complexo C1 que contém uma unica molécula de C1q unida a duas
moléculas de zimégenos C1r e C1s. C1qg € uma colectina, proteina ligante de agucar
dependente de calcio, com dominios semelhantes ao colageno e a lectina. A
molécula de C1q possui seis cabegas globulares unidas por uma cauda tipo
colageno que envolve o complexo C1r e C1s. Na ligagao de mais de uma cabega de
C1q a superficie do patdogeno ocorre uma mudanga conformacional no complexo C1r
e C1s dando inicio a ativagdo enzimatica e clivagem de C4 e C2. Os dois fragmentos
grandes, C4b e C2a, formam a C3 convertase da via classica (ABBAS; LICHTMAN,
2003).

A via da lectina € ativada através do reconhecimento de carboidratos na
superficie de patégenos através de duas classes de lectinas colagenosas: a lectina
ligante de manose (MBL) e as ficolinas. As serina proteases associadas a MBL
(MASPs) tém estrutura e fungdo homdéloga as proteases C1r e C1s da via classica e
sdo responsaveis pela ativacdo desta via (WONG et al. 1999). A MASP-2 ¢é
homologa a MASP-1 e parece ser a enzima responsavel pela ativagdo da via da
lectina, enquanto que o papel da MASP-1 ainda nao parece bem claro. Além destas,
existe uma forma alternativa de MASP-1, chamada MASP-3 e um derivado de
MASP-2, Map19. (EZEKOWITZ, 2003). Quando o complexo MBL/MASPs se liga a
superficie do patogeno, as MASPs s&o ativadas e clivam C4 e C2 (FUJITA, 2002).
Portanto, a via da lectina inicia a ativacdo do complemento da mesma forma que a
via classica, formando C3 convertase a partir do C4b ligado a membrana e
complexado com C2a (IKEDA et al., 1987; LU, 1997).

A via alternativa € ativada na auséncia de anticorpo e € um mecanismo da
imunidade inata. Nesta via sdo geradas C3 convertases soluveis e ligadas a
membrana, as quais catalisam a hidrélise de C3. A via alternativa esta em um estado
constante de ativacdo de baixo-nivel devido a reatividade de C3 soluvel com a agua.
A ativagcdo da fase fluida tem como objetivo promover a ativacdo da fase sdlida
sobre a superficie dos patdégenos, envolvendo as mesmas fases e proteinas. A

cascata da fase fluida é iniciada quando C3 é hidrolisado pela agua para formar um
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intermediario instavel chamado C3i ou C3(H.0). O Ca3i liga-se ao fator B formando
um complexo suscetivel ao fator D, uma serinaprotease. O fator D cliva o fator B,
formando um fragmento pequeno Ba que é liberado, e outro fragmento maior Bb que
permanece ligado ao C3i. O complexo C3iBb constitui a C3 convertase desta via,
onde o fragmento Bb funciona como uma serinaprotease capaz de clivar moléculas
adicionais de C3 (Figura 5) (WALPORT, 2001).

A C3 convertase cliva C3 em C3b, principal molécula efetora no sistema
complemento, e C3a, peptideo mediador da inflamagéo. O fragmento maior C3b liga-
se covalentemente a membrana e opsoniza o patdégeno, permitindo a sua
internalizacao nos fagocitos. C3b também se liga a C3 convertase para formar a C5
convertase, gerando C5b e C5a. O C5a é o mediador mais importante na inflamagéo
e o C5b ativa os eventos tardios da cascata do complemento. As proteinas restantes
envolvidas nesta fase incluem C6, C7, C8, e C9. C6 e C7 ligam-se sequencialmente
e o complexo C5b,6,7 fica inserido diretamente na bicamada lipidica da membrana
plasmatica, seguindo-se a insergcdo instavel de C8. Nesta fase pode ocorrer a
polimerizagao de até 15 moléculas de C9 em volta do complexo para formar poros

liticos na membrana, podendo lisar certos patdégenos e células (WALPORT, 2001).



23

FIGURA 5 — ATIVAGAO DA VIA CLASSICA, DA LECTINA E ALTERNATIVA

b. Via da lectina

a. Via classica

FONTE: FUJITA, 2002.

3.3 ALECTINA LIGANTE DE MANOSE

A MBL é uma lectina do tipo C que pertence a subfamilia das colectinas,
caracterizada pela presenga de uma regidao de colageno N-terminal e de um dominio
para lectina. As lectinas s&o proteinas com dois ou mais dominios de
reconhecimento e ligagdo a carboidratos (CRD), de origem nao-imune que aglutinam
células e/ou precipitam polissacarideos e glicoproteinas. A atividade da maioria das
lectinas € dependente de calcio (tipo C), ou de grupos tiol (tipo S) (DRICKAMER,;
DORDAL; REYNOLDS, 1986).

A MBL ¢ sintetizada no figado e secretada na corrente sanguinea, e tem
importante papel no sistema imune inato (TURNER, 1996).
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3.3.1 Historico

A MBL foi isolada pela primeira vez na forma protéica em figado de coelhos,
em 1978. A partir dessa data, proteinas capazes de se ligar a glicoproteinas com
grupos terminais de manose foram identificadas tanto no soro de humanos como de
bovinos, ratos e coelhos (KAWASAKI; ETOH; YAMASHINA, 1978). Em 1988,
SUMMERFIELD e TAYLOR observaram que a MBL é secretada por hepatodcitos e
atua na forma de uma proteina de fase aguda inflamatéria.

Posteriormente observou-se que a MBL é capaz de ativar a via classica do
complemento independentemente de C1q e ainda atuar como opsonina, mediando a
fagocitose de diferentes microorganismos (EZEKOWITZ; DAY; HERMAN, 1988).
Uma maior compreensédo do mecanismo de ativagdo da via das lectinas esta sendo
possivel gragas a identificacdo das serina proteases associadas a MBL (MASPs). A
MBL também pode atuar diretamente como opsonina pela ligacdo simultanea a
agucares antigénicos e a receptores de colectinas, presentes nas membranas das
células fagociticas (KUHLMAN; JOINER; EZEKOWITZ, 1989; TAYLOR et al., 1989).

3.3.2 Estrutura molecular

A MBL é uma proteina da familia das colectinas caracterizada por uma
regido colagenosa e um dominio de reconhecimento de carboidratos. Nos seres
humanos estéo incluidas nesse grupo a MBL plasmatica e as proteinas surfactantes
do pulmdo SP-A e SP-D (TURNER, 2003). A por¢cdo colagenosa da MBL é
importante para a integridade estrutural da proteina, enquanto o dominio da lectina é
responsavel pelo reconhecimento de carboidratos. A afinidade maior da MBL é por
residuos de agucares que contém grupos C3-OH e C4-OH em orientagao equatorial,
0s quais sédo encontrados na superficie celular de varios microrganismos. A MBL se
liga a agucares como N-acetilglucosamina, manose, N-acetiimanosamina, fucose e
glucose. Por outro lado, carboidratos como galactose e acido sialico caracterizam
glicoproteinas humanas e nao possuem essa caracteristica, ndao tendo portanto
afinidade pela MBL (WEIS; DRICKAMER; HENDRICKSON, 1992).

A afinidade entre os CRDs e os agucares é baixa e cada uma destas

ligagcbes tem um Ky de aproximadamente 10>M. A avidez de ligacdo pode ser
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incrementada devido aos multiplos sitios de ligagao da proteina que podem se ligar
a varios grupos de agucar na superficie de microorganismos, multiplicando as
constantes de dissociagdo CRD-agucar. O arranjo ciclico dos sitios de ligagéo
impede o reconhecimento de ligantes multivalentes proprios, como o0s
oligossacarideos superiores de manose, encontrados nas imunoglobulinas. Desta
forma, a especificidade no reconhecimento de carboidratos é importante na distingéo
de glicoproteinas préprias e nao-préprias (Figura 6) (LEE et al., 1991; WEIS;
TAYLOR; DRICKAMER, 1998).

A estrutura da MBL humana €& composta por polimeros de até 6
subunidades, cada qual formado por 3 cadeias polipeptidicas idénticas de 32kD
cada. As cadeias polipeptidicas formam uma tripla hélice colagenosa tipica baseada
na repeticdo de sequéncias Gly-Xaa-Yaa. O numero pequeno de repeticbes Gly-
Xaa-Yaa forma estrutura semelhante a um ramo de tulipas quando observado
através de microscopia eletrbnica, enquanto que um numero maior de repeticoes
Gly-Xaa-Yaa leva a estrutura cruciforme (Figura 7). Na regido N-terminal, composta
de duas ou trés unidades de cisteina, cada cadeia polipeptidica esta associada a
outras duas através de pontes dissulfeto. As cadeias se separam na regiao C-
terminal para dar origem a 3 sitios de reconhecimento de carboidrato (CRD) cada
um deles contendo dois ions calcio (Figura 8) (EZEKOWITZ, 2003).

Os trimeros da MBL associam-se uns aos outros para formar desde dimeros
até hexameros (WEIS; TAYLOR; DRICKAMER, 1998; TURNER, 1996). Apesar da
MBL ser encontrada no soro humano na forma de dimeros, trimeros, tetrdmeros,
pentdmeros e hexameros, apenas as moléculas com quatro ou mais unidades
parecem ativar o complemento Os pentadmeros e hexameros com 15 CRD e 18 CRD
respectivamente, tém uma eficiéncia maior de ativagcdo do complemento e ligagao a
carboidratos (BABOVIC-VUKSANOVIC; SNOW; TEN, 1999).
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FIGURA 6 — MODELO PROPOSTO PARA O SiTIO DE RECONHECIMENTO DE CARBOIDRATOS
(CRD) DA MBL
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FONTE: EZEKOWITZ, 20083.

FIGURA 7 - ESTRUTURA E ORGANIZACAO DA MBL
(a) Cada cadeia de MBL consiste de regido N-terminal, regido do colageno, regido nao
colagenosa e CRD. Os polipeptidios de 25 KDa trimerizam para formar a subunidade

estrutural (b) que é encontrada no soro na forma de oligbmeros (c).
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FIGURA 8 — DIAGRAMA ESQUEMATICO DE UM TRIMERO DE MBL E SEUS DOMINIOS
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3.3.3 Funcéo biolégica

Apesar de fazer parte do sistema imune inato, a MBL expressa algumas das
propriedades mais importantes do sistema imune adaptativo. Existem semelhangas
funcionais entre a MBL e a IgM, baseadas no fato de que a MBL possui multiplos
pontos de atragao e ligacdo ao alvo capazes de fortalecer cada interagao e levar a
um aumento da avidez da ligacdo. Apds ligagdo com a superficie de
microorganismos a MBL €& capaz de ativar a via classica do complemento,
propriedade similar a da IgM (JACK; KLEIN; TURNER, 2001).
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Além disto atua como opsonina podendo promover interacdo de uma
variedade de microorganismos diretamente com as células fagociticas, promovendo
fagocitose e indugéo da resposta inflamatoéria (Figura 9) (JACK; TURNER, 2003).

Portanto, a MBL esta envolvida na primeira linha de defesa do hospedeiro
contra bactérias, virus, protozoarios e helmintos. Uma vez ligada ao patégeno alvo, a
MBL é capaz de levar a uma série de atividades antimicrobianas. A proteina ativa o
sistema complemento, podendo mediar a lise de certos microorganismos ou
aumentar a sua fagocitose (Figura 10) (JACK; TURNER, 2003).

FIGURA 9 —- MECANISMO DE FAGOCITOSE MEDIADA PELA MBL
A. MBL promove fagocitose através de interagdo com receptores celulares ou proteinas
ligantes.
B. MBL atua estimulando outros mecanismos de fagocitose através de receptores de
imunoglobulinas e de C3b/C4b.
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FONTE: JACK; KLEIN; TURNER, 2001.



FIGURA 10 — LIGAGAO DA MBL A MICROORGANISMOS

A. Grupo formado por organismos cuja ligagéo foi comparada com outros organismos

ou padrao.

B. Grupo formado por organismos que se ligam a MBL mas sem relagdo quantitativa

com outros microrganismos.

C. Grupo cuja ligagdo a MBL pode ser inferida através da influéncia previamente

determinada da MBL na resposta imunoldgica ao microorganismo.

Intensidade de ligacao da MBL a diferentes microorganismos (A)
Ausente . Baixa - Média ' Alta
Clostridiurm sp. \Burkholderia cepacia  :Cryptosporidium | Bifidobacterium bifidum
Enterococeus sp. | Streptococcus Suis ¢ parvum sporozoites | Listerfa monocylogenes
Psaydomonas iNeisserfa mucosa iActinomyces israelii i N. cinerea
Sem aeruginosa i {Proprionibacterium ‘N, Subflava
variagdo  |Staphylococous i Acnes
entre as Epfdﬁ'ﬂmﬂfﬂ !
-haemolytic
cepas !
f Streptococcus :
Group B, : 5
5. sanguis i
5. agalacticae
Candida albicans
Com + Streptococcus pneumonias = | =1 B-haemolytic group A Streptococcus |-
variagio : phyl bostdiinis
entre as i
cepas Aspergiffus fumigatus, Bacteroides sp.,
Escherichia coli, Eubacterium sp.,
i *|Fusobacterium sp., Klebsielia sp., b
! Haemophifus infiranzae, Veillonalfa sp.
Cryptococeus neoformans e
Estrutura
de ha Meisseria gonorrhoeae -+
superficie | | Neisseria meningitidis -
Salmonella enferica serovars Typhimurium and Montevideo
Ligagao da MBL a outros microorganismos(B)
Schistosoma mansoni, Mycobacterium avinm, Chiamydia trachomatis, HIV, influenza A
Organismos com ligacdo a MBL inferida(C)
Leishmania chagasi, Leishmania braziliensis

FONTE: ADAPTADO DE JACK E TURNER, 2003.
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3.3.4 Genética e deficiéncia

O gene que codifica a MBL situa-se no brago longo do cromossomo 10, no
espaco compreendido entre a regido 1, banda 1, sub-banda 2 e regido 2, banda 1
(1091 1.2 — g2.1) (SASTRY et al., 1989) e foi sequenciado no final da década de 80.
De acordo com todos os sitios de variabilidade descritos, ha possibilidade de
ocorréncia de 64 alelos (EZEKOWITZ; DAY; HERMAN, 1988).

A porcéo codificadora da MBL €& composta de 4 exons, cada qual
correspondente a um segmento diferente da cadeia. Os exons sdo separados por
trés introns de 643 pb, 1350 pb e 800 pb (TAYLOR et al., 1989). O tamanho maior
do segundo intron corresponde a divisdo principal da molécula em porgéo
colagenosa e nao colagenosa (Figura 11) (DRICKAMER; DORDAL; REYNOLDS,
1986).

FIGURA 11 - GENE DA MBL E ESTRUTURAS DA PROTEINA
O gene MBL tem 4 exons (E1, E2, E3 e E4). O exon 1 do gene estrutural apresenta
mutagdes nos coédons 52(D), 54(B) e 57(C). O polimorfismo Y/X na posi¢cao -221 da
regido promotora influencia na concentragdo da proteina circulante. O produto do gene
consiste em 4 dominios (D1, D2, D3 e D4), com o dominio de reconhecimento de

carboidratos na regido carboxi terminal.
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FONTE: KILPATRICK, 2002.
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O exon 1 corresponde a regiao estrutural do gene e codifica para o dominio
N-terminal de 21 aminoacidos e parte do dominio de colageno da cadeia, com um
total de 60 aminoacidos ao todo. O dominio N-terminal é composto de uma regi&do
com dois a trés residuos de cisteina, formadores das ligagbes dissulfidicas
intercadeia. Esta regido é seguida por sete copias do trio Gly-Xaa-Yaa, onde Xaa e
Yaa representam dois aminoacidos quaisquer, diferentes entre si e diferentes da
glicina (EZEKOWITZ; DAY; HERMAN, 1988).

O exon 2 codifica para o restante do dominio do colageno formado por mais
12 repeticdes Gly-Xaa-Yaa. O dominio do colageno € responsavel pela ligacao as
MASPs e posterior ativagdo do complemento (MATSUSHITA; EZEKOWITZ; FUJITA,
1995).

O exon 3 codifica para uma regido intermediaria, formada por alfa-hélices
trimerizadas em uma super-hélice, sendo considerada o sitio de reuniao das triplas-
hélices do colageno (EZEKOWITZ; DAY; HERMAN, 1988).

O exon 4 apresenta as sequéncias codificadoras do CRD, formado por uma
estrutura globular composta de 148 aminoacidos, com dois sitios de ligagdo para
célcio. O CRD liga-se aos grupos 3-OH e 4-OH dos residuos de agucar na superficie
dos microorganismos na dependéncia dos ions calcio (LEE et al., 1991; WEIS;
TAYLOR; DRICKAMER, 1998).

A deficiéncia da MBL parece ser uma das imunodeficiéncias mais comuns,
sendo determinada por mutagdes nas regides do exon 1 e promotora do gene. As
trés mutagdes pontuais nos cédons 52, 54 e 57 do exon 1 originam as variantes
alélicas denominadas D, B e C, respectivamente, e o tipo selvagem é denominado A.
Nos codons 54 e 57, devido a troca de uma unica guanina por uma adenina, ocorre
uma substituigdo da glicina por acido aspartico e da glicina por acido glutadmico,
respectivamente. As substituicdes de aminoacidos interrompem as sequéncias Gly-
Xaa-Yaa e desestabilizam a estrutura secundaria da porgdo colageno da MBL,
gerando defeitos na polimerizagdo da molécula, sendo responsaveis pela redugéo
da concentracdo sérica da proteina e incapacidade de ativar o complemento
(STEFFENSEN et al., 2000). No cédon 52, a troca de uma citosina por uma timina
leva a uma substituicdo da arginina por cisteina. Esta mutagdo ndo atua sobre a

sequéncia Gly-Xaa-Yaa, mas a presenga de um residuo de cisteina a mais rompe a
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formacgao do oligbmero pelo surgimento de pontes dissulfeto adicionais (PETERSEN;
THIEL; JENSENIUS, 2001).

Além das mutagbes na regido estrutural, ocorrem mutagdes na regido
promotora do gene, mostrando que as concentragdes plasmaticas da MBL também
sdo moduladas a nivel transcricional (PETERSEN; THIEL; JENSENIUS, 2001).
Foram identificados dois pontos de variacdo na regido reguladora a 5 e um na
regido ndo-traduzida a 5 denominados H/L (posi¢ao -550), Y/X (posigéo -221) e P/Q
(posicao +4). Os polimorfismos H/L e Y/X resultam da substituicdo de um
nucleotideo guanina por uma citosina e o P/Q resulta da troca de uma citosina por
uma timina (MADSEN et al., 1995).

As trés mutagdes na regido estrutural do gene estdo em desequilibrio de
ligacdo com as mutacdes da regido promotora e cada individuo apresenta uma
combinagao de dois dos seguintes haplétipos possiveis: HYPA, LYQA, LYPA, LXPA,
LYPB, LYQC e HYPD. Os haplétipos mais comuns encontrados a partir destes
alelos polimorfos sdo LXP, LYP, LYQ e HYP. Entre estes, o HYP esta associado
com concentragdo sérica mais elevada de MBL, enquanto o LXP esta associado
com valores mais baixos da proteina. A reducado na concentragao sérica de MBL nos
pacientes homozigotos LXA/LXA é similar aquela determinada por uma variante
estrutural HYA/O, representando um sistema genético com efeito aditivo dos
haplétipos (MADSEN et al., 1995).

A freqliéncia destes haplétipos varia de acordo com a populagdo em estudo,
com diferengas marcantes entre grupos étnicos diferentes (MADSEN et al., 1995). A
frequéncia das trés mutacdes estruturais do gene MBL foi estudada em varias
populagdes diferentes. O alelo selvagem A é o mais comum, alcangando frequéncia
igual ou superior a 50%, podendo chegar a 99,3% em aborigenes australianos
(TURNER et al., 2000). O alelo B foi identificado com frequéncia 11 a 16% em
populagdes da Eurasia (LIPSCOMBE et al. 1992; MADSEN et al., 1995; GARRED et
al., 1992), entretanto pode ocorrer na frequéncia de 42 a 46% em sul-amerindios e é
quase ausente em africanos e populagbes da Oceania (MADSEN et al.,, 1998;
LIPSCOMBE et al. 1996; TURNER, et al., 2000). Por outro lado, a variante C foi
identificada com frequéncia de 24 a 29% em populacdes africanas do sul do deserto
do Saara e é rara em europeus, orientais e amerindios (LIPSCOMBE et al. 1992;
MADSEN et al., 1995; GARRED et al.,, 1992). O alelo D foi identificado com
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frequéncia baixa, em torno de 6% a 7% nas populagdes européias investigadas,
aparecendo também em outras populagdes tanto africanas como nao-africanas com
frequéncia de 5% (TURNER, 1996).

No Brasil, a frequéncia alélica da MBL foi estudada na populagédo do Parana,
num grupo de caucasoides, afro-brasileiros, mesticos e indigenas. Na populagao
caucasoide as frequéncias para as variantes B, C e D foram de 11%, 0,3% e 7%
respectivamente; na populacao de afro-brasileiros de 3%, 20% e 2% e na populacao
mestica 16%, 7% e 4%. As populagdes indigenas das tribos Guarani e Kaingang
apresentaram 43% e 29% para a mutagao B. Os guaranis apresentaram 0,4 % para
a variante C e nenhum dos dois grupos apresentou a variante D (BOLDT; PETZEL-
ERLER, 2002).

Os valores basais de MBL na circulagdo sado bem estaveis (NIELSEN et al.,
1995), entretanto diferem bastante entre individuos, podendo variar de 50 ng/ml até
acima de 3.000 ng/ml (PETERSEN; THIEL; JENSENIUS, 2001).

As trés mutagdes estruturais no gene MBL sdo os determinantes mais
importantes nos valores protéicos e as variantes da regido promotora do gene tém
influéncia na expressédo de MBL. Foi demonstrado que individuos homozigotos para
essas mutagbes apresentam moléculas de baixo peso molecular, enquanto que
individuos heterozigotos produzem, além destas, moléculas de alto peso molecular,
similares ao tipo selvagem. Apenas os oligbmeros de alto peso molecular séo
capazes de ativar o complemento (GARRED et al., 2003). Individuos heterozigotos
tém somente 1/8 da probabilidade de selecionar trés cadeias peptidicas normais
durante a biossintese. Isso é baseado no fato de que somente um em 2X2X2 (um
em oito) produtos oligoméricos dos individuos heterozigotos poderia ser normal
(TURNER, 1996).

Em um estudo com um grupo de 1183 doadores de sangue nao houve
detecgdo de proteina circulante (limite de detecgdo de 20 ng/ml) em homozigotos
para variantes estruturais, enquanto que o estado heterozigoto teve uma redugao
nos valores protéicos, especialmente para os alelos B e C (Figura 12) (GARRED et
al., 2003).
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FIGURA 12 — DISTRIBUICAO DA CONCENTRAGAO SERICA DE MBL COM RELAGAO AS
VARIANTES ESTRUTURAIS

10,000 —

BODOD  —

8

i
? ;
4000 — —

MBL (pa'L)

2000 —

mﬂ] oamD O
o
aQ
!
1]
|
]

L{H -fILo00 oo

-+

AdA AB AT AD B8 B Bo cie oD DD

FONTE: GARRED, 2003.

O polimorfismo da regido promotora também tem influéncia sobre os valores
séricos de MBL (MADSEN et al., 1995; MADSEN et al., 1998). A fim de facilitar a
interpretacdo das diferengas entre os gendtipos, geralmente os dados sao
apresentados de maneira mais simples, agrupando as variantes estruturais B, C e D,
para uma so classe denominada “0”, e mostrando apenas o alelo da regido
promotora na posigao -221 (Y/X), que tem maior influéncia na modulagdo da
concentracdo sérica de MBL, sendo que a variante X somente € encontrada
formando haplo6tipo A (XA) (Figura 13) (GARRED et al., 2003).
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FIGURA 13 — CONCENTRAGAO SERICA DE MBL COM RELAGAO AO GENOTIPO
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Varios estudos apresentaram evidéncias de que a deficiéncia de MBL
aumenta a suscetibilidade geral dos individuos a doengas infecciosas
(SUMMERFIELD et al., 1997; ALAN; EZEKOWITZ, 2001; ROY et al., 2002).

As mutacgdes no gene MBL foram associadas com infecgbes por fungos,
bactérias e virus como o HIV e o HBV. As concentragdes baixas da MBL levam a um
defeito de opsonizacio e estdo associadas com infecgdes de repeticao na infancia
(TURNER, 1991). Por outro lado, concentragdes altas podem, sob certas condigdes,
ser prejudiciais porque podem facilitar infecgbes por certos microrganismos e/ou
acentuar o dano tecidual resultante da ativagdo indesejada do complemento
(GARRED et al., 1992; GARRED et al. 1994; SCHAFRANSKI et al, 2004). Um
estudo recente observou valores séricos de MBL aumentados em portadores de
doenga reumatica cardiaca sugerindo que a deficiéncia de MBL pode representar
uma vantagem contra o desenvolvimento de estenose mitral reumatica, e que
concentracbes altas podem contribuir para o desenvolvimento da doenca
(SCHAFRANSKI et al., 2004).
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Outros estudos observaram uma suscetibilidade maior a infeccdo por
patdgenos especificos em individuos deficientes de MBL, incluindo o virus HIV
(GARRED et al. 1997; NIELSEN et al., 1995), Plasmodium falciparum (LUTY, KUN;
KREMSNER, 1998; JULIGER et al., 2002), Cryptosporidium parvum (KELLY et al.,
2000) e Neisseria meningitidis (HIBBERD et al., 1999). Entretanto, em caso de
parasitas intracelulares como a Mycobacteria e a Leishmania, a deficiéncia de MBL
parece atuar fornecendo protecido contra a doenca. Isto € explicado pelo fato de que
o parasita utiliza a opsonizacdo do C3 e os receptores de C3 para invadir a célula
hospedeira e uma reducéo na ativagao do complemento reduz essa possibilidade. O
primeiro estudo que traz suporte para esta idéia foi realizado com pacientes
infectados pelo Mycobacterium leprae na Etidpia que apresentaram valores séricos
altos de MBL em relagéo ao grupo controle (GARRED et al, 1994).

Além disso, varios estudos indicam que a MBL também pode modular a
gravidade de diferentes doencas. Um dos primeiros estudos nesta area foi realizado
por GARRED et al. (1997) colaboradores mostrando que pacientes infectados pelo
HIV apresentavam maior frequéncia de mutag¢des no gene, e que a sobrevida depois
do diagndstico de AIDS era reduzida nos portadores de mutagoes.

Com relagdo as doengas auto-imunes, ha evidéncias de que pacientes
portadores de lupus eritematoso sistémico (LES) tém uma frequéncia maior de
mutacdes no gene MBL ou deficiéncia da proteina, conforme observado em grupos
de origem inglesa, chinesa, espanhola e afro-americana. Nesses casos a deficiéncia
da MBL esta relacionada a diminuicdo da remog¢ao de complexos imunes (DAVIES
et al.,, 1995; LAU et al., 1996). SULLIVAN et al. (1996) colaboradores observaram
uma frequéncia aumentada de mutagdes em duas regides estruturais do gene MBL
(codon 54 e 57) em pacientes com LES. Outro estudo observou um maior risco de
progressao da doenca e outras complicagdes de origem infecciosa em pacientes
portadores de LES com variantes alélicas do gene MBL (GARRED et al., 1999 e
2001).

No caso de portadores de artrite reumatdide os estudos sdo controversos.
KILPATRICK (1997) e STANWORTH et al. (1998) ndo encontraram associagao
entre mutagdes no gene ou valores séricos baixos de MBL e a doencga. Entretanto,
outros estudos encontraram evidéncias de associacdo entre deficiéncia de MBL e
artrite reumatoide (GRAUDAL et al., 1998; GARRED et al., 2000). O inicio precoce
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da doenca teve associacdo com concentragdes baixas da MBL (GRAUDAL et al.,
1998) e variantes alélicas do gene MBL (GARRED et al., 2000). Por outro lado, os
individuos com gendtipo A/A podem ter aumento da reagao inflamatéria (GARRED et
al., 2000).

Recentemente, iniciou-se um estudo com administracédo intravenosa de MBL
purificada em 20 pacientes saudaveis deficientes da proteina (VALDIMARSSON,
2003). A terapia de reposi¢cao da MBL ja esta sendo realizada através de estudos de
casos nos quais observou-se que a administracdo da proteina purificada em
pacientes deficientes € um procedimento seguro, além de promover desde a
estabilizacao (GARRED et al., 2002) até a melhora do quadro clinico dos pacientes
(VALDIMARSSON et al., 1998).

3.4 AMBL E O VIRUS HIV

O envelope protéico do HIV (gp120/gp41) € extensivamente glicosilado. A
gp41 tem apenas quatro a cinco carboidratos de ligagédo, ja aproximadamente
metade da massa molecular da gp 120 é composta de carboidratos. Ao mesmo
tempo em que a glicosilacao do HIV através da gp 120 e gp 41 fornece uma barreira
para o desenvolvimento da reposta mediada por anticorpos, esta fornece um
importante sitio de ataque do sistema imune inato através da ligacdo da MBL.
(SAIFUDDIN et al., 2000). Foi demonstrado que a MBL se liga ao HIV principalmente
devido a glicosilagao na gp120 (Figura 14).
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FIGURA 14 — REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA INTERAGAO ENTRE A MBL E O HIV
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FONTE: JI; GEWURZ; SPEAR, 2005.

3.4.1 Interacao entre a MBL e o HIV

As primeiras descrigdes da interacdo entre a MBL e o HIV foram feitas por
EZEKOWITZ et al. (1989). Nesse estudo verificou-se que a MBL purificada do soro
se ligava a células T infectadas pelo HIV, porém n&o se ligava a células T n&o
infectadas. Mais tarde, demonstrou-se que a gp 120 recombinante se ligava a MBL e
comprovou-se o papel dos carboidratos da gp 120 na interagdo MBL-HIV (HAURUM
et al, 1993).

A habilidade de ligacéo dos virions HIV com a MBL, foi estudada através de
testes de captura utilizando-se MBL purificada, que mostraram ligagdo ndo so6 a
cepas de HIV de linhagens celulares como também de isolados primarios do virus. A
MBL levou a captura do HIV de forma mais eficiente que os anticorpos anti-gp 120
(SAIFUDDIN et al., 2000).

No momento em que as particulas virais brotam da membrana celular a
superficie do virion contém, além da gp120 e gp 41, proteinas da célula hospedeira

incluindo as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
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classe |, de classe Il e moléculas de adesdao (ARTHUR et al.,, 1992 e FORTIN;
CANTIN; TREMBLAY, 1998). Muitas destas proteinas derivadas da célula
hospedeira sdo glicosiladas. Com o objetivo de verificar a contribuicdo da gp
120/gp41 e das proteinas derivadas da célula hospedeira na ligacdo com MBL foi
desenvolvido um teste utilizando particulas virais com e sem expressdao de gp
120/gp 41. A ligagao a MBL foi aproximadamente cinco vezes maior quando foram
utilizadas particulas de HIV com expressdo das glicoproteinas, sugerindo que os
carboidratos importantes para a ligagdo sédo os expressos nas gp 120 e gp 41
(SAIFFUDIN et al. 2000).

Existem evidéncias de que as N-glicanas da gp 120 inibem a resposta imune
adaptativa ao HIV. Um estudo recente mostrou que pacientes infectados pelo HIV
apresentam anticorpos capazes de neutralizar o virus. Porém, devido a mutacdes
nos sitios N-glicosilados, o HIV escapa dessa neutralizagdo (WEI et al., 2002).
Estudos experimentais confirmaram que os oligossacarideos sao um importante
mecanismo de escape do virus a neutralizagdo por anticorpos (CHACKERIAN;
RUDENSEY; OVERBAUGH, 1997 e CHENG-MAYER et al., 1999).

3.4.2 Ativacao do complemento, opsonizagao e fagocitose do HIV e MBL

Apesar de ser uma proteina inicial da via das lectinas, poucos estudos foram
feitos avaliando a capacidade do HIV ou de células infectadas pelo HIV de ativar o
complemento através da MBL. Um dos primeiros estudos utilizou placas adsorvidas
com gp 120 recombinante ou isolada de células T infectadas, onde se verificou o
depdsito dos componentes C3 e C4 do complemento (HAURUM et al., 1993).
Entretanto, outro estudo observou que a gp 120 do HIV, quando expressa em
células T, nao se liga de forma eficiente a MBL ou a ligagao a gp 120 ndo € capaz de
ativar a via da lectina de forma eficiente (SAARLOOQOS; LINT; SPEAR, 1995).

Recentemente verificou-se uma habilidade opsonizante da MBL na interacéo
do HIV com células monociticas, sugerindo que in vivo a MBL pode afetar o
clearance do HIV do sangue (YING et al., 2004).

A capacidade da MBL de neutralizar o HIV foi estudada pela primeira vez por
EZEKOWITZ et al. (1989) que observaram que concentragdes altas de MBL eram

capazes de neutralizar o HIV. Entretanto, estudos mais recentes verificaram
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neutralizagdo de apenas 10-12% de isolado primario do HIV com altas
concentragdes de MBL (20 ug/ml), sugerindo inibicado da neutralizagao visto que na
maioria dos individuos a concentragc&o sérica normal n&o ultrapassa 5 pg/ml (YING
et al., 2004; HART; SAIFUDDIN; SPEAR, 2003).

Alguns estudos sugerem que o tratamento de pacientes com drogas que
alteram a glicosilagdo da gp 120 pode resultar em um aumento na destruicdo e no
clearance do virus pela MBL uma vez que a glicosilagao tem um papel importante na
protecdo do virus contra o “ataque” de anticorpos (HART; SAIFUDDIN; SPEAR,
2003).

3.4.3 Concentragao sérica e gendtipos da MBL na infec¢ao pelo HIV e AIDS

Ha controvérsia nos estudos relacionando o papel da MBL na infecgao pelo
HIV, visto que alguns resultados sao conflitantes e as metodologias utilizadas variam
desde a avaliacdo de concentragbes séricas da proteina até sua genotipagem,
relacionadas com suscetibilidade ao virus e/ou progressao da AIDS.

Os primeiros estudos nessa area foram realizados por GARRED et al. (1997)
investigando variantes alélicas da regiao exon 1 do gene MBL e concentracéo sérica
da proteina. Nesse estudo, portadores homozigotos das variantes estruturais do
gene apresentaram risco maior de infecgao pelo HIV além de sobrevida mais curta
apos diagnostico de AIDS. Entretanto, MAAS et al. (1998) observaram uma
progressdo mais lenta para AIDS nos portadores de variantes alélicas,
demonstrando um efeito protetor da MBL.

Outro estudo observou frequéncias similares de mutagdes na regido exon 1
do gene MBL num grupo de colombianos infectados pelo HIV e controles, sem
associacgao entre os alelos B, C e D e a suscetibilidade ao virus (MALIK et al., 2003).

BONIOTTO et al. (2000) estudaram o polimorfismo da regido promotora do
gene MBL em criangas infectadas pelo HIV através de transmissdo vertical e
observaram que o polimorfismo do gene tem influéncia sobre a transmissao vertical
da doenca e o curso da infecgao perinatal. Em outro estudo com criancgas brasileiras
0s mesmos autores analisaram o polimorfismo na regido exon 1 do gene e
demonstraram que a presenga de mutagéo no gene estrutural confere risco maior de
transmissao vertical pelo HIV-1 (BONIOTTO et al., 2003).
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Segundo KELLY et al. (2000), pacientes com AIDS homozigotos para
mutagdes estruturais no gene MBL apresentam um risco maior de desenvolver
criptosporidiose.

McBRIDE et al. (1998) avaliaram concentracdes séricas da MBL e mutacgdes
na regidao exon 1 do gene e nao encontraram associagdo com a progressao da
doenca e o aparecimento de infec¢des oportunistas. Entretanto, PROHASZKA et al.
(1997) observaram associagc&o entre concentragdes séricas em diferentes estagios
da infecgao pelo HIV e suscetibilidade a doenca e progressao da AIDS.

Um estudo realizado em Sao Paulo com criangas (LIAN et al., 2004) e outro
realizado com adultos infectados pelo HIV (NIELSEN et al., 1995) ndo encontrou
associagao entre a concentragdo sérica da MBL e os estagios clinicos da AIDS.
SENALDI et al. (1995) observaram concentragdes altas da proteina em pessoas
infectadas pelo HIV sem diferenca entre as classes do CDC enquanto HEGGELUND
et al. (2003) observaram este aumento nos estagios mais avangados da doenca.

Alguns autores observaram concentragdes séricas reduzidas em pacientes
HIV positivos com pneumonia, em relagdo a controles sem infec¢gdo bacteriana
(HUNDT; HEIKEN; SCHMIDT, 2000).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PACIENTES

No periodo de novembro de 2003 a dezembro de 2004, apds aprovagao do
projeto pela Comissdo de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de
Clinicas da UFPR (Anexo 1), foram investigados 119 pacientes com AIDS, atendidos
no Hospital Oswaldo Cruz de Curitiba.

A populacéao estudada foi composta por dois grupos: o grupo de doentes e o
grupo controle, formado por doadores de sangue do Hemobanco de Curitiba. Os
pacientes e doadores foram incluidos na pesquisa apds assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 2).

Pacientes que compareceram ao Hospital Oswaldo Cruz para realizacao da
contagem de linfécitos T CD4" , tratamento no Hospital Dia ou internamento, foram
convidados a participar do estudo. Os pacientes apresentavam diferentes estagios
de evolugcdo da doenca, variando desde manifestacdes clinicas moderadas até
graves. O critério de inclusdo dos pacientes foi idade superior a 18 anos e
diagnodstico de AIDS, e para os controles, negatividade no teste anti-HIV. O critério
de exclusao foi a apresentagcdo de co-infeccdo com o virus da hepatite B e/ou
hepatite C.

A coleta de dados foi feita no momento da entrevista com o paciente e
através de pesquisa documental baseada nos dados dos prontuarios médicos do
Hospital Oswaldo Cruz e fichas de investigagao dos pacientes junto a Coordenagao
Estadual de DST/AIDS (Anexo 3).

Foram estudados 119 pacientes emparelhados com 123 controles saudaveis
de acordo com idade, sexo e grupo étnico. Nao houve diferenga estatisticamente

significativa entre os dois grupos (Anexo 4).
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4.1.1 Diagnéstico de AIDS

O diagnostico de AIDS foi realizado de acordo com o Critério CDC Adaptado
ou Critério Rio de Janeiro/Caracas, adotados pelo Ministério da Saude do Brasil para
diagndstico da doenga em adultos (BRASIL-MS-CN DST/AIDS, 2004).

Considera-se caso de AIDS todo adulto que apresente evidéncia laboratorial
de infecc&o pelo HIV confirmada através de dois testes de triagem reagentes ou um
teste confirmatorio para deteccao de anticorpos anti-HIV. Além disto, o caso de AIDS
deve apresentar um conjunto de sinais, sintomas e doengas que somem pelo menos
dez pontos segundo o Critério Rio de Janeiro/Caracas (Tabela 2) ou pelo menos
uma doengca indicativa de AIDS e/ou contagem de linfécitos T CD4" abaixo de 350

células/mm?® segundo o Critério CDC Adaptado.

TABELA 2 — ESCALA DE SINAIS, SINTOMAS OU DOENGAS — CRITERIO RIO DE
JANEIRO / CARACAS

Sinais/Sintomas/Doencas Pontos
Sarcoma de Kaposi 10
Tuberculose disseminada / extrapulmonar / pulmonar ndo-cavitaria 10
Candidiase oral ou leucoplasia pilosa 5

Tuberculose pulmonar cavitaria ndo especificada

Herpes Zoster em individuo com idade menor ou igual a 60 anos
Disfungéo do sistema nervoso central

Diarréia superior a um més de duracao

Febre igual ou superior a 38°C por periodo superior a um més
Caquexia ou perda de peso superior a 10%

Astenia superior a um més de duragao

Dermatite persistente

Anemia e/ou linfopenia e/ou trombocitopenia

Tosse persistente ou qualquer pneumonia (exceto tuberculose)

N N N DN DN DNDMDN O O O,

Linfoadenopatia maior ou igual 1cm com minimo dois sitios extra-inguinais superior

a um més de duracéo

FONTE: BRASIL-MS-CN DST/AIDS, 2004.
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As doencgas indicativas de AIDS em adultos sao:

Cancer cervical invasivo;

Candidose de esdfago;

Candidose de traquéia, bronquios e pulmoes;

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

Criptococose extrapulmonar;

Criptosporidiose intestinal cronica (periodo superior a um més);

Herpes simples mucocutaneo, por um periodo superior a um meés;
Histoplasmose disseminada (localizada em quaisquer 6rgdos que nao
exclusivamente em pulmao ou linfonodos cervicais/hilares);

Isosporidiose intestinal crénica;

Leucoencefalopatia multifocal progressiva (virus JC, um poliomavirus);
Linfoma n&o-Hodgkin de células B (fendtipo imunoldgico desconhecido) e
outros linfomas dos seguintes tipos histolégicos: linfoma maligno de
células grandes ou pequenas nédo-clivadas (tipo Burkitt ou ndo-Burkitt), ou
linfoma maligno imunoblastico sem outra especificagao;

Linfora primario do cérebro;

Pneumonia por Pneumocystis carinii;

Qualquer micobacteriose disseminada em 6rgéos outros que n&o sejam o
pulmao, pele ou linfonodos cervicais hilares (exceto tuberculose ou
hanseniase);

Reativagao de doenga de Chagas (meningoencefalite e/ou miocardite);
Sepse recorrente por bactérias do género Salmonella (ndo tiféide);

Toxoplasmose cerebral.

(BRASIL-MS-CN DST/AIDS, 2004).
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4.1.2 Classificagao da infecgao pelo HIV

Os pacientes foram agrupados em categorias clinicas de acordo com a

classificagdo do CDC conforme tabela 3.

TABELA 3 — CLASSIFICACAO DA INFECGCAO PELO HIV - CDC, 1992

Categorias clinicas

A B C
Categorias Assintomatico, Sintomatico, Condicoes
laboratoriais/ linfoadenopatia nao-A, indicativas
Linfocitos CD4 persistente ou infeccédo nao-C de AIDS

aguda
(1) > 500/mm?® A1 B1 C1
(2) 200 a 499/ mm?® A2 B2 c2
< mm

(3) < 200/mm?® A3 B3 C3

FONTE: RACHID; SCHECHTER, 2003.

A contagem de linfécitos T CD4" inferior a 200 células/mm® é considerada
definidora de AIDS, independentemente de manifestagbes clinicas. Portanto,
pacientes incluidos nas categorias A3, B3, C1, C2 e C3 tém diagndstico da doenga.

Na categoria clinica B as condicbes devem ser atribuidas ao HIV ou ter seu
curso modificado pela infecgao pelo HIV, por exemplo, candidiase oral ou vaginal,
dermatite seborréica, etc.

Na categoria clinica C estdo incluidas as doencgas indicadoras de AIDS em
adultos da revisdo da definicdo de casos do CDC de 1993, acrescidas de cancer
cervical invasivo, pneumonia bacteriana recorrente com mais de dois episodios em
um ano e tuberculose pulmonar (Anexo 5) (BARTLETT; GALLANT, 2004).
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4.2 METODOLOGIA

Neste estudo investigou-se a presenga de mutagdes na regido do exon 1 e
regido promotora Y/X do gene MBL em pacientes com AIDS, utilizando diferentes
técnicas de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A PCR consiste em uma
amplificacdo enzimatica de uma sequéncia especifica de DNA, visando a producéao
de milhdes de copias desta sequéncia, através de repetigdes ciclicas de processos
que reproduzem o mecanismo que ocorre normalmente nas células durante a

replicacao do DNA.

4.2.1 Amostras de sangue

Foram coletados 5 ml de sangue total com anticoagulante EDTA (acido
etileno diamino tetracético) para a contagem de linfocitos T CD4" e/ou quantificagéo
da carga viral do HIV-1. A extracdo do DNA foi realizada a partir desta mesma

amostra sanguinea ndo sendo necessaria mais uma coleta.

4.2.2 Contagem de linfocitos T CD4"

A contagem de linfécitos T CD4" foi realizada no Setor de Imunologia do
Laboratério Central do Estado (LACEN) através de citometria de fluxo (FACS

Count™ Reagents, Becton-Dickinson, San Jose, California, USA).

4.2.3 Extragdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
JOHN et al. (1991) e modificada por LAHIRI e NURNBERGER JR (1991) (Anexo 6).

A partir do concentrado de leucdcitos do sangue total (buffy-coat), foi
realizada a lise das hemacias utilizando 10 ml de tampao TKM1 e 100 ul de Nonidet
P-40 (Sigma), e em seguida foram realizadas mais duas lavagens com 10 ml de
TKM1. O precipitado obtido a partir da lise das hemacias passou pelo processo de
lise dos leucocitos com 800 ul de TKM2 e 50 ul de SDS a 10%. Todo o material foi

incubado a 56°C até o dia seguinte.
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Na segunda etapa da extracdo utilizou-se elevada concentragao de sal para a
precipitacdo das proteinas com adicao de 300 ul de NaCl 6M. Em seguida,
transferiu-se o sobrenadante para um tubo tipo eppendorf e realizou-se a
precipitacdo do DNA com etanol 100% seguido de lavagem com etanol 70%.

O DNA obtido foi seco a 37°C e foi hidratado em tampao Tris-EDTA (TE). Sua
concentracido e pureza foram determinadas através da leitura da densidade o6ptica
em biofotdbmetro Ultra Violeta (1101 WPA UV, Linton Cambridge, UK). A medida
espectrofotométrica € a quantidade de radiagao ultravioleta absorvida pelas bases.
No espectrofotometro a concentracdo de acidos nucléicos foi detectada em um
comprimento de onda de 260 nm e a concentracio de proteinas em 280 nm. A razao
entre as D.O. de 260/280 oferece o teor de pureza do DNA. Apds a verificacdo da
concentragdo de DNA as amostras foram armazenadas a temperatura de -20°C e

posteriormente foram submetidas a PCR.

4.2.4 Genotipagem da MBL

A genotipagem das amostras dos pacientes com AIDS foi realizada no Setor
de Biologia Molecular do LACEN através de PCR geral e PCR por mutagénese sitio
especifica (PCR-SDM). Posteriormente foi realizada PCR baseada no polimorfismo
do comprimento dos fragmentos de restricdo (PCR-RFLP), para os alelos A, B, C e
D do gene, e PCR com sequéncia especifica de primers (PCR-SSP) para os alelos Y
e X.

A tipagem no grupo controle foi realizada na Dinamarca com a colaboragao
da Dra Rudi Steffensen através de PCR em tempo real (Real-time PCR), utilizando o
LightCycler™, um fluorimetro integrado a um termociclador (Roche Diagnostics,
Manheim, Germany). Neste ensaio as mutacbes foram detectadas por PCR e
analise das curvas de temperatura de fusdo ou melting (Tm), através da hibridizacao
com sondas de transferéncia de energia (FRET). A analise da Tm depende do grau
de homologia entre as duas fitas do DNA e fornece um perfil caracteristico para cada
gendtipo de MBL, sendo que a Tm necessaria para separar uma fita dupla pareada
de forma perfeita € maior do que a necessaria para separar fitas com mutacoes
(STEFFENSEN; HOFFMANN; VARMING, 2003).
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4.2.5 Amplificacdo da regidao exon 1 do gene

As amplificagdes foram realizadas no termociclador Perkin Elmer 9600 (PE
9600, Cetus, Norwalk, USA). Todos os primers foram sintetizados pela Invitrogen
Life technologies, Sdo Paulo, Brasil. As PCRs foram realizadas com volume final de
50 pl contendo 2 ul do DNA gendmico (concentragao entre 250-500 ug/ml); 1 a 2 ul
de cada primer especifico (concentragao 100 pmol); 1,5 a 1,75 yl de MgCl, 50 mM .
0,5 yl de Taq polimerase (5 unidades/ul) e tampédo PCR concentrado 10X (200 mM
Tris-HCI, pH 8,4; KCI 500 mM) (Anexo 7). Os primers utilizados seguiram o protocolo
de MADSEN et al. (1995) (Tabela 4).

O programa de amplificacdo empregado para PCR geral da regido exon1 e
para PCR-SDM foi o mesmo, e consistiu de uma graduagdo com varias
temperaturas de anelamento chamada genericamente de touch-down (Tabela 5).

Cada PCR foi acompanhada de controles negativos, que consistiram de
solucbes de reacdo completas sem o DNA, e positivos, que consistiram dos
diferentes haplétipos pesquisados neste estudo (YA, XA, YB, YC e YD). Os controles
positivos, obtidos por seqlienciamento do DNA, foram fornecidos pela Dra Angélica

Boldt, da Universidade de Tubingen, na Alemanha.

TABELA 4 — SEQUENCIAS DOS OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS NAS REAGOES DE PCR

PCR PRIMER
PCR GERAL
PCR EXON1  Forward 5-AGTCGACCCAGATTGTAGGACAGAG-3’
Reverse 5-AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3’
PCR-SDM
ALELO D Forward 5’-CATCAACGGCTTCCCAGGCAAAGAAGCG-3’

Reverse 5-AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3’
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TABELA 5 - PROGRAMA DE PCR TOUCH-DOWN

Passo 1 Desnaturacao 94°C - 3 minutos
Passo 2 Desnaturacao 94°C - 20 segundos
Anelamento temperatura inicial 60°C — 20 segundos

Auto incremento - 0,5°C

Anelamento temperatura final 50°C - 20 segundos
Extensao 72°C — 30 segundos
X 20 ciclos
Passo 3 Desnaturacao 94°C — 20 segundos
Anelamento 50°C - 20 segundos
Extenséo 72°C — 30 segundos
X 15 ciclos
Passo 4 Extensao 72°C — 7 minutos
Passo 5 Resfriamento 4°C

4.2.6 Detecgao e analise do produto amplificado por PCR

A deteccao dos produtos da amplificagdo foi feita através de corrida
eletroforética em gel de agarose tipo Il a 2% (Invitrogen Life technologies), corado
com brometo de etideo numa concentracéo final de 0,5 pg/ml em tampao tris-borato
EDTA (TBE). Para cada corrida eletroforética, aliquotas de 10 pl das reacgbes de
PCR foram misturadas com 2 ul de corante azul de bromofenol 0,2% e aplicadas a
um gel de agarose, acompanhadas por um marcador de peso molecular de 100
pares de bases (DNA ladder 100 pb, Invitrogen Life technologies). Aplicou-se
voltagem de 150V ao gel durante 1 hora para que os fragmentos de DNA migrassem
do podlo negativo para o positivo.

A visualizagdo das bandas correspondentes aos fragmentos amplificados foi
realizada em um transiluminador ultravioleta (Uniscience, Brasil). A
fotodocumentacao foi realizada através de camera digital (Kodak Digital Science —
Eletrophoresis Documentation Analysis System 120, Rochester, NY, USA). Foram
observados fragmentos de 349 pb, correspondentes ao produto amplificado da PCR

do exon 1, e de 125 pb, correspondentes ao produto da PCR-SDM. O gel de
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agarose teve a finalidade de confirmar a eficacia das reacdes de PCR e o tamanho

dos fragmentos amplificados para posterior digestdo com as enzimas de restricao.

4.2.7 PCR-RFLP dos produtos da regido do exon 1

Os fragmentos de PCR geral e SDM foram submetidos a digestdo com
enzimas de restricdo que reconhecem sequéncias especificas de bases no DNA e
cortam a molécula no sitio de reconhecimento ou préximo dele (Anexo 7).

O produto de 349 pb da PCR do exon 1 foi digerido com a enzima Ban |
(Promega, Madison, USA) e a Mbo Il (Promega, Madison, USA), e detectado por
eletroforese em gel de agarose a 3%, 100V, 2 horas. Ban | cliva o alelo A em dois
fragmentos de 260 pb e 89 pb e deixa o alelo B sem digerir, enquanto Mbo Il cliva
especificamente o alelo C em dois fragmentos, de 279 pb e 70 pb. O produto da
PCR-SDM de 125 pb foi digerido com a enzima Mlu | (Invitrogen Life technologies) e
detectado por eletroforese em gel de agarose a 3%, 100V, 2 horas. Mlu | cliva o
produto especifico para o alelo D de 125 pb em dois fragmentos de 100 e 25 pb
(Figura 15). Novamente foi realizada visualizagdo das bandas coradas com brometo

de etideo e fluorescentes sob radiagao UV em um transiluminador.

FIGURA 15 — ESQUEMA MOSTRANDO OS PADROES DE ELETROFORESE ESPERADOS
PARA OS ALELOS A, B, C e D APOS PCR-RFLP

Ban | Ban | Mbo Il Mbo Il Miu | Miu |
B A/C B/A C N&o D D
349pb N I
279pb R
260pb —
125pb N
100pb —_—
89pb —_—
70pb I
25pb I
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4.2.8 Amplificacdo da regidao promotora do gene

A amplificagdo da regido promotora foi realizada através de PCR-SSP
(MADSEN et al., 1995). Esta PCR difere da PCR genérica porque utiliza pelo menos
um iniciador com nucleotideo 3’-terminal complementar a apenas uma das variantes
do gene. A reacao de polimerizagdo nao ocorre caso O primer nao esteja
perfeitamente pareado ao DNA molde porque a Taqg polimerase ndo reconhece o
iniciador da reagcdo. Desta maneira, a presenca ou auséncia de produto amplificado
indica a presenca ou auséncia da variante para a qual o iniciador era complementar.
A PCR-SSP foi acompanhada da amplificagdo de um controle interno, o gene da R3-
globina.

Na regido promotora do gene da MBL Y representa o alelo normal enquanto
X representa o alelo mutante. Foram realizadas duas PCRs-SSP, uma para
amplificar Y e a outra para X. Cada reacao de amplificagao foi feita com um primer
comum as duas e outro diferente apenas por uma base na extremidade 3’, além do
par de primers para o controle interno (Tabela 6).

As reagdes de PCR-SSP foram feitas de acordo com o protocolo
anteriormente descrito por MADSEN et al. (1995) utilizando programa especifico no
PE 9600 (Tabela 7) (Anexo 7).

Esta reagao vai resultar na amplificagdo de dois produtos: o controle, que
serve como indicativo da eficiéncia da reagcao de amplificagdo, e o produto
correspondente a variante X/Y do individuo, se esta for complementar ao iniciador
especifico. Cada PCR foi acompanhada de controles negativos, que sdo solugdes
de reagao completas, sem o DNA, e de controles positivos tipados anteriormente. O
resultado foi observado apds corrida eletroforética em gel de agarose 2,5%, 150V,
na forma de uma ou duas bandas coradas com brometo de etidio, fluorescentes sob

radiagao ultravioleta (Figura 16).
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TABELA 6 - SEQUENCIAS DOS OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS NAS REAGOES DE PCR -
SSP PARA DETECGAO DOS ALELOS Y E X

PCR PRIMER
PCR-SSP
ALELO X Forward 5-CATTTGTTCTCACTGCCACC-3
ALELOY Forward 5-CATTTGTTCTCACTGCCACG-3’
Reverse 5-AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3
PCR controle
R-globina Forward 5-TAGTCCCACTGTGGACTACTT-3’
3-globina Reverse 5-CCTGAGAGCTTGCTAGTGATT-3

Nota: Os nucleotideos variantes estdo sublinhados.

TABELA 7 — PROGRAMA DE PCR-SSP

Passo 1 Desnaturacao 94°C — 3 minutos
Passo 2 Desnaturacao 94°C — 30 segundos
Anelamento 65°C — 60 segundos
Extensao 72°C — 60 segundos
X 30 ciclos
Passo 3 Extensao 72°C — 7 minutos
Passo 4 Resfriamento 4°C

FIGURA 16 — ESQUEMA MOSTRANDO OS PADROES DE ELETROFORESE ESPERADOS PARA
OS ALELOS Y E X APOS PCR-SSP

Alelo Alelo Alelo Alelo
X+ X- Y+ Y-
600pb EE EE
R-globina
530pb _— _—

XY
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4.2.9 Analise dos resultados

Apos a tipagem dos alelos, formaram-se os diferentes genaétipos e haplotipos
de MBL, resultantes das combinacdes entre as variantes estruturais e promotoras
em estudo (Tabela 8). Para evitar a andlise de pequenos grupos de pacientes, foi
adotada uma designagdo comum para as trés mutagdes da regido exon 1, sendo as
variantes B, C e D do exon 1 agrupadas em uma unica categoria, chamados de alelo
“0” (zero), enquanto o alelo normal foi chamado “A” (GARRED et al., 2003). O grupo
A/A representa os homozigotos selvagens, o grupo 0/0 representa os homozigotos
para mutagcao e abrange os gendétipos B/B, C/C, D/D, B/D, B/C e C/D e o grupo A/0
representa os heterozigotos e abrange os gendétipos A/B, A/C e A/D.

Com o objetivo de facilitar a interpretacdo, foram definidos 6 haplétipos
diferentes dentro dos trés gendtipos estruturais especificos (A/A, A/O e 0/0)
(GARRED et al., 2003).

As concentracdes seéricas de MBL podem ser avaliadas de forma predita em
relacdo ao gendtipo observado. Os haplétipos YA/YA e YA/XA estdo associados
com altas concentracbes da proteina, enquanto que os hapldtipos YA/O e XA/XA
estdo associados com valores médios e XA/0 e 0/0 com concentragdes baixas,
respectivamente (GARRED et al., 2003).
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TABELA 8 — GENOTIPOS E HAPLOTIPOS DE MBL

Gendtipos MBL Haplétipos Hapldtipos
A/A
YA/YA YA/YA
YA/XA YA/XA
XAIXA XAIXA
A/0
A/B YA/YB YA/O
XA/YB
A/IC YA/YC
XA/YC XA/0
AD YA/YD
XA/YD
0/0
B/B YB/YB 0/0
C/iC YC/YC
D/D YD/YD
B/C YB/YC
B/D YB/YD
C/D YC/YD

4.2.10 Analise estatistica

ApoOs a realizagdo da genotipagem de MBL nos casos e controles, os
resultados foram organizados em duas planilhas contendo todas as informagdes
necessarias para a analise estatistica: idade, sexo, grupo étnico, gendtipo, haplétipo,
alelos, concentragao predita, data do diagnéstico da AIDS, data do 6bito e doengas
associadas (Anexo 8).

O calculo da sobrevida apds diagnéstico da doenga foi realizado
considerando-se a diferenga entre a data do diagndstico da AIDS e o dia
31/12/2004. Com relacéo ao tempo de sobrevida foram avaliados 114 pacientes uma
vez que nao foram obtidos os dados referentes a cinco deles.

Recorreu-se a analise estatistica descritiva dos dados, utilizando-se o teste

paramétrico “t de Student” e os testes ndo-paramétricos “Mann-Whitney” (através do
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software “Primer of Biostatistcs”) (GLANTZ, 1997), “Qui-Quadrado” e “Exato de
Fisher” (através do programa Epi-Info) (CDC, 2004). O nivel de significancia adotado
foi menor que 5% (p<0,05).

Comparou-se o0s resultados obtidos através do calculo da “razdo de

chances” ou odds ratio (OR), com intervalo de confianga de 95% (IC 95%).
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5 RESULTADOS

5.1 DETECCAO DOS ALELOS A, B, C E D DA REGIAO DO EXON 1

O produto obtido apdés amplificacdo da regido do exon 1 do gene MBL
através da PCR geral correspondeu a um fragmento de 349 pb, o qual foi
visualizado através de eletroforese em gel de agarose (Figura 17). O produto obtido
através da PCR-SDM foi especifico para o alelo D e correspondeu a um fragmento
de 125 pb (Figura 18). Posteriormente os fragmentos de DNA amplificados foram
digeridos com as enzimas de restricdo Ban |, Mbo 1l e Mlu | para identificagdo dos
alelos A, B, CeD.

FIGURA 17 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A 2,5% APOS PCR GERAL PARA REGIAO
DO EXON 1 DO GENE MBL
1 — Marcador de Peso Molecular de 100 pb.
2 a 10 — PCR positiva para a regiao do exon 1.
11 — Controle negativo.

12 — Controle positivo.

- e e - < 349pb




57

FIGURA 18 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A 2,5% APOS PCR-SDM PARA O ALELO D
DO GENE MBL
1 — Marcador de Peso Molecular de 100 pb.
2 a 8 — PCR-SDM positiva para o alelo D.
9— Controle positivo.
10 — Controle negativo.

- an on = @ " - oo < 125pb

5.2 DETECCAO DOS ALELOS Y/X DA REGIAO PROMOTORA

Foi realizada PCR-SSP para detectar o polimorfismo Y/X utilizando-se duas
reacoes de amplificacdo para cada paciente, uma delas especifica para Y e outra
para X. Em todas as reagdes observou-se um fragmento de 600 pb correspondente
a amplificacdo do controle interno (B-globina), e um fragmento de 530 pb
correspondente a Y ou X, dependendo do primer utilizado. Nas amostras de
heterozigotos Y/X observaram-se fragmentos de 530 pb nas duas reacbes de

amplificacdo, com os dois primers especificos (Figura 19).
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FIGURA 19 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A 2,5% APOS PCR-SSP PARA OS
ALELOS Y E X
1 - Marcador de peso molecular de 100 pb.
2,4,6,8 e 10 - PCR com primer especifico para o alelo X.
3,5,7,9¢e 11 —» PCR com primer especifico para o alelo Y.
2 e 3 - Paciente homozigoto YY.
4 e 5 - Paciente homozigoto XX.
6 e 7 - Paciente heterozigoto XY.
8 e 9; 10 e 11 — Pacientes homozigotos YY.

12 - Controle negativo

1112
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5.3 FREQUENCIA DOS ALELOS A, B, C, D, Y E X E DOS HAPLOTIPOS EM
PACIENTES COM AIDS E CONTROLES

A frequéncia dos alelos A, B, C e D da regiao exon 1, dos alelos Y e X da
regiao promotora do gene MBL e dos hapldtipos combinados esta demonstrada na
tabela 12.
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A freqléncia dos alelos A, B, D, Y e X ndo demonstrou nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes e controles (p=n.s.).
Entretanto, a frequéncia do alelo A foi menor no grupo de pacientes, sendo esta
diferenca préxima da significancia (p=0,053). A frequéncia do alelo 0 (B+C+D) foi
maior no grupo de pacientes e esta diferengca também se aproximou da significancia
(p=0,053). Ja a frequéncia do alelo C foi significativamente maior no grupo de
pacientes (p=0,008).

A frequéncia dos haplétipos XA, YA, YB e YD nado apresentou diferenca
significativa entre os grupos em estudo (Tabela 9). Ja a frequéncia do haplétipo YC
foi maior no grupo de pacientes com AIDS em relagado aos controles e esta diferenca

foi estatisticamente significativa (p=0,019).

TABELA 9 - FREQUENCIA DOS ALELOS A, B, C, D, Y E X DO GENE MBL EM PACIENTES COM
AIDS E CONTROLES

Pacientes Controles Valor de
Alelos (n=119) (n=123) pt
Ne Freqiéncia N° Freqiiéncia
Total exon 1 238 246
A 175 0,73 200 0,81 0,053
B 38 0,16 33 0,14 0,506
C 13 0,06 03 0,01 ®0,008
D 12 0,05 10 0,04 0,766
Alelo 0 63 0,27 46 0,19 0,053
(B+C+D)
Total promotor 238 246
Y 199 0,84 199 0,81 0,507
X 39 0,16 47 0,19 0,507
Total haplétipos 238 246
XA 39 0,16 47 0,19 0,507
YA 136 0,57 153 0,62 0,298
YB 38 0,16 33 0,14 0,506
YC 13 0,06 03 0,01 0,019
YD 12 0,05 10 0,04 0,766

NOTA: (1) Teste estatistico - Qui-quadrado; (2) Teste estatistico - Exato de Fisher.
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5.4 GENOTIPOS E EXPRESSAO PREDITA DE MBL NOS PACIENTES COM AIDS
E CONTROLES

Em relagdo aos gendtipos, ndo houve diferenga estatisticamente significativa
entre 0s grupos sob comparagao, quando foram analisadas todas as variantes do

exon 1 individualmente e a variante Y/X da regiao promotora (Tabela 10).

Quando os alelos variantes B, C e D foram agrupados em 0 formando os
gendtipos A/A, A/0 e 0/0, observou-se um aumento significante do gendtipo 0/0 no
grupo de pacientes com AIDS (13/119, 10,9%) em relagdo ao grupo controle (3/123,
2,4%, p=0,007). A frequéncia dos gendtipos A/A e A/0 ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os pacientes com AIDS e controles (Tabela 11,
Grafico 1).

A probabilidade de ocorréncia de AIDS em relagdo aos gendtipos da MBL
avaliada através da razdo de chances (OR), demonstrou que a chance de um
individuo homozigoto para a mutagao 0/0 de adquirir a doenca é 4,91 vezes maior
do que um individuo heterozigoto ou homozigoto selvagem (OR=4,91, 1C=1,26 -
2,32) (Tabela 11).

A distribuicdo dos gendtipos combinados pelos haplétipos de expresséo
predita alta e média de MBL foi similar entre pacientes com AIDS e controles, néo
havendo diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. Observou-se um
aumento dos gendtipos AX/0 e 0/0, relacionados com expressao predita baixa de
MBL nos pacientes (22/119, 18,5%) quando comparados com os controles (13/123,
10,5%, p=0,117). Estes resultados, no entanto, ndo foram estatisticamente
significativos, porém indicam que a chance de um individuo com uma combinagao
de haplétipos relacionados a expresséao predita baixa de MBL de adquirir a doenga €
1,92 vezes maior do que a dos controles (OR=1,92, IC=0,87 - 4,28) (Tabela 12).
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CONTROLES
Pacientes Controles Valor de
Genétipos (n=119) (n=123) p®
Ne % N %
Exon 1
AA 69 58,0 80 65,1 0,319
A/B 24 20,2 29 23,6 0,627
AIC 05 42 03 2,4 @ 0,343
AD 08 6,7 08 6,5 0,849
B/B 02 1,7 01 0,8 @ 0,488
B/IC 06 5,0 - - -
B/D 04 3,4 02 1,6 @ 0,326
CIC 01 0,8 - - -
Promotora -221
X/X 03 2,5 04 3,2 © 0,518
XY 33 27,7 39 31,7 0,592
YY 83 69,8 80 65,1 0,520

NOTA: (1) Teste estatistico - Qui-quadrado.

(2) Teste estatistico - Exato de Fisher.

TABELA 11 - DISTRIBUIGAO DOS GENOTIPOS DE MBL AGRUPADOS PARA OS ALELOS

VARIANTES DA REGIAO EXON 1 EM PACIENTES COM AIDS E CONTROLES

Pacientes Controles Valor de
Gen6tipos (n=119) (n=123) OR p@®
No % No %
Exon 1
AIA 69 58,0 80 65,1 0,74 (0,43 -1,29) 0,319
A0 37 31,1 40 32,5 0,94 (0,53-1,67) 0,920
0/0 13 10,9 03 24  491(1,26-232) 0,007

NOTA: (1) Teste estatistico - Qui-quadrado.

(2) Teste estatistico - Exato de Fisher.
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TABELA 12 — DISTRIBUIGAO DOS GENOTIPOS COMBINADOS RELACIONADOS A EXPRESSAO

PREDITA DE MBL ENTRE PACIENTES COM AIDS E CONTROLES

Expresséo predita Pacientes Controles Valor de
de MBL (n=119) (n=123) OR p@
No % N° %
Alta
AY/AY e AX/IAY 66 55,5 74 60,2 0,82 (0,48 - 1,42) 0,542
Média
AX/AX e AY/0 31 26,0 36 29,3 0,85 (0,47 - 1,55) 0,670
Baixa
AX/0 e 0/0 22 18,5 13 10,5 1,92 (0,87 - 4,28) 0,117

NOTA: (1) Teste estatistico - Qui-quadrado.
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5.5 ANALISE DO POLIMORFISMO DO GENE MBL EM RELACAO AOS DADOS
CLINICOS DOS PACIENTES COM AIDS

O polimorfismo do gene MBL foi relacionado com o tempo de doenga apos
diagndstico de AIDS, sobrevida até o dia 31/12/2004, infec¢gdes oportunistas,

categorias clinicas do CDC e concentragao sérica predita de MBL.

5.5.1 Gendtipo de MBL e tempo de doenga apds diagnostico da AIDS

Entre os 114 pacientes com data informada de diagnéstico da AIDS, o tempo
médio de doencga foi de 53,4 meses (mediana de 46,6 meses), com tempo minimo
de 3 dias e maximo de 155,7 meses, desde o diagndstico até o dia 31/12/2004.

O tempo de doenga dos pacientes em relagdo aos gendtipos A/A, A/0 e 0/0
da MBL foi de 52,2, 35,5 e 43,2 meses respectivamente (mediana). Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre os gendtipos e o tempo de progresséo
da doenca (Tabela 13).

TABELA 13 — RELACAO ENTRE O GENOTIPO DE MBL E O TEMPO DE DOENCA APOS
DIAGNOSTICO DA AIDS

TEMPO DE DOENCA (em meses)

N° Média Desvio Minimo Maximo Mediana  Valor de
padréo pt
Pacientes 114 53,4 38,7 3,0d 155,7 46,6
Genobtipo
A/A 66 54,8 39,1 3,0d 146,1 52,2 0,645
A/0 35 51,6 39,7 2,9 155,7 35,5 0,981
0/0 13 51,3 36,0 6,4 101,0 43,2 0,916

NOTA: (1) Teste estatistico - Mann-Whitney.
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5.5.2 Tempo de sobrevida dos pacientes e obito

O tempo médio de sobrevida dos pacientes que foram a 6bito até 31/12/2004
foi de 38 meses com mediana de 14,3 meses (n=18), valor esse inferior ao
observado nos pacientes que permaneceram vivos até essa data, com média de

56,3 meses e mediana de 49,2 meses. Esses resultados foram estatisticamente

significantes (p=0,012) (Tabela 14).

TABELA 14 — SOBREVIDA E OBITO DOS PACIENTES DESDE O DIAGNOSTICO DA AIDS

SOBREVIDA (em meses)

N° % Média Desvio Minimo Méximo Mediana Valor
padrao de p¥
Pacientes 114 100 53,4 38,7 3,0d 155,7 46,6
Obito
Sim 18 15,8 38,0 46,5 3,0d 155,7 14,3 0,012
Nao 9% 84,2 56,3 36,6 1,1 146,1 49,2

NOTA: (1) Teste estatistico - Mann-Whitney.

5.5.3 Genotipo de MBL e 6bito dos pacientes

Entre os 119 pacientes avaliados, 18 foram a obito (18/119, 15,1%) até a data
de 31/12/2004. A média da idade dos pacientes que foram a o6bito foi de 40,9 anos,
enquanto que a dos pacientes vivos até esta data foi de 38 anos (p=0,908) (Tabela
15).

Dos 18 pacientes que foram a 6bito até 31/12/2004, onze tinham o gendtipo
A/A (11/18, 61,1%), cinco o gendtipo A/0 (5/18, 27,8%) e dois o gendtipo 0/0 (2/18,
11,1%). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os gendtipos da
MBL e a ocorréncia do 6bito nos pacientes com AIDS até a data analisada (p=n.s.)
(Tabela 16).



65

TABELA 15 - IDADE DOS PACIENTES COM AIDS EM RELAGAO AO OBITO ATE 31/12/2004

IDADE
Ne % Média Desvio Minimo Méximo Mediana Valor
padrado de p¥
Pacientes 119 100 38,4 10,5 19,0 68,0 -
Obito 0,908
Sim 18 151 40,9 15,4 22,0 68,0 -
Néo 101 84,9 38,0 9,4 19,0 65,0 34,5

NOTA: (1) Teste estatistico - Mann-Whitney.

TABELA 16 — RELACAO ENTRE O GENOTIPO DE MBL E O OBITO DOS PACIENTES COM AIDS

OBITO
Genotipo Sim (n=18) N&o (n=101) Valor de p©&?
N° % N° %
A/A 11 61,1 58 57,4 0,974
A0 05 27,8 32 31,7 0,957
0/0 02 11,1 11 10,9 ®)0,621

NOTA: (1) Teste estatistico - Qui-quadrado.

(2) Teste estatistico - Exato de Fisher.

5.5.4 Distribuicao dos pacientes em categorias clinicas do CDC em relagao ao 6bito

Entre os pacientes que foram a obito, 14 (14/18, 77,8%) faziam parte da

categoria clinica C3 do CDC, dois (2/18, 11,1%) faziam parte da categoria B2 e os

outros dois (2/18, 11,1%) faziam parte da categoria B3. Nao foram registrados ébitos

nas demais categorias clinicas do CDC. O numero de obitos foi significantemente

maior na categoria C3 em relagdo as outras categorias (p=0,007) (Grafico 2).
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GRAFICO 2 - NUMERO DE OBITOS DE PACIENTES COM AIDS ATE 31/12/2004 EM RELACAO
AS CATEGORIAS CLINICAS DO CDC
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5.5.5 Relagao entre o gendtipo de MBL e as categorias clinicas do CDC

Verificou-se um aumento significante na freqiéncia de pacientes com
gendtipo A/A e categoria C do CDC (41/69, 59,4%) em relagcdo aos pacientes com
genotipo A/A e categoria clinica B (28/69, 40,6%, p=0,011). Por outro lado, pacientes
com genotipo “ndo A/A” (A/0 e 0/0) foram mais freqlentes na categoria clinica B
(32/50, 65,3%) em relagcdo ao mesmo gendtipo na categoria C (18/50, 34,7%)
(Tabela 17).
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TABELA 17 — GENOTIPOS DE MBL EM RELAGAO AS CATEGORIAS CLINICAS DO CDC

Categoria Genétipo A/A Gendtipos ndo A/A Total Valor
Clinica CDC (A/0 e 0/0) pacientes de p¥
Ne % N° % Ne° %

B 28 40,6 32 64,0 60 50,4 0,019
(B1+B2+B3)

C 41 59,4 18 36,0 59 49,6
(C1+C2+C3)
Total genétipos 69 100 50 100 119 100

NOTA: (1) Teste estatistico - Qui-quadrado

5.5.6 Expresséao predita de MBL em relagao as categorias clinicas do CDC

O numero de pacientes com expressao predita alta de MBL foi superior
naqueles pacientes pertencentes ao grupo C do CDC (40/66, 60,6%), em relagao
aos pacientes pertencentes ao grupo B (26/66, 39,4%, p=0,012). Por outro lado, a
concentragdo predita média/baixa de MBL foi superior no grupo de pacientes da
categoria B do CDC (34/53, 64,2%), em relacdo a frequéncia no grupo C (19/53,
35,8%) (Tabela 18, Grafico 3).

TABELA 18 — CONCENTRAGAO SERICA PREDITA DE MBL EM RELAGAO AS CATEGORIAS
CLINICAS DO CDC

Concentracédo predita de MBL

Categoria Alta Media/baixa Total Valor
Clinica CDC (n=66) (n=53) (n=119) de p¥
Ne° % Ne° % Ne° %
B 26 39,4 34 64,2 60 50,4 0,012
(B1+B2+B3)
C 40 60,6 19 35,8 59 49,6
(C1+C2+C3)
Total 66 100 53 100 119 100

NOTA: (1) Teste estatistico - Qui-quadrado.
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GRAFICO 3 - CONCENTRACAO SERICA PREDITA DE MBL EM RELAGAO AS CATEGORIAS
CLINICAS DO CDC
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5.5.7 Doencas indicativas de AIDS nos pacientes pertencentes a categoria C do
CDC

Entre as 79 doencas indicativas de AIDS que ocorreram nos 59 pacientes
pertencentes ao grupo C do CDC, a mais freqliente foi a infecgao pelo Pneumocystis
carinii (20/79, 25,3%). A maioria dos pacientes apresentou uma unica doenga
definidora (43/59, 72,9%), enquanto que 20,3% (12/59) apresentaram duas
infecgbes e 6,8% (4/59) apresentaram trés (Tabela 19).

Observou-se um aumento significante de doencas indicativas de AIDS nos
pacientes que foram a obito. Entre os pacientes que foram a oébito até a data de
31/12/2004, 77,8% apresentaram doencas indicativas de AIDS (14/18) enquanto que
44,6% dos pacientes que permaneceram vivos no periodo analisado desenvolveram
essas infeccdes (45/101, p=0,009) (Tabela 20).

A probabilidade de ocorréncia de doenca definidora de AIDS em relagéo aos
gendtipos de MBL, avaliada através da razdo de chances (OR), demonstrou a
chance 2,60 vezes maior de um individuo com gendtipo A/A adquirir doengas

oportunistas em relagado aos outros genotipos (OR= 2,60, IC=1,15-5,93) (Tabela 21).



TABELA 19 — DOENCAS INDICATIVAS DE AIDS OBSERVADAS NOS PACIENTES DA
CATEGORIA CLINICA C DO CDC

Doencas indicativas de AIDS Categoria C InfeccBes
Tipo C1 Cc2 C3 N° %
Candidiase de esbfago - 01 09 10 12,6
Criptococose 01 01 08 10 12,6
Encefalopatia pelo HIV - 02 05 07 8,9
Infecgéo por Herpes simples 01 02 02 05 6,3
Leucoencefalopatia - - 01 01 1,3
Pneumonia por P. carinii 02 02 16 20 25,3
Retinite por citomegalovirus 02 03 06 11 14,0
Sarcoma de Kaposi - 02 04 06 7,6
Toxoplasmose de SNC - - 08 08 10,1
Tuberculose disseminada - - 01 01 1,3
Total 06 13 60 79 100
Doencas indicativas de AIDS Categoria C Pacientes
Numero C1 c2 C3 N° %
Uma 01 11 31 43 72,9
Duas 01 01 10 12 20,3
Trés 01 - 03 4 6,8
Total 3 12 44 59 100
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TABELA 20 — DOENCAS INDICATIVAS DE AIDS NOS PACIENTES DA CATEGORIA C DO CDC EM

RELACAO AO OBITO
Doencas indicativas  Vivos Obitos Total Valor de
de AIDS p
Ne° % N° % Ne° %
Sim 45 44,6 14 77,8 59 49,6 0,009
Nao 56 55,4 04 22,2 60 50,4
Total 101 100 18 100 119 100

NOTA: (1) Teste estatistico - Exato de Fisher.

TABELA 21 - DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS DE MBL EM RELAGAO AS DOENGCAS

INDICATIVAS DE AIDS

Doenca definidora de AIDS OR valor de p
Genétipo Sim Nao
Ne° % N° %
AJA 41 69,5 28 46,7 2,60 (1,15-5,93) 0,019
A0 13 22,0 24 40,0 0,42 (0,18-1,02) 0,055
0/0 5 8,5 8 13,3 0,60 (0,16-2,21) 0,578
Total 59 100 60 100

NOTA: (1) Teste estatistico - Qui-quadrado.
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6 DISCUSSAO

Estudos prévios relacionando MBL e infecgdo pelo HIV foram baseados na
analise do polimorfismo na regido do exon 1 do gene ou em uma unica quantificagéo
sérica de MBL, uma vez que a concentracdo desta proteina é considerada
relativamente constante no decorrer da doenca.

O presente estudo € inédito ao associar a pesquisa de mutagdes na regiao
promotora Y/X do gene MBL, além das mutagdes na regido do exon 1, em pacientes
com AIDS. O unico estudo que analisou ambas regides foi realizado com criangas
brasileiras HIV positivas (BONIOTTO et al., 2000).

Atualmente, varios métodos baseados em PCR podem ser utilizados na rotina
para pesquisa de mutagdes conhecidas no gene MBL, incluindo PCR baseada no
polimorfismo conformacional de fita simples (PCR-SSCP), PCR com hibridizagao
alelo especifica (PCR-ASO), PCR-SSP, PCR-SDM, PCR-RFLP e PCR em tempo
real (PCR real time) (MADSEN et al., 1995; LIPSCOMBE et al., 1992, 1996;
MULLIGHAN et al., 2000; STEFFENSEN et al.,, 2000; BOLDT e PETZL-ERLER,
2002). As frequéncias das variantes do gene obtidas por PCR-SSP sdo 100%
comparaveis com os resultados obtidos por PCR-RFLP, PCR-SDM e PCR em tempo
real (STEFFENSEN et al., 2000; STEFFENSEN; HOFMANN; VARMING, 2003).

6.1 ASSOCIACAO ENTRE OS ALELOS E HAPLOTIPOS DO GENE MBL

Ao analisarmos as frequéncias alélicas de MBL nos grupos de pacientes com
AIDS e controles saudaveis, observamos que nao houve diferenga estatisticamente
significativa na distribuicdo dos alelos A, B, D, Y e X entre os grupos. Entretanto, a
frequéncia do alelo C foi significativamente maior no grupo de pacientes (p=0,008).
Neste alelo, a troca de uma unica base no cédon 57 leva a substituicdo de um
aminoacido e desestabilizacdo da estrutura colagenosa da MBL, prejudicando a
formagao de polimeros. Portanto, sugere-se que a frequéncia aumentada deste alelo
no grupo de pacientes € um fator responsavel pela redu¢do da concentragao sérica
de MBL e, portanto, deficiéncia da proteina, com redugcdo ou incapacidade de

ativagao da via da lectina do complemento.
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Esses resultados sugerem que a deficiéncia de MBL, determinada pelo alelo
C, esta associada com o desenvolvimento da AIDS.

Conforme observado em trabalhos anteriores (GARRED et al., 1995), as
variantes da regido promotora e estrutural do gene MBL encontram-se em
desequilibrio de ligagéo, sendo que o alelo A é encontrado associado a X ou Y e os
alelos B, C e D somente se associam a Y. Desta forma, neste estudo foram inferidos
os haplétipos XA, YA, YB, YC e YD. A frequéncia dos haplotipos formados pela
combinagao dos alelos foi semelhante entre os grupos de pacientes e controles,
exceto em relagdo ao haplétipo YC, cuja frequéncia foi maior no grupo de pacientes.
(p=0,019). Este fato ja era esperado uma vez que o alelo C apresentou uma
frequéncia significativamente maior em relagdo aos controles e somente €

observado associado ao alelo Y.

6.2 ASSOCIACAO ENTRE OS GENOTIPOS E A CONCENTRAGCAO PREDITA DE
MBL NOS PACIENTES COM AIDS E CONTROLES

De acordo com trabalhos anteriores, todos os alelos variantes do exon 1 tém
um efeito importante na determinagao das concentragdes séricas de MBL e podem
ser agrupados em uma unica categoria chamada 0 (GARRED et al., 1997). Assim,
os alelos D, B e C foram denominados 0, formando os gendtipos A/A, A/O e 0/0.

Ao analisar-se os genotipos de MBL verificou-se um aumento significante do
gendtipo 0/0, homozigoto para mutacédo na regiao estrutural, no grupo de pacientes
com AIDS em relagdo ao grupo controle (10,9% vs 2,4%, p=0,007). Observou-se
que individuos com gendétipo 0/0 apresentam um risco 4,91 vezes maior de adquirir a
infeccao pelo HIV em relagdo aos individuos com gendtipo A/A e A/0 (OR=4,91,
IC=1,26-2,32) Além disso, a observacao de uma freqiéncia baixa de homozigotos
entre os controles saudaveis fornece suporte a idéia de que a deficiéncia da MBL
aumenta o risco de infecgéo pelo HIV.

Desta forma, sugere-se que os alelos variantes, responsaveis pela deficiéncia
da proteina, quando associados em homozigose, tém uma influéncia importante no
estabelecimento da doenca devido ao comprometimento dos mecanismos de
defesa, onde a MBL tem importante papel como ativacdo do complemento,

opsonizacdo e fagocitose. O papel da MBL na resposta imune inata tem sido
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descrito como um ante-anticorpo ja que sua agao é definida nos primeiros minutos
ou horas do contato com o antigeno, antes do estabelecimento de uma resposta
imune adaptativa efetiva.

Estudo prévio realizado na Dinamarca com um grupo de homossexuais
masculinos infectados pelo HIV encontrou uma associagdo semelhante para o
gendtipo 0/0, observando uma diferenga estatisticamente significativa entre o grupo
de pacientes e o grupo de controles saudaveis (8% vs 0,8%, p=0,005) (GARRED et
al., 1997). O estudo de GARRED foi o pioneiro investigando o polimorfismo do gene
MBL em pacientes dinamarqueses HIV positivos, tendo pesquisado apenas as
mutacdes na regido exon 1 do gene. Entretanto, MALIK et al. (2003) nao
observaram associacdo entre as variantes alélicas e a suscetibilidade ao virus em
pacientes colombianos HIV positivos heterossexuais. Os motivos para estes
achados conflitantes ainda nao estdo bem esclarecidos, mas podem ser devido as
diferencgas étnicas entre as populagdes estudadas.

N&o se sabe se as variantes alélicas da MBL estdo associadas diretamente a
suscetibilidade ao HIV ou se os individuos homozigotos para os alelos variantes
estdo mais predispostos a outras infecgdes que podem aumentar a suscetibilidade a
infeccao pelo HIV. Alguns estudos avaliaram o papel das mutagdes no gene que
leva a sintese do receptor de quimiocina CCRS e confere protecéo contra a infecgao.
Uma suscetibilidade a doengas venéreas, por exemplo, pode tornar a mucosa genital
mais vulneravel a co-infec¢des. Varios fatores, inclusive genéticos, sao importantes
nesse contexto, visto que a MBL por si ndo leva a doenca.

De qualquer forma existem evidéncias de que a MBL tem um papel
importante na infec¢do pelo HIV. Os oligossacarideos presentes na gp 120 do HIV
ligam-se a MBL e esta ligagao leva a ativagao da via da lectina do complemento e
pode induzir a neutralizagao viral (EZEKOWITZ et al., 1989; HAURUM et al., 1993).
Deste modo, as concentracdes baixas da MBL e a consequente redugao da ativacao
do complemento podem prejudicar a neutralizagao viral e a fagocitose, contribuindo
para o aumento da carga viral.

Foi demonstrado que, embora a MBL se ligue a diferentes cepas do HIV, esta
ligacdo “per se” ndo resultou na neutralizagdo do virus (YING et al., 2004; HART;
SAIFFUDIN; SPEAR, 2003). A razao disto ainda n&o esta bem esclarecida e serdo

necessarios novos estudos a respeito da neutralizagdo viral e ativagdo do
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complemento ap6s ligagdo da MBL ao HIV. E possivel que a MBL tenha um papel
importante no clearance do HIV da circulagao.

Ao analisar-se as concentracbes preditas de MBL determinadas por
haplétipos combinados YA/YA, XA/YA, YA/YA, YA/O, XA/O e 0/0 avaliou-se também
a influéncia das mutagdes na regido promotora X/Y do gene sobre a concentragéo
sérica da proteina. Os alelos da regiao exon 1 do gene tém a maior influéncia sobre
a determinacdo da concentragdo sérica de MBL, entre os alelos da regido
promotora, o papel mais expressivo cabe a Y/X (GARRED et al., 2003). Apesar de
nao ter sido observada diferenga significativa entre os gendtipos combinados de
expressao predita alta, média e baixa; observou-se uma propor¢cdo maior dos
genotipos de concentracdo predita baixa, XA/0 e 0/0, nos pacientes com AIDS
(18,5% vs 10,5%, OR=1,92, IC=0,87-4,28). O alelo variante X, formando o haplétipo
XA e associado a um alelo variante O resulta no gendtipo combinado XA/0 e tem a
mesma influéncia na concentracao de MBL que dois alelos 0, formando o gendétipo
0/0. Este resultado sugere o papel importante da mutagdo X na regido promotora,
quando associado a um alelo estrutural variante.

Uma avaliagao precisa da influéncia do gendtipo na concentragcédo sérica da
proteina podera ser confirmada em estudos futuros através de testes de ELISA para

detecgao de MBL no plasma dos pacientes deste estudo.

6.3 ASSOCIACAO ENTRE O POLIMORFISMO DO GENE MBL E DADOS
CLINICOS DOS PACIENTES COM AIDS

6.3.1 Gendtipo de MBL e o tempo de doenga apos diagnostico da AIDS

Nao foi observada associagdo com os gendtipos de MBL analisando-se o
tempo de doenga desde o diagnostico da AIDS até o dia 31/12/2004, ou até a data
do 6bito, em 114 pacientes.

Este resultado, no entanto, pode ser devido a um viés pois nem sempre a
data do diagnéstico da AIDS corresponde ao inicio da doenga. No caso de pacientes
que fazem acompanhamento médico regular desde o momento em que s&o
informados sobre sua soro-positividade ao HIV, a data do inicio da doenca é bem

definida, entretanto, ha casos em que os pacientes tomam conhecimento de que sao
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portadores do HIV quando a doenca ja estd em uma forma clinica avangada. Neste
caso, o inicio da doenga poderia ser anterior a data do diagnostico, prejudicando a
avaliagcado do tempo decorrido a partir do diagndstico. Além disto, o tempo de doencga
€ uma variavel que depende de inumeros fatores, entre eles a aceitagao da doenca,
a adesao ao tratamento, a disponibilidade da medicacao e o servico de saude.

O desvio padrao observado neste estudo foi alto, com um registro de tempo
de doenga de apenas 3 dias apdés o diagnostico e outro de até 155,7 meses.
Observou-se que a mediana do tempo de doenga foi significativamente menor nos
pacientes que foram a 6bito (14,3 meses, p=0,012), entretanto, este resultado nao
esta relacionado com o gendtipo da MBL.

Neste estudo ndo investigou-se o tempo de progressédo desde a data da
soroconversao até o inicio da AIDS porque, na maioria dos casos, este dado era
desconhecido, impossibilitando essa avaliagdo. Além disto, alguns pacientes
realizaram a sorologia para o HIV quando ja estavam doentes, a fim de confirmar o
diagnastico.

Entretanto, MAAS et al. (1998) pesquisaram um grupo de homossexuais
masculinos na Holanda com data de soroconversao bem documentada, resultante
do acompanhamento trimestral de pacientes soro-negativos e soro-positivos. Estes
autores observaram um tempo maior desde a soroconversdo até o inicio da doenca
para os pacientes com alelos variantes (0), sugerindo um efeito protetor das
variantes estruturais do gene MBL na progressao para a AIDS. GARRED et al.
(1997), por outro lado, ndo encontraram nenhuma associagdo entre o tempo de
evolugao para AIDS e os gendtipos de MBL, mas este resultado pode ser devido a
um viés uma vez que a data da soroconversao dos pacientes do estudo nao era

conhecida.

6.3.2 Genotipo de MBL e ébito

Quando analisou-se o gendtipo de MBL em relagéo ao 6bito ndo observou-se
associacado entre as variaveis genotipo de MBL e obito. No entanto, é importante
considerar que os pacientes foram observados por um periodo curto de tempo,
desde o inicio do estudo, em outubro de 2003, até o dia 31/12/2004. A fim de

determinar se existe influéncia do gendétipo de MBL na sobrevida dos pacientes com
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AIDS, esses serdao avaliados anualmente por um periodo de cinco anos e os
resultados serao entéo divulgados.

GARRED et al. (1997) registraram 53 obitos em um grupo de 61 pacientes
com AIDS apds um periodo de acompanhamento de 10 anos. Em seu estudo,
observou-se uma chance duas vezes maior de 6bito em pacientes portadores de
alelos variantes, tanto homozigotos como heterozigotos em relagdo aos pacientes
com gendtipo A/A (OR=2,0, IC=1,3-4,5). E importante considerar que o estudo de
GARRED foi realizado de 1985 a 1995, antes do inicio da terapia altamente potente

(HAART) que aumentou a sobrevida dos pacientes com AIDS.

6.3.3 Associacao entre os genotipos de MBL e as categorias clinicas do CDC

Neste estudo ndo foram observados pacientes pertencentes a categoria
clinica A do CDC, provavelmente porque a selecao desses foi realizada somente no
Hospital Oswaldo Cruz. Além de pacientes HIV positivos internados, o hospital
realiza o tratamento de infecgcdes oportunistas e outras doencas relacionadas a AIDS
no Hospital-Dia. Os pacientes investigados pertenciam as categorias B e C do CDC
e foram classificadas de acordo com o perfil de CD4" do momento da coleta.
Portanto, alguns pacientes estavam imunologicamente estaveis e ndo apresentavam
infecgcbes oportunistas, apesar de ja terem diagndstico de AIDS.

Verificou-se uma frequéncia significativamente maior de ébitos nos pacientes
incluidos na classe C3 do CDC, justificada pelo fato de que nesta categoria estao
agrupados os pacientes com doenga mais grave, com infecgbes oportunistas e
contagem de linfécitos CD4" inferior a 200 células/mm?.

Observou-se uma frequéncia significativamente maior de pacientes com
gendtipo A/A pertencentes ao grupo C, enquanto pacientes com genétipo A/O e 0/0
foram mais frequentes no grupo B. Este resultado esta de acordo com o trabalho de
HEGGELUND et al. (2003) que observaram um aumento na concentragao sérica de
MBL, em paralelo com a progressao da doenca, em pacientes adultos infectados
pelo HIV. Este aumento foi acompanhado de uma maior ativacdo da via da lectina
do complemento nos pacientes do grupo C do CDC.

Outro estudo realizado com pacientes pediatricos brasileiros portadores do

virus HIV observou valores aumentados de MBL sérica nos estagios mais
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avancados da doenca, apesar da diferenca nado ter sido estatisticamente
significativa. Valores baixos de MBL foram encontrados em criangas sintomaticas e
assintomaticas dificultando a conclusao de que concentragao baixa de MBL poderia
proteger contra progressao da doenga (LIAN et al., 2004).

Concentragdes séricas altas, determinadas por haplétipos combinados de alta
expressao predita (YA/YA e XA/YA) e pelo gendtipo A/A, sugerem a ocorréncia de
um estimulo na ativagdo do complemento mediado pela MBL durante a infecgao
cronica pelo HIV e progressado da doenga. A elevagao tanto da MBL sérica como de
sua fungdo poderia ser considerada como parte da resposta aguda a doenca
cronica, uma vez que a MBL é uma proteina de fase aguda.

Estudos prévios demonstraram associagédo entre concentragcdes séricas altas
de MBL e doengas crdnicas, sugerindo um efeito pré-inflamatério da proteina na
exacerbacido de doencas como a artrite reumatodide e a doenca reumatica cardiaca
(GARRED et al., 2000; SCHAFRANSKI et al., 2004). Ha controvérsias em relagao ao
papel da MBL na progressdo da AIDS. A MBL pode se ligar a gp 120 do envelope
dos virions e ativar a via das lectinas do complemento resultando em opsonizagao
do virus ou a ativagao da via das lectinas pode ser desencadeada por gp 120 livres
aderidas a superficie de linfécitos CD4+, facilitando sua destruicdo e progressao
para AIDS.

Apesar da resposta da MBL variar muito e poder ser resultado de diferengas
genéticas ou constitucionais, esta parece estar ligada ao curso da doenca. E
possivel que, em pacientes com carga viral elevada, altas concentragdes de MBL
atuem recrutando mediadores inflamatérios e promovendo imunodeficiéncia de
células CD4" e altos niveis de replicacdo viral. Nestes casos, as propriedades anti-
virais e de protecdo da MBL poderiam ser prejudicadas pelos efeitos negativos da
ativacdo exacerbada do complemento via MBL. Portanto, é possivel que um
aumento excessivo nos valores séricos de MBL se torne desfavoravel no estagio
tardio de infecgdo pelo HIV, como ja foi observado para outros microorganismos
intracelulares como Mycobacterium leprae, Leishmania chagasi e Leishmania
braziliensis (GARRED et al., 1994; SANTOS et al, 2001; AMBROSIO, 2005).

O polimorfismo de MBL e a ativagdo da via das lectinas do complemento
podem estar envolvidos na fisiopatologia da infecgdo pelo HIV. As diferentes

concentragdes séricas de MBL estdo diretamente ligadas a variagdes genéticas na
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regiao exon 1 e promotora do gene. Entretanto, a capacidade de ativar a via das
lectinas parece variar entre os individuos e também ser devido a outros fatores
genéticos desconhecidos. Além disto, deve-se considerar outros fatores como a

carga viral e a terapia em uso.
6.3.4 Doencas indicativas de AIDS

Neste estudo, a doenca indicativa de AIDS observada com maior frequéncia
foi a pneumonia por Pneumocystis carinii em 33,9% dos 59 pacientes. Nos paises
desenvolvidos, antes do uso rotineiro de profilaxia para pneumocistose, a
pneumonia por Pneumocystis carinii era a infec¢do indicativa de AIDS em 65% dos
casos e ocorria em mais de 80% dos pacientes em algum momento da doenca.
Atualmente, nos Estados Unidos, este valor caiu para 38%. No Brasil, a freqliéncia
relatada de pneumocistose € menor, em parte pela dificuldade da confirmacao do
diagndstico ou até por subnotificagao.

Entre os 18 pacientes que foram a O&bito, 77,8% (14/18) apresentaram
infecgbes oportunistas associadas a contagem de linfocitos T CD4" inferior a 200
células/mm?®, enquanto outros 22% (4/18) nao apresentaram infecgdes oportunistas.
Entre os pacientes sem diagnéstico de doencgas indicativas de AIDS que foram a
dbito, dois tinham contagem de linfécitos inferior a 200 células/mm? e outros dois
tinham contagem inferior a 500 células/mm?® na data da coleta. Entretanto, no periodo
de evolugdo da doencga até o oObito estes dois pacientes também apresentaram
queda dos linfocitos até uma contagem inferior a 50 células/mm?®. Além disto, alguns
pacientes podem evoluir com sindrome consuntiva progressiva e grave chegando ao
obito sem desenvolver infecgdes ou neoplasias definidoras de AIDS (RACHID;
SCHECHTER, 2003).

Estes dados corroboram com a literatura observando que a principal causa de
obito nos pacientes infectados pelo HIV sdo as infecgdes oportunistas e que a
contagem de linfcitos inferior a 200 células/mm?® confere grande risco de progressao
para morte a curto ou médio prazo.

A observacdo de um aumento significante do gendtipo A/A de MBL nos
pacientes com doengas indicativas de AIDS (41/59, 69,5%, p=0,019) sugere um

efeito prejudicial do gendtipo selvagem nos pacientes com a doencga instalada, na
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categoria de maior gravidade na classificacdo clinica do CDC. Pacientes
homozigotos A/A apresentaram um risco 2,60 vezes maior de adquirir infeccoes
oportunistas (OR= 2,60, 1C=1,15-5,93). Este dado corrobora com os resultados
obtidos por HEGGELUND et al. (2003) detectando concentragbes séricas
aumentadas nos pacientes da categoria C do CDC. Durante a fase sintomatica da
doenca, uma ativacado acentuada da via da lectina, associada ao genétipo A/A, pode
favorecer a entrada de organismos intracelulares nas células e o surgimento de
infecgcbes oportunistas.

Por outro lado, a proporgdo maior de pacientes com gendtipo A/0 e 0/0
(32/60, 53,3%) no grupo B do CDC pode sugerir que a deficiéncia da MBL e de
menor ativagcao da via da lectina confere uma protecdo contra o aparecimento de
doencgas indicativas de AIDS, que levam a uma classificagdo na categoria C. Neste
caso a presenca de mutagdes no gene ndo estaria colaborando para entrada de
microorganismos oportunistas, devido a deficiéncia de MBL.

Finalmente, sugere-se que a deficiéncia de MBL, determinada através do
gendtipo 0/0, confere maior suscetibilidade a infeccéo pelo HIV e desenvolvimento
de AIDS, enquanto que gendtipos homozigotos selvagens A/A, associados com
concentragdes altas da proteina, podem exercer importante papel pré-inflamatério

nos estagios avangados da doenca.
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7 CONCLUSOES

¢ A freqUéncia significativamente aumentada do alelo C e do haplétipo YC nos
pacientes com AIDS pode ser responsavel pela redugdo na concentragao
sérica e deficiéncia de MBL e pode estar associada com o desenvolvimento

da doenga;

e Os pacientes com genodtipo homozigoto para mutagdo 0/0 apresentaram
associagao positiva com a infecgao pelo HIV (p=0,007) e um fator de risco

4,91 vezes maior de adquirir a doenca;

e Entre os pacientes com doencas indicativas de AIDS observou-se uma
freqUéncia aumentada do gendtipo homozigoto selvagem A/A conferindo um

risco 2,60 vezes maior para infecgdes oportunistas;

e Os genodtipos homozigotos selvagens A/A apresentaram associagado positiva
com a categoria mais grave do CDC (p=0,019), sugerindo um efeito pro-

inflamatorio de MBL no estagio tardio da infecgéo pelo HIV;

e Apesar de néo ter sido significante, a presenga dos haplétipos combinados de
expressao predita baixa de MBL (AX/0 e 0/0) em portadores da infecgéo pelo

HIV, conferiu um risco 1,92 vezes maior de adquirir a doenca,;

e A frequéncia dos gendtipos de expressao predita alta de MBL (YA/YA e
XA/YA) foi significativamente maior na categoria C do CDC enquanto que os
genotipos de expressao predita média e baixa foram mais frequentes na
categoria clinica B (p=0,012);

e N&o houve relagdo entre os gendtipos de MBL e o 6bito dos pacientes ou o

tempo de doencga desde o diagnostico da AIDS no periodo em estudo;
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lima (a) Sr. (a)
Dra. Claudia Helana Zen
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Prezado{a) Senhor(a).

Comunicamos que o Projelo de Pesquisa intitulado
“INFLUENCIA DO POLIMORFISMO GENICO DA LECTINA LIGANTE DE MANOSE (mbl) NA
SUSCETIBILIDADE A INFECCAO PELO HIV", foi analisado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em reunido realizada no dia 28 de outubro
de 2003. O referido projeto atende aos aspectos das Resolugies CNS 196/96 e
demais, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo

Seres Humanos,
Protocolo CEP/HC 106.EXT.060/2003-10

Conforme a Resolugdo 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagdes
relativas as modificagbes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatério: 24 de maio de 2004.

Atenciosamente,

! ||

Prof. Dr. Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clnicas/UFPR
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) Por vocé ser portador do virus da AIDS esta sendo convidado a participar de um
estudo intitulado “Influéncia do polimorfismo génico da Lectina Ligante de Manose
(MBL) na suscetibilidade a infeccdo pelo HIV”. E através das pesquisas clinicas que
ocorrem 0s avancgos na medicina, e sua participacao é de fundamental importancia.
b) O objetivo desta pesquisa é conhecer a associacao entre uma proteina que
participa da resposta imunoldgica as infecgdes, chamada Lectina Ligante de
Manose, e a evolugao da AIDS.

c) Caso vocé participe da pesquisa, sera utilizada apenas uma parte do sangue que
vocé ira coletar para realizar a carga viral.

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

e) Os riscos que envolvem sua participagado no estudo sao relacionados apenas com
a coleta de sangue e podem ser dor no local da pungao ou hematoma.

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

g) A bioquimica Claudia Helena Zen, telefone 264-4111 ramal 216, responsavel por
este estudo, estara sempre a sua disposicado para qualquer esclarecimento.

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

1) A sua participagao neste estudo é voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar
participar do estudo, ou se aceitar a participar, retirar seu consentimento a qualquer
momento. Este fato n&o implicara na interrupcao de seu atendimento, que esta
assegurado.

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

I) Todas as despesas necessarias para a realizagao da pesquisa (exames) ndo sao
da responsabilidade do paciente.

m) Pela sua participacédo no estudo, vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro.
n) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, € sim um
codigo.

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e
objetivo do estudo do qual fui convidado a participar. A explicagdo que recebi
menciona os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participagao no estudo a qualquer momento sem justificar minha
decisao e sem que esta decisao 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 do paciente



ANEXO 3

FICHA DE INVESTIGAC}AO DOS PACIENTES - HOC
1. Registro MBL:
2. Nome:
3. Idade:
4. Sexo:
5. Grupo étnico:
6. Prontuario:
7. Ficha de Investigacdo CE/DST/AIDS:
8. Data do 1° teste HIV+:
9. Data do 1° CD4 disponivel:
10. Contagem do 1° CD4 disponivel:
11.Data do diagnostico de SIDA:
12.Data coleta:
13.CD4 da coleta:
14.Relagbes sexuais:
15.Uso de droga injetavel:
16. Transfusao de sangue:
17.Classificagdo CDC (A, B e C):
18. Doenca indicativa do grupo C:
19.Em tratamento (HAART):
20.Obito:
21.Data obito:

22. Outros:



ANEXO 4

ESTATISTICA DESCRITIVA DO GRUPO DE PACIENTES E CONTROLES
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ESTATISTICA DESCRITIVA DA IDADE EM RELAGAO AOS GRUPOS EM ESTUDO

Idade Numero Média Desvio Minimo Maximo Valor de
(anos) Padr&o p®
Controles 123 36,4 9,6 21,0 63,0 0,117
Pacientes 119 38,4 10,5 19,0 68,0
Total 242 37,4 10,1 19,0 68,0
NOTA: (1) Teste t de Student.
ESTATISTICA DESCRITIVA EM RELACAO AO GRUPO ETNICO E SEXO
Dados Pacientes Controles Total Valor
(n=119) (n=123) (n=242) De p®
N° % N° % N° %
0,566
Sexo
Masculino 90 75,6 88 71,5 178 73,6
Feminino 29 24 .4 35 28,5 64 26,4
Grupo étnico 0,440
Branco 103 86,6 101 82,1 204 84,3
Pardo/Mulato 13 10,9 15 12,2 28 11,6
Negro 03 2,5 07 5,7 10 4.1

NOTA: (1) Teste Qui-quadrado.
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ANEXO 5

DOENCAS INDICADORAS DE AIDS — CDC - 1997

e Cancer cervical invasivo;

e Candidiase de esb6fago, traquéia, brédnquios ou pulmdes;

e Citomegalovirose exceto em figado, bago e linfonodos; como a retinite por
citomegalovirus;

e Coccidioidomicose extrapulmonar;

e Criptococose extrapulmonar;

e Criptosporidiose intestinal cronica (periodo superior a um més);

e Deméncia associada ao HIV; incapacidade cognitiva e/ou outras
disfungdes que interfiram com a atividade profissional ou cotidiana;

e Herpes simples com ulcera mucocutanea, por um periodo superior a um
més ou bronquite, pneumonite, esofagite;

¢ Histoplasmose extrapulmonar;

e |sosporidiose intestinal crénica;

e Leucoencefalopatia multifocal progressiva (virus JC, um poliomavirus);

e Linfoma: de burkit, imunoblsatico, primario do SNC;

e Mycobacterium avium disseminado;

e Mycobacterium tuberculosis pulmonar e extrapulmonar;

¢ Pneumonia bacteriana recorrente;

e Pneumonia por Pneumocystis carinii;

e Sarcoma de Kaposi em paciente abaixo de 60 anos;

e Septicemia recorrente por Salmonella (n&o tiféide);

e Sindrome consumptiva associada ao HIV: perda ponderal involuntaria
superior a 10% do peso e diarréia cronica ou fraqueza crbnica e febre de
origem obscura documentada superior a 30 dias;

e Toxoplasmose de 6rgéo interno.
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ANEXO 6

EXTRACAO DE DNA — PROTOCOLO JOHN/LAHIRI/NURNBERGER

1. Coletar de 5 a 10ml de sangue com EDTA.

2. Centrifugar por 10 minutos.

3. Pipetar a camada intermediaria “Buffy-coat” e passar para um tubo falcon de
15ml.

Completar até 14ml com TKM1.

Acrescentar 100 pl de igepal (Nonidet)

Agitar no vortex para misturar bem o detergente.

Centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm.

© N o g &

Desprezar o sobrenadante deixando somente o pellet.

9. Completar até 14ml com TKM1, suspender o pellet e agitar no vortex.

10. Centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm.

11.Desprezar o sobrenadante deixando somente o pellet.

12.Completar até 14ml com TKM1, ressuspender o pellet e agitar no vortex.

13. Centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm.

14. Acrescentar 800 yl de TKM2.

15.Ressuspender o pellet com pipeta Pasteur.

16.Passar para um eppendorf de 1.5m.|

17.Adicionar 50 pl de SDS 10% a 55°C e agitar no vortex.

18.Incubar em banho-maria a 55°C por 24 horas (overnight).

19. Retirar do banho e adicionar 300 pl de NaCl saturado (6M) e agitar no vortex.

20. Centrifugar por 15 minutos a 12000 rpm.

21.Transferir o sobrenadante para 2 tubos eppendorf, no sobrenadante estd o DNA
€ no precipitado, as proteinas.

22.Adicionar 2 volumes de etanol 100% a -20°C.

23.Tampar e inverter varias vezes.

24.Centrifugar 1 min e retirar o sobrenadante com transferpet.

25.Lavar o DNA em etanol 70% a 4°C.

26.Retirar o etanol 70% e deixar secar em temperatura ambiente.



27.Hidratar o DNA com 100 ul de TE.

28.Incubar em banho-maria de 1 a 2 dias até o DNA entrar em solugdo com o TE

29.Colocar na geladeira por 1 semana.

30.Passar para o freezer.

SOLUCAO DE TKM1
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REAGENTE CONC.ESTOQUE Volume
tris-HCI pH 7.6 ™ 5mi
KCI 1™ 5ml
MgCl2 1M 5ml
EDTA (0,1M) 10ml
ddH20 g.s.p. 500ml

SOLUCAO DE TKM2

REAGENTES CONC.ESTOQUE Volume
tris-HCI pH 7.6 1™ 0,5ml
KCI 1™ 0,5ml
MgCl2 1™ 0,5ml
EDTA (0,1M) 1,0ml
NaCl 1™ 20ml
ddH20 g.s.p. 500ml




ANEXO 7 - PROTOCOLOS PARA REALIZACAO DE PCR

Protocolo PCR exon 1 MBL (MADSEN)
Data:
Salvo em:

[
[on
(@)

Reg. Res.

OONOO|BRWINI—~-

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21 Agua

22 Controle

Master MIX (n=22+1):
Tampao PCR  5ul x 23 =115 pl

MgCl, 1,5ul x 23 = 34,5 ul
dNTPs 4 ul x 23 =92 pl
Primer 1 1ul x 23 =23 i
Primer 2 1ul x 23 = 23 pl
Taq pol 0,5ulx23=11,5ul

Agua miliQ 35 pl x 23 =805 yl

PCR:

Aliquotar 48 pl/tubinho

Acrescentar 2 pl DNA

PE 9600 - programa 137

Protocolo MBL-TD (Touch down)

Eletroforese em gel de agarose a 2%, 150V, 1h




Protocolo PCR-SDM alelo D (MADSEN)
Data:
Salvo em:

[
[on
(@)

Reg. Res.

OO NN WIN—~-H

21 Agua

22 Controle

Master MIX (n=22+1):

Tampédo PCR S5ul x 23 =115 pl

MgCl, 1,75ul x 23 = 40,2 pl
dNTPs 4yl x 23 =92 pl
Primer 3 2ul x 23 =46 pl
Primer 4 2ul x 23 =46 pl
Taq pol 0,5ulx23 =115l

Agua miliQ  32,75pl x 23 =753,3
PCR:

Aliquotar 48 pl/tubinho

Acrescentar 2 ul DNA

PE 9600 - programa 137

Protocolo MBL-TD (Touch down)

Eletroforese em gel de agarose a 2%, 150V, 1h




Protocolo RFLP — digestdo com Banl (Promega)
Data:

Salvo em:

Lote da enzima:

Validade:

[
[on
(@)

Reg. Res.

OONOO|BRWINI—~-

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22 *B Controle

Master Mix (n=22+1)

e Agua deionizada 16 pl x 23 = 368 pl

e Tampado 10x RE 5 pulx23 =115yl

e BSA 0,5pulx23=11,5pl

e Enzima Banl 0,5uIx23=11,5ul
Digestao enzimatica (RFLP):
- Distribuir 22 ul em tubos de 200 ul estéreis
- Acrescentar 3 pl de DNA em cada tubo
- Homogeneizar com a ponteira e fazer um spin
- Incubar por 2h e meia a 50° C

- Eletroforese em gel de agarose a 3%, 100V, 2h
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Protocolo RFLP — digestdao com Mboll (Promega)
Data:

Salvo em:

Lote da enzima:

Validade:

[
(on
(@)

Reg. Res.

OO NO|N|B|WIN—~H

22 *C Controle

Master Mix (n=22 + 1tubo):

e Agua deionizada 16 pl x 23 = 368

e Tampédo 10x RE 5 ulx23 =115 pl

e BSA 0,5ulx23=11,5ul

e EnzimaMboll 0,5puIx23=11,5ul
Digestdo enziméatica (RFLP):
- Distribuir 22 pl em tubos de 200 ul estéreis
- Acrescentar 3 yl de DNA em cada tubo
- Homogeneizar com a ponteira e fazer um spin
- Incubar por 2h e meiaa 37° C

- Eletroforese em gel de agarose a 3%, 100V, 2h
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Protocolo RFLP — digestdao com Mlul (Invitrogen)
Data:

Salvo em:

Lote da enzima:

Validade:

[
[on
(@)

Reg. Res.

OONOO|BRWINI—~-

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22 *D Controle

Master Mix (n=22 +1 tubo):
e Agua deionizada 16,5 pl x 23 = 379,5 yl
e Tampao 10x RE 5ulx23 =115yl
e Enzima Mlul 0,5ux23=11,5ul

Digestdo enzimatica (RFLP):

- Distribuir 22 yl em tubos de 200 pl estéreis

- Acrescentar 3 pyl de DNA em cada tubo

- Homogeneizar com a ponteira e fazer um spin
- Incubar por 2h e meia a 50° C

- Eletroforese em gel de agarose a 3%, 100V, 2h



Protocolo PCR-SSP para regido promotora XY (MADSEN)
Data:
Salvo em:

102

[
(o8
o

Reg. X 1Y

R X

RY

Res

AN |RWINI—~H

-0

Master Mix (n=11+1):

Tampao PCR 5ul x 12 =60 pl
MgCl, 1,5ul x 12 =18 pl
dNTPs 4 ulx12 =48 pl
Beta globina1 1plx12 =12 pl
Beta globina2 1plx12 =12 pl
Primer XouY  1ulx12 =12l
Primer X/Y Tulx 12 =12 yl
Taq pol 0,5ulx12=6pl
Agua miliQ 33 ulx 11 =396

PCR:
e Distribuir 48 pl/tubinho em duas séries de tubos (X e Y)
e Acrescentar 2 pl DNA
e Protocolo SSP-XY
e Programa 131 PE 9600

e Eletroforese em gel de agarose a 2%, 150V, 1h




ANEXO 8 — PLANILHA PARA ANALISE ESTATISTICA

GRUPO CONTROLES
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continua

N° Idade | Sexo | Grupo | Gendtipo | Grupo1 Alelo Gendétipo Alelo Haplotipo Grupo2 Conc.

Etnico | Exon Exont |Exon2| Xxiy  [xivilxiv2| 1 | 2 | 3 Predita
1 28 M N AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
2 43 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
3 41 F B BD 00 B D YY Y Y BY DY BY/DY O/O BAIXA
4 41 F B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
5 43 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
6 60 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
7 43 F B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
8 26 M N AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
9 32 F B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
10 35 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
11 27 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
12 26 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
13 34 M B AB AO A B XY X Y AX BY AX/BY AXO BAIXA
14 43 F B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
15 39 F B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
16 31 M M AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
17 36 F M AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
18 32 F B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
19 34 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
20 58 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
21 27 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
22 29 F B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
23 36 F B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
24 40 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
25 37 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
26 35 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
27 25 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
28 31 M M AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
29 30 F B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
30 21 F B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
31 41 F B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
32 42 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
33 44 M B AB AO A B XY X Y AX BY AX/BY AXO BAIXA
34 26 F B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
35 38 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
36 52 F B AA AA A A XX X X AX AX AX/AX AX/AX MEDIA
37 30 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
38 27 M B AD AO A D YY Y Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
39 33 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
40 57 M B BD 00 B D YY Y Y BY DY BY/DY O0/O BAIXA
41 25 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
42 41 F B AB AO A B XY X Y AX BY AX/BY AXO BAIXA
43 54 F B AB AO A B XY X Y AX BY AX/BY AXO BAIXA
44 46 F B AB AO A B XY X Y AX BY AX/BY AXO BAIXA
45 47 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
46 53 F N AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
47 56 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
48 27 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
49 41 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
50 36 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
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Continuagao
N° Idade | Sexo | Grupo | Gendtipo | Grupo1 Alelo Gendtipo Alelo Haplotipo Grupo2 | Concentraga
o

Etnico | Exon Exon |Exon2| Xxiv  [xivilxiv2| 1 [ 2 | 3 Predita
51 60 F B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
52 43 F B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
53 53 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
54 26 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
55 39 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
56 32 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
57 32 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
58 53 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
59 32 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
60 30 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
61 28 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
62 41 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
63 41 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
64 35 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
65 47 M M AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
66 28 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
67 45 M B AD AO A D YY Y Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
68 49 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
69 41 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
70 36 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
71 51 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
72 43 F B BB 00 B B YY Y Y BY BY BY/BY O0/O BAIXA
73 25 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
74 45 M M AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
75 38 F B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
76 29 M N AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AXAY ALTA
77 24 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
78 25 M N AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
79 25 F B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
80 40 M N AD AO A D YY Y Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
81 43 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
82 34 M M AD AO A D YY Y Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
83 30 M M AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
84 29 M M AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
85 27 M B AD AO A D YY Y Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
86 40 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
87 34 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
88 28 M M AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
89 28 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
90 27 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
91 22 M B AD AO A D YY Y Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
92 21 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
93 36 F B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
94 41 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
95 34 F B AD AO A D YY Y Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
96 63 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
97 45 M N AC AO A C YY Y Y AY CY AY/CY AY/O MEDIA
98 38 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
99 29 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
100 52 F B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
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N° Idade | Sexo | Grupo | Gendtipo | Grupo1 Alelo Gendtipo Alelo Haplotipo Grupo2 | Concentraga
o
Etnico | Exon Exont |Exon2| xv  [xivi|xiv2| 1| 2 | 3 Predita
101 37 F M AA AA A A XX X X AX AX AX/AX AX/AX MEDIA
102 27 F B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
103 29 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
104 22 F B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
105 37 M M AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
106 23 M M AD AO A D YY Y Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
107 44 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
108 46 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
109 31 M B AA AA A A XX X X AX AX AX/AX AX/AX MEDIA
110 27 M B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
111 39 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
112 47 F B AC AO A C XY X Y AX CY AX/CY AXO BAIXA
113 28 M M AC AO A C XY X Y AX CY AX/CY AXO BAIXA
114 27 M B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
115 43 F B AB AO A B XY X Y AX BY AX/BY AX/O BAIXA
116 23 F B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
117 33 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
118 35 M B AA AA A A XX X X AX AX AX/AX AX/AX MEDIA
119 38 M M AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
120 29 F B AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
121 29 M B AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY ALTA
122 30 M M AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
123 36 F B AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
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Pacientes - 1

GRUPO PACIENTES
N° |ldade: Sexo Grupo Data Sobrev. CDC Doencgas Vivo Obito Genotipo Grupol Alelo Genétipo: Alelo Haplétipo  Grupo2 Conc.
étnico AIDS 31/12/2004 Ne Tipo Tempa exon ExonlExon2  X/Y (X/YLX/Y2 1 2 3 Predita
1 59 M M 28/05/2003 2,00 C3 1 Leucoencefalopatia - - N 128/07/2003. 2,0 AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
2 45 M B | 23/08/2001 27,9 C3 1 P. carinii - - N 1 07/12/2003 27,9 AD AO A D YY Y Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
3 27 M M 03/12/2002 253 B2 - - - - S - - BC 00 B C YY Y | Y BY CYBY/CY O/O | BAIXA
4 @ 22 M B 1 01/01/2001 48,7 C3 1 Toxo SNC - - S - - AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY AXIAY ALTA
5 48 F B | 30/06/2003 18,3 B2 - - - - S - - AB AO A B XY X Y |AX BY AX/BY AX/O | BAIXA
6 33 F B | 14/02/2000 48,1 B2 - - - - N 26/01/2004 48,1 AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
7 4 M B | 28/03/1994 1310 B2 - - - - S - - AD AO A D YY Y Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
8 27 F B 1 08/07/2003 18,1 C3 2 Retinite CMV Candidiase Esofago - S - - AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
9 22 M M | 26/05/2003 6,4 B3 - - - - N | 05/12/2003 6,4 BC 00 B C YY Y | Y BY CYBY/CY O/O | BAIXA
10 41 M B | 19/04/2001 45,1 C3 1 Encefalopatia - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY | ALTA
11 50 M B 01/01/1998 85,2 C2 1 Retinite CMV - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
12 39 M B 1 01/01/2000 60,9 C3 1 S.Kaposi - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
13 45 M B | 15/09/2001 40,1 B3 - - - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
14 31 M B - - B3 - - - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
15 53 M B | 01/01/1996 109,6 B2 | - |- - - S - - AA AA A A XY X Y |AX AY AX/AY AXIAY | ALTA
16 25 M B | 24/02/2003 1,4/ C3 2 Cripto P. carinii - N 08/04/2003, 1,4 AA AA A A XY X Y |AX AY AX/AY AXIAY  ALTA
17 4 M B 1 01/01/2003 13,3/ C3 3 P. carinii S. Kaposi TB DISS. N | 03/02/2004 13,3 AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
18 29 M B | 01/12/2002 25,4/ C3 1 Retinite CMV - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
19 65 F B | 21/07/2003 0,8 C3 1 P.carinii - - N 14/08/2003 0,8 AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
20 44 M N 04/02/2003 23,2/ C3 1 P.carinii - - S - - AC AO A C YY Y Y AY.CY AY/CY AY/O MEDIA
21 41 F B | 07/03/2003 222 B3 - - - - S - - AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
22 38 M M 27/06/1997 915 B3 - - - - S - - cC 00 C C YY Y | Y CY CYCY/ICY O/O | BAIXA
23 4 M B | 01/01/2001 48,7 Bl - - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY | ALTA
24 53 M B 15/03/1997 949 B3 - - - - S - - BD 00 B D YY Y | Y BY DY BY/DY O/O | BAIXA
25 35 F B 1 11/05/1999 68,7 Bl - - - - S - - AB AO A B XY X Y |AX BY AX/BY AX/O @ BAIXA
26 32 M B 1 07/12/2001 37,3 Bl - - - - S - - AA AA A A XX X | X | AX AX AX/AX AX/AX MEDIA
27 34 F B | 15/06/2001 432 B2 - - - - S - - BB 00 B B YY Y | Y BY BY BY/BY 0O/O | BAIXA
28 51 M M 12/03/1997 95,0 B3 - - - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY | ALTA
29 52 M B | 15/09/1996 101,00 C3 2 P. carinii Encefalopatia - S - - BB 00 B B YY Y | Y BY BY BY/BY 0O/O | BAIXA
30 51 M B | 06/10/1997 88,1 B2 - - - - S - - AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
31 57 M B | 01/01/1999 730 Bl - - - - S - - AB AO A B YY Y Y AY!BY AY/BY AY/O MEDIA
32 26 M B | 27/05/2002 15,4/ C3 2 P. carinii Encefalopatia - N :01/09/2003 15,4 BD 00 B D YY Y | Y BY DY BY/DY O/O | BAIXA
33 41 M B | 01/07/1996 103,5 Cl 1 Retinite CMV - - S - - AA AA A A XY X Y |AX AY AX/AY AXIAY  ALTA
34 31 M B | 05/02/1997 96,2/ C2 2 Retinite CMV Candidiase Esofago - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY | ALTA
35 28 M B | 19/08/2003 0,1 C3 1 P.carinii - - N 22/08/2003 0,1 AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY AXIAY ALTA
36 36 M B | 04/12/1996 81,7 C3 1 Cripto - - N 22/08/2003 81,7 AB AO A B XY X | Y |AX BY AX/BY AX/O | BAIXA
37 43 M B 01/10/1997 88,3 C3 3 Cripto P. carinii Retinite CMV, S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
38 27 F B 1 09/09/2003 16,0 C3 2 Toxo SNC Candidiase Esofago - S - - AA AA A A XY X Y |AX AY AX/AY AX/AY  ALTA
39 41 M B 1 03/01/1997 97,3 C3 3 P. carinii Candidiase Esofago Toxo SNC S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
40 35 F N | 06/11/2003 14,0 B2 - - - - S - - AC AO A C YY Y Y AY.CY AY/CY AY/O MEDIA
41 45 M B 1 01/12/1999 61,9 C2 1 S.Kaposi - - S - - AA AA A A XY X Y |AX AY AX/AY AXIAY | ALTA
42 27 F M 16/05/2001 442 B3 | - - - - S - - AC AO A C YY Y Y AY CY AY/CY AY/O MEDIA
43 26 M B | 19/08/2002 28,8/ C3 2 P. carinii Encefalopatia - S - - AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
44 68 F B | 03/02/1995 108,8) B2 - |- - - N ' 12/01/2004 108,8 AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
45 33 M B 02/10/2003 15,2/ C3 1 Candidiase Esofago - - S - - AA AA A A XX X | X | AX AX AXIAX AX/AX MEDIA
46 36 M B 01/09/2002 28,4/ C3 1 Retinite CMV - - S - - AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
47 | 60 F B | 10/07/2003 18,0 C3 2 P. carinii HERPES - S - - BC 00 B C YY Y | Y BY CYBY/ICY O/O | BAIXA
48 | 39 M B | 01/03/2004 10,2 B2 - - - - S - - BC 00 B C YY Y | Y BY CYBY/CY O/O | BAIXA
49 37 M B | 18/09/1999 64,4 C2 1 Cripto - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
50 65 M B 01/02/1998 84,2 C2 1 Retinite CMV - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
51 32 M B 1 11/11/1999 626 B3 - - - - S - - AB AO A B XY X Y |AX BY AX/BY AX/O @ BAIXA
52 63 F B 1 09/03/2004 0,9 C3 1 P.carinii - - N 1 05/04/2004 0,9 AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
53 35 F B | 10/10/1995 112,3) C3 1 Cripto - - S - - AB AO A B YY Y | Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
54 42 M B | 04/12/1996 98,3 B2 - - - - S - - AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
55 27 M B | 15/04/1997 93,9 C2 1 P.carinii - - S - - AA AA A A XY X Y |AX AY AX/AY AXIAY  ALTA
56 35 M B | 05/02/2002 35,3 C3 1 P.carinii - - S - - AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY AXIAY ALTA
57 37 F M 01/01/1999 730 B2 - - - - S - - BC 00 B C YY Y | Y BY CYBY/CY O/O | BAIXA
58 34 M B | 11/05/1999 68,7 B3 - - - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY @ ALTA
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Pacientes - 2
59 25 M M | 25/04/2004 83 B3 | - - - - S - - AB AO A B YY Y | Y [AY BY AY/BY| AY/O MEDIA
60 41 M B | 08/10/2003 15,0 C3 | 1 Toxo SNC - - S - - AA AA A A XY X Y AX AY AX/AY AX/AY | ALTA
61 60 M B | 05/12/1991 155,7 C3 1 Candidiase Esofago - - N 18/09/2004 155,7 AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY| AY/O MEDIA
62 51 M B | 15/06/1998 79,7 C1 | 3 P. carinii HERPES Cripto S - - AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
63 | 39 F B | 08/10/2003 15,0 C3 | 1 |Retinite CMV - - S - - AA AA A A XY X | Y | AX AY AX/AY| AX/AY | ALTA
64 38 M B | 03/06/2000 55,7 B3 | - - - - S - - AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY| AX/AY | ALTA
65| 42 M B | 30/07/2004 04 B3 - - - - N 12/08/2004 0,4 AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY AX/AY | ALTA
66| 25 M B | 14/04/1999 69,6 B2 - - - S - - AA AA A A YY Y | Y [AY AY AY/AY| AY/AY | ALTA
67 45 @ M B 01/01/1998 852 B2 - - - - S - -l AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
68 50 M B | 01/02/2002 355 B2 - - - - S - - AA AA A A YY Y | Y |AY AY AY/AY AY/AY ALTA
69 21 M B | 01/08/2003 173 B2 - - - - S - - AB AO A B XY X | Y |AX BY AX/BY AX/O | BAIXA
70 46 M B | 01/10/1999 639 Bl - - - - S - - AA AA A A YY Y | Y [AY AY AY/AY| AY/AY @ ALTA
71 47 M B | 08/01/2002 36,3 B2 - - - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
72 | 28 F M | 15/03/2003 219 B2 | - - - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
73 28 M M | 15/06/1997 88,1 C3 | 1 S.Kaposi - - N 110/09/2004 88,1  AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
74 44 M B | 15/06/2002 310 B3 - - - - S - - AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
75| 40 @ M B 30/10/1997 873 B2 - - - - S - - AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
76 33 M B | 01/10/1999 54,1 C3 | 1 P. carinii - - N 111/03/2004, 54,1  AB AO A B XY X | Y | AX BY AX/BY AX/O  BAIXA
77 | 35 F B | 12/06/1995 116,3) C3 | 2 P. carinii Candidiase Esofago - S - - AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY| AX/AY | ALTA
78 | 27 F B | 11/08/2002 291 B3 - - - - S - - AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY AX/AY | ALTA
79 31 M B | 01/12/2000 49,7 C2 | 1 P. carinii - - S - - BD 00 B D YY Y Y BY DY BY/DY O/O  BAIXA
80 19 @ M B 02/04/2003 21,3 C3 1 Cripto - - S - - AC AO A @ YY Y Y AY.CY AY/CY AY/O MEDIA
81 36 M B - - C2 1 Herpes - - S - - AA AA A A YY Y | Y |AY AY AY/AY AY/AY ALTA
82 36 M M | 13/11/2003 13,8 C3 | 1 Cripto - - S - - AA AA A A YY Y | Y [AY AY AY/AY| AY/AY | ALTA
83 | 39 F B | 01/01/1993 146,1 B2 - - - - S - - AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY AX/AY | ALTA
84| 42 M B 01/02/2000 59,8 C2 | 1 S.Kaposi - - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
85| 36 M B | 01/08/1993 139,01 C1 | 2 |Retinite CMV P. carinii - S - - AA AA A A YY Y | Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
86 | 33 F B | 15/10/2004 2,3 C3 1 ToxoSNC - - N | 24/12/2004 23] AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
87 | 30 F B | 30/09/1998 75,9 C3 | 1 Candidiase Esofago - - N 24/12/2004 759  AA AA A A XY X | Y AX AY AX/AY AX/AY | ALTA
88| 65 M N | 05/10/2004 2,9 C3 1 Candidiase Esofago - - S - - AC AO A [@ YY Y Y AY CY AY/CY| AY/O MEDIA
89| 48 M B | 20/05/2003 19,7 C3 | 1 Candidiase Esofago - - S - - AD AO A D YY Y | Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
90 42 M B | 01/02/2002 355 B3 | - - - - S - -l AB AO A B YY Y | Y AY BY AY/BY| AY/O MEDIA
91 36 M B | 06/07/2002 30,3 C3 1 ToxoSNC - - S - - AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY AX/AY | ALTA
92 36 M B | 01/01/1999 730 Bl | - - - - S - - AA AA A A XY X | Y | AX AY|AX/AY AX/AY | ALTA
93 33 M B 14/01/2003 23,9 C3 2 Cripto Encefalopatia - S - - AA AA A A YY Y Y [AY AY AY/AY AY/AY ALTA
94 32 M B | 25/03/1999 70,3 C2 1 Herpes - - S - - AA AA A A YY Y | Y |AY AY AY/AY AY/AY ALTA
95| 25 M B | 20/08/1998 775 B3 | - - - - S - -l AD AO A D YY Y | Y AY DY AY/DY| AY/O MEDIA
9%6 | 42 M B | 01/01/2002 365 Bl - - - - S - - AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY AX/AY | ALTA
97 | 30 F B | 12/07/1999 66,6 B2 - - - S - -l AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
98| 28 M B | 21/07/2004 54 B3 - - - - S - -l AD AO A D YY Y | Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
99 | 27 M B | 29/11/2004 1,1 C2 1 Encefalopatia - - S - - AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
100 32 M B | 01/10/2004 30 B2 - - - - S - - AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
101 39 @ M B 06/12/2002 252 Bl - - - - S - - AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY| AY/O MEDIA
102 30 F M | 15/09/2002 27,9 C3 | 1 ToxoSNC - - S - - AA AA A A YY Y | Y |AY AY AY/AY AY/AY ALTA
103 54 F B | 01/01/1996 109,6 B3 - - - - S - - AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY AX/AY | ALTA
104 30 M B | 19/09/2003 15,6 C3 | 1 Herpes - - S - - AA AA A A YY Y | Y [AY AY AY/AY| AY/AY | ALTA
105 46 @ M B | 25/05/1998 80,4 C3 | 1 Retinite CMV - - S - - AA AA A A XY X | Y | AX AY| AX/AY AX/AY | ALTA
106 36 F B 01/01/1997 97,4 Bl - - - - S - - BD 00 B D YY Y Y [BY DY BY/DY O/O  BAIXA
107 30 @ M B - - B3 - - - S - - AA AA A A XY X | Y | AX AY AX/AY AX/AY | ALTA
108 40 F B | 01/06/1995 116,7 B2 - - - - S - - AA AA A A YY Y | Y [AY AY AY/AY| AY/AY | ALTA
109 45 M B | 21/10/1996 99,8 C2 1 Encefalopatia - - S - - AA AA A A YY Y | Y [AY AY AY/AY| AY/AY @ ALTA
110 42 F B | 19/11/2002 258 B3 | - - - - S - - AA AA A A XX X | X | AX:AX AXIAX| AX/AX | MEDIA
111 45 @ M B | 01/01/1994 133,9 C3 2 Cripto S.Kaposi - S - - AD AO A D YY Y | Y AY DY AY/DY AY/O MEDIA
112 45 M B | 01/01/1996 109,6 B3 - - - S - - AA AA A A YY Y Y AY AY AY/AY AY/AY ALTA
113 35 M B | 23/10/2002 26,7 B3 - - - - S - - AB AO A B XY X | Y AX BY AX/BY AX/O  BAIXA
114 20 @ M B - - B3 - - - - S - -l AD AO A D XY X | Y AX DY AX/DY AX/O | BAIXA
115 28 @ M M | 01/08/2001 41,6 C3 1 Toxo SNC - - S - -l BC 00 B C YY Y Y BY CY BY/CY O/O  BAIXA
116 36 F B | 01/01/2000 60,9 B1 - - - S - - AA AA A A XY X | Y |AX AY AX/AY| AX/AY | ALTA
117 40 M B - - B2 - - - - S - -l AD AO A D YY Y | Y AY DY AY/DY| AY/O MEDIA
118 32 @ M B | 30/04/2000 56,9 Bl - - - - S - - AB AO A B XY X | Y [AX BY AX/BY AX/O  BAIXA
119 38 | M B 01/11/2002 26,4 B2 - - - - S - - AB AO A B YY Y Y AY BY AY/BY AY/O MEDIA
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