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RESUMO

A lectina ligante de manose (MBL) desempenha papel fundamental na resposta imune inata ao
ativar o sistema complemento atraves da via das lectinas e tem sido estudada em diversas
infeccdes virais por se ligar a varios patdgenos, no entanto, nao se conhece a influéncia da MBL
na coinfeccdo HIV/HHV-8. O objetivo deste estudo foi verificar a associacdo entre 0s
polimorfismos -550 -221 e exon 1 do gene MBL2 com a coinfec¢do HIV/HHV-8 e comparar as
concentracfes plasmaticas da MBL em coinfectados e monoinfectados pelo HIV. Trata-se de
um estudo observacional analitico do tipo caso-controle composto de pessoas vivendo com
HIV/aids (PVHA) acompanhadas no ambulatério de doencas infecciosas e parasitarias do
hospital das clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, Recife-PE. A genotipagem da
regido promotora (-550 e -221) foi realizada com o sistema TagMan (Applied Biosystems®
TagMan Genotyping Assays), a regido estrutural (exonl) com o kit Express Sybr Greener
Supermix (Invitrogen, USA) e as concentra¢Ges plaméaticas da MBL com o ELISA comercial
Human Mannose Binding Lectin (MyBioSource, Inc), sendo consideradas concentragdes
deficientes valores <100 ng/ml. Foram genotipadas 124 amostras de individuos coinfectados
HIV/HHV-8 e 213 monoinfectados pelo HIV, sendo mais frequentes os genoétipos LL, YY e
AA para os locus -550, -221 e exonl, respectivamente em ambos 0s grupos. N&ao foi encontrada
associacdo estatisticamente significante das frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas com
a infeccdo pelo HHV-8 em PVHA. No entanto, apds a analise multivariada, os coinfectados
com hapl6tipo da MBL de expressdo intermediaria tiveram uma razdo de chance de 3,06 vezes
da dltima contagem do TCD4 estar abaixo de 350 células/mm?®. Foram consideras como
concentracdes plasmaticas deficientes da MBL 5,1% (6/118) dos coinfectados e 3,2% (4/127)
dos monoinfectados (p=0,445), apresentando mediana de 2,803 logio ng/ml e 2,959 log1o ng/mll,
respectivamente, com p=0,001. Houve uma correlagdo inversa entre as concentrac0es
plasméticas da MBL e a carga viral do HIVV em ambos 0s grupos, porém ndo houve correlacao
com a contagem do TCD4. Portanto, considerando a capacidade da MBL de se ligar a
glicoproteina gp120 do HIV, os coinfectados apresentaram concentracfes plasmaticas da MBL
menores que 0s monoinfectados, sugerindo que pode haver consumo e reducdo da MBL devido
a opsonizacgdo do HIV e do HHV-8, levando a redu¢do da MBL plasmatica e o ndo acimulo na

circulacao.

Palavras-chave: Lectina ligante de manose. Coinfecgdo. Genotipagem. Carga viral.



ABSTRACT

Mannose-binding lectin (MBL) plays an important role in the innate immune response by
activating the complement system via the lectin pathway, and it has been studied in several viral
infections; however, the influence of MBL on HIV/HHV-8 coinfection is unknown. The
objective of this study was to verify the association between the polymorphisms -550 -221 and
exon 1 of the MBL2 gene and the HIV/HHV-8 coinfection and to compare the plasma
concentrations of MBL in coinfectados and monoinfectados by HIV. This is an observational
analytical study of the case-control type composed of people living with HIV/AIDS (PLWHA)
monitored at the outpatient of infectious and parasitic diseases of clinic hospital at the Federal
University of Pernambuco, Recife-PE. Genotyping of the promoter region (-550 and -221) was
performed with the TagMan (Applied Biosystems® TagMan Genotyping Assays) system, the
structural region (exonl) with the Sybr Greener Supermix Express Kit (Invitrogen, USA) and
the plasma concentrations of MBL with the Human Mannose Binding Lectin (MyBioSource,
Inc) commercial ELISA, being considered deficient concentrations <100 ng/ml. One hundred
twenty-four samples of HIV/HHV-8 coinfected and 213 HIV monoinfected patients were
genotyped, with LL, YY and AA genotypes being more frequent for the -550, -221 and exonl
locus, respectively in both groups, no association of allelic, genotypic and haplotype
frequencies was found with the HHV-8 infection in PLWHA. However, after the multivariate
analysis, coinfected patients with the intermediate expression MBL haplotype had a 3.06-fold
chance of the last TCD4 count being below 350 cells/mm?. The plasma concentrations deficient
MBL were 5.1% (6/118) in coinfected patients and 3.2% (4/127) in monoinfected patients (p =
0.445), presenting a median of 2.803 log10 ng/ml and 2.959 log10 ng/ml, respectively, with p
=0.001.There was an inverse correlation between plasma concentrations of MBL and HIV viral
load in both groups, but there was no correlation with the TCD4 count. Therefore, considering
the ability of MBL to bind to the HIV glycoprotein gp120, coinfected patients had lower MBL
plasma concentrations than monoinfected patients, suggesting that MBL may be consumed and
reduced due to opsonization of HIV and HHV-8, leading to the reduction of plasma MBL and

the non-accumulation in the circulation.

Key words: Mannose-binding lectin. Coinfection. Genotyping. Viral load.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Esquema representativo da particula do HHV-8............ccccoo i 19
Figura 2. Principais produtos dos genes expressos no ciclo latente e litico do HHV-8.......... 21

Figura 3. Esquema ilustrativo da ativacao do sistema complemento através da via cléssica, via

A 1ECTINAS € VIA GO INMATIVA. .. .. vttt et e e esmnnnnnns 32

Figura 4. Subunidades estruturais da MBL. A: Regido N-terminal (a), dominio colagenoso (b),
regido do pescoco (c) e dominio de reconhecimento a carboidrato (d) da subunidade basica ou

monomero; B: 0ligdmero € C: tEIrAMEI0..........cvviriieiesiere e 33

Figura 5. Gene MBL-2 alinhado com as regifes codificadas, indicando os polimorfismos da

regido promortora (-550, -221) e da regido estrutural (eX0N 1) .......cccccvviveiieieiiieiieie e 34

Figura 6. Esquema ilustrativo de oligbmeros ndo funcionais devido aos polimorfismos do gene

Quadro 1. Definicdo e categorizacdo das variaveis relacionadas aos coinfectados e

OO ECTATOS. ..ttt ettt ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e ee e et eeee e e e e e neeeeeeens 41

Figura 1. Distribuicdo e mediana das concentragdes plasmaticos da MBL em coinfectados
HIV/HHV-8 monoinfectados pelo HIV. A mediana das concentragfes plasmaticos da MBL nos
coinfectados foi 2,803 logio ng/ml (1,0-3,581; IC: 2,650-2,792) e nos monoinfectados foi 2,959
logio ng/ml (1,301- 3,545; IC: 2,877- 2,964), apresentando diferenca estatisticamente (p =
0.001) utilizando o teste de Mann WHITNEY........ccooiiiieiiecie e 69

Figura 2. Correlacdo de Spearman entre a carga viral do HIV e a concentracdo plasmatica da
MBL em coinfectados HIV/HHV-8 (n =50, p = 0,018 e r =-0,333) e monoinfectados pelo HIV
(N=56, P =0,081 €1 =-0,289)....ccceirtiirieiiririeirieiriee sttt sttt 70

Figura 3. Correlacdo de Spearman entre a contagem do TCD4 e a concentracao plasmatica da
MBL em coinfectados HIV/HHV-8 (n = 118, p = 0,346 e r = 0,087) e monoinfectados pelo
HIV (N=127,p = 0,132 1 =-0,134)...cuiiiiiiiiieieiee e 71


file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544796
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544797
file:///C:/Users/Auril/Desktop/TESE_semifinal_22_t.docx%23_Toc493544798
file:///C:/Users/Auril/Desktop/TESE_semifinal_22_t.docx%23_Toc493544798
file:///C:/Users/Auril/Desktop/TESE_semifinal_22_t.docx%23_Toc493544799
file:///C:/Users/Auril/Desktop/TESE_semifinal_22_t.docx%23_Toc493544799
file:///C:/Users/Auril/Desktop/TESE_semifinal_22_t.docx%23_Toc493544799
file:///C:/Users/Auril/Desktop/TESE_semifinal_22_t.docx%23_Toc493544800
file:///C:/Users/Auril/Desktop/TESE_semifinal_22_t.docx%23_Toc493544800
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544801
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544801
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493545129
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493545129
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544796
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544796
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544796
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544796
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544796
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544797
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544797
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493544797
file:///C:/Users/Auril/Desktop/TESE_semifinal_22_t.docx%23_Toc493544798
file:///C:/Users/Auril/Desktop/TESE_semifinal_22_t.docx%23_Toc493544798
file:///C:/Users/Auril/Desktop/TESE_semifinal_22_t.docx%23_Toc493544798

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Sequéncia dos primers e sondas utilizados para detec¢do dos polimorfismos na regido

promotora e estrutural do gene MBL2...........ccvviie i 44,50

Tabela 2. Frequéncia das variaveis sociodemograficos em coinfectados e monoinfectados
acompanhados no ambulatoério de doencas infecciosas e parasitarias do HC-UFPE................ 51

Tabela 3. Mediana das variaveis clinicas analisadas em coinfectados e monoinfectados

acompanhados no ambulatério de doencas infecciosas e parasitarias do HC-UFPE................ 52

Tabela 4. Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas do gene MBL2 entre
coinfectados e monoinfectados acompanhados no ambulatério de doencas infecciosas e
parasitarias do HC-UFPE............ccooiii ettt sae e nne e 52

Tabela 5. Distribuicdo das frequéncias dos haplétipos do gene MBL2 segundo o0s niveis de
expressdo em coinfectados e monoinfectados acompanhados no ambulatério de doencas
infecciosas e parasitarias do HC-UFPE.............ccooiiiiiiiii s 53

Tabela 6. Analise univariada das contagens da carga viral e TCD4 segundo a expressdo dos
haplotipos em coinfectados e monoinfectados acompanhados no ambulatério de doencas

infecciosas e parasitarias do HC-UFPE............cccoiiiiiiieee e 54

Tabela 7. Analise multivariada das contagens da carga viral e TCD4 segundo a expressao dos
haplotipos em coinfectados e monoinfectados acompanhados no ambulatério de doencas

infecciosas e parasitarias do HC-UFPE..............cccooi it 55

Tabela 1. Medianas das concentracdes plasmaticos da MBL conforme a carga viral do HIV e
contagem do TCD4 em coinfectados e monoinfectados acompanhados no ambulatorio de

doencas infecciosas e parasitarias do HC-UFPE.............cccccoiiiiiiie i 70


file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563815
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563815
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563816
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563816
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563817
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563817
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563818
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563818
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563818
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563819
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563819
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563819
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563820
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563820
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563820
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563821
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563821
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563821
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563821
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563821
file:///C:/Users/Samsung/Dropbox/DOUTORADO/Correções%20da%20Tese/Tese%20final_%20Enviada%20para%20biblioteca/Tese_ficha%20catolográfica_contando%20a%20folha%20em%20branco_Viviane%20Morais_0.docx%23_Toc493563821

LIKA
MASP

MBL
MCD
MHC

MTA
ORF
PBMC

PCR
PEL

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

citomegalovirus

acido desoxirribonucleico, do inglés deoxyribonucleic acid

ensaio imunoenzimatico, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

do inglés Food and Drug Administration

glicoproteina P

virus da hepatite B

virus da hepatite C

herpesvirus humano tipo 8

virus da imunodeficiéncia humana, do inglés human immunodeficiency virus
papilomavirus humano, do inglés human papiloma virus

homens que fazem sexo com homens

virus linfotropico das células T humano

Imunoglobulina G

imunoglobulina M

herpesvirus do sarcoma de Kaposi, do inglés kaposi’s sarcoma-associated
herpesvirus

antigeno nuclear associado a laténcia, do inglés latency-associated nuclear
antigen

laboratdrio de imunopatologia Keizo Asami

serina protease associada a MBL, do inglés mannose-binding lectin-
associated serine protease

lectina ligante de manose, do inglés mannose-binding lectin

doenca multicéntrica de Castleman, do inglés multicentric Castleman’s disease
complexo principal de histocompatibilidade, do inglés major histocompatibility
complex

temperatura de melting do ensaio, do inglés melting temperature assay
sequéncias de leituras aberta, do inglés open reading frames

células mononucleares do sangue periférico, do inglés peripheral blood
mononuclear cell

reacdo em cadeia da polimerase, do inglés polymerase chain reaction

linfoma de efusdo primario, do inglés primary effusion lymphoma



PRR
PVHA
gPCR
Rta

SK
STAT3

TARV
Tat
vBCL-2

vCyclin
VFLIP

vGPCR
vIL-6

VIRFs

vMIP

receptores de reconhecimento padrdo, do inglés pattern recognition receptors
pessoas vivendo com HIV/aids

reacdo em cadeia da polimerase quantitativa

ativador de replicacdo e transcricdo, do inglés replication and transcription
activator

sarcoma de Kaposi

transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3, do inglés signal transducer and
activator of transcription 3

terapia antirretroviral

proteina transativadora do HIV-1, do inglés HIV-1-trans-activating protein
analogo viral da leucemia-2 de células B, do inglés viral analogue of B-cell
leukemia-2

ciclina D viral, do inglés viral cyclin D

Fas-ligando de interleucina-1B viral proteina, do inglés viral Fas-ligand
interleukin-1B-converting enzyme inhibitory protein

receptor acoplado a proteina G viral, do inglés viral G-protein-coupled receptor
interleucina-6 viral

fatores de regulacdo do interferon viral, do inglés viral interferon regulatory
factors

proteinas virais inflamatérias de macréfagos, do inglés viral macrophage

inflammatory proteins



2.1
2.2
2.3
23.1
2.3.2
2.3.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
43.1
4.3.2
4.4
4.5
451
45.2
4.6
46.1
4.6.2
4.6.3
4.6.4

SUMARIO

INTRODUGAO. ..ottt ettt 17
REVISAO DE LITERATURA . ...ttt 19
Caracteristicas gerais do HHV-8..........ccccooiiiiiiiiineese e 19
Transmissao d0 HHV-8........cooiiiiiie e 23
Manifestacdes clinicas do HHV-8..........cccccc i, 24
Doencga multicéntrica de Castleman...........ccceieienirinininieeee e 24
Linfoma de efus8o PrimArio..........ccccoveiriieneiie e 24
SArcomMa de KaPOSi.....cueiueiieeieiie ettt 25
Diagnistico do HHV-8...........cviiiiee e 26
Prevencao e tratamento do HHV-8...........ccoo i 28
Aspectos epidemioldgicos da infecclo pelo HHV-8...........ccocooeiiiiiincns 28
Lectina ligante de ManO0SE.........coeiveiiieriiinisee e 31
MBL € INFECCORS VIFAIS.......ccviiieiiieiiecie e 35
OBUJIETIVOS......co ottt sttt ettt 39
ODJELIVO GEIal.. ..o 39
ODJEtiVOS ESPECITICOS. ....cuviueeiiiieitisie s 39
METODOLOGIA. ...t ens 40
DeSenO dO ESTUOD. ......cceiiieiicee e 40
Populagdo e local do eStUO............coiiiiiiiiiic e, 40
Critérios de INCIUSE0 € eXCIUSAO...........ccceiiiiiiiiee e 40
Criterios de INCIUSAD. ........ccuiiiieieieie ettt et 40
CriterioS de EXCIUSAD.......ccveiveiieitiiiesieeeie ettt ene s 41
Tamanho @amOSEral...........ccooviiieiie e 41
DefiNiGA0 das VAITAVEIS........c.cooiiiiiiieie e 41
Variaveis AePENAENTES. ........ccveivieie et 41
Variaveis iINdePeNdeNntES...........coveiiiie e 41
Operacionalizagio do ESTUTO..........cceiviriiiiriiieiee e, 43
Extracdo do DNA e genotipagem da MBL.........c.cccccevvvevieieiiiene e 43
Haplotipos da MBL de acordo com o agrupamento dos genotipos................ 44
Concentragdes plasmaticas da MBL...........ccccooiiiiiiiniieicseeee e 45
ANALISE BSLALISTICAL .. ..veiveieeieieecieie e 46



4.7

5.1
5.2

CONSIAEIAGOES BLICAS. ... .euveveteierieterie ettt 47

RESULTADOS. ...ttt e e e nee e 47
N o o T SRS 47
ATTIZO 2.ttt nrae s 66
CONCLUSOES. ..ottt 79
REFERENCIAS.......oooiiiiieieeee st 80
APENDICES. ..ottt 88
Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido...................... 88
Apéndice B — Artigo 1 em iNgIes.........ccoovvviiiiiiiiiieie e 91
Apéndice C — Artigo 2 em INGIES.........cccoviiiiiiiiiiieee s 109
ANEXO ..ottt ettt 122
Anexo A — Parecer consubstanciado do comité de ética em pesquisa...... 122
Anexo B — Comprovante de Submissdo artigo 1........cccccceevvveivrieieeniene 124

Anexo C — Comprovante de SUbmMISSE0 artigo 2.........cccccevevervreninnnnenn 125



17

1. INTRODUCAO

A prevaléncia do herpesvirus humano 8 (HHV-8) varia de acordo com as diferentes
regides geograficas e sub-populaces (MOHANNA et al., 2005; SULLIVAN et al., 2008;
CAHU et al., 2016), no entanto, a infeccdo pelo HHV-8 tem aumentado em pessoas vivendo
com HIV/aids (PVHA) em comparacdo com os individuos HIV negativos (BATISTA et al.,
2009; PRIA; HAYWARD; BOWER, 2013; BROCCOLO et al., 2016; DITTMER;
DAMANIA, 2016). O HHV-8 esta associado a todas as formas do sarcoma de Kaposi (SK), a
doenca multicéntrica de Castleman e ao linfoma de efusdo primaria, sendo o agente etiol6gico
necessario, mas insuficiente para o desenvolvimento destas doencas (BATISTA et al., 2009;
BROCCOLO etal., 2016; GONCALVES et al., 2017).

Com a epidemia do HIV/aids, a incidéncia do SK aumentou drasticamente,
apresentando um curso clinico mais agressivo e com progressao ao 6bito (ABLASHI et al.,
2002; SULLIVAN et al., 2008; ROHNER et al., 2014). Embora a terapia antirretroviral
(TARV) tenha reduzido significativamente a incidéncia e a morbidade causada pelo SK, esta
neoplasia ainda é a mais comum em PVHA, podendo se desenvolver em individuos mesmo sob
tratamento, com carga viral indetectavel e contagens de células T CD4 superiores a 350
células/mm? (ABLASHI et al., 2002; PRIA; HAYWARD; BOWER, 2013; BROCCOLO et al.,
2016; CAHU et al., 2016; MUNAWWAR; SINGH, 2016). Segundo Broccolo et al. (2016) até
40% destes pacientes necessitam de quimioterapia antineoplésica em associacdo com a TARV.

O controle da infeccdo pelo HHV-8 e os estagios iniciais do desenvolvimento do SK
s&o mediados pelas respostas da imunidade inata e adaptativa (ARESTE; BLACKBOURN,
2009; LEE et al., 2012; BRULOIS; JUNG, 2014). Nesse contexto, a lectina ligante de manose
(MBL) desempenha papel fundamental na defesa imune inata do hospedeiro como receptor de
reconhecimento padrao, ligando-se com alta afinidade aos padrées de residuos de carboidratos
presentes na superficie de virus ou de células infectadas com virus, especialmente quando a
imunidade humoral ndo é totalmente funcional, como na infancia ou em populacGes ou
imunodeprimidas (FUJITA, 2002; MANUEL et al., 2007; MASON; TARR, 2015). Assim, a
MBL contribui para a ativagdo da via das lectinas do sistema complemento em um mecanismo
independente de anticorpo, podendo promover a opsonofagocitose, modular a inflamagéo e
induzir a lise celular (VALLINOTO et al., 2008; BRULOIS; JUNG, 2014; MASON; TARR,
2015; ZINYAMA-GUTSIRE et al., 2015a; MARTIN; BLOM, 2016; AURITI et al., 2017).

A expressdo protéica da MBL é determinada geneticamente e as variagOes nas
concentracfes plasmaticas podem ser atribuidas aos polimorfismos do gene MBL2 na regido

estrutural do exon 1 (cédons -52, -54 e -57) e a outros sitios polimorficos na regido promotora
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(-550 e -221). Estes loci adjacentes apresentam um forte desequilibrio de ligacdo e as
combinacdes alélicas destas regides podem ser herdados como uma unidade, assim, resultando
em diferentes haplotipos, que podem ocasionar defeitos na polimerizacdo da molécula levando
a deficiéncia funcional e/ou nos niveis séricos (EISEN; MINCHINTON, 2003; WORTHLEY;
BARDY; MULLIGHAN, 2005; EDDIE et al.,, 2009; IP et al., 2009; BAUTISTA-
RODRIGUEZ et al., 2017; HARTZ et al., 2017).

Vaérios estudos tém sido realizados associando os polimorfismos a susceptibilidade ou
resisténcia as infeccdes, no entanto, esta associacdo tem se mostrado diferente frente as diversas
infeccdes virais, podendo aumentar o risco ou a protecdo (MANUEL et al., 2007; SHENG et
al., 2008; HALLA et al., 2010; KWAKKEL-VAN ERP et al., 2011; ZINYAMA-GUTSIRE et
al., 2015a). Por outro lado, a deficiéncia funcional das concentracdes plasmaticas da MBL vem
sendo associada as infeccBes ou progressdo das manifestacdes clinicas (MANUEL et al., 2007;
GUIMARAES et al., 2008; SEPPANEN et al., 2009; XU et al., 2013; ERDEMIR et al., 2015;
FIGUEIREDO et al., 2016). Em relagéo as PVHA, pesquisas tém mostrado associagédo entre a
deficiencia funcional das concentracdes plasmaticas da MBL e a susceptibilidade a infeccédo
pelo HIV, assim como uma progressdao mais rapida para a doenca (HUNDT; HEIKEN;
SCHMIDT, 2000; VALLINOTO etal., 2008; TAN etal., 2009; EGLI etal., 2013; TEODOROF
et al., 2014), enquanto outros estudos ndo encontraram essa associa¢do com a infec¢éo, carga
viral do HIV ou contagem do TCD4 (CATANO et al., 2008; ZINYAMA-GUTSIRE et al.,
2015a).

No entanto, ainda ndo se conhece a influéncia dos polimorfismos do gene MBL2 ou das
concentragOes plasmaticas funcionais em PVHA infectados pelo HHV-8. Porém, em infeccGes
causadas por outros herpesvirus, estudos tém sugerido que a deficiéncia das concentracfes da
MBL pode ser um fator de risco para a infecgdo sintomatica pelo herpesvirus humano 2 (HHV-
2) (GADJEVA et al., 2004) e reativagdo do citomegalovirus (CMV) (MANUEL et al., 2007;
KWAKKEL-VAN ERP et al., 2011).

Embora os estudos tenham reportado que a MBL desempenha papel importante na
resposta imune inata, ainda se desconhece este papel na coinfec¢cdo HIV/HHV-8. Por tanto, 0s
objetivos deste estudo foram verificar se existe associacdo entre os alelos, genotipos e
haplotipos do gene MBL2 e a infecgdo pelo HHV-8 em PVHA, como também associar a
expressao dos haplotipos com a carga viral do HIV e as contagens do TCD4. Assim como
verificar a associacdo das concentragbes plasmaticas da MBL funcional em coinfectados
HIV/HHV-8 e monoinfectados pelo HIV, correlacionando com a carga viral e contagens do
TCDA4.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas gerais do HHV-8

O HHV-8, também denominado de herpesvirus do sarcoma de Kaposi (KSHV), foi
descoberto em 1994 por Yuan Chang e Patrick Moore e em 2010 foi declarado agente
cancerigeno do grupo 1 pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer, ganhando mais
destaque devido sua importdncia na area da salde publica (ROHNER et al., 2014,
GONCALVES et al., 2017).

Este virus pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Gammaherpesvirinae e ao
género Rhadinovirus. Apresenta um envelope glicoproteico com 100-120 nm de didmetro, um
capsideo de simetria icosaédrica com 162 capsdmeros contendo uma molécula de DNA linear
de fita dupla e um espaco entre o envelope e o capsideo contendo um material protéico amorfo
denominado tegumento, conforme a figura 1. No envelope estdo inseridas sete glicoproteinas,
gB, gH, gM, gL, gN, ORF68 e K8.1 que estdo envolvidas na replicacdo viral (EDELMAN,
2005; SATHISH; WANG; YUAN, 2012).

Figura 1. Esquema representativo da particula do HHV-8.

Capsideo de
simetria icosaédrica

Tegumento

-----

DNA linear
de fita dupla

Envelope
glicoproteico

‘‘‘‘‘

Glicoproteina de

superficie gM
Glicoproteina de
superficie gN
Glicoproteina de Glicoproteina de
superficie gB superficie gH, gL

Fonte: Adaptado de SHUTTERSTOCK, 2003.
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O HHV-8 apresenta um genoma que varia entre 170 a 270 Kb, com 145 kpb contendo
todas as sequéncias de leituras aberta (ORF), que codificam proteinas envolvidas no
metabolismo dos nucleotideos, na replicacdo do DNA, na maturacéo, na estrutura viral como o
capsideo, tegumento e envelope, no bloqueio ou modificacdo das defesas imunes do hospedeiro,
nas transicoes entre ciclo litico e latente. Além disso, contém 86 genes e aproximadamente 22
codificam proteinas, com homologia estrutural e funcional das proteinas do hospedeiro. Possui
grande variabilidade genética, no qual foram descritas cinco variantes moleculares,
identificados como A, B, C, D, E, F e Z com base na sequéncia do gene ORF-K1 (EDELMAN,
2005; MOHANNA et al., 2005; ARESTE; BLACKBOURN, 2009; LEE et al., 2012;
BRULOIS; JUNG, 2014; FEITERNA-SPERLING et al., 2016; GONCALVES et al., 2017).

O ciclo replicativo do HHV-8 inicia ao infectar células endoteliais, linfdcitos,
monacitos, células dendriticas e células epiteliais. As glicoproteinas do HHV-8 medeiam a
fusdo entre o virus e a célula-alvo, ligando-se ao sulfato de heparina, que auxilia 0 virus a
interagir com os receptores celulares. Uma vez ligado ao receptor, o virus entra na célula
principalmente via endocitose mediada por clatrina ou por micropinocitose. Apos a entrada, as
proteinas virais modulam as vias de sinalizacdo celular para alterar o citoesqueleto, permitindo
que o capsideo seja transportado aos poros nucleares e o DNA liberado no nucleo. Este é
codificado e direcionado ao citoplasma para incorporar-se ao capsideo pré-formado, originando
0 nucleocapsideo viral, em seguida ocorre a aquisicdo das proteinas do tegumento e do
envelopamento viral a partir do complexo de Golgi. Por fim, os virus sdo liberados das células
através de mecanismo de brotamento (ABLASHI et al., 2002; GIFFIN; DAMANIA, 2014).

O material genético do HHV-8 pode ser encontrado inserido no genoma celular ou na
forma epissomal no nucleo da célula, permanecendo por toda a vida do hospedeiro, podendo
expressar seus genes por dois ciclos transcricionais, ciclo latente e litico (Figura 2).
Tipicamente, apds a infeccdo de uma célula, o HHV-8 estabelece laténcia, quando apenas
alguns genes s@o expressos a partir do epissoma viral, como 0 ORF72, que codifica a v-ciclina
tipo D; 0 ORF73, codifica o antigeno nuclear associado a laténcia (LANA-1) e o K13, codifica
aenzima de conversdo VFLIP (DI DOMENICO et al., 2016; PURUSHOTHAMAN et al., 2016;
ANEJA; YUAN, 2017).
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Figura 2. Principais produtos dos genes expressos no ciclo latente e litico do HHV-8.

Ciclo latente Ciclo litico

RTA
ORF59
ORF57
bZIP
A ORF6
b ORF9
ORF40/41

ORF44
LANA RTA  oress
ORF45
PAN RNA
vIL6
vGPCR

LANA vCCL
vCYC K1
vFLIP K3/K5
Kaposins K15

miRNA

Fonte: Adaptado de PURUSHOTHAMAN et al, 2016.

Os produtos codificados por esses trés genes desempenham um papel fundamental na
tumorigénese através do controle do ciclo celular e da regulacdo da apoptose. O LANA-1
permite a propagacdo do epissoma viral em células hospedeiras submetidas a mitose,
assegurando a transcricdo através da ligagdo ao DNA-HHV-8 as histonas na cromatina do
hospedeiro, pode também reprimir a atividade transcricional da p53 impedindo o
desencadeamento da apoptose. De modo semelhante, a VFLIP protege as células infectadas com
0 virus em ciclo latente da apoptose atraves da inativacao do receptor de morte denominado
Fas. Por fim, a v-ciclina tipo D regula a proliferacdo celular através das quinases dependentes
de ciclina (DOURMISHEYV et al., 2003; DI DOMENICO et al., 2016; PURUSHOTHAMAN
etal., 2016; ANEJA; YUAN, 2017).

A infeccdo latente é observada na maioria das células tumorais em lesdes de SK, no
entanto, cerca de 1% das células infectadas expressam genes liticos, enquanto que uma
percentagem mais elevada expressa os genes liticos no linfoma de efusdo primaria e ainda mais
na doenca multicéntrica de Castleman (GIFFIN; DAMANIA, 2014; GONCALVES et al.,
2017).

Embora a acdo de agentes quimicos como o butirato de sddio e ésteres de forbol, ou

determinados estimulos fisiologicos oriundos de estresse ambiental, como superinfeccdo por
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outro virus, por exemplo o HIV, 0 CMV, o papilomavirus (HPV), possam induzir o ciclo litico,
o produto do gene orf50 (Rta) é necessario e suficiente para iniciar este ciclo. Ap6s o inicio do
ciclo litico, os primeiros genes expressos regulam a expressao genética subsequente e sao
seguidos por aqueles que regulam a replicacdo do DNA, por outros necessarios para a producéo
das particulas virais e por genes que codificam proteinas homoélogas as proteinas celulares
(LAURENT; MEGGETTO; BROUSSET, 2008; PURUSHOTHAMAN; UPPAL; VERMA,
2015; GONCALVES et al., 2017).

As proteinas virais homologas as celulares transcritas no ciclo litico sdo classificadas de
acordo com a funcdo que desepenham, podendo promover o crescimento tumoral, auxiliar a
evasdo da resposta imune humana e contribuir diretamente para a patogénese clinica. Nesse
contexto, a K1 é uma proteina transmembrana que se comunica com as Vias de sinalizacao das
células B, levando a transcricdo mediada pelo fator nuclear kappa B e o analogo viral BCL-2,
com aproximadamente 60% de homologia com a BCL-2 humana, a vBCL-2 pode proteger da
apostose. O receptor acoplado a proteina G viral (vGPCR), codificado pelo gene orf74 tem uma
série de efeitos mediados atraves de vias de proteina quinase levando a sobrevivéncia de células
endoteliais e a producdo de fatores de crescimento ou citocinas. Estes fatores de crescimento
podem desempenhar um papel direto na patogénese do KS, células que apresentam o VGPCR
secretam o fator de crescimento endotelial vascular, que é encontrado em excesso no tecido do
SK. O HHV-8 também codifica outro analogo de citocina humana, a interleucina-6 viral (vIL-
6) que pode induzir a expressdo da IL-6, mesmo apresentando apenas 25% de homologia entre
os amindacidos (DI DOMENICO et al., 2016; ANEJA; YUAN, 2017).

Trés proteinas virais inflamatorias de macrofagos (VMIP) séo codificadas pelos genes
K4 e K6, sendo consideradas pré-inflamatérias. A vMIP-I1 também auxilia 0 HHV-8 na evaséo
imune do hospedeiro, pois pode restringir o recrutamento de linfcitos Thl para células
infectada. O HHV-8 também possui outros mecanismos de evasao do sistema imunitario
humano, como a repressédo da transcrigédo do interferon, pelos fatores de regulacéo do interferon
viral (VIRFs), a prevencdo da ativacao de células T mediada pelo MHC-I11 através dos antigenos
do HHV-8 codificados pelo gene K1 e a reducdo do nimero de moléculas MHC-I na superficie
celular pela endocitose induzida pelo genes K3 e K5. Dessa forma, todos 0s genes do ciclo litico
do HHV-8 sdo expressos, ocorrendo replicacdo e liberacao viral com posterior lise da célula
infectada (LAURENT; MEGGETTO; BROUSSET, 2008; GONCALVES et al., 2017).
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2.2 Transmissao do HHV-8

As vias de transmissdo do HHV-8 variam em diferentes locais do mundo, a depender da
endemicidade do virus na regiao (MINHAS; WOOD, 2014; MUNAWWAR; SINGH, 2016).
Em areas ndo endémicas, a transmissao horizontal em adultos pode ocorrer por via sexual, por
relacdes homossexuais e heterossexuais (MUNAWWAR; SINGH, 2016). Estudos tém
demonstrado que esta via, particularmente entre homens que fazem sexo com homens, pode
desempenhar um papel importante na transmissdo nestas areas, como nos Estados Unidos e na
Europa Ocidental, um vez que a soroprevaléncia ¢ significativamente maior nesse grupo em
comparacdo com a populacdo em geral. Por outro lado, a possibilidade de transmissao sexual
entre individuos heterossexuais permanece obscura ou com associagdo mais fraca entre aqueles
que praticam comportamentos sexuais de baixo risco (BATISTA et al., 2009; ROHNER et al.,
2016). Uma questdo importante ao investigar a transmissdo sexual é a troca salivar durante o
contato hetero e homossexual, tornando mais dificil identificar se a transmissdo foi sexual ou
oral através da saliva (MINHAS; WOOD, 2014).

Em areas endémicas, a saliva é uma via de transmissdo horizontal importante durante a
infancia (DOW; CUNNINGHAM; BUCHANAN, 2014), sendo também um fator de risco
potencial para a aquisi¢do do HHV-8 entre homens que fazem sexo com homens (PAUK et al.,
2000). Ressaltando que o DNA do HHV-8 é detectado com maior frequéncia e com maior carga
viral na saliva do que no sangue, sémen ou secre¢des vaginais e prostaticas (ROHNER et al.,
2016).

Outra possivel via de transmissdo é a transfusdo de sangue infectado, porém essa
transmissao pode ser ineficaz devido a integracdo do HHV-8 a celula, uma vez que o DNA viral
pode ser detectado em apenas 10-15% das celulas mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) de individuos soropositivos saudaveis, além disso, a viremia é incomun nessa
infecgdo (HLADIK et al., 2006; CATERINO-DE-ARAUJO et al., 2007).

Existe a hipdtese que o HHV-8 pode ser transmitido verticalmente, de mae para filho,
devido ao alto nivel da soroprevaléncia em criancas, especialmente em areas endémicas. Além
disso, 0 HHV-8 foi encontrado nas secre¢des cervico-vaginais de mulheres coinfectadas HIV-
1/HHV-8, assim como, o desenvolvimento de SK em criangcas com menos de um ano de idade
pode ser um indicativo de transmissdo perinatal. A transmissao através do leite materno também
foi hipotetizada em contribuir para a transmissdo da mée para o bebé, ressaltando que 0 HHV-
8 pode infectar monadcitos, macrofagos e células epiteliais e que estas ceélulas sdo encontradas
nos componentes celulares do leite maduro (MINHAS; WOOD, 2014; ROHNER et al., 2016).
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No entanto, é necessaria uma melhor compreensao da transmissdo do HHV-8 em diferentes
grupos etarios e comportamentais para o desenvolvimento de estratégias de prevencao para 0
HHV-8.

2.3 Manifestacgoes clinicas do HHV-8

A maioria das infecgBes primarias ocasionadas pelo HHV-8 sdo assintomaticas,
podendo ocorrer sindrome viral caracterizada por febre, fadiga, linfadenopatia, diarréia e rash
cutaneo (EDELMAN, 2005). No entanto, apds o surgimento do HIV/aids houve uma maior
incidéncia das doengas associadas a infegéo pelo HHV-8, no quais as principais manifestagoes
sdo a partir do excesso de citocinas, como a doenca multicéntrica de Castleman (MCD), e da
formacéo de tumores, como o linfoma de efuséo priméario (PEL) e o SK (AUTEN et al., 2017;
GONCALVES et al., 2017).

2.3.1 Doencga multicéntrica de Castleman

A MCD é um distarbio linfoproliferativo de células B mais comum que ocorre em
PVHA. Apresenta sintomas inflamatorios intermitentes, como febre, suores noturnos, perda de
peso, fadiga e sintomas respiratorios e gastrointestinais inespecificos, juntamente com
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia e edema, sintomas sdo causados pelo excesso de
citocinas, especialmente vIL-6, hIL-6 e hIL-10. Durante os sintomas a carga viral do HHV-8 é
elevada, diminuindo com o tratamento e remissdo da doenca (PENKA et al., ; GONCALVES
etal., 2017).

O diagndstico da MCD geralmente requer uma bidpsia de linfonodos excisional e se
ndo tratada geralmente é fatal em dois anos. No entanto, ndo existe um tratamento aprovado
pelo FDA para o0 HHV-8, a TARV é indicada na MCD associado ao HIV, mas geralmente é
insuficiente, embora, o controle da viremia do HIV pode reduzir a probabilidade de recorréncia
(GONCALVES et al., 2017).

2.3.2 Linfoma de efuséo primario

O PEL é um subgrupo raro de linfomas de células B que se apresenta como derrames
neoplésicos pleurais, peritoneais e pericardicos na auséncia de massa tumoral sélida ou
envolvimento nodal reconhecivel (CARBONE et al., 2010).
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As formas extra-cavitarias podem envolver a pele, os ganglios linfaticos, o sistema
digestivo gastrointestinal e o sistema nervoso central. Devido a identificacdo do HHV-8 em
todos 0s casos que se apresentaram como derrames linfomatosos primarios nos estudos iniciais,
a presenca deste virus foi incorporada como critério de diagndstico para PEL (SULLIVAN et
al., 2008). As células tumorais do PEL sdo infectadas latencialmente por HHV-8 com expressao
de vérias proteinas virais e microRNAs que podem afetar a proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular (CARBONE et al., 2010).

O PEL é um tumor agressivo com média de sobrevivéncia de apenas seis meses.
Morfoldgicamente, as células neoplésicas sdo grandes e muitas vezes pleomorficas, em alguns
casos, ha predominancia de imunoblastos, e em outros, ha caracteristicas anaplasicas mais
proeminentes (AUTEN et al., 2017). A avaliacdo serial da carga viral do HHV-8 pode fornecer
informac0es adicionais sobre o estadiamento do tumor, no entanto, n&o existe uma terapia
padrdo. A administracdo da TARV é um componente essencial para as PVHA, porém ¢
insuficiente (GONCALVES et al., 2017).

2.3.3 Sarcoma de Kaposi

O SK ocorria, antes da epidemia HIV/aids, principalmente em homens idosos da regido
do Mediterraneo, sendo a forma classica deste sarcoma, ou na Africa subsaariana, como uma
forma endémica que afetava adultos e criancas. Porém, foi observado outros dois subtipos
epidemioldgicos, o SK iatrogénico, principamente em individuos transplantados devido as
terapéuticas imunossurpresas, € 0 SK epidémico ou associado ao HIV/aids (ABLASHI et al.,
2002; ROHNER et al., 2014; DITTMER; DAMANIA, 2016). Embora a infeccéo pelo HHV-8
seja necessaria para que o SK se desenvolva, ndo é suficiente, & necessarios outros cofatores
como a imunodepressdo, que esta sendo associada ao aumento do risco de desenvolver o SK,
como por exemplo, em individuos submetidos ao transplante de 6rgads solidos, o risco de
desenvolver SK é aumentado em um fator de até 50 (SULLIVAN et al., 2008; ROHNER et al.,
2014).

Com a epidemia de HIV/aids a incidéncia do SK aumentou drasticamente e apresentou
um curso clinico mais agressivo, com progressdo ao Obito, pois 0 sarcoma ndo evolui apenas
na pele e linfonodos, mas geralmente se dissemina no pulmao, trato gastrointestinal, figado e
baco. A partir de 1996, a TARV foi usada para reverter a imunodepressao associada ao HIV,
reduzindo o risco de desenvolver SK (ABLASHI et al., 2002; SULLIVAN et al., 2008;
ROHNER et al., 2014).
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Embora a introducdo da TARV tenha alterado em grande parte da historia natural da
infecgdo pelo HIV, o SK ainda é a neoplasia mais comum em PVHA. A terapia reduziu em
aproximadamente 80% a incidéncia do SK, assim como a morbidade causada por esta doenca,
porém o SK permanece mais frequente em PVHA do que na populacdo em geral, podendo se
desenvolver em individuos tratados, com carga viral do HIV controlada e contagens de células
T CD4 relativamente altas (superiores a 350 celulas/mm?), no qual até 40% destes pacientes
necessitam de quimioterapia antineoplasica em associacdo com terapia antirretroviral (PRIA,
HAYWARD; BOWER, 2013; BROCCOLO et al., 2016; GONCALVES et al., 2017).

O papel da replicacdo do HHV-8 em individuos com SK ainda permanece incerto,
embora a replicagdo do HHV-8 ocorra entre 30% a 70% dos individuos com SK, enquanto que
na doenca multicéntrica de Castelman e no linfoma de efusdo primario a replicacdo do HHV-8
desempenha um papel ativo na disseminacdo e progressdo da doenca (BROCCOLO et al.,
2016). No entanto, o diagnostico é estabelecido com uma bidpsia mostrando células de fuso
infectadas com o HHV-8, as quatro formas clinico-epidemioldgicas possuem caracteristicas
histologicas indistinguiveis (ABLASHI et al., 2002; DOW; CUNNINGHAM; BUCHANAN,
2014). As formas de tratamento sdo por cirurgia, crioterapia para lesdes cutaneas superficiais e
doxorrubicina lipossomal como terapia de primeira linha para formas sistémicas e mais extensas
(AUTEN et al., 2017; SCHNEIDER; DITTMER, 2017).

2.4 Diagnostico do HHV-8

Os testes de diagndsticos disponiveis para 0 HHV-8 ndo sdo comumente usados na
pratica clinica devido a dificuldade de padronizacdo frente as necessidades especificas das
diversas populacdes, o que torna dificil o desenvolvimento de um teste considerado padréo-
ouro. Além disso, ndo ha um teste confirmatorio eficaz para o HHV-8, ao contrario do que
ocorre com o HIV, no qual pode ser utilizado o western blot para confirmagéo de um teste
soroldgico. Face a grande variabilidade, é dificil encontrar uma concordancia de dois testes para
0 HHV-8 devido a grande variabilidade de resultados entre as popula¢ées (EDELMAN, 2005;
AUTEN etal., 2017).

O ensaio de imunofluorescéncia (IFA- immunofluorescence assays) foi o primeiro teste
sorologico utilizado em inquéritos epidemioldgicos, podendo apresentar uma boa
especificidade na deteccdo de anticorpos contra o LANA, codificado pelo gene ORF-73. O teste
utiliza uma linhagem de células de linfoma de efusdo primario infectadas pelo HHV-8 e como

resultado a fluorescéncia nuclear deve estar presente em aproximadamente 95% das células,



27

assim como, o IFA direto também pode ser utilizado para a deteccdo de antigenos liticos. O
teste utilizando o LANA pode apresentar sensibilidade baixa ndo sendo a melhor escolha para
a pesquisa do anti-HHV-8 em populagdes com baixo titulo de anticorpos, além de ser uma
técnica laboriosa. (EDELMAN, 2005; DOW; CUNNINGHAM; BUCHANAN, 2014).

O ensaio imunoenzimético (ELISA) € outro teste soroldgico que detecta 0 LANA, as
proteinas liticas codificadas pelo gene ORF-65, a particula viral intacta ou lisada, proteinas
estruturais recombinantes, proteina do capsideo viral (p19) e do envelope (gp35/37). O ELISA
geralmente é utilizado em estudos de soroprevaléncia devido a facilidade de manipulacéo,
execucao e baixo custo quando comparado com outras técnicas, detectando uma resposta
humoral especifica e permitindo a identificacdo através de anticorpos IgM e 1gG (EDELMAN,
2005; SULLIVAN et al., 2008).

As técnicas moleculares permitem detectar o DNA do HHV-8 a partir de tecidos e
PBMC:s, utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), porém ndo diferencia a infec¢do
litica da latente, além de serem técnicas caras e ndo comumente usadas (DOW;
CUNNINGHAM; BUCHANAN, 2014; MUNAWWAR; SINGH, 2016). Para a PCR deve-se
escolher uma sequéncia de DNA especifica para o HHV-8, porém deve-se levar em
consideragdo a sensibilidade da técnica, uma vez que o virus € encontrado em baixo numero de
copias devido a sua caracteristica latente (EDELMAN, 2005; AUTEN et al., 2017).

A PCR guantitativa (qPCR) também tem sido empregada para quantificar a carga viral
nos infectados, investigar a associagdo entre a carga viral e progressao para SK, patogénese e
transmissdo do HHV-8. E importante ressaltar que apenas 10 a 15% dos soropositivos para 0
HHYV-8 apresentam 0 DNA, mas essa porcentagem pode aumentar com o desenvolvimento do
SK. A viremia do HHV-8 pode ser detectada em 10 a 60% dos pacientes com SK, podendo ser
uma ferramenta importante principalmente para PVHA e um indicativo de fator de risco para
progressdo do SK (EDELMAN, 2005; GANTT; CASPER, 2011).

Exames histopatologicos podem ser empregados para a detecgdo do SK, porém, as vezes
necessitam de um diagnostico diferencial devido a lesdo ser confundida com outras doencas,
como hemangiomas, histiocitoma fibroso ou alguns melanomas. A imunohistoquimica em
células fixas ou tecido permite a identificacdo de células que apresentam o virus in vivo. Essa
técnica pode ser utilizado para localizar proteinas do HHV-8, detectar a expresséo especifica
de genes, principalemente quando se utiliza a coloracédo nuclear do LANA, e para confirmar ou
descartar o diagnostico clinico do SK (GANTT; CASPER, 2011).
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2.5 Prevencao e tratamento do HHV-8

N&o existe vacina ou esquema terapéutico especifico recomendado para a prevencao da
infeccdo pelo HHV-8 (GNANN; PELLETT; JAFFE, 2000; DOW; CUNNINGHAM,;
BUCHANAN, 2014). A quimioterapia e/ou radioterapia séo tratamentos bem sucedidos para a
forma cléssica do SK, porém, o DNA do HHV-8 permance no local da lesdo, isto explicaria as
recorréncias nestes casos (EDELMAN, 2005). No entanto, medicamentos anti-herpéticos e a
TARYV demonstraram reduzir a incidéncia de SK em pacientes com HIV (GNANN; PELLETT;
JAFFE, 2000).

Os anti-herpéticos, como o aciclovir e seus derivados inibem a enzima DNA polimerase
viral permitindo um tratamento apenas durante o ciclo litico da infeccdo, ou seja, 0s virus em
ciclo latentes ndo sdo afetados (EDELMAN, 2005; CASPER, 2008). Com a introducéo da
TARYV, o HIV foi tratado mais cedo e de forma mais eficaz, favorecendo um declinio nos casos
epidémicos de SK em paises desenvolvidos (GANTT; CASPER, 2011; DOW;
CUNNINGHAM; BUCHANAN, 2014). Contudo, este risco reduzido foi apenas com terapia
tripla, ndo incluindo o tratamento Gnico ou duplo para o HIV. A TARV também parece ter um
efeito mais eficaz no estagio inicial do SK associado a aids, sendo observada uma reducéao de
aproximadamente 80% nas mortes devido ao SK (EDELMAN, 2005).

Ainda permanecem obscuras as razdes para o desenvolvimento do SK em individuos
sob a TARV, no entanto, a imunodeficiéncia desempenha um papel fundamental na patogénese
desta coinfecgdo e 0 SK continua sendo um problema de satde publica, principalmente em
paises com recursos limitados que apresentam uma alta prevaléncia da coinfeccdo HIV/HHV-
8 e acesso limitado a TARV (GANTT; CASPER, 2011; DOW; CUNNINGHAM,;
BUCHANAN, 2014).

2.6 Aspectos epidemioldgicos da infec¢cao pelo HHV-8

A soroprevaléncia do HHV-8 varia amplamente entre diferentes regides geograficas e
sub-populages, variando de 1-3% em doadores de sangue da América do Norte a 70% dos
individuos de regides endémicas da Africa, demonstrando diferentes padrdes endémicos
(SULLIVAN et al., 2008). Bhutani et al (2015) sugerem trés padrdes endémicos baseados na
soroprevaléncia, o padrdo alto é encontrado em varios locais da Africa, o intermediario inclui

areas que apresentam uma taxa entre 10-25%, como o Mediterraneo, enquanto que o padrdo
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baixo é caracterizado por areas ndo endémicas com taxas menores que 10%, localizadas na
América do Norte, Norte da Europa e parte da Asia (BHUTANI et al., 2015).

Na Uganda, regido endémica para o SK, a soroprevaléncia atingiu taxas de 50% na
populacdo geral, enquanto que na Espanha e Grécia foi de 6-8%. No Norte e Centro da Italia a
prevaléncia em doadores de sangue foi estimada em 7,3% e no Sul em 24,6%. Papua Nova
Guiné apresentam um valor de 33% em adultos e a regido do Sul do Texas é de
aproximadamente 25% (LA FERLA etal., 2013; ROHNER et al., 2014; BHUTANI et al., 2015;
MUNAWWAR; SINGH, 2016).

Além das regides consideradas endémicas, a prevaléncia dos anticorpos contra 0 HHV-
8 é alta em algumas popula¢des, no qual ja foi estimada em 65% nas tribos Amerindias da
regido Amazonica do Brasil, aproximadamente 50% desta populacdo adulta apresenta
anticorpos (ISHAK et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2009). Altas taxas de soroprevaléncia
também tem sido relatada em homens que fazem sexo com homens (HSH), nos EUA entre 20-
30% em HSH ndo infectados pelo HIV e de 25-60% em PVHA, embora a populagio geral
apresente uma taxa menor que 5% (BHUTANI et al., 2015).

A soroprevaléncia do Brasil também varia conforme a populagdo, Zago et al (2000)
pesquisaram a soroprevaléncia do HHV-8 em 747 doadores de sangue, em 88 PVHA e em 136
ndo infectados com HIV, encontrando uma taxa de 4,6%, 44,3%, 3,7%, respectivamente
(KELLER et al., 2001). Em Séo Paulo, Souza et al (2004) relataram uma soroprevaléncia de
32,6% em HSH, de 39,2% em PVHA que ndo tinham SK e 98,7% para pacientes com aids com
diagnostico de SK confirmado por exame histopatologico (SOUZA et al., 2004).

Ishak et al. (2007) relataram 15,5% (74/477) de prevaléncia do anti-HHV-8 em PVHA
no Para e encontraram uma frequéncia elevada da infeccdo entre HSH, 25,8% (25/97),
concluindo que a transmiss&o sexual € uma importante via de disseminacdo do HHV-8 (ISHAK
etal., 2007). Em 2008, Nascimento e colaboradores, estimaram uma soroprevaléncia de 25,1%
entre 3.493 doadores de sangue das cidades de S&o Paulo, Salvador e Manaus (NASCIMENTO
et al., 2008). Batista et al. (2009) realizaram uma coorte com 228 PVHA em Sédo Paulo e
relataram a soroprevaléncia da coinfecgdo em 25% dos avaliados, ndo encontraram diferenca
da mediana da contagem de linfécitos TCD4 e nem da carga viral do HIV, porém ap6s um ano
do seguimento da coorte houve uma incidéncia de 18,1% na soroconversdo (BATISTA et al.,
2009). Em Pernambuco, Cahu et al. (2016) relataram uma soroprevaléncia de 28,6% (143/500)
da coinfeccdo HIV/HHV-8, com elevada frequéncia da coinfeccdo em HSH, 38,6% (55/143)
(CAHU et al., 2016).
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A associacdo entre HHV-8 e soropositividade para o HIV é um assunto em debate
permanente (ROHNER et al., 2014). No entanto, PVHA sdo consideradas de alto risco para a
infeccdo pelo HHV-8, uma vez que os virus tém uma via de transmissdo semelhante (BATISTA
et al., 2009). Assim, o impacto da coinfeccdo HIV/HHV-8 tem sido avaliado e trabalhos tém
demonstrado que o HIV pode ser um cofator importante na progressao da infeccéo pelo HHV-
8 e no desenvolvimento e patogénese do SK (CASPER, 2008; DOW; CUNNINGHAM,;
BUCHANAN, 2014).

Zeng et al. (2007) mostraram que a proteina Tat, codificada pelo HIV-1, pode induzir o
ciclo litico do HHV-8 através da ativacao da via de sinalizacdo STATS3, assim como, ativar a
inducdo da producdo da hlL-6 e do receptor desta interleucina (ZENG et al., 2007). Além da
proteina Tat, outros fatores relacionados ao HIV podem mediar o ciclo litico do HHV-8 e
interferir na historia natural da infeccdo. Varthakavi et al. (2002) demonstraram que o HIV
induz o ciclo litico do HHV-8, em tecidos de linfoma de efusdo primario, através da ativacdo
da Rta, que é um produto do gene ORF 50 capaz de controlar a transcri¢do do ciclo latente para
ciclo litico (VARTHAKAVI et al., 2002).

Por outro lado, o HHV-8 também interfere no curso e progressdao do HIV, porém sédo
interagdes complexas e que ainda ndo foram totalmente elucidadas. Como por exemplo, 0
LANA, antigeno especifico do HHV-8, pode ativar o HIV através da regulacdo da LTR ou
através da ORF 50, um gene do ciclo litico, que interage com a proteina Tat do HIV resultando
no aumento da susceptibilidade celular a infeccéo pelo HIV. Ressaltando que o HHV-8 também
estimula a replicacdo do HIV nas células que apresentam infecgdo aguda, assim como, reativa
as celulas que apresentam a infeccdo cronica (CASELLI et al.,, 2003; CASELLI, 2005;
BATISTA et al., 2009).

Também pode haver implicagdes prognoésticas quanto a ordem e 0 momento em que
essas duas infec¢bes ocorrem, aproximadamente 50% dos individuos que adquirem a infeccao
pelo HHV-8 com infecgéo prévia do HIV desenvolvem (MESRI; CESARMAN; BOSHOFF,
2010). Tem sido observado que a incidéncia do SK aumenta em pessoas com Seroconversao
para HHV-8 apds o HIV, com razdo de risco de 2,55 para 5,04. Por outro lado, as PVHA que
foram previamente infectadas pelo HHV-8, apresentaram um risco é de 1,6 em desenvolver o
SK. Além disso, 0 SK associado a aids € mais agressivo e resistente ao tratamento do que as
outras formas, assim como, o risco é também é aumentando em até 20.000 em individuos
infectados com o HIV e que ndo estdo sob tratamento (BATISTA et al., 2009; ROHNER et al.,
2014; VOLKOW et al., 2016).
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Sabe-se que o controle do HHV-8 em individuos infectados é coordenado pela
imunidade inata e adaptativa, assim como, citocinas inflamatorias e infiltrados de celulas
imunes, sendo provavel que a ativacao dessas respostas durante a infeccdo primaria induza o
virus a entrar em laténcia. A resposta imune inata € iniciada por receptores de reconhecimento
padrédo (PRRs), que engloba os receptores de lectina do tipo C, como por exemplo a MBL
(DITTMER; DAMANIA, 2016; MARTIN; BLOM, 2016).

A MBL participa de um conjunto de mais de trinta proteinas seéricas e de membranas
denominadas coletivamente de complemento, que desempenham, de maneira regulada, papel
fundamental no processo de defesa do hospedeiro, além de ser considerada a proteina central
da ativacdo da via das lectinas do sistema complemento. Assim, a deficiéncia ou auséncia de
qualquer componente proteico pode gerar padrdes anormais de ativacdo do sistema
complemento levando a susceptibilidade a diversos patdgenos e/ou a varias formas na evolucéo
das doencas (EDDIE et al., 2009; STOERMER; MORRISON, 2011).

2.7 Lectina ligante de manose

A MBL pertence a uma familia de proteinas denominadas de colectinas, devido aos
dominios de colagenos e de lectinas. E sintetizada principalmente no figado e circula
predominantemente como proteina sérica, mas também ja foi detectada no liquido sinovial da
articulacdo inflamada, na secrecdo nasofaringea, entre outras secrecfes, sendo amplamente
estudada em diversas infecgdes causadas por virus, bactérias e parasitas. Possue a capacidade
de reconhecer unidades de agucares como N-acetil-D-glucosamina, manose, N-acetil-
manosamina, fucose e glucose, expressos por diferentes microrganismos e estruturas, e ativar a
via das lectinas do sistema complemento através da associacdo com as serinas proteases MASP-
1, MASP-2 e MASP-3, conforme figura 3 (WORTHLEY; BARDY; MULLIGHAN, 2005;
EDDIE et al., 2009; DOBO et al., 2016).
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Figura 3. Esquema ilustrativo da ativacéo do sistema complemento através da via cléssica, via das lectinas e via

alternativa.
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Fonte: Adaptada de MARTIN; BLOM, 2016.

A proteina MBL é codificada pelo gene MBL-2 no cromossomo 10 com 32 kDa, sendo
constituida por multimeros de uma cadeia polipeptidica idéntica que compreende quatro
regides, a regido N-terminal rica em cisteina, um dominio colagenoso, uma regi&o hidrofobica
em espiral helicoidal chamada de pescoco e um dominio de reconhecimento a carboidrato,
conforme demonstrado na figura 4 (WORTHLEY; BARDY; MULLIGHAN, 2005; MARTIN;
BLOM, 2016).

A subunidade bésica da MBL ¢ formada por trés cadeias polipeptidicas formando uma
hélice tripla que interagem através da regido colagenosa, essa estrutura é estabilizada por
interagdes hidrofobicas e ligagbes dissulfureto entre as regido N-terminais ricas em cisteina,
figura 4B. Esta forma trimérica é a estrutura basica encontrada em todos os tipos de MBL,
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porém, no soro, a proteina consiste em oligdmeros associados em duas a seis subunidades, ou
seja, variando de dimeros a hexametros, figura 4C. Estes oligbmeros sdo considerados de ordem
superior, por apresentar estruturas de tetrameros a hexameros, sdo as formas mais eficazes em
termos de funcdo da MBL, como por exemplo em relacdo a interacéo de glicano e a ativacéo
do complemento em superficies microbianas (EISEN; MINCHINTON, 2003; WORTHLEY;
BARDY; MULLIGHAN, 2005; GARRED et al., 2006; EDDIE et al., 2009).

Figura 4. Subunidades estruturais da MBL. A: Regido N-terminal (a), dominio colagenoso (b), regido do pescoco
(c) e dominio de reconhecimento a carboidrato (d) da subunidade basica ou mon6émero; B: oligémero e C:
tetrdmero.

A B C

d =
c W

b =
a mp

Fonte: Adaptado de EDDIE et al, 2009.

O genoma apresenta quatro exons interrompidos por trés introns de 600, 1350 e 800
pares de base, 0 exon 1 codifica o peptideo sinal, a regido N-terminal rica em cisteina e parte
da regido colagenosa, € o restante da regido colagenosa € codificada pelo exon 2. Enquanto o
exon 3 codifica a regido hidrofobica espiralada e o exon 4 o dominio de reconhecimento ao
carboidrato (EISEN; MINCHINTON, 2003; WORTHLEY; BARDY; MULLIGHAN, 2005;
GARRED et al., 2006).

A expressdo da MBL funcional é determinada geneticamente e sua concentragdo varia
em funcéo dos polimorfismos encontrados na regiéo estrutural do exon 1 e de outros presentes
a regido promotora do gene MBL-2 como -550 e -221. No exon 1 sdo comumente encontrados
trés polimorfismos nos codons 52, 54 e 57, que afetam significativamente a funcdo e os niveis
séricos da MBL, compreendendo as trocas de bases nos codons denominados de variantes D, B
e C, respectivamente (EDDIE et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2016).
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A variante D resulta da substituicdo de CGT por TGT, substituindo arginina por cisteina,
enquanto na variante B ocorre a substituicdo de GGC por GAC, substituindo glicina por acido
aspartico e a variante D substitui GGA por GAA, substituindo glicina por acido glutamico no
dominio colagenoso alterando a estrutura helicoidal do peptideo e interferindo na
oligomerizacdo dos péptidos da MBL ou na montagem da forma trimerica em multimeros.
Essas trés variantes sdo coletivamente designadas como alelo O e o tipo selvagem é
representado pelo alelo A, assim, individuos que sdo homozigotos, ou seja, O/O, onde O pode
ser D, B ou C para um alelo mutante, podem produzir MBL em quantidades deficientes ou
indetectaveis por ELISA, enquanto que os individuos considerados heterozigotos (A/O) para a
mutacao possuem concentrac@es séricas significativamente reduzidas quando comparados aos
individuos homozigotos (A/A) para o alelo selvagem (WORTHLEY; BARDY; MULLIGHAN,
2005; VASCONCELOS et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2016).

Os polimorfismos nas posicbes -550 e -221, que ocorrem por substituicdo dos
nucleotideos G por C originam as variantes H/L e X/Y, respectivamente (figura 5).
Considerando a localizagdo citogenética do -550, -221 e do exon 1, estes trés loci estdo
intimamente ligados e a combinacdo dos polimorfismos destas regides resulta em diferentes
haplétipos que podem estar associados a concentragdes plasmaticas. Quando o alelo codificante
A é herdado, os hapldtipos HY, LY e LX da regido promotora estdo associados com altas,
intermedidrias e baixas concentracfes séricas de MBL, respectivamente. Os genotipos O/O,
A/O e LXA/LXA estdo associados a niveis baixos de MBL e o gendtipo O/O esta associado
com extrema deficiéncia da MBL (EISEN; MINCHINTON, 2003; WORTHLEY; BARDY;
MULLIGHAN, 2005; HALLA et al., 2010).

Figura 5. Gene MBL2 alinhado com as regibes codificadas, indicando os
polimorfismos da regido promortora (-550, -221) e da regido estrutural (exon 1).
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Fonte: Adaptado de EDDIE et al, 20009.
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Esses polimorfismos podem resultar em defeitos na polimerizagdo da molécula
ocasionando deficiéncia funcional e de expressdo da proteina (figura 6). Eles também
reduzem a formacéo de oligdbmeros de ordem superior, diminuindo as moléculas da MBL
capazes de se ligar ao alvo pela regido de dominio de carboidratos. A interferéncia na
formacéo de oligbmeros superiores também pode inibir a associacdo da MASPSs, e reduzir a
capacidade de ativacdo do sistema complemento. Dessa forma, as variagdes afetam a
integridade estrutural da MBL e estdo associados com uma reducao de 2 a 100 vezes nos
niveis circulantes, e ttém um efeito sobre a susceptibilidade ou a resisténcia do hospedeiro a
infeccdo por varios agentes patogénicos, assim como a progressao da doenga, especialmente
em individuos imunocomprometidos (EDDIE et al., 2009; HALLA et al., 2010; LI; FU;
HONG, 2013).

Figura 6. Esquema ilistrativo de oligdmeros ndo funcionais devido aos polimorfismos do gene MBL2.

Né&o funcionais
Oligdbmeros de baixa ordem

Variante Be C Variante D

+—nmw|_ru-|_n_ﬁ—‘ .—«w“lw\-o—‘ Variantes da MBL

Fonte: Adaptado de EISEN; MINCHINTON, 2003.

2.8 MBL e infecces virais

Estudos tém sido realizados sobre os polimorfismos do gene MBL2 e as concentra¢es
plasmaticas desta proteina, assim, essas variaveis estdo sendo associadas a susceptibilidade
aumentada as infeccbes e a progressao da doenca, especialmente em individuos
imunocomprometidos (ALVES PEDROSO et al., 2008; HALLA et al., 2010; DA CRUZ et al.,
2013; FIGUEIREDO et al., 2016). Relatos indicam que os individuos diferem na
suscetibilidade a infeccdo pelo HIV e que os polimorfismos genéticos do hospedeiro sdo

essenciais na regulacdo imunologica e podem aumentar ou reduzir o risco de infec¢bes pelo
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HIV (VALLINOTO et al., 2008, 2011; DA SILVA et al., 2011; ZINYAMA-GUTSIRE et al.,
2015a, 2015b).

Sabe-se que a MBL se liga diretamente a virus de diversas familias, como o dengue,
Ebola, influenza, HIV, entre outros, e esta interagdo leva a neutralizacdo por deposi¢do do
complemento C3 e C4 no virus, prevenindo a interacdo do virus com a célula hospedeira e
conduzindo a uma maior fagocitose ou lise viral (THIELENS; TACNET-DELORME;
ARLAUD, 2002; IP et al., 2005; STOERMER; MORRISON, 2011; BRUDNER et al., 2013;
EGLI et al., 2013). Em relacdo a familia Herpesviridae, foi relatado que a MBL se liga as
glicoproteinas de superficie do HHV-2, embora ndo seja conhecida especificamente qual seria
esta estrutura (SEPPANEN et al., 2009). Enquanto o CMV apresenta glicoproteinas que s&o
alvos potenciais para a ligacdo da MBL, podendo impedir a entrada dos virus nas células
hospedeiras, outra possibilidade é que a MBL poderia reconhecer as glicoproteinas do CMV na
superficie de uma célula infectada com este virus e consequentemente induzir a destruicdo da
célula mediada pelo complemento (CERVERA et al., 2007; WU et al., 2012). Em relacdo ao
HHV-8, ainda ndo se sabe como a MBL poderia auxiliar no controle ou eliminacdo desta
infeccdo, porém, este virus apresenta no envelope viral uma estrutura de carboidratos de
manose, a glicoproteina B (gB), que poderia ser um alvo em potencial para a ligacdo da MBL
(CHAKRABORTY:; VEETTIL; CHANDRAN, 2012; HENSLER et al., 2014).

O papel dos polimorfismos e das concentracdes deficientes da MBL funcional tem se
mostrado diferente em relacdo as diversas infec¢des, podendo aumentar o risco ou a protecéo
para aquisicdo da infeccdo (ZINYAMA-GUTSIRE et al., 2015a, 2015b). No entanto, é
necessario ressaltar a escassez de pesquisas sobre os polimorfismos do gene MBL2 e as
dosagens das concentracdes plasmaticas desta proteina em individuos infectados pelo HHV-8
ou coinfectados HIV/HHV-8, por isso os estudos abordados sdo referentes a familia
Herpesviridae e ao HIV.

Vallinoto et al (2006) investigaram a associacdo entre o polimorfismo do exon 1 (52, 54
e 57) e a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV em 145 infectados e 99 controles saudaveis,
sugerindo que os baixos niveis séricos da MBL, podem estar associados com uma eliminacao
ineficaz do HIV partir do sangue dos infectados, levando a um aumento da carga viral
plasmatica, porém, relataram que € prematuro afirmar que a presenca dos genotipos pode estar
associada a maior susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1 (VALLINOTO et al., 2006).

Manuel et al (2007) dosaram as concentragdes da MBL em 16 receptores de transplante
renal de alto risco (doador positivo e receptor negativo) para o CMV, sendo considerados como

funcionalmente deficientes as concentragdes abaixo de 500 ng/ml. Os autores concluiram que
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a deficiéncia da MBL pode ser um fator de risco significativo para o desenvolvimento de
infeccdo por CMV em receptores de transplante renal, sugerindo o papel da imunidade inata no
controle da infeccdo por CMV ap0s o transplante de 6rgdos (MANUEL et al., 2007).

Sheng et al (2008) estudaram a associacdo dos polimorfismos do gene MBL2 e as
concentracOes plasmaticas em 115 PVHA e 115 individuos saudaveis do norte da China. As
frequéncias dos haplétipos LY, HY e LX apresentaram diferenca significativa entre os dois
grupos (p= 0,041) e a concentracdo plasmatica média no grupo de PVHA foi de 1775,14 pg/L
(£786,31), enquanto que nos individuos saudaveis foi de 3672,21 pg/L (£597,13), com
diferenca estatisticamente significante (p = 0,001). Dessa forma, os polimorfismos da regido
promotora do gene MBL2 e as concentraces plasmaticas podem estar associadas com a
suscetibilidade a infeccao pelo HIV na populacdo do norte da China e os individuos com baixa
concentracdo plasmatica da MBL sdo mais suscetiveis a infeccdo (SHENG et al., 2008).

Seppanen et al (2009), avaliaram o efeito dos gendtipos do exon 1 (52, 54 e 57) e da
regido promotora (-221), sobre o risco de infeccdo recorrente pelo HHV-2 em 51 pacientes e
147 controles, e encontraram associacdo da variante O com um risco aumentado de recorréncia
da infeccdo (p = 0,005). Os autores concluiram que devido as mutagdes estruturais do gene
MBL2 o reconhecimento do HHV-2 é prejudicado e predisponhe os individuos as infeccdes
recorrentes por este virus (SEPPANEN et al., 2009).

Friborg et al (2010) realizaram um estudo de coorte para determinar se 0s polimorfismos
do exon 1 (52, 54 e 57) e da regido promotora (-221) do gene MBL2 estavam associados com
soroconversao pelo virus Epstein-Barr (EBV) em criangas menores de quatro anos de idade.
Foram genotipadas 247 amostras e posteriormente divididas em dois grupos, um MBL em
niveis suficiente (234) e outro como MBLem niveis insuficiente (13) e observaram que a
soropositividade para o EBV foi significativamente menor para o grupo com MBL insuficiente,
indicando que os polimorfismos do gene MBL2 que determina baixos niveis da MBL funcional
no soro séo associados a um atraso na infec¢do primaria por EBV.

Kwakkel-Van Erp et al (2011) avaliaram o papel da MBL na reativacdo do
citomegalovirus (CMV) e no desenvolvimento da sindrome de bronquiolite obliterante em 85
pacientes antes e 57 apos transplante pulmonar. Foi observado que os niveis da MBL
diminuiram em média 20% (p<0,001) apos transplante e retornaram aos niveis do pre-
transplante, porém ndo houve associagédo entre a deficiéncia da MBL e o desenvolvimento da
sindrome de bronquiolite obliterante. Por outro lado, houve reativacdo do CMV quando ocorreu
suspensdo da profilaxia em 50% dos receptores que apresentaram niveis de MBL baixos pré-
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transplante (<300 ng/ml), concluindo que a deficiéncia de MBL esta associada a reativagdes do
CMV (KWAKKEL-VAN ERP et al., 2011).

Silva et al (2011) genotiparam os polimorfismos -550, -221 e do exon 1 do gene MBL2
em 410 PVHA e 345 doadores de sangue saudaveis do Sul do Brasil para investigar o papel da
MBL na susceptibilidade a infecgdo pelo HIV. Inicialmente os individuos foram subdivididos
em europeus e africanos de acordo com a origem étnica e foi verificado que nas PVHA de etnia
europeia o haplotipo relacionado aos niveis baixos da MBL (LX/LX) foi mais frequente quando
comparado com os controles (p <0,001) (DA SILVA et al., 2011). Enquanto que as PVHA de
etnia africana os hapldtipos relacionados aos niveis intermediarios (LY/LY; p = 0,009) e aos
niveis elevados (HY/HY; p = 0,02) foram os mais frequentes. Os autores concluem que baixas
concentracOes séricas de MBL estdo associadas a fagocitose e opsonizacédo ineficientes e que
os polimorfismos do gene MBL2 podem gerar uma resposta ineficaz contra a infecgédo viral em
individuos com ascendéncia europeia, sugerindo que individuos com variantes da MBL que s&o
menos eficientes na remocao de patdgenos seriam mais susceptiveis a infeccdo pelo HIV-1.

Zinyama-Guitsire et al (2015) realizaram um estudo em Zimbabwe, na Africa do Sul, em
197 infectados pelo HIV e 181 negativos avaliando a concentracdo plasmatica da MBL e 0s
polimorfismos da regido estrutural (54A>G, 57A>G 52T>C) e promotora do gene MBL2 (-550
(H/L), -221 (X/Y) e +4 (P/Q)). N&o houve diferenca significante entre as medianas dos grupos
HIV negativo (912 pg/L) e HIV positivo (688 ug/L), porém o valor de p foi limitrofe (p= 0,06).
Nenhuma das variantes do gene MBL2 apresentaram associacdo com a infeccdo pelo HIV-1
nesta populagdo (ZINYAMA-GUTSIRE et al., 2015b). Em outro estudo, considerando 0s
mesmos 197 infectados pelo HIV, Zinyama-Gutsire et al (2015) detectaram uma frequéncia de
21% (42/197) da deficiéncia nas concentracdes plasmaticas da MBL (<100 pg/L) enguanto que
as variantes genéticas deficientes foram 39% (74/190). Concluiram que as concentracdes
deficientes da MBL plasmaética ndo estdo associadas com a contagem do TCD4 ou a carga viral
do HIV (ZINYAMA-GUTSIRE et al., 2015a).

Diante do exposto, estudos que avaliem os polimorfismos do gene MBL2 e as
concentraces plasmaticas em relacdo a susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo ou
progressao de doencas sdo essenciais e axiliardo a compreender as interagdes entre o HHV-8 e
0 sistema imunoldgico, considerando que as mutacdes no gene MBL2 poderiam ser
responsaveis por diferentes respostas imunoldgicas interindividuais e contribuir para a maior

susceptibilidade a infec¢do pelo HHV-8 em PVHA
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a associacdo entre os polimorfismos -550 -221 e exon 1 do gene MBL2 e a

expressao dos haplotipos com a coinfeccdo HIV/HHV-8 e comparar as concentracdes

plasmaticas da MBL em coinfectados e monoinfectados pelo HIV.

3.2 Objetivos especificos

v

Comparar as medianas das variaveis clinicas (carga viral do HIV, contagem do TCD4,
tempo de infeccdo pelo HIV, tempo até o inicio da TARV, tempo de uso da TARV) em
coinfectados e monoinfectados;

Estimar as frequéncias dos alelos, geno6tipos e hapldtipos dos polimorfismos -550, -221

e exon 1 e verificar a associagdo com a coinfec¢cdo HIV/HHV-8;

Verificar a associagdo entre os haplotipos de expressdo baixa, intermediaria e alta com
a primeira carga viral do HIV e contagem do TCD4 e ultima carga viral do HIV e

contagem do TCD4;

Quantificar e comparar as concentracdes plasmaticas da MBL em coinfectados e

monoinfectados;

Estimar as frequéncias das concentragdes plasmaticas deficientes da MBL e verificar a

associacdo com a coinfec¢do HIV/HHV-8;

Correlacionar as concentracfes plasmaticas da MBL com a carga viral do HIV e

contagem do TCD4 em coinfectados e monoinfectados.
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4. METODOLOGIA
4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional analitico do tipo caso-controle aninhado ao corte
transversal.

Definigdo de controle: individuos com diagndstico sorolégico da infecgdo pelo HIV,
estabelecido de acordo com a portaria n® 151, de 14 de outubro de 2009 (BRASIL, 2009), sendo
caracterizados como monoinfectados pelo HIV.

Definicdo de caso: PVHA com o diagndstico soroldgico da infeccdo pelo HHV-8
detectada pelo ELISA, no qual identificou anticorpos contra proteinas estruturais e ndo
estruturais do HHV-8, sendo caracterizados como coinfectados HIV/HHV-8, conforme Cahu
et al. (2016).

4.2 Populacéo e local do estudo

Foram utilizadas as amostras bioldgicas e o bando de dados de PVHA acompanhas no
ambulatdrio de Doengas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE) no periodo de novembro de 2013 a julho de 2014, provenientes
da linha de pesquisa sobre os “Aspectos epidemiolégicos, clinicos, genéticos, imunoldgicos e
laboratoriais da infeccdo pelo HHV-8 em pessoas vivendo com HIV/aids” desenvolvida no
Setor de Virologia do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE).

As amostras biologicas, sangue total e plasma, estavam armazenadas em microtubos no
freezer sob a temperatura de -86°C e -20°C, respectivamente. Enquanto as variaveis
socioepidemioldgicas e clinicas foram obtidas do banco de dados que estavam armazenados em
planilhas do excel, essas informacdes foram obtidas conforme Cahd et al. (2016). O banco de

amostras bioldgicas e 0 banco dados pertecem ao Setor de Virologia do LIKA.

4.3 Critérios de inclusao e exclusédo
4.3.1 Critérios de inclusdo

Amostras de individuos com diagndstico soroldgico para a infeccdo pelo HIV e para a
coinfeccdo HIV/HHV-8.
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4.3.2 Critérios de excluséo

Amostras de PVHA coinfectados com o virus da hepatite B (HBV), virus da hepatite C

(HCV), virus linfotropico das células T humano (HTLV) e aqueles sob quimioterapia.

4.4 Tamanho amostral

O tamanho amostral foi calculado pelo software Epi Info, verséo 7.1.5 (CDC, Atlanta,
GA, EUA), baseando-se na menor prevaléncia referente aos polimorfismos do gene MBL2
pesquisados em doadores de sangue da cidade do Recife por Vasconcelos et al 2011. Para o
calculo utilizou-se intervalo de confianca de 99,9%, poder do estudo de 80%, numero de
controles por caso de 1 e com a proporgdo de controles expostos ao polimorfismo de 17%,

resultando em um tamanho amostral de 91 casos e 91 controles.

4.5 Definicdo das variaveis

4.5.1 Variaveis dependentes

Foi considerada como variavel dependente as concentracdes plasmaticas da MBL
funcional definida como a quantificacdo desta proteina no plasma, categorizada como variavel

numeérica continua expressa em ng/mL.

4.5.2 Variaveis independentes
As variaveis independentes estdo indicadas no quadro 1.

Quadro 1. Definicdo e categorizacdo das variaveis relacionadas aos coinfectados e
monoinfectados.

Variavel Definicéo Categorizacao
Sexo Sexo bioldgico. Variavel nominal dicotémica | 1. Masculino
(masculino/feminino). 2. Feminino
Idade Intervalo de tempo entre a data do nascimento e a | Variavel numérica
data de realizacdo da coleta sanguinea. continua expressa em
anos.
Tempo da | Tempo decorrido do diagnostico do HIV até a data | Variavel numérica
infeccdo pelo | de coleta da amostra sanguinea, sendo referido no | continua expressa em
HIV prontuério do paciente. anos.
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Tempo  de | Tempo decorrido do diagnéstico do HIV até a data | Variavel numerica
diagnostico do inicio do uso da TARV, sendo referido no | continua expressa em
do HIV até o | prontuario do paciente. anos.
inicio da
TARV
Tempo de uso | Tempo decorrido do inicio do uso da TARV até a | Variavel numérica
da TARV data de coleta da amostra sanguinea, sendo referido | continua expressa em
no prontudrio do paciente. anos.
Primeiro Primeira contagem dos linfocitos T CD4+ do | 1. <350
TCD4 paciente realizada no inicio do acompanhamento | 2. >350
no ambulatério de DIP-UFPE, sendo referida no
prontuario do paciente. Variavel numérica continua
expressa em células/mm?,
Ultimo TCD4 | Ultima contagem dos linfocitos T CD4+ do | 1.<350
paciente realizada no periodo méximo de trés | 2. >350
meses anteriores a data da ultima coleta da amostra
sanguinea, sendo referida no prontuario do
paciente. Variavel numérica continua expressa em
células/mm?®,
Primeira Primeira quantificagdo do HIV-RNA no soro do | 1. >150.000
carga viral paciente realizada no inicio do acompanhamento | 2. <150.000
do HIV no ambulatério de DIP-UFPE, sendo referida no
prontuario do paciente.Variavel numérica continua
expressa em copias/ml.
Ultima carga | Ultima quantificacdo do HIV-RNA no soro do | 1. Detectavel
viral do HIV | paciente realizada no periodo méximo de trés | 2. Indetectavel
meses anteriores a data da ultima coleta da amostra
sanguinea, sendo referida no prontuario do
paciente. Variavel numérica continua expressa em
copias/ml.
Sarcoma de | Diagndstico do sarcoma de Kaposi, sendo referido | 1. Presente
Kaposi no prontuério do paciente. 2. Ausente
Alelo do -550 | Presenca do alelo H ou L referente a posicdo | H = selvagem
rs11003125 na regido promotora do gene MBL2. | L = mutante
Varidvel nominal.
Alelo do -221 | Presenga do alelo X ou Y referente a posicdo | Y = selvagem
rs7096206 na regido promotora do gene MBL2. | X = mutante
Variavel nominal.
Alelo do éxon | Presenga do alelo A ou O referente as posicGes | A = selvagem
1 rs1800450 (cédon 54), rs1800451 (cédon 57) e | O = mutante
rs5030737 (codon 52) na regido estrutural do gene
MBL2. Variavel nominal.
Gendtipo do | Jungdo dos alelos H e/ou L do polimorfismo -550 | H/H = homozigoto
-550 da regido promotora do gene MBL2. Variavel | selvagem
categdrica nominal. H/L = heterozigoto
L/L = homozigoto

mutante
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Gendtipo do
-221

Juncdo dos alelos X e/ou Y do polimorfismo -221
da regido promotora do gene MBL2. Variavel
categdrica nominal.

YIY =
selvagem
X/IY = heterozigoto
X/X = homozigoto
mutante

homozigoto

Genotipo

do éxon 1 nos
codons 54, 52
e 57

Juncdo dos alelos A e/ou O do polimorfismo éxon
1 da regido estrutural do gene MBL2. Variavel
categorica nominal.

AIA =
selvagem
A/O = heterozigoto
O/0 = homozigoto
mutante

homozigoto

Hapl6tipos

Juncdo dos alelos referentes aos polimorfismos -
550, -221 e éxon 1 do gene MBL2 para
categorizacdo da expressdo alta, intermediaria e
baixa da MBL. Variavel categdrica nominal.

Expresssao
alta=LYA/LYA,
HYA/HYA e
HYA/LYA

Expressdo intermediaria
=HYA/HXA,
HYA/HYO,
HYA/LXA, HYA/LYO,
LYA/LXA, LYA/LYO
e LXA/LXA

Expressdo  baixa =
HYO/HYO, HYO/LYO
e LYO/LYO

4.6 Operacionalizac¢io do estudo

4.6.1 Extracao do DNA e genotipagem da MBL

O DNA gendmico foi extraido de leucdécitos isolados a sangue total com anticoagulante
(EDTA) utilizando o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison,
WI), seguindo as instrucdes do fabricante. Apos a extracdo, as amostras foram mensuradas em
relacdo a concentracdo e ao grau de pureza do DNA, utilizando o espectrofotdmetro Thermo
Scientific NanoDrop 2000. As amostras foram diluidas para a concentracdo de DNA necessaria
para cada PCR, sendo realizada uma nova extragdoquando necessario.

A genotipagem da regido estrutural (exon 1) do gene da MBL2 foi realizada através da
gPCR utilizando o kit Express Sybr Greener Supermix (Invitrogen, USA) e aplicando a
metodologia da temperatura de melting (MTA). Para a solugdo de amplificacdo da qPCR foi
utilizado 10puM de cada primer e 15ng de DNA para um volume final de 25uL. O perfil da
temperatura utilizado na termociclagem foi de 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de

95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos com rampa de melt de 60° para 95°C.
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Os perfis da curva de melting foram obtidos utilizando o software de dissociagdo do
Rotor Gene-6000 (Corbett Research, Sydney, Australia), os trés alelos variantes do exon nas
posicdes do codons 52, 54, e 57 foram designadas O e o alelo do tipo selvagem foi designado
A, conforme descrito por Hladnik et al (2002), Halla et al (2010), Vasconcelos et al (2011) e
Figueiredo et al (2016), Constantino et al (2017).

Os polimorfismos -550 e -221 da regido promotora do gene MBL2 foram genotipados
através da gPCR utilizando o sistema TagMan (Applied Biosystems® TagMan Genotyping
Assays) e 0 Rotor Gene-6000 (Corbett Research, Sydney, Australia). A solucdo de amplificacdo
da gPCR para ambos os polimorfismos foi realizada utilizando 2uM de cada sonda, 10uM de
cada primer e 50ng de DNA para um volume final de 25uL. O perfil de temperatura utilizado
na termociclagem referente ao -550 e -221 foi de 50°C por 2 minutos, seguidos de 50 ciclos de
95°C por 10 minutos, 92°C por 30 segundos e um ciclo de 60°C por 60 segundos (Hladnik et al
2002, Halla et al 2010, Vasconcelos et al 2011, Figueiredo et al (2016), Constantino et al
(2017). As sequéncias dos primers e das sondas utilizados estéo descritas na tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia dos primers e sondas utilizados para deteccdo dos

polimorfismos na regido promotora e estrutural do gene MBL2.

Regides do gene MBL2 Sequéncia de nucleotideos
Exonl
Primer forward 5-AGGCATCAACGGCTTCCCA-3
Primer reverse 5-CAGAACAGCCCAACACGTACCT-3
-550

Primer forward 5 - CCAACGTAGTAAGAAATTTCCAGAGA-3’
Primer reverse 5- CAACCCAGCCCAGAATTAACTG-3 .

Sonda VIC 5’-VIC-CCTGTCTAAAACACC-MGB-3
Sonda FAM 5’-FAM-AGCCTGTGTAAAAC-MGB-3

-221
Primer forward 5-GCACGGTCCCATTTGTTCTCA-3

Primer reverse 5 -GCGTTGCTGCTGGAAGACTATAAA-3
Sonda VIC 5’-VIC-CATGCTTTCGGTGGCAG-MGB-3’
Sonda FAM 5’-FAM-CATGCTTTCCGTGGCAG-MGB-3’

4.6.2 Haplotipos da MBL de acordo com o agrupamento dos genotipos

Os gendtipos da regido promotora (-550 H/L e -221 Y/X) e da regido estrutural (exon 1
AJ/O) foram agrupados em coinfectados e monoinfectados, sendo categorizados como expresséo
baixa da MBL o0s haplétipos HYO/HYO, LYO/LYO e HYO/LYO, expressdo intermediaria 0s
HYA/HXA, HYA/HYO, HYA/LXA, HYA/LYO, LXA/LXA, LYA/LXA e LYA/LYO e
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expressao alta os LYA/LYA, HYA/HYA e HYA/LYA, conforme Garred et al (2003),
Vasconcelos et al (2011) e Figueiredo et al (2016).

4.6.3 Concentracdes plasmaticas da MBL

As concentracdes plasméticas da MBL foram obtidas pelo método do ELISA utilizando
o kit comercial Human Mannose Binding Lectin (MyBioSource, San Diego, CA), que apresenta
sensibilidade de detec¢cdo minima de 0.05 ng/ml e oOtima especificidade por ndo demonstrar
reacdo cruzada com outros fatores. Utilizou-se o plasma diluido de 1:100 e o protocolo foi
realizado seguindo as orienta¢des do fabricante, considerando como concentra¢des plasmaticas
deficientes aquelas <100 ng/ml (GADJEVA et al., 2004; EGLI et al., 2013; ZINYAMA-
GUTSIRE et al., 2015a).

4.6.4 Andlise estatistica

O teste de normalidade foi aplicado para verificar se as frequéncias das concentracfes
plasmaticas da MBL, da carga viral do HIV e da contagem do TCD4 tinham uma distribuicéo
normal, apds esta anélise foram utiliza dos testes ndo-paramétricos para as comparacgdes entre
0S grupos.

Para verificar a existéncia da associacdo entre os polimorfismos do gene MLB2 e a
coinfeccdo HIV/HHV-8 foi utilizado o teste G (Williams) e o Trend test utilizando o Q de
Cochran. As variaveis estudadas foram categorizadas para a analise univariada, com o objetivo
de identificar presenca da associagao entre os grupos, sendo utilizado o teste Chi-quadrado ou
teste exato de Fisher. Para esses testes, quando p <0,05, foi possivel estimar o risco atraves dos
valores do odds ratio (ORs) juntamente com os respectivos intervalos de confianca de 95%
(ICs).

As variaveis que apresentaram associacdo com o desfecho apds a analise univariada,
com valor de p < 0,25, foram selecionadas para compor o modelo inicial da anélise
multivariada, nos quais os modelos logisticos foram ajustados. Apds o modelo final da anélise
multivariada, permaneceram associadas as variaveis que apresentaram valor de p < 0,05.

As varidveis continuas foram analisadas utilizado o teste de Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis e para correlacionar as concentragdes plasmaticas da MBL com a carga viral do HIV e
contagem do TCD4 foi utilizado o teste de Spearman. As diferencas foram consideradas

significativas para valores de p <0,05.
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As anélises foram realizadas com o software Epi Info, versdo 7.1.5 (CDC, Atlanta, GA,
EUA), Bioestat versdo 5.0 (Belém, Pard, Brasil) e Rstudio versdo 1.0.143 (Northern Ave,
Boston, MA), enquanto o GraphPad Prism (versédo 5.0, San Diego, CA, EUA) foi utilizado para
ilustracdo dos resultados através da construcao de graficos. Para verificar se a populacdo estava
em equilibrio de Hardy-Weinberg e para a construcao de haplétipos foi utilizado o programa
Arlequin (versdo 3.11, Universidade de Berna, Suica).

4.7 Consideracdes éticas

Esta pesquisa faz parte de um projeto intitulado “Aspectos epidemioldgicos, clinicos,
genéticos, imunoldgicos e laboratoriais da infeccdo pelo HHV-8 em pessoas vivendo com
HIV/aids“, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da
UFPE, sob o nimero CAAE 22428813.5.0000.5208, conforme anexo A.
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5. RESULTADOS

5.1 Artigo 1

= Titulo do periddico: Plos One
= Classificagdo qualis: A2
= Avrea de avaliacdo: Medicina Il

POLIMORFISMOS DO GENE MBL2 E INFECCAO PELO HHV-8 EM PESSOAS
VIVENDO COM HIV/AIDS

Resumo

Fatores genéticos do hospedeiro, como os polimorfismos do gene MBL2 ocasionam defeitos na
polimerizacdo da MBL resultando na deficiéncia funcional e/ou nos niveis séricos, podendo
influenciar a susceptibilidade dos individuos frente as diversas infec¢des virais. O objetivo
deste estudo foi estimar a frequéncia dos alelos, gendétipos e haplétipos referente aos
polimorfismos -550, -221 e exon 1 do gene MBL2 e verificar se existe associacdo com a
infeccdo pelo HHV-8 em PVHA e com as variaveis clinicas contagem do TCD4 e carga viral
do HIV. Trata-se de um estudo analitico do tipo caso-controle composto de PVHA
acompanhadas no ambulatorio de Doengas Infecciosas e Parasitarias em um hospital de
referéncia. A extracdo do DNA genémico a partir dos leucocitos, foi realizada com o kit
comercial Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI), a genotipagem da
regido promotora (-550 e -221) com o sistema TagMan (Applied Biosystems® TagMan
Genotyping Assays) e da regido estrutural (exonl) com o kit Express Sybr Greener Supermix
(Invitrogen, USA). Foram analisados 124 individuos coinfectados HIV/HHV-8 e 213
monoinfectados pelo HIV, sendo mais frequente os genotipos LL, Y'Y e AA dos polomorfismos
-550, -221 e exon 1 respectivamente em ambos 0s grupos e nao foi encontrada associagdo das
frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas com a infeccdo pelo HHV-8 em PVHA. No
entanto, na analise multivariada, os coinfectados com hapl6tipo da MBL de expressdo
intermediéria tiveram uma razéo de chance de 3,06 vezes da Gltima contagem do TCD4 estar
abaixo de 350 células/mm?. Dentre os coinfectados, quatro desenvolveram o SK e também
apresentaram a combinagdo haplotipica da MBL de expressdo intermediéria, sendo trés
HYA/LXA e um LYA/LYO. Por tanto, considerando a capacidade da MBL de se ligar a

glicoproteina gp120 do HIV-1, os coinfectados com a combinacdo haplotipica de expressédo
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intermediaria podem apresentar uma eliminagdo ineficiente do HIV devido a deficiéncia da
MBL sérica, levando ao aumento da carga viral plasmatica e diminuicao dos linfocitos TCD4,

sugerindo que estes haplotipos podem interferir na clinica da coinfec¢do HIV/HHV-8.

Palavras-chave: Herpesvirus humano 8; lectina ligadora de manose; coinfeccdo HIV/HHV-8;
gene MBL2.

Introducéo

O herpesvirus humano 8 (HHV-8) estd associado a todas as formas de sarcoma de
Kaposi (SK), sendo o0 agente etiologico necessario, mas insuficiente para o desenvolvimento
desta doenca [1,2]. A prevaléncia do HHV-8 varia de acordo com as diferentes regides
geograficas e sub-populacfes, porém, apos a epidemia do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), a incidéncia do SK, cancer mais comum em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA),
aumentou drasticamente em comparagdo com os individuos HIV negativos, apresentando um
curso clinico mais agressivo e com progressao ao 6bito [3-6].

As respostas imunes inata e adaptativa do hospedeiro desempenham papel fundamental
no controle da infeccdo pelo HHV-8 e nos estagios iniciais do desenvolvimento do SK [7-9].
A lectina ligadora de manose (MBL) é uma proteina do sistema imune inato que atua como
molécula de reconhecimento padrdo ligando-se com alta afinidade & manose ou a outros
carboidratos que podem estar presentes na superficie dos patdgenos. A MBL pode mediar a
fagocitose por macréfagos e ativar o sistema complemento através da via das lectinas quando
associada a serina protease (MASP) em um mecanismo independente de anticorpo [10,11].

A expresséo protéica da MBL é determinada geneticamente e a concentragéo serica esta
diretamente relacionada as mutacdes do gene MBL2 na regido estrutural (exon 1) e a outros
sitios polimorficos na regido promotora (-550 e -221). Estes trés loci estdo intimamente ligados
e as combinacOes alélicas destas regiGes resultam em diferentes hapldtipos, que podem
ocasionar defeitos na polimerizacdo da molécula levando a deficiéncia funcional e/ou nos niveis
séricos [12-16]. Assim, estes polimorfismos vém sendo associados a susceptibilidade ou
resisténcia as infeccbes virais ou ao desenvolvimento das manifestagdes clinicas, incluindo o
virus da hepatite C (HCV), virus da hepatite B (HBV), papilomavirus humano (HPV), virus
Epstein-Barr (EBV), herpesvirus humano 2 (HHV-2), virus dengue [17-27].

A progressdo da doenca causada da infeccdo pelo HIV é caracterizada por declinio na

contagem das células TCD4 e aumento na carga viral, podendo levar ao 6bito na auséncia de
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terapia antirretroviral [28]. Dessa forma, autores sugerem que durante a coinfec¢cdo HIV/HHV-
8 a deplecdo ou inativacdo grave de células T e o proprio HIV podem ser fatores importantes
na evolucao clinica da infecdo pelo HHV-8 e no desenvolvimento do SK [4,29-31].

Por outro lado, fatores genéticos do hospedeiro, como os polimorfismos do gene MBL2,
podem atuar no controle da coinfec¢do HIV/HHV-8 e influenciar a susceptibilidade da infec¢ao
pelo HHV-8 em PVHA e/ou a evolucao clinica dos coinfectados. Por tanto, os objetivos deste
estudo foram estimar as frequéncias dos polimorfismos -550, -221 e exon 1 do gene MBL2,
verificar se existe associacdo entre os alelos, genotipos e haplétipos com a infec¢édo pelo HHV-
8 em PVHA, como também associar a expressao dos haplétipos com as contagens do TCD4 e
a carga viral do HIV.

Material e Método

Populacao de estudo

Trata-se de um estudo observacional analitico do tipo caso-controle, no qual foram
utilizadas as amostras bioldgicas e 0 bando de dados de PVHA que estavam armazenados no
Setor de Virologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE),
provenientes da pesquisa sobre prevaléncia do HHV-8 em PVHA realizada por Cahu et al.
(2016). A populagéo foi composta de coinfectados HIV/HHV-8 e monoinfectados pelo HIV
acompanhados no ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE). O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco, sob ndmero de processo
22428813.5.0000.5208.

Extracdo do DNA e genotipagem

O DNA gendmico foi extraido de leucocitos isolados a partir do sangue total com
anticoagulante (EDTA) utilizando o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, Madison, WI) e seguindo as instrucbes do fabricante. Apos a extragdo, todas as
amostras foram mensuradas para determinar a concentragcdo e o grau de pureza do DNA,
utilizando o espectrofotdbmetro Thermo Scientific NanoDrop 2000. Todas as amostras foram
diluidas para a concentracdo de DNA necessaria para cada reacao.

A genotipagem da regido promotora (-550 e -221) foi realizada utilizando o sistema
TagMan (Applied Biosystems® TagMan Genotyping Assays) e para a regido estrutural (exon
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1) o kit Express Sybr Greener Supermix (Invitrogen, USA), aplicando a metodologia da
temperatura de melting (melting temperature assay, MTA) e os perfis da curva de melting foram
obtidos utilizando o software de dissociacdo do equipamento. Para a deteccdo dos
polimorfismos nos cédons -550, -221 e exon 1 no gene MBL2 foi utilizado o Rotor Gene-6000
(Corbett Research, Sydney, Australia). Os trés alelos variantes do exon 1 nas posi¢fes do
codons 52, 54, e 57 foram designados O e o alelo do tipo selvagem foi designado A, conforme
descrito em varios estudos [21,27,33,34]. As sequéncias dos primers e sondas utilizadas estdo
descritas na tabela 1 e as condi¢6es do protocolo estdo disponiveis no SNP500 Cancer Web site

(http://snp500cancer.nci.nih.gov).

Tabela 1. Sequéncia dos primers e sondas utilizadas para deteccdo dos polimorfismos das

regibes promotora e estrutural do gene MBL2.

Regido do gene MBL2 Sequéncia de nucleotideos

Regido promotora (-550)
Primer forward 5°- CCAACGTAGTAAGAAATTTCCAGAGA-3
Primer reverse 5"- CAACCCAGCCCAGAATTAACTG-3".

Sonda VIC 5’-VIC-CCTGTCTAAAACACC-MGB-3
Sonda FAM 5’-FAM-AGCCTGTGTAAAAC-MGB-3

Regido promotora (-221)
Primer forward 5- GCACGGTCCCATTTGTTCTCA-3

Primer reverse 5 -GCGTTGCTGCTGGAAGACTATAAA-3
Sonda VIC 5’-VIC-CATGCTTTCGGTGGCAG-MGB-3’
Sonda FAM 5’-FAM-CATGCTTTCCGTGGCAG-MGB-3’
Regido estrutural (exon-1)
Primer forward 5'-AGGCATCAACGGCTTCCCA-3
Primer reverse 5'-CAGAACAGCCCAACACGTACCT-3

Haplétipos do gene MBL2 de acordo com o agrupamento dos genotipos

Os alelos da regido promotora (-550 H/L e -221 Y/X) foram agrupados ao alelo da regido
estrutural (exon 1 A/O) e categorizados conforme os haplotipos. Foram considerados de
expressao alta os haplotipos LYA/LYA, HYA/HYA e HYA/LYA, de expressdo intermediaria
0s HYA/HXA, HYA/HYO, HYA/LXA, HYA/LYO, LXA/LXA, LYA/LXA e LYA/LYO e de
expressdo baixa os HYO/HYO, LYO/LYO e HYO/LYO, conforme descrito em trabalhos
anteriores [27,34,35].

Analise estatistica

Para as analises estatisticas foram utilizados os software Epi Info versdo 7.1.5 (CDC,
Atlanta, GA, EUA), Bioestat versdo 5.0 (Belém, Pard, Brasil) e Rstudio versdo 1.0.143
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(Northern Ave, Boston, MA), sendo considerado como estatisticamente significantes valores
de p <0,05. Também foram utilizados os valores referente aos odds ratios (ORS) e dos intervalos
de confianca de 95% (ICs) respectivo para cada valor de p. As variaveis categoricas foram
analisadas através do teste G (Williams), teste do qui-quadrado (X?2) ou do teste exato de Fisher,
enquanto as variaveis continuas foram analisadas utilizando o Mann-Whitney e Kruskal-Wallis.
Para verificar se a populacdo estava em equilibrio de Hardy-Weinberg e para a construcdo das
combinacg6es haplotipicas foi utilizado o programa Arlequin versdo 3.11 (Institute of Ecology

and Evolution, University of Bern).

Resultados

Foram analisadas 337 amostras de PVHA, sendo 124 coinfectadas HIV/HHV-8 e 213
monoinfectadas pelo HIV. A tabela 2 demonstra a frequéncia das variaveis sociodemogréaficas

distribuida entre coinfectados e monoinfectados.

Tabela 2. Frequéncia das varidveis sociodemograficos em coinfectados e monoinfectados

acompanhados no ambulatério de doencas infecciosas e parasitarias do HC-UFPE.

Variaveis HIV/HHV-8 HIV Valor-pt ORZ (1C2 95%)
n=124 n=213

Idade 42,8 (x11,9* 42,7 (x11)* 0, 947° -

Sexo

Masculino 87 (70,2%) 131 (62,5%) - Referéncia

Feminino 37 (29,8%) 82 (38,5%) 0,109 1,471 (0,916-2,363)

Etnia

Pardo 56 (45,16%) 101 (47,42%) - Referéncia

Branco 36 (29,03%) 60 (28,17%) 0,769 0,924 (0,546-1,565)

Negro 30 (24,19%) 48 (22,54%) 0,676 0,887 (0,506-1,550)

Indigena 1 (0,81%) 3(1,41%) 1,000 1,663 (0,169-16,371)

Amarelo 1 (0,81%) 1 (0,47%) 1,000 0,554 (0,034-9,036)

1-Valor de p referente ao teste estatistico chi-quadrado ou exato de Fischer; 2- OR: odds ration; 3- IC:
Intervalo de confianga; 4- Valores referente a média da idade com o desvio padrdo indicado entre
parénteses; 5-Valor de p referente ao teste estatistico ANOVA.

Na tabela 3 s@o apresentadas as medianas das variaveis clinicas analisadas em

coinfectados e monoinfectados
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Tabela 3. Mediana das variaveis clinicas analisadas em coinfectados e monoinfectados

acompanhados no ambulatoério de doencas infecciosas e parasitarias do HC-UFPE.

Mediana das variaveis HIV/HHV-8 HIV Valor-pt
n=124 n=213

Primeiro TCD4 177,5 275 0,008
(células/mm3) (4-1206) (4-1565)
Ultimo TCD4 525 573 0,7947
(células/mm3) (20-1674) (15-2171)
Primeira carga viral do HIV 23859 11892 0,2706
(copias/ml) (79- 4,500,000) (49- 1,642,215)
Ultima carga viral do HIV <40 <40 0,6904
(copias/ml) (<40-346,326) (<40-1,873,483)
Tempo da infeccdo pelo HIV 6,8111 5,7181 0,2983
(anos) (0- 24,2389) (0- 25,1556)
Tempo do diagnostico do HIV 0,2944 0,2833 0,7381
até o inicio da TARV (anos) (0- 20,1889) (0- 20,0000)
Tempo de uso da TARV 4,6806 4,1431 0,1746
(anos) (0- 18,0056) (0- 18,0778)

1- Valor de p referente ao teste estatistico Kruskal-Wallis.

As frequéncias dos alelos, gendtipos e haplétipos referente aos polimorfismos -550, -

221 e éxon 1 do gene MBL2 estdo apresentadas na tabela 4. Segundo o teste de Hardy-Weinberg

0s grupos estudados encontravam-se em equilibrio.

Tabela 4. Distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas do gene MBL2 entre

coinfectados e monoinfectados acompanhados no ambulatério de doencas infecciosas e
parasitarias do HC-UFPE.

Polimorfismos do  HIV/HHV-8 HIV Valor-p! OR? (I1C? 95%) Valor-p!
gene MBL2 n=124 (%) n=213(%)
Promotor (-550)
Alelo L 173 (70) 297 (70)
AleloH 75 (30) 129 (30)
Gendtipos
LL 62 (50) 102 (48) Referéncia -
HL 49 (40) 93 (44) 1,154 (0,722-1,843) 0,550
HH 13 (10) 18 (8) 0,693 0,842 (0,386-1,836) 0,669
HL+HH 62 (50) 111 (52) 0,709
Trend test* 0,682
Promotor (-221)
Alelo Y 210 (85) 356 (84)
Alelo X 38 (15) 70 (16)
Genotipos
YY 89 (72) 148 (70) Referéncia -
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YX
XX
Y X+XX
Trend test*

Alelo A
Alelo O
Genotipos
AA
AO
00
AO+00
Trend test*

Haplétipos
Expresséo alta

Expressao

intermediaria
Expressdo baixa

Trend test?

Exon-1 (52, 54, 57)

32 (26) 60 (28)
3(2) 5 (2) 0,899
35 (28) 65 (30)
0,725
196 (79) 344 (81)
52 (21) 82 (19)
81 (65) 143 (67)
34 (28) 58 (27)
9(7) 12 (6) 0,836
43 (35) 70 (33)
0,713
46 (37) 78 (36)
69 (56) 123 (58)
9(7) 12 (6) 0,825
0,696

1,128 (0,682-1,365)
1,002 (0,234-4,296)

Referéncia
0,966 (0,584-1,598)
0,755 (0,305-1,869)

Referéncia
1,051 (0,658-1,679)
0,786 (0,308-2,009)

0,640
0,998
0,657

0,894
0,552
0,735

0,835

0,622

1- Valor de p referente ao teste-G (Williams); 2- OR: odds ration; 3-IC: Intervalo de confianca; 4-Trend test: valor
de p referente ao Q de Cochran.

A frequéncia dos hapldtipos segundo a expressdao em coinfectados e monoinfectados

esta descrita na tabela 5.

Tabela 5. Distribuicdo das frequéncias dos haplétipos do gene MBL2 segundo os niveis de

expressao em coinfectados e monoinfectados acompanhados no ambulatério de doencas

infecciosas e parasitarias do HC-UFPE.

Hapldtipos  Expresséo  HIV/HHV-8 HIV Valor- pt OR2 (1C2 95%)
n=124 (%) n=213 (%)
HYA/LYA Alta 17 (13,7) 43 (20,2) 1 Referéncia
LYA/LYA Alta 19 (15,3) 24 (11,3) 0,097 0,499 (0,219-1,137)
HYA/HYA Alta 10 (8,1) 11 (5,2) 0,108 0,435 (0,156-1,211)
HYA/HXA Intermediaria 0(0) 1(0,5) 0,534 -
HYA/HYO Intermediéria 1(0,8) 5(2,3) 0,672 1,977 (0,215-18,187)
HYA/LXA Intermediaria 12 (9,7) 23 (10,8) 0,546 0,758 (0,309-1,856)
HYA/LYO Intermediaria 19 (15,3) 24 (11,3) 0,097 0,499 (0,219-1,137)
LYA/LXA Intermediaria 20 (16,1) 36 (16,9) 0,396 0,712 (0,325-1,558)
LYA/LYO Intermedidria 14 (11,3) 29 (13,6) 0,646 0,819 (0,350-1,916)
LXA/LXA Intermediaria 3(24) 5(2,3) 0,684 0,659 (0,142-3,066)
HYO/HYO Baixa 2(1,6) 1(0,5) 0,214 0,197 (0,017-2,326)
HYO/LYO Baixa 1(0,8) 3(1,4) 0,998 1,186 (0,115-12,212)
LYO/LYO Baixa 6 (4,8) 8 (3,8) 0,342 0,527 (0,159-1,747)

1- Valor de p referente ao teste estatistico chi-quadrado ou exato de Fischer; 2- OR: odds ration; 3-1C: Intervalo

de confianca.
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Na tabela 6, sdo apresentadas as frequéncias das contagens da carga viral e TCD4

segundo o0s niveis de expressdao alta, intermedidria e baixa da MBL em coinfectados e

monoinfectados.

Tabela 6. Analise univariada das contagens da carga viral e TCD4 segundo a expressdo dos

hapl6tipos em coinfectados e monoinfectados acompanhados no ambulatério de doencas

infecciosas e parasitarias do HC-UFPE.

Variaveis HIV/HHV-8 HIV Valor- ORZ (1C 95%)3
n=124 (%) n=213 (%) pt

Haplotipo de expressao alta
Primeira carga viral HIVV >150000 16 (34,8) 14 (17,9) - Referéncia
Primeira carga viral HIV < 150000 30 (65,2) 64 (82,1) 0,035 2,438 (1,054-5,637)
Qltima carga viral HIV detectavel 14 (30,4) 33 (42,3) - Referéncia
Ultima carga viral HIV indetectavel 32 (69,6) 45 (57,7) 0,189 0,597 (0,276-1,291)
Primeiro TCD4 <350 34 (73,9) 41 (52,6) - Referéncia
Primeiro TCD4 >350 12 (26,1) 37 (47,4) 0,019 2,556 (1,156-5,657)
Ultimo TCD4 <350 3(6,5) 8 (10,3) - Referéncia
Ultimo TCD4 >350 43 (93,5) 70(89,7) 0,537 0,612 (0,153-2,427)
Haplotipo de expressdo intermediaria
Primeira carga viral HIV >150000 15 (21,7) 23 (18,7) - Referéncia
Primeira carga viral HIV < 150000 54 (78,3) 100 (81,3) 0,613 1,207 (0,582-2,506)
Qltima carga viral HIV detectavel 34 (49,3) 52 (42,3) - Referéncia
Ultima carga viral HIV indetectavel 35 (50,7) 71 (57,70 0,351 1,326 (0,734-2,398)
Primeiro TCD4 <350 52 (75,4) 76 (61,8) - Referéncia
Primeiro TCD4 >350 17 (24,6) 47 (38,2) 0,060 1,892 (0,980-3,650)
Qltimo TCD4 <350 15 (21,7) 9(7,3) - Referéncia
Ultimo TCD4 >350 54 (78,3) 114 (92,7) 0,004 3,518 (1,448-8,547)
Haplotipo de expressédo baixa
Primeira carga viral HIVV >150000 2 (22,2) 3(25) - Referéncia
Primeira carga viral HIV < 150000 7(77,8) 9 (75) 1,000 0,857 (0,111-6,617)
Qltima carga viral HIV detectavel 5 (55,6) 8 (66,7) - Referéncia
Ultima carga viral HIV indetectavel 4 (44,4) 4 (33,3) 0,673 0,625 (0,105-3,707)
Primeiro TCD4 <350 6 (66,7) 10 (83,3) - Referéncia
Primeiro TCD4 >350 3(33,3) 2 (16,7) 0,612 0,400 (0,051-3,125)
Ultimo TCD4 <350 3(33,3) 3 (25) - Referéncia
Ultimo TCD4 >350 6 (66,7) 9 (75) 1,000 1,500 (0,223-10,076)
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1- Valor de p referente ao teste estatistico chi-quadrado ou exato de Fischer; 2- OR: odds ration; 3-IC: Intervalo
de confianca.

A variavel ultima contagem do TCD4 permaneceu associada com os haplétipos de
expressao intermediaria nos coinfectados ap6s o modelo final da anélise multivariada,
conforme esta apresentada na tabela 7, com os valores ajustados do Odds ratio (OR) e dos

respectivos intervalos de confianga (IC 95%).

Tabela 7. Anélise multivariada das contagens da carga viral e TCD4 segundo a expressdo dos
hapl6tipos em coinfectados e monoinfectados acompanhados no ambulatério de doencas

infecciosas e parasitarias do HC-UFPE.

Variaveis HIV/HHV-8 HIV Valor-pt  OR2? (1C3 95%)
n=124 (%) n=213 (%)

Haplétipo de expresséo alta

Primeira CV HIV >150000 16 (34,8) 14 (17,9) - Referéncia
Primeira CV HIV < 150000 30 (65,2) 64 (82,1) 0,097 2,11 (0,87-5,11)
Qltima carga viral HIV detectavel 6 (13) 17 (21,8) - Referéncia
Ultima carga viral HIV indetectavel 40 (87) 61 (78,2) 0,165 0,45 (0,15-1,39)
Primeiro TCD4 <350 34 (73,9) 41 (52,6) - Referéncia
Primeiro TCD4 >350 12 (26,1) 37 (47,4) 0,093 2,04 (0,89-4,68)
Haplétipo de expressdo intermediaria

Primeiro TCD4 <350 52 (75,4) 76 (61,8) - Referéncia
Primeiro TCD4 >350 17 (24,6) 47 (38,2) 0,193 1,57 (0,8-3,1)
Ultimo TCD4 <350 15 (21,7) 9(7,3) - Referéncia
Ultimo TCD4 >350 54 (78,3) 114 (92,7) 0,016 3,06 (1,23-7,6)

1- Valor de p referente ao teste estatistico chi-quadrado; 2- OR: odds ration; 3-IC: Intervalo de confianca.

Discussao

A patogénese da coinfeccdo HIV/HHV-8 é complexa, podendo ser influenciada por
fatores virais, uma vez que o HIV induz o ciclo litico do HHV-8 através da ativacdo da proteina
RTA e da proteina TAT [36-38], enquanto o HHV-8 interfere na replicacdo do HIV através da
regulacdo da LTR pelo antigeno LANA, entretanto, fatores genéticos do hospedeiro, como 0s
polimorfismos do gene MBL2, também podem influenciar na infec¢do pelo HHV-8 em PVHA,
assim como, na carga viral do HIV e contagens do TCDA4.

Em nosso estudo, os coinfectados e monoinfectados apresentaram média de idade

semelhante a reportada em outras pesquisas [5,32,38,39]. O sexo masculino foi mais frequente,
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ndo apresentando diferenca estatisticamente significante entre os grupos, corroborando os
resultados de uma meta-andlise que também ndo encontraram associacdo entre 0 Sexo
masculino e a infeccdo pelo HHV-8. No entanto, os autores reportaram que os homens da Africa
Subsaariana, regido onde o virus é endémico, apresentam uma razdo de chance de 1.21 vezes
de terem a infec¢do pelo HHV-8 e sugerem que a coinfecgdo é mais frequente em homens
devido os estudos analisarem populagdes selecionadas, como doadores de sangue e PVHA [40].

Os resultados da pesquisa mostraram que a mediana da primeira contagem do TCD4 foi
menor nos coinfectados, quando comparada aos monoinfectados com diferenca
estatisticamente significante. Por ouro lado, um estudo demostrou que o HHV-8 tem pouca
influéncia na progressdo do HIV em individuos inicialmente assintomaticos, repercurtindo
pouco na contagem de células do TCD4 [41]. No entanto, como 0 nosso estudo tratou-se de um
caso-controle, ndo foi possivel identificar o momento da soroconversdo pelo HHV-8 e se as
PVHA estavam assintomaticas.

A mediana da Gltima contagem do TCD4 nédo se mostrou estatisticamente significante
entre os coinfectados e monoinfectados, corroborando com algumas pesquisas [38,39], assim
como, em outro estudo que ndo encontrou associacéo entre a coinfeccdo em PVHA com SK e
a Ultima contagem do TCD4 [42]. A auséncia da associacdo em PVHA com e sem SK pode
sugerir que outros fatores, aléem do TCD4, influenciam na patogénese da coinfec¢do HIV/HHV-
8. Da mesma forma, as medianas da primeira e Gltima carga viral do HIV ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significante entre os grupos, entretanto os coinfectados teveram a
mediana da primeira carga viral duas vezes maior, sugerindo que o HHV-8 pode esté ativando
a replicacédo do HIV, levando a diminuigdo dos niveis de TCDA4.

Alguns estudos mostram que a ordem e 0 momento em que ocorre a infec¢cdo pelo HIV
e pelo HHV-8 podem ter implicacGes prognosticas e que a incidéncia do SK é maior em pessoas
com soroconversdo para HHV-8 apds infeccdo pelo HIV [3,38,43-45]. Em nosso estudo, o
tempo da infeccdo pelo HIV como também o tempo do diagnostico até o inicio da TARV foi
maior nos coinfectados, embora sem diferenca estatisticamente significante, corroborando com
um estudo que avaliou 0 momento da soroconversao para o0 HHV-8 e também ndo encontrou
associacao entre o tempo de diagndstico e a necessidade do uso da TARV [38].

A importéancia dos fatores genéticos do hospedeiro, como os polimorfismos do gene
MBL2, na susceptibilidade as infeccGes vém sendo estudado em diversas viroses [17-21,25—
27]. Em nosso estudo, a frequéncia dos alelos, gendétipos e haplotipos dos polimorfismos -550,
-221 e exon 1 do gene MBL2 n&o mostraram associa¢ao com a infeccéo pelo HHV-8 em PVHA.

Porém, é importante ressaltar a dificuldade em comparar os resultados da pesquisa devido a
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escassez de estudos sobre os polimorfismos do gene MBL2 em individuos infectados pelo
HHV-8 ou coinfectados HIV/HHV-8.

Um estudo avaliou os polimorfismos -550, -221 e exon 1 em PVHA e encontraram
associacdo entre o genétipo LX/LX e os hapl6tipos de expressdo menor com a infeccdo pelo
HIV, quando comparados com doadores de sangue. Porém, os autores reportaram que a
populacdo estudada era composta por PVHA de etnia europeia e sugeriram que individuos desta
origem podem ser susceptiveis a infeccdo pelo HIV [46]. Por outro lado, um estudo em
Zimbabwean, na Africa do Sul, ndo encontrou associacao desses polimorfismos com a infecgéo
pelo HIV, quando comparados com individuos ndo infectados [47]. A maioria dos individuos
avaliados no presente estudo se auto declararou pardo, o que pode ter contribuido para a ndo
associacdo com a infeccdo pelo HHV-8 em PVHA, quando comparada com os monoinfectados
pelo HIV. A auséncia de associacao pode estar relacionada a etnia de populacdo do nordeste
brasileiro, por ter uma mistura combinada dos genomas dos africanos, europeus e dos
americanos nativos [48-50].

A anélise simultanea dos polimorfismos -550, -221 e exon 1 é capaz de fornecer
informacBes mais completas sobre o papel dos polimorfismos na susceptibilidade as infec¢oes,
uma vez que as concentracdes da MBL podem variar conforme as combinagdes dos
polimorfismos da regido estrutural e promotora [12,14,51]. Segundo Vallinoto et al (2006) [52],
esses polimorfismos podem ser marcadores geneéticos associados a uma melhor resposta em
infectados pelo HIV que utilizam uma terapia antirretroviral adequada. Quando estudado
isoladamente, o polimorfismo do exon 1 mostrou associagao entre a presenga do alelo A com a
reducédo da carga viral do HIV e com a melhora da contagem do TCD4 em PVHA [52]. Assim
como, o haplotipo de expressao alta HY, referente aos codons -550 e -221, estava associado a
diminuigdo da carga viral e ao aumento da contagem do TCD4 durante a evolucao clinica de
monoinfectados pelo HIV [53].

Contrariamente, os polimorfismos -550, -221 e exon 1 foram estudados
simultaneamente em PVHA e ndo mostraram interferir na carga viral ou na contagem do TCD4
[54], assim como, ndo foram associados com a carga viral, contagem do TCD4, progresséo da
doenca ou sobrevida de uma populacdo de PVHA da Africa que ndo estava sob terapia
antirretroviral [28]. No entanto, o presente estudo avaliou simultanemante os trés principais
polimorfismos do gene MBL2 e os haplotipos de expressdo alta, intermediaria e baixa,
encontrando associagdo entre os coinfectados HIV/HHV-8 que tinham o hapl6tipo expressdo
intermediéria com a contagem do TCD4, quando comparados com os monoinfectados pelo
HIV.
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Levando em consideracdo a capacidade da MBL de se ligar a glicoproteina gp120 do
HIV-1, mediando a fagocitose ou ativando o sistema complemento [55-57], 0S n0ssos
resultados demonstraram que os coinfectados que apresentam haplétipo da MBL de expresséo
intermediaria podem ter a Gltima contagem do TCD4<350 cels/mm?, sugerindo que pode haver
uma eliminac&o ineficiente do HIV, devido a deficiéncia da MBL sérica, com aumento da carga
viral plasmética e diminuicdo dos linfocitos TCD4. E necessario destacar que dentre os
coinfectados, quatro que desenvolveram o SK tinham também os hapl6tipos da MBL de
expressao intermediaria, sendo trés HY A/LXA e um LYA/LYO, sugerindo que estes haplétipos
podem interferir na clinica da coinfeccdo HIV/HHV-8 levando ao desenvolvimento do SK.
Ressaltando ainda que nenhum dos coinfectados que apresentou os haplétipos da MBL de
expressao alta desenvolveu o SK até o momento da coleta sanguinea.

O papel dos polimorfismos do gene MBL2 ainda é um tema que precisa ser mais
estudado tanto em infectados pelo HHV-8 como em coinfectados HIV/HHV-8, devido a
importancia da proteina MBL para sistema imune inato e sua relagdo com a susceptibilidade do
hospedeiro frente as diversas infec¢Ges. Portanto, fatores genéticos relacionados aos
polimorfismos -550, -221 e exon 1 do gene MBL2 podem influenciar a evolucédo clinica da
coinfeccdo e/ou levar ao desenvolvimento do SK, principalmente em coinfectados HIV/HHV-
8 que apresentam os haplotipos da MBL de expressao intermediaria.
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5.2 Artigo 2
= Titulo do periddico: Acta Tropica
= Classificacao qualis: B1

= Area de avaliacdo: Medicina Il

CONCENTRACOES PLASMATICAS DA MBL EM PESSOAS VIVENDO
COM HIV/AIDS INFECTADAS PELO HHV-8

Resumo

A MBL desempenha papel importante na resposta imune inata ao ativar o sistema complemento
através da via da lectina e tem sido estudada em diversas infec¢Bes virais, no entanto, nao se
conhece a influéncia da MBL em PVHA infectadas pelo HHV-8. O objetivo deste estudo foi
verificar a associacdo das concentracdes plasmaticas da MBL em coinfectados HIV/HHV-8 e
monoinfectados pelo HIV e correlacionar com a carga viral do HIV e as contagens de TCD4
em ambos 0s grupos. Trata-se de um estudo analitico do tipo caso-controle composto de PVHA
acompanhadas no ambulatdrio de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco. As concentragdes plamaticas da MBL foram obtidas
através do ensaio imunoensimatico utilizando o kit comercial Human Mannose Binding Lectin
(MyBioSource, Inc), realizado conforme as orientagcdes do fabricante, sendo consideradas
como deficientes valores <100 ng/ml. Foram analisadas 245 amostras de PVHA, sendo 118
coinfectadas HIV/HHV-8 e 127 monoinfectados pelo HIV, sendo considerados com
concentracdo plasmatica deficiente 5,1% (6/118) dos coinfectados e 3,2% (4/127) dos
monoinfectados (p=0,445). A mediana das concentracdes plasmaticas da MBL nos
coinfectados foi de 2,803 logio ng/ml e nos monoinfectados 2,959 logio ng/ml (p = 0.001),
houve uma correlacdo inversa entre as concentra¢fes plasmaticas da MBL e a carga viral do
HIV em ambos os grupos, porém ndo houve correlagdo com a contagem do TCD4. Embora as
concentragOes plasmaticas consideradas deficientes da MBL n&o foram associadas & infeccéo
pelo HHV-8 em PVHA, os coinfectados apresentaram concentracdes da MBL menores e
correlacédo invesa com a carga viral do HIV, sugerindo que pode haver consumo e reducdo da
MBL devido & opsonizacdo do HIV e do HHV-8, levando a reducdo da MBL plasmaética e 0

ndo acumulo na circulagdo.

Palavras-chave: Coinfeccdo HIV/HHV-8; lectina ligadora de manose; correlacdo inversa;

concentracdes deficientes; Herpesvirus humano 8.
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1. Introducéo

A incidéncia do sarcoma de Kaposi (SK), associado ao herpesvirus humano 8 (HHV-
8), ttm aumentado apds a epidemia do HIV/aids, apresentando um curso clinico mais agressivo
e com progressdo ao 6bito (Cahu et al., 2016; Dittmer and Damania, 2016; Mohanna et al.,
2005; Paoli and Carbone, 2016; Rohner et al., 2014; Sullivan et al., 2008). O SK ainda é o
tumor mais comum em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA), mesmo quando os individuos
estdo sob o uso da terapia antirretroviral (TARV), com carga viral do HIV indetectavel e
contagem de células TCD4 superior a 350 células/mm? (Broccolo et al., 2016; Munawwar and
Singh, 2016; Pria et al., 2013).

O controle da infeccdo pelo HHV-8, assim como o0s estagios iniciais do
desenvolvimento do SK, é mediado pela imunidade inata e adaptativa (Aresté and Blackbourn,
2009; Brulois and Jung, 2014; Lee et al., 2012). Nesse contexto, a MBL desempenha papel
fundamental na imunidade inata como receptor de reconhecimento padrdo, ligando-se com alta
afinidade aos padrées de residuos de carboidratos presentes na superficie de virus ou de células
infectadas com virus, especialmente quando a imunidade humoral ndo € totalmente funcional,
como na infancia, em populagdes imunossuprimidas ou imunodeprimidas (Fujita, 2002;
Manuel et al., 2007; Mason and Tarr, 2015). Dessa forma, a MBL contribui para a defesa do
sistema imune inato ao iniciar a ativacdo da via das lectinas do sistema complemento, podendo
promover a opsonofagocitose, modular a inflamacdo e induzir a lise celular (Auriti et al., 2017,
Martin and Blom, 2016; Zinyama-Gutsire et al., 2015a).

Em relacdo as PVHA, algumas pesquisas tém mostrado associagédo entre a deficiencia
da concentracdo plasmatica da MBL e a infeccdo pelo HIV ou progressdo mais rapida para a
doencga (Egli et al., 2013; Hundt et al., 2000; Tan et al., 2009; Teodorof et al., 2014; Vallinoto
et al., 2008) e outras ndo encontraram essa associa¢do com a infecgéo, carga viral do HIV ou
contagem do TCD4 (Catano et al., 2008; Zinyama-Gutsire et al., 2015a). No entanto, ndo se
conhece a influéncia da MBL na infec¢do pelo HHV-8, porém para outros herpesvirus, estudos
tém sugerido que a deficiéncia das concentracfes da MBL pode ser um fator de risco para o
desenvolvimento sintomatico pelo herpesvirus humano 2 (HHV-2) (Gadjeva et al., 2004) e para
reativacdo do citomegalovirus (CMV) (Kwakkel-van Erp et al., 2011; Manuel et al., 2007).

Embora a MBL desepenhe papel importante na resposta imune inata, ainda se
desconhece se a deficiéncia da concentracdo plasmatica da MBL esté associada infec¢do pelo
HHV-8 em PVHA. Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi verificar a associacao das
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concentragcOes plasmaticas da MBL em coinfectados HIV/HHV-8 e monoinfectados pelo HIV

e correlacionar com a carga viral do HIV e as contagens de TCD4 em ambos 0s grupos.
2. Material e Metodo

2.1 Desenho e populacéo de estudo

Trata-se de um estudo analitico do tipo caso-controle, cuja populacdo foi composta de
coinfectados HIV/HHV-8 e monoinfectados pelo HIV acompanhadas no ambulatério de
Doencgas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco, provenientes da pesquisa sobre prevaléncia do HHV-8 em PVHA realizada por
Cahu et al. (2016). Foram excluidos do estudo as PVHA infectadas pelo HBV, HVC, HTLV
I/11 e os que ndo estavam sob TARV. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Pernambuco, sob nimero de processo 22428813.5.0000.5208.

2.2 Concentragdes plasmaticas da MBL

As concentragfes plamaticas da MBL foram obtidas através do ELISA utilizando o kit
comercial Human Mannose Binding Lectin (MyBioSource, Inc), apresentando minimo
detectavel de até 0.05 ng/ml. As amostras foram diluidas 1:100 e o protocolo para o ELISA foi
realizado seguindo as orientagdes do fabricante. Para a leitura da reacdo foi utilizado o
espectrofotdmetro (Thermoplate®) com o comprimento de onda de 450/630 nm. As
concentracfes plasmaticas foram consideradas como deficientes quando <100 ng/ml (Egli et
al., 2013; Gadjeva et al., 2004; Zinyama-Gutsire et al., 2015a).

2.3 Analise estatistica

Para avaliar a deficiéncia das concentra¢es foi utilizado os valores referente aos odds
ratios (ORs) e intervalos de confianca de 95% (1Cs), para associar as concentragdes plasmaticas
da MBL nos coinfectados HIV/HHV-8 e monoinfectados pelo HIV foi utilizado o teste de
Mann-Whitney e para correlacionar as concentragcfes plasmaticas da MBL com a carga viral do
HIV e contagem do TCD4 foi utilizado o teste de Spearman, estas variaveis foram incluidas
nos modelos estatisticos como unidades transformadas em logio. Para as analises estatistica e
construcdo dos graficos foi utilisado o software GraphPad Prism versdo 5.0
(GraphPadSoftware, EUA) e o Epi Info versdo 7.1.5 (CDC, Atlanta, GA, EUA), sendo

considerados estatisticamente significantes os valores de p <0,05.
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3. Resultados

Foram analisadas 245 amostras de PVHA, sendo 118 coinfectadas HIV/HHV-8 com
média de idade de 42,5 (+11,8), 127 monoinfectados pelo HIV com média de idade de 42,8
(x10,6) e maioria do sexo masculino 71% (84/118) e 59% (75/127), respectivamente. A
mediana da contagem do TCD4 foi de 2,713 logio células/mm? (1,301-3,224) nos coinfectados
e 2,736 logio células/mm3 (1,176-3,269) nos monoinfectados, com p de 0,872. A carga viral do
HIV foi detectdvel em 42% (50/118) coinfectados e 44% (56/127) monoinfectados, com
mediana de 2,057 logwo copias/ml (1,672-5,539) e 2,363 logio cépias/ml (1,602-6,273),
respectivamente, com p de 0,595.

Foram considerados com concentracdo plasmatica deficiente 5,1% (6/118) dos
coinfectados e 3,2% (4/127) dos monoinfectados, apresentando p de 0,445 (OR=1,647;
IC=0,453-5,989), no entanto, a mediada das concentracdes plasméaticas da MBL foi

significantemente menor nos coinfectados, como mostrado na figura 1.

MBL logig (ng/ml)
N

p =0.001
0 T T

Coinfectados Monoinfectados

Figura 1: Distribuicdo e mediana das concentragdes plasmaticos da MBL em coinfectados HIV/HHV-8
monoinfectados pelo HIV. A mediana das concentra¢fes plasmaticos da MBL nos coinfectados foi 2,803 logio
ng/ml (1,0-3,581; IC: 2,650-2,792) e nos monoinfectados foi 2,959 logie ng/ml (1,301- 3,545; IC: 2,877- 2,964),

apresentando diferenca estatisticamente (p = 0.001) utilizando o teste de Mann Whitney.

Na tabela 1 sdo apresentadas as medianas das concentragcfes plasmaticos da MBL conforme

as variaveis clinicas em coinfectados e monoinfectados.
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Tabela 1. Medianas das concentra¢des plasmaticos da MBL conforme a carga viral do HIV e
contagem do TCD4 em coinfectados e monoinfectados acompanhados no ambulatério de

doencas infecciosas e parasitarias do HC-UFPE.

Mediana da MBL (logio ng/ml) Valor de pt

Variaveis Coinfectados N2 Monoinfectados N
Carga viral do HIV 2,752 50 2,949 56 0,001
detectavel (1,000- 3,318) (1,301- 3,545)
Carga viral do HIV 2,874 68 2,961 71 0,377
indetectavel (1,778-3,581) (1,954-3,348)
TCD4 > 350 2,823 98 2,964 115 0,001

(1,778-3,581) (1,954-3,545)
TCD4 <350 2,586 20 2,926 12 0,034

(1,000- 3,167)

(1,301- 3,093)

1 Valor de p referente ao teste de Mann-Whitney; 2N = tamanho amostral.

Entre os coinfectados e monoinfectados houve uma correlacdo negativa entre a carga

viral do HIV e a concentracdo plasméatica da MBL, como demonstrado na figura 2.
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Figura 2: Correlagdo de Spearman entre a carga viral do HIV e a concentracéo plasmética da MBL em coinfectados
HIV/HHV-8 (n =50, p = 0,018 e r = -0,333) e monoinfectados pelo HIV (n =56, p = 0,031 e r =-0,289).

A figura 3 demostra a correlacdo de Spearman entre a contagem do TCD4 e a

concentracdo plasmatica da MBL em coinfectados HIV/HHV-8 e monoinfectados pelo HIV.
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Figura 3: Correlacdo de Spearman entre a contagem do TCD4 e a concentracdo plasmatica da MBL em
coinfectados HIV/HHV-8 (n = 118, p = 0,346 e r = 0,087) e monoinfectados pelo HIV (h =127, p=0,132er =-
0,134).

4. Discussao

A MBL desempenha papel importante na resposta imune inata ao ativar o sistema
complemento através da via da lectina em um mecanismo independente de anticorpo
mechanism (Martin and Blom, 2016; Mason and Tarr, 2015; Vallinoto et al., 2008). Esta
proteina tem sido estudada em diversas infec¢bes (Figueiredo et al., 2016; Guimaraes et al.,
2008; Kwakkel-van Erp et al., 2011; Rashidi et al., 2016; Zinyama-Gutsire et al., 2015b), no
entanto, este é o primeiro estudo que avaliou as concentracdes plasméticas da MBL funcional
em PVHA coinfectadas com o HHV-8 e correlacionou com a quantificagdo da carga viral do
HIV e contagem do TCDA4.

A populacédo estudada ndo diferiu em relagdo a idade e sexo quando comparada com
outros estudos que avaliaram PVHA infectadas com o HHV-8 (Batista et al., 2009; Broccolo et
al., 2016; Cahu et al., 2016; Hesamizadeh et al., 2016; Rohner et al., 2016). Assim como, a
mediana da carga viral do HIV e a contagem do TCD4 ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre coinfectados HIV/HHV-8 e monoinfectados pelo HIV,
corroborando trabalhos que avaliaram também essas caracteristicas clinicas (Batista et al.,
2009; Hesamizadeh et al., 2016; Tozetto-Mendoza et al., 2016).

Ainda se desconhece como a MBL poderia auxiliar no controle ou eliminacdo da
infeccdo pelo HHV-8. No entanto, em relacdo a infeccdo pelo HIV, estudos j& demonstraram
que a MBL se liga a glicoproteina gp 120 do HIV, auxiliando a depuragdo deste virus através
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da ativacao do sistema complemento (Botos and Wlodawer, 2005; da Silva et al., 2011; Nielsen
et al., 1995; Teodorof et al., 2014; Ying et al., 2004). Além disso, quando a MBL esta ligada
ao HIV também pode ser eliminada da circulacdo pelo receptor C1q, por apresentar afinidade
estrutural e funcional pela MBL (Haurum et al., 1993; Malhotra et al., 1990; Zinyama-Gutsire
et al., 2015b), sugerindo haver consumo e reducdo da MBL durante a infecgdo pelo HIV
(Kwakkel-van Erp et al., 2011; Zinyama-Gutsire et al., 2015b).

Estudos utilizaram diferentes pontos de corte, <100, <300 e <500 ng/ml, para definir as
concentracdes plasmaticas deficientes da MBL (Gadjeva et al., 2004; Kwakkel-van Erp et al.,
2011; Manuel et al., 2007; Zinyama-Gutsire et al., 2015a, 2015b). Em nosso estudo, definimos
como concentragdes deficientes <100 ng/ml, ndo encontrando associagédo com a infeccéo pelo
HHV-8 em PVHA, com a carga viral do HIV ou contagem do TCD4, porém a mediana destas
concentragdes foi significantemente menor nos coinfectados HIV/HHV-8 quando comparados
com os monoinfectados pelo HIV. No entanto, as medianas das concentra¢des encontradas em
ambos o0s grupos foram superiores aos valores considerados como deficientes por esses autores
(Egli et al., 2013; Gadjeva et al., 2004; Kwakkel-van Erp et al., 2011; Manuel et al., 2007;
Zinyama-Gutsire et al., 2015a, 2015b). Uma possivel explicacdo para as menores concentracdes
da MBL nos coinfectados seria em relacdo ao consumo e reducdo desta proteina envolvendo a
opsonizacao do HIV e do HHV-8, levando a reducdo da MBL plasmatica e o0 ndo acimulo na
circulacdo (Kwakkel-van Erp et al., 2011).

Por outro lado, considerando o ponto de corte estabelecido por Manuel et al (2007) para
caracterizar a concentracdo plasmatica deficiente da MBL (<500 ng/ml), foi observado que
quatro coinfectados que desenvolveram SK, apresentaram concentracdo da MBL deficientes
2,519 logio ng/ml (dado ndo mostrado). Em relacdo ao TCD4, foi verificado que as contagens
superiores ou inferiores a 350 células/mm?3 ndo influenciaram as concentracdes plasmaticas da
MBL, uma vez que as medianas permaneceram menores nos coinfectados em relagédo aos
monoinfectados. No entanto, considerando a utilizagcdo de uma escala numerica continua foi
possivel estabelecer uma correlacdo inversa entre as concentracdes plasmaticas da MBL e a
carga viral do HIV nos coinfectados e monoinfectados, sugerindo que as concentragdes
plasméticas da MBL poderiam modular também a coinfeccéo.

Outros fatores podem influenciar as concentragdes da MBL, como os polimorfismos no
gene MBL2, resultando em defeitos na polimerizacdo da molécula levando a deficiéncia
funcional e da expressdo da proteina, reduzindo a capacidade de ativacdo do sistema
complemento (Eddie et al., 2009; Halla et al., 2010; Li et al., 2013). Assim como, pode haver

influéncia de drogas utilizadas no tratamento de infec¢cdes, como as da TARV (Araldjo-Mariz
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et al., 2016; Solomon et al., 2017; Sonderup and Wainwright, 2017), drogas que sdo
metabolizadas no figado podem comprometer as concentraces da MBL, devido esta proteina
ser sintetizada principalmente no figado (Kwakkel-van Erp et al., 2011).

Nossa pesquisa apresentou algumas limitagdes, como a investiga¢do quanto ao ciclo
litico ou latente e a quantificacdo da carga viral do HHV-8, entdo sugerimos que estudos
prospectivos futuros avaliem essas variaveis associando ou correlacionando com as
concentracfes plasmaticas da MBL em coinfectados HIV/HHV-8. Portanto, embora as
concentracfes plasmaticas consideradas deficientes da MBL ndo foram associadas a infeccéo
pelo HHV-8 em PVHA, os coinfectados apresentaram concentracdes da MBL menores e
correlacdo invesa com a carga viral do HIV, sugerindo que a MBL também pode estar
modulando a coinfeccdo HIV/HHV-8.
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6. CONCLUSOES

v A variavel clinica primeira contagem do TCD4 foi estatisticamente menor nos
coinfectados HIV/HHV-8;

v Os alelos, genotipos e hapldtipos dos polimorfismos -550, -221 e exon 1 ndo foram

associados com a infeccé@o pelo HHV-8 em PVHA,;

v" Nos coinfectados os haplétipos de expressao intermediaria foram associados com a

ultima contagem do TCD4 abaixo de 350 células/mm3;

v" A mediana das concetracdes plasmaticas da MBL foi estatisitcamente menor nos
coinfectados HIV/HHV-§;

v As concentragdes plasmaticas deficientes da MBL ndo foram associadas com a
coinfeccdo HIV/HHV-8;

v Houve uma correlagédo inversa entre as concentragcdes plasmaticas da MBL e a carga
viral do HIV em coinfectados e monoinfectados.
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APENDICES

Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar, como voluntario (a), da pesquisa:
ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS, GENETICOS, IMUNOLOGICOS E
LABORATORIAIS DA INFECC;AO PELO HHV-8 EM PESSOAS VIVENDO COM
HIV/AIDS, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Georgea Gertrudes de Oliveira
Mendes Cahu, com enderego: Avenida Professor Moraes Rego, s/n — Bloco “A” Térreo do
Hospital das Clinicas da UFPE. Cidade Universitaria 50670-420/Telefone: (81)
32513881,98606389/e-mail: georgea_cahu@hotmail.com; para contato do pesquisador
responsavel (inclusive ligacdes a cobrar) e esta sob a orientacdo da Profa. Dra. Maria Rosangela
Cunha Duarte Coélho. Telefones para contato: 21268586, e-mail: rcoelholika@gmail.com.

Apos ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar a fazer parte
do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma
delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr. (a) ndo sera
penalizado (a) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem o direito de retirar 0 consentimento a
qualquer tempo, sem qualquer penalidade.

O objetivo desta pesquisa € estimar a prevaléncia e fatores de risco associados a
infeccdo pelo HHV-8, além de descrever os gendtipos do virus em pessoas vivendo com
HIV/aids, para isso sera necessaria a coleta de duas amostras de 05 mL de sangue de uma veia.
Serdo utilizados materiais novos, estéreis e descartaveis na coleta de sangue, o que diminuird o
risco de contaminagdo. Além disso, os profissionais de coleta sdo experientes e tomardo 0s
cuidados para diminuir o risco de que o local fique arroxeado e/ou dolorido. Poderé ter riscos
de constrangimento, que serdo minimizados através de um adequado aconselhamento e
conversa amigavel, lembrando sempre que a participacdo é voluntéria e toda a informacédo dada
sera confidencial, a entrevista para o preenchimento do formulario sera realizada em sala
reservada e de modo individual.

Em relagdo aos beneficios, a infeccdo pelo HHV-8 serd informada ao médico que o
acompanha, a fim de auxilia-lo a decidir sobre a conduta clinica neste caso. Sua participacao
sera muito importante e ajudara a criar mais informacao sobre as infecc¢des virais no contexto
das pessoas vivendo com HIV/aids.

As informacgbes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre

0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
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coletados nesta pesquisa, através do formulario aplicado pela pesquisadora, ficardo
armazenados em computador pessoal, sob a responsabilidade da pesquisadora e da orientada,
no endereco, acima informado, pelo periodo de minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores
(ressarcimento de despesas). Fica também garantida indenizacdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou
extra-judicial. Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE,
CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br.

(assinatura do pesquisador)
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , CPF , abaixo assinado,

apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar e
ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do
estudo ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS, GENETICOS, IMUNOLOGICOS E
LABORATORIAIS DA INFECCAO PELO HHV-8 EM PESSOAS VIVENDO COM
HIV/AIDS, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participacao. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcéo

de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento).

Recife, de de 201

Assinatura do participante (ou responsavel legal):
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Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite

do voluntario em participar.

Assinatura da testemunha 1:

Assinatura da testemunha 2:



91

Apéndice B — Artigo 1 em inglés

MBL2 gene polymorphisms and HHV-8 infection in people living with
HIV/AIDS

Viviane Martha Santos de Moraist, Elker Lene Santos de Lima?, Georgea Gertrudes de Oliveira
Mendes Cahut, Thaisa Regina Rocha Lopest, Juliana Prado Gongales!, Maria Tereza Cartaxo

Muniz2, Maria Rosangela Cunha Duarte Coélho*%"

1 Virology Division, Laboratory of Immunopathology Keizo Asami (LIKA), Federal University of Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brazil, 2 Laboratory of Molecular Biology, Center of Pediatric Oncohematology, Oswaldo
Cruz University Hospital, University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil, 3 Departament of Physiology
and Pharmacology, Center of Biological Sciences, Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

*Correspondence to: Maria Rosangela Cunha Duarte Coélho, Setor de Virologia do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami, Universidade Federal de Pernambuco, Cidade Universitaria. P.O. Box: Av. Prof.
Moraes Rego, 1235, Cidade Universitaria, Recife-PE, 50670-901, Brasil. E-mail: rcoelholika@gmail.com

Abstract

Host genetic factors such as MBL2 gene polymorphisms cause defects in the polymerization of
MBL protein and result in a functional deficiency and/or in low serum levels that can influence
susceptibility to various viral infections. The aim of this study was to estimate the frequency of
alleles, genotypes and haplotypes related to -550, -221 and exon 1 polymorphisms of the MBL2
gene and investigate their association with the HHV-8 infection in people living with
HIV/AIDS (PLWHA) and clinical variables of TCD4 cell count and HIV viral load. A case-
control study was performed in PLWHA from the outpatient infectious and parasitic diseases
clinic at a referral hospital. Genomic DNA extractions from leukocytes were performed using
a commercial Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega, Madison, WI). The promoter
region (-550 and -221) was genotyped with the TagMan system (Applied TagMan Biosystems®
genotyping Assays), and the structural region (exonl) was genotyped with Express Sybr
Greener Supermix kit (Invitrogen, USA). In total, 124 HIV/HHV-8 coinfected and 213 HIV
monoinfected patients were analysed. The LL, YY and AA genotypes were most frequent in
both groups, and there was no association of allelic, genotypic and haplotype frequencies with
the susceptibility of HHV-8 infection in PLWHA. However, in a multivariate analysis,
coinfected patients with the intermediate expression haplotype of the MBL2 gene had an odds
ratio of 3.06-fold of their last TCD4 cell count being below 350 cells/mm?. Among the

coinfected individuals, four developed KS and presented the intermediate expression MBL
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haplotype, with three being HYA/LXA and one being LYA/LYO. Therefore, considering the
ability of MBL to bind to the HIV-1 gp120 glycoprotein, the coinfected individuals with the
intermediate expression haplotype may exhibit inefficient HIV elimination due to serum MBL
deficiency, leading to increased plasma viral load and decreased TCD4 lymphocytes. This
suggests that these haplotypes may interfere with the clinical course of HIV/HHV-8

coinfection.

Keywords: Human Herpesvirus 8; Mannose binding lectin; HIV/HHV-8 coinfection; MBL2

gene.

Introduction

Human herpesvirus 8 (HHV-8) is associated with all forms of Kaposi's sarcoma (KS),
being the necessary aetiological agent but insufficient for the development of this disease [1,2].
The prevalence of HHV-8 varies according to geographic regions and sub-populations, but after
the human immunodeficiency virus (HIV) epidemic, the incidence of KS increased drastically
compared to HIV-negative individuals, as it is the most common cancer in people living with
HIV (PLWHA). These coinfected patients have a more aggressive clinical course and
progression to death [3-6].

The host's innate and adaptive immune responses have a key role in the control of HHV-
8 infection and the early stages of KS development [7—9]. Mannose-binding lectin (MBL) is a
protein of the innate immune system that binds with high affinity to mannose or other
carbohydrates that may be present on the surface of the pathogens. MBL can mediate
phagocytosis by macrophages, and when associated with serine protease (MASP), it activates
the complement system by the lectin pathway in an antibody-independent mechanism [10,11].

The protein expression of MBL is determined genetically, and the serum concentration
is directly related to mutations in the structural region of the MBL2 gene (exon 1) and in other
polymorphic sites in the promoter region (-550 and -221). These three loci are closely related,
and the allelic combinations of these regions result in different haplotypes that can cause defects
in the polymerization of the molecule resulting in a functional deficiency and/or in low serum
levels of MBL [12-16]. Thus, these polymorphisms have been associated with susceptibility or
resistance to viral infections or the development of clinical manifestations and were studied in
patients with hepatitis C virus, hepatitis B virus, human papillomavirus, Epstein-Barr virus, and
dengue virus [17-27].
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The progression of the disease caused by HIV infection is characterized by a decline in
TCD4 cell count and an increase in viral load, leading to patient death in the absence of
antiretroviral therapy [28]. Thus, some studies suggest that in HIVV/HHV-8 coinfection, severe
depletion or inactivation of T cells and HIV replication may be important factors in the clinical
evolution of HHV-8 infection and the development of KS [4,29-31].

However, host genetic factors such as MBL2 gene polymorphisms can control
HIV/HHV-8 coinfection and influence susceptibility of HHV-8 in PLWHA and/or the clinical
evolution of coinfected individuals. Therefore, the aims of this study were to estimate the
frequencies of -550, -221 and exon 1 polymorphisms of the MBL2 gene, verify the association
between alleles, genotypes and haplotypes with the HHV-8 infection in PLWHA, and associate
the expression of these haplotypes with TCD4 cell count and HIV viral load.

Methodology

Study population

This is a case-control study in which patients’ demographic and clinical variable data
were originally selected and described by Cahu et al. (2016)[32]. The population was composed
of HIV/HHV-8 coinfected and HIV monoinfected patients from the outpatient clinic of
infectious and parasitic diseases in the Clinical Hospital of the Federal University of
Pernambuco. This research was approved by the ethics committee and the institutional review
board of the Federal University of Pernambuco under case number 22428813.5.0000.5208.

DNA extraction and genotyping

Genomic DNA was extracted from leukocytes isolated from whole blood in
anticoagulant solution (EDTA) using a commercial kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, Madison, WI) following the manufacturer’s instructions. After extraction, all
samples were measured to determine the concentration and the degree of purity of DNA using
the Thermo Scientific NanoDrop 2000 spectrophotometer. All samples were diluted to the DNA
concentration required for each reaction.

The promoter region (-550 and -221) was genotyped using the TagMan system (Applied
Biosystems® Genotyping Assays TagMan), and the structural region (exon 1) genotyping was
performed using the Express Sybr Greener Supermix kit (Invitrogen, USA). The melting

temperature (melting temperature assay, MTA) and the melting curve profiles were obtained
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using the decoupling device software. The detection of polymorphisms in the codons -550, -
221 and the exon 1 MBL2 gene was performed using the Rotor Gene 6000 (Corbett Research,
Sydney, Australia). The three allelic variants of the MBL2 gene in codon positions 52, 54, and
57 in exon-1 were designated ‘O’, and the wild-type allele was designated ‘A’, as previously
described in several studies [21,27,33,34]. The sequences of the primers and probes used are
described in Table 1, and the protocol conditions are available on the website SNP500 Cancer

(http://snp500cancer.nci.nih.gov).

Table 1: Sequence of primers and probes used to detect polymorphisms of the promoter and

structural regions of the MBL2 gene.

MBL2 gene region Nucleotide sequence
Promoter region (-550)
Primer forward 5- CCAACGTAGTAAGAAATTTCCAGAGA-3
Primer reverse 5- CAACCCAGCCCAGAATTAACTG-3..
Sonda VIC 5’-VIC-CCTGTCTAAAACACC-MGB-3
Sonda FAM 5’-FAM-AGCCTGTGTAAAAC-MGB-3
Promoter region (-221)
Primer forward 5- GCACGGTCCCATTTGTTCTCA-3
Primer reverse 5 -GCGTTGCTGCTGGAAGACTATAAA-3
Sonda VIC 5’-VIC-CATGCTTTCGGTGGCAG-MGB-3’
Sonda FAM 5’-FAM-CATGCTTTCCGTGGCAG-MGB-3’
Structural region (exon-1)
Primer forward 5-AGGCATCAACGGCTTCCCA-3'
Primer reverse 5-CAGAACAGCCCAACACGTACCT-3

MBL2 gene haplotypes according to the grouping of the genotypes

The genotypes of the promoter region (-550 H/L and -221 Y/X) were grouped into the
genotype of the structural region (exon 1 A/O) and categorized according to the haplotypes. We
considered high expression haplotypes to be LYA/LYA, HYA/HYA and HYA/LYA.
Intermediate expression haplotypes to be HYA/HXA, HYA/HYO, HYA/LXA, HYA/LYO,
LXA/LXA, LYA/LXA and LYA/LYO. Low expression haplotypes to be HYO/HYO,
LYO/LYO and HYO/LYO, according to some studies [27,34,35].

Statistical analysis

For the statistical analysis, we used Epi Info version 7.1.5 (CDC, Atlanta, GA, USA),
Bioestat version 5.0 (Belém, Par4, Brasil) and Rstudio version 1.0.143 (Northern Ave, Boston,
MA) and considered values of p <0.05 as statistically significant. Additionally, the values of
the odds ratios (ORs) and confidence intervals (95% Cls) were used for each respective value

of p. Categorical variables were analysed using the G-test (Williams), chi-square test (X?) or
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Fisher's exact test, while continuous variables were analysed using Mann-Whitney and Kruskal-
Wallis tests. To verify if the population was in Hardy-Weinberg equilibrium and for the
construction of the haplotypical combination, we used the programme Arlequin version 3.11

(Institute of Ecology and Evolution, University of Bern).

Results

In total, 337 samples of PLWHA were analysed, of which 124 were HIV/HHV-8
coinfected, and 213 were HIV monoinfected patients. Table 2 shows the frequency of the

sociodemographic variables distributed between coinfected and monoinfected patients.

Table 2 - Frequency of sociodemographic variables in coinfected and monoinfected patients.

Variables HIV/HHV-8 HIV p-valuet ORZ(95% CI)3
n=124 n=213

Age 42,8 (+11,9) 42,7 (+11)° 0, 947° -
Sex
Male 87 (70,2%) 131 (62,5%) - Reference
Female 37 (29,8%) 82 (38,5%) 0,109 1,471 (0,916-2,363)
Ethnicity
Brown 56 (45,16%) 101 (47,42%) - Reference
White 36 (29,03%) 60 (28,17%) 0,769 0,924 (0,546-1,565)
Black 30 (24,19%) 48 (22,54%) 0,676 0,887 (0,506-1,550)
Indigenous 1 (0,81%) 3(1,41%) 1,000 1,663 (0,169-16,371)
Yellow 1 (0,81%) 1 (0,47%) 1,000 0,554 (0,034-9,036)

1- p-Values chi-square test or Fisher's exact test; 2-OR: odds ration; 3-Cl: Confidence interval; 4- Values

referring to mean age with the standard deviation indicated in parentheses; 5- p-Values ANOVA test.

Table 3 shows the median values of the clinical variables analysed in coinfected and
monoinfected patients.

Table 3 - Median values of the clinical variables analysed in coinfected and monoinfected

patients.
Median of variables HIV/HHV-8 HIV p-value !

n=124 n=213

First count of TCD4 cell (cell/mm3) 1775 275 0,008
(4-1206) (4-1565)

Last count of TCD4 cell (cell/mm3) 525 573 0,7947
(20-1674) (15-2171)

First viral load of HIV (copies/ml) 23859 11892 0,2706

(79- 4,500,000) (49- 1,642,215)
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Last viral load of HIV (copies/ml) <40 <40 0,6904
(<40-346,326) (<40-1,873,483)

Time of HIV infection (years) 6,8111 5,7181 0,2983
(0- 24,2389) (0- 25,1556)

Time from HIV diagnosis to the 0,2944 0,2833 0,7381

start of ART (years) (0- 20,1889) (0- 20,0000)

Time to use ART (years) 4,6806 4,1431 0,1746
(0- 18,0056) (0- 18,0778)

1- p-Values Kruskal-Wallis test.

The frequencies of the alleles, genotypes and haplotypes related to -550, -221 and exon
1 polymorphisms of the MBL2 gene are shown in Table 4. According to the Hardy-Weinberg

test, the groups were balanced.

Table 4 - Distribution of frequencies of alleles, genotypes and haplotypes of the MBL2 gene

between monoinfected and coinfected patients.

MBL2 gene HIV/HHV-8 HIV p-value? OR? (1C3 95%) p-value'
polymorphisms n=124 (%) n=213 (%)
Promoter (-550)
Allele L 173 (70) 297 (70)
Allele H 75 (30) 129 (30)
Genotypes
LL 62 (50) 102 (48) Reference -
HL 49 (40) 93 (44) 1.154 (0.722-1.843) 0.550
HH 13 (10) 18 (8) 0.693 0.842 (0.386-1.836) 0.669
HL+HH 62 (50) 111 (52) 0.709
Trend test* 0.682
Promoter (-221)
Allele Y 210 (85) 356 (84)
Allele X 38 (15) 70 (16)
Genotypes
YY 89 (72) 148 (70) Reference -
YX 32 (26) 60 (28) 1.128 (0.682-1.865) 0.640
XX 3(2) 5(2) 0.899 1.002 (0.234-4.296) 0.998
Y X+XX 35 (28) 65 (30) 0.657
Trend test* 0.725
Exon-1 (52, 54, 57)
Allele A 196 (79) 344 (81)
Allele O 52 (21) 82 (19)
Genotypes
AA 81 (65) 143 (67) Reference -
AO 34 (28) 58 (27) 0.966 (0.584-1.598) 0.894
(0]0) 9 (7) 12 (6) 0.836 0.755 (0.305-1.869) 0.552
AO+00 43 (35) 70 (33) 0.735
Trend test* 0.713
Haplotypes
High expression 46 (37) 78 (36) Reference -
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Intermediate 0.835
expression 69 (56) 123 (58) 1.051 (0.658-1.679)

Low expression 9(7) 12 (6) 0.825 0.786 (0.308-2.009) 0.622
Trend test* 0.696

1- p-Values of G-test (Williams); 2-OR: odds ration; 3-Cl: confidence interval; Trend test: p-Values of Q Cochran.

The frequency of haplotypes according to expression in coinfected and monoinfected

patients is described in table 5.

Table 5 - Distribution of MBL2 gene haplotype frequencies according to coinfected and

monoinfected expression levels.

Haplotypes Expression HIV/HHV-8 HIV p-value! OR? (95%Cl)3
n=124 (%) n=213(%)
HYA/LYA High 17 (13,7) 43 (20,2) 1 Reference
LYA/LYA High 19 (15,3) 24 (11,3) 0,097 0,499 (0,219-1,137)
HYA/HYA High 10 (8,1) 11(5,2) 0,108 0,435 (0,156-1,211)
HYA/HXA  Intermediate 0 (0) 1(0,5) 0,534 -
HYA/HYO Intermediate 1(0,8) 5(2,3) 0,672 1,977 (0,215-18,187)
HYA/LXA  Intermediate 12 (9,7) 23 (10,8) 0,546 0,758 (0,309-1,856)
HYA/LYO Intermediate 19 (15,3) 24 (11,3) 0,097 0,499 (0,219-1,137)
LYA/LXA  Intermediate 20 (16,1) 36 (16,9) 0,396 0,712 (0,325-1,558)
LYA/LYO  Intermediate 14 (11,3) 29 (13,6) 0,646 0,819 (0,350-1,916)
LXA/LXA Intermediate 3(24) 5(2,3) 0,684 0,659 (0,142-3,066)
HYO/HYO Low 2 (1,6) 1(0,5) 0,214 0,197 (0,017-2,326)
HYO/LYO Low 1(0,8) 3(1,4) 0,998 1,186 (0,115-12,212)
LYO/LYO Low 6 (4.8) 8 (3.8) 0.342 0,527 (0,159-1,747)

1- p-Values chi-square test or Fisher's exact test; 2- OR: odds ration; 3-Cl: confidence interval.

Table 6 shows the frequencies of viral load of HIV and TCD4 counts according to high,

intermediate and low expression levels of MBL in coinfected and monoinfected patients.

Table 6 - Univariate analysis of HIV viral load and TCD4 counts according to the expression

of haplotypes in coinfected and monoinfected patients.

Variables HIV/HHV-8 HIV p-valuet OR? (95% CI)3
n=124 n=213

High expression haplotype

First HIV viral load >150000 16 (34,8) 14 (17,9) - Reference
First HIV viral load < 150000 30 (65,2) 64 (82,1) 0,035 2,438 (1,054-5,637)
Last HIV viral load detectable 14 (30,4) 33(42,3) - Referéncia
Last HIV viral load undetectable 32 (69,6) 45 (57,7) 0,189 0,597 (0,276-1,291)
First TCD4 cell count <350 34 (73,9) 41 (52,6) - Reference
First TCD4 cellcount >350 12 (26,1) 37 (47,4) 0,019 2,556 (1,156-5,657)
Last TCD4 cell count <350 3(6,5) 8 (10,3) - Reference
Last TCD4 cell count >350 43 (93,5) 70 (89,7) 0,537 0,612 (0,153-2,427)
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Intermediate expression haplotype

First HIV viral load >150000 15 (21,7) 23 (18,7) - Reference
First HIV viral load <150000 54 (78,3) 100 (81,3) 0,613 1,207 (0,582-2,506)
Last HIV viral load detectable 34 (49,3) 52 (42,3) - Referéncia
Last HIV viral load undetectable 35 (50,7) 71 (57,7) 0,351 1,326 (0,734-2,398)
First TCD4 cell count <350 52 (75,4) 76 (61,8) - Reference
First TCD4 cell count >350 17 (24,6) 47 (38,2) 0,060 1,892 (0,980-3,650)
Last TCD4 cell count <350 15 (21,7) 9(7,3) - Reference
Last TCD4 cell count >350 54 (78,3) 114 (92,7) 0,004 3,518 (1,448-8,547)
Low expression haplotype

First HIV viral load >150000 2(22,2) 3(25) - Reference
First HIV viral load <150000 7(77,8) 9 (75) 1,000 0,857 (0,111-6,617)
Last HIV viral load detectable 5 (55,6) 8 (66,7) - Referéncia
Last HIV viral load undetectable 4 (44,4) 4 (33,3) 0,673 0,625 (0,105-3,707)
First TCD4 cell count <350 6 (66,7) 10 (83,3) - Reference
First TCD4 cell count >350 3(333) 2 (16,7) 0,612 0,400 (0,051-3,125)
Last TCD4 cell count <350 3(33,3) 3(25) - Reference
Last TCD4 cell count >350 6 (66,7) 9 (75) 1,000 1,500 (0,223-10,076)

1- p-Values chi-square test or Fisher's exact test; 2- OR: odds ration; 3-Cl: confidence interval.

The variable last TCD4 count in coinfected patients with intermediate expression
haplotype remained associated following the final model in the multivariate analysis, as is
shown in table 7 with the adjusted odds ratio (OR) and confidence intervals (95% CI).

Table 7 - Multivariate analysis of HIV viral load and TCD4 cell count according to the

expression of haplotypes in coinfected and monoinfected patients.

Variables HIV/HHV-8 HIV p-valuet ORZ (95% CI)3
n=124 n=213

High expression haplotype
First HIV viral load >150000 16 (34,8) 14 (17,9) - Referéncia
First HIV viral load < 150000 30 (65,2) 64 (82,1) 0,097 2,11 (0,87-5,11)
Last HIV viral load detectable 6 (13) 17 (21,8) - Referéncia
Last HIV viral load undetectable 40 (87) 61 (78,2) 0,165 0,45 (0,15-1,39)
First TCD4 cell count <350 34 (73,9) 41 (52,6) - Referéncia
First TCD4 cell count >350 12 (26,1) 37 (47,4) 0,093 2,04 (0,89-4,68)
Intermediate expression haplotype
First TCD4 cell count <350 52 (75,4) 76 (61,8) Referéncia

First TCD4 cell count >350 17 (24,6)  47(38,2) 0,193 1,57 (0,8-3,1)
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Last TCD4 cell count <350 15 (21,7) 9(7,3) - Referéncia
Last TCD4 cell count >350 54 (78,3) 114 (92,7) 0,016 3,06 (1,23-7,6)

1- p-Values chi-square test; 2- OR: odds ration; 3-Cl: confidence interval.
Discussion

The pathogenesis of HIV/HHV-8 coinfection is complex and can be influenced by viral
factors; for example, HIV induces the HHV-8 lytic cycle through the activation of the RTA
protein and the TAT protein, and HHV-8 interferes with HIV replication by regulating the LTR
by LANA antigen [36—38]. However, host genetic factors such as MBL2 gene polymorphisms
may also influence in the HHV-8 infection in PLWHA as well as HIV viral load and TCD4
counts.

In the present study, coinfected and monoinfected patients presented a mean age similar
to that reported in other studies [5,32,38,39]. Males were more frequent with no statistically
significant difference between the groups, corroborating the results of a meta-analysis that also
found no association between male sex and HHV-8 infection. However, the authors reported
that men in Sub-Saharan Africa, where the virus is endemic, have an odds ratio of 1.21 of having
HHV-8 and suggest that coinfection is more common in men because studies have analysed
selected populations such as blood donors and PLWHA [40].

The results of our research showed that the median of the first TCD4 cell count was
lower in coinfected patients than monoinfected patients with a statistically significant
difference. However, another study has shown that HHV-8 has little influence on HIV
progression in initially asymptomatic individuals, with little repercussion in TCD4 cell count
[41]. Nonetheless, because our study was a case-control, it was not possible to identify the time
of HHV-8 seroconversion and whether PLWHA were asymptomatic.

The median of the last TCD4 count was not statistically significant between the
coinfected and monoinfected patients, corroborating with some previous studies[38,39].
Additionally, another study did not find an association between coinfection in PLWHA with
KS and the last TCD4 count [42]. The absence of an association in PLWHA with and without
KS may suggest that factors other than TCD4 influence the pathogenesis of HIV/HHV-8
coinfection. Similarly, the median values of the first and last HIV viral load did not present
statistically significant differences between the groups. However, the coinfected patients had a
median value of the first viral load that was two times higher, suggesting that HHV-8 may be
activating HIV replication and leading to a decrease in TCD4 levels.
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Some studies have shown that the order and timing of HIV and HHV-8 infection may
have prognostic implications and that the incidence of KS is higher in people with HHV-8
seroconversion following HIV infection [3,38,43-45]. In the present study, the time of HIV
infection as well as the time from diagnosis to the initiation of antiretroviral therapy (ART) was
lower in coinfected patients, although not statistically significant. This corroborates a study that
evaluated the time of seroconversion for HHV-8 and did not find an association between the
time of diagnosis and the need to use ART [38].

The importance of the host genetic factors such as MBL2 gene polymorphisms in
susceptibility to infection has been studied for several viruses [17-21,25-27]. In this study, the
frequency of the alleles, genotypes and haplotypes of -550, -221 and exon 1 polymorphisms of
the MBL2 gene had no association with HHV-8 infection in PLWHA. However, it is important
to highlight the difficulty in comparing the results of our research due to the lack of studies on
MBL2 gene polymorphisms in patients infected with HHV-8 or coinfected HIVV/HHV-8.

One study evaluated the -550, -221 and exon 1 polymorphisms in PLWHA and found
an association between the LX/LX genotype and low expression haplotypes with HIV infection
when compared with blood donors. However, the authors reported that the study population
was composed of PLWHA of European ethnicity and suggested that individuals of this origin
may be more susceptible to HIV infection [46]. Nonetheless, a study of Zimbabweans in South
Africa found no association of these polymorphisms with the HIV infection when compared to
uninfected individuals [47]. Most of the individuals evaluated in the present study declared
themselves brown, which may have contributed to the non-association with HHV-8 infection
in PLWHA. The absence of an association may be related to the ethnic groups of Northeast
Brazil, which have a combined mixture of the genomes of Africans, Europeans and Native
Americans [48-50].

Simultaneous analysis of the -550, -221 and exon 1 polymorphisms can provide more
complete information on the role of polymorphisms in susceptibility to infections since the
concentrations of MBL may vary depending on the combinations of the structural and promoter
polymorphisms [12-14]. According to Vallinoto et al. (2006) [51], these polymorphisms may
be genetic markers associated with a better response in HIVV-infected individuals using adequate
antiretroviral therapy. When exon 1 polymorphism was studied in isolation, the presence of the
A allele was associated with the reduction of HIV viral load and the improvement of the TCD4
count in PLWHA [51]. The high expression haplotype HY, referring to codons -550 and -221,
was associated with a decrease in viral load and an increase in TCD4 counts during the clinical

course of monoinfected HIV patients [52].
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In contrast, the -550, -221 and exon 1 polymorphisms were studied simultaneously in
PLWHA and did not show interference with viral load or TCD4 count [53], and they were also
not associated with viral load, TCD4 count, disease progression, or survival of a population of
PLWHA from Africa who was not under antiretroviral therapy [28]. However, the present study
simultaneously evaluated the three main polymorphisms of the MBL2 gene and the high,
intermediate and low expression haplotypes and found an association between the HIV/HHV-
8 coinfected patients who had the intermediate expression haplotype with TCD4 count when
compared with patients monoinfected by HIV.

Considering the ability of MBL to bind to the HIV-1 gp120 glycoprotein and mediating
phagocytosis or activating the complement system [54-56], our results demonstrate that
coinfected patients who present the intermediate expression haplotype of MBL2 gene may have
the last TCD4 count <350 cells / mma3. This suggests that there is an inefficient elimination of
HIV due to a deficiency of serum MBL with increased viral load and a decrease in TTCD4
lymphocytes. It is important to note that among the coinfected patients, the four who developed
KS also had intermediate expression MBL haplotypes, three with HYA/LXA and one with
LYAJ/LYO, suggesting that these haplotypes may interfere with the clinic development of SK
in HIV/HHV-8 coinfected patients. It should also be emphasized that none of the coinfected
patients who presented the high expression haplotypes of MBL2 gene developed KS during
clinical follow-up.

The role of MBL2 gene polymorphisms is still a subject that needs to be further studied
both in patients infected with HHV-8 and HIV/HHV-8 coinfected patients due to the
importance of MBL protein in the innate immune system and its relation to the susceptibility
of the host to various infections. Therefore, genetic factors related to -550, -221 and exon 1
polymorphisms of the MBL2 gene may influence the clinical course of coinfection and/or lead
to the development of KS, especially in HIV/HHV-8 coinfected patients who present the
intermediate expression haplotypes of MBL.
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Abstract

Mannose-binding lectin (MBL) plays an important role in the innate immune response by
activating the complement system via the lectin pathway, and it has been studied in several viral
infections; however, the influence of MBL in PLWHA infected with HHV-8 is unknown. The
objective of this study was to verify the association of MBL plasma concentrations in
HIV/HHV-8 coinfected and HIVV monoinfected patients and to correlate these concentrations
with HIV viral load and TCD4 counts in both groups. This was an analytical study of case-
controls consisting of PLWHA monitored at the medical outpatient of Infectious and Parasitic
Diseases of the clinical hospital in the Federal University of Pernambuco. Plasma
concentrations of MBL were obtained by an enzyme immunoassay (ELISA) using a
commercial Human Mannose Binding Lectin kit (MyBioSource, Inc.) that was performed
according to the manufacturer's guidelines, with values below <100 ng/ml considered deficient.
A total of 245 PLWHA samples were analysed; 118 were HIVV/HHV-8 coinfected and 127 were
HIV monoinfected; 5.1% (6/118) of the coinfected patients and 3.2% (4/127) of the
monoinfected patients (p=0.445) were considered plasma concentration deficient. The median
of the plasma concentrations of MBL in the coinfected patients was 2,803 logio ng/ml and was
2.959 logio ng/ml in the monoinfected patients (p= 0.001). There was an inverse correlation
between the plasma concentrations of MBL and the HIV viral load in both groups, but no
correlation with the TCD4 count. Although the plasma concentrations considered deficient in
MBL were not associated with HHV-8 infection in PLWHA, the coinfected patients showed

lower MBL concentrations and an inverse correlation with HIV viral load, suggesting that there
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may be consumption and reduction of MBL due to opsonization of HIV and HHV-8, leading
to the reduction of plasma MBL and non-accumulation in the circulation.

Keywords: HIV/HHV8 coinfection; MBL; inverse correlation; deficient concentrations;

human herpesvirus 8.

1. Introduction

The incidence of Kaposi's sarcoma (KS) associated with human herpesvirus 8 (HHV-8)
has increased in people living with HIV/AIDS (PLWHA), with a more aggressive clinical
course and progression to death (Cahu et al., 2016; Dittmer and Damania, 2016; Mohanna et
al., 2005; Paoli and Carbone, 2016; Rohner et al., 2014; Sullivan et al., 2008). KS is still the
most common tumour in PLWHA, even when the individuals are treated with antiretroviral
therapy (ART) and have an undetectable HIV viral load and CD4 + T cell counts that are above
350 cells/mm?3 (Broccolo et al., 2016; Munawwar and Singh, 2016; Pria et al., 2013).

The control of HHV-8, just as in the early stages of the development of KS, is mediated
by the innate and adaptive immunity (Aresté and Blackbourn, 2009; Brulois and Jung, 2014;
Lee et al., 2012). In this context, mannose-binding lectin (MBL) plays a key role in innate
immunity as a standard recognition receptor, binding with a high affinity to the residue patterns
of carbohydrates present on the surface of viruses or virus-infected cells, especially when the
humoural immunity is not fully functional, such as in childhood or in immunosuppressed or
immunocompromised populations (Fujita, 2002; Manuel et al., 2007; Mason and Tarr, 2015).
Thus, MBL contributes to the defence of the innate immune system by initiating the activation
of the lectin-complement pathway, which promotes opsonophagocytosis, modulates
inflammation and induces cellular lysis (Auriti et al., 2017; Martin and Blom, 2016; Zinyama-
Gutsire et al., 2015a).

Regarding PLWHA, some studies have shown an association between MBL plasma
concentration deficiency and HIV infection or a more rapid disease progression (Egli et al.,
2013; Hundt et al., 2000; Tan et al., 2009; Teodorof et al., 2014; Vallinoto et al., 2008), and
others found no association with this infection, the HIV viral load or the TCD4 count (Catano
et al., 2008; Zinyama-Gutsire et al., 2015a). However, the influence of MBL on HHV-8
infection is not known, but for other herpes viruses, studies suggest that MBL deficiency may
be a risk factor for the symptomatic development of human herpesvirus 2 (HHV-2) (Gadjeva
et al., 2004) and for cytomegalovirus reactivation (CMV) (Kwakkel-van Erp et al., 2011;
Manuel et al., 2007).
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Although MBL plays an important role in the innate immune response, it is still
unknown whether a deficiency in the MBL plasma concentration is associated with HHV-8
infection in PLWHA. In view of the above, the objective of this study was to verify the
association of MBL plasma concentrations in HIV/HHV-8 coinfected and HIV monoinfected
patients and correlate the concentration with the HIV viral load and TCD4 counts in both

groups.
2. Material and Methods

2.1 Design and study population

This was an analytical study of case-controls, consisting of PLWHA that were monitored at the
medical outpatient of Infectious and Parasitic Diseases of the clinical hospital in the Federal
University of Pernambuco, based on the research on HHV-8 prevalence in PLWHA performed
by Cah et al. (2016). We excluded PLWHA infected by HBV, HVC, HTLV I/Il and those not
under ART. The study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal
University of Pernambuco (number: 22428813.5.0000.5208).

2.2 MBL plasma concentrations

The plasma concentrations of MBL were obtained by an enzyme immunoassay (ELISA)
using a commercial Human Mannose Binding Lectin kit (MyBioSource, Inc.), with a detection
threshold of 0.05 ng/ml. The samples were diluted at 1:100, and the protocol for the ELISA was
performed following the manufacturer's guidelines. The readings were performed on a
spectrophotometer (Thermoplate®) with a wavelength of 450/630 nm. The plasma
concentrations were considered deficient when they were <100 ng/ml (Egli et al., 2013;
Gadjeva et al., 2004; Zinyama-Gultsire et al., 2015a).

2.3 Statistical analysis

To evaluate the deficiency of the concentrations, we used the odds ratios (ORs) and 95%
confidence intervals (Cls), and the Mann-Whitney test was used to associate the MBL plasma
concentrations in the HIV/HHV-8 coinfected and HIVV monoinfected patients. The Spearman
test was used to correlate the plasma MBL concentrations with HIV viral load and CD4 count,
and these variables were included in the statistical models as units transformed into logzo. For

the statistical analyses and the construction of the graphs, we used GraphPad Prism software
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version 6.1 (GraphPad Software, USA) and Epi Info version 7.1.5 (CDC, Atlanta, GA, USA).
Statistically significant values were indicated by p <0.05.

3. Results

We analysed 245 samples from PLWHA, including 118 HIV/ HV-8 coinfected patients,
with a mean age of 42.5 (+ 11.8), and 127 patients monoinfected with HIV, with mean age of
42.8 (£ 10.6), and the majority of these patients were males 71% (84/118) and 59% (75/127),
respectively. The median TCD4 count was 2.713 logio cells/fmm3 (1.301-3.224) in the
coinfected patients and 2.736 logio cells /mm?3 (1.176-3.269) in the monoinfected patients
(p=0.872). The HIV viral load was detectable in 42% (50/118) of the coinfected patients and in
44% (56/127) in the monoinfected patients, with a median of 2.057 logio copies/ml (1.672-
5.539) and 2,363 logio copies/ml (1.602-6.273), respectively, with p=0.595.

The plasma concentrations were considered deficient in 5.1% (6/118) of the coinfected
patients and in 3.2% (4/127) of the monoinfected patients, with a p value of 0.445 (OR=1.647,;
1C=0.453-5.989). However, the MBL plasma concentration median were significantly lower in

the coinfected patients, as shown in figure 1.
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Figure 1: Distribution and median of MBL plasma concentrations in HIV/HHV8 coinfected and HIV monoinfected
patients. The median of the coinfected patients was 2.803 logio ng/ml (1.0-3.581; ClI: 2.650-2.792), and in the
monoinfected, it was 2.959 logi ng/ml (1.301-3.545; Cl: 2.877-2.964), which was statistically significant
(p=0.001) using the Mann-Whitney test.

Table 1 shows the median MBL plasma concentrations according to the clinical
variables in the coinfected and monoinfected patients.
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Table 1: Median plasma concentrations of MBL according to HIV viral load and TCD4 count

in coinfected and monoinfected patients.

Median of MBL (logio ng/ml) p-valuet

Variables Coinfected N2 Monoinfected N2
Detectable HIV 2.752 50 2.949 56 0.001
viral load (1.000- 3.318) (1.301- 3.545)
Undetectable HIV 2.874 68 2.961 71 0.377
viral load (1.778-3.581) (1.954-3.348)
TCD4 > 350 2.823 98 2.964 115 0.001

(1.778-3.581) (1.954-3.545)
TCD4 <3500 2.586 20 2.926 12 0.034

(1.000- 3.167)

(1.301- 3.093)

! p-value for the Mann-Whitney test; 2 N=sample size.

Among the coinfected and monoinfected patients, there was a negative correlation

between the HIV viral load and the MBL plasma concentration, as shown in figure 2.
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Figure 2: Spearman correlation between HIV viral load and MBL plasma concentration in HIV/HHV-8 coinfected
(n=50; p=0.018; r = -0.333) and HIV monoinfected patients (n = 56; p = 0.031; r = -0.289).

Figure 3 shows the Spearman correlation between the TCD4 count and the MBL plasma

concentration in the HIV/HHV-8 coinfected and HIV monoinfected patients.
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Figure 2: Spearman correlation between the TCD4 counts and MBL plasma concentration in the HIV/HHV-8
coinfected (n = 118; p = 0.346; r = 0.087) and HIV monoinfected patients (n = 127; p = 0.132; r = -0.134).

4. Discussion

MBL plays an important role in the innate immune response by activating the
complement system via the lectin pathway in an antibody-independent mechanism (Martin and
Blom, 2016; Mason and Tarr, 2015; Vallinoto et al., 2008). This protein has been studied in
several infections (Figueiredo et al., 2016; Guimaraes et al., 2008; Kwakkel-van Erp et al.,
2011; Rashidi et al., 2016; Zinyama-Gutsire et al., 2015b); however, this is the first study to
evaluate the plasma concentrations of functional MBL in PLWHA coinfected with HHV-8 and
correlate the concentrations with HIV viral load and TCD4 counts.

The study population did not differ in age and sex when compared to other studies
evaluating PLWHA infected with HHV-8 (Batista et al., 2009; Broccolo et al., 2016; Cahu et
al., 2016; Hesamizadeh et al., 2016; Rohner et al., 2016) Similarly, the median HIV viral load
and TCD4 count did not show a statistically significant difference between the HIV/HHV-8
coinfected and the HIV monoinfected patients, corroborating works that also evaluated these
clinical characteristics (Batista et al., 2009; Hesamizadeh et al., 2016; Tozetto-Mendoza et al.,
2016).

It is still unknown how MBL aids in the control or elimination of HHV-8 infection;
however, in relation to HIV infection, studies show that MBL binds to HIV gp120 glycoprotein,
helping to clear this virus through the activation of the complement system (Botos and
Wlodawer, 2005; da Silva et al., 2011; Nielsen et al., 1995; Teodorof et al., 2014; Ying et al.,
2004). In addition, when MBL is bound to HIV it can also be eliminated from the circulation
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by the C1q receptor, which has a structural and functional affinity for MBL (Haurum et al.,
1993; Malhotra et al., 1990; Zinyama-Gutsire et al., 2015b), suggesting the consumption and
reduction of MBL during HIV infection (Kwakkel-van Erp et al., 2011; Zinyama-Gutsire et al.,
2015b)

Studies use different cut-off points, including <100, <300 and <500 ng/ml, to define
MBL deficient plasma concentrations (Gadjeva et al., 2004; Kwakkel-van Erp et al., 2011;
Manuel et al., 2007; Zinyama-Gutsire et al., 2015a, 2015b). In our study, we defined deficient
concentrations as <100 ng/ml and found no association with HHV-8 infection in PLWHA, the
HIV viral load or the TCD4 count; however, the median of these concentrations was
significantly lower in the HIVV/HHV-8 coinfected patients compared to the HIV monoinfected
patients. However, the median concentrations found in both groups were higher than the values
considered deficient by these authors (Egli et al., 2013; Gadjeva et al., 2004; Kwakkel-van Erp
etal., 2011; Manuel et al., 2007; Zinyama-Gutsire et al., 2015a, 2015b). A possible explanation
for the lower concentrations of MBL in coinfected patients would be the consumption and
reduction of this protein, involving the opsonization of HIV and HHV-8, leading to the
reduction of plasma MBL and its non-accumulation in the circulation (Kwakkel-van Erp et al.,
2011).

On the other hand, considering the cut-off point established by Manuel et al (2007) to
characterize the deficient plasma concentration of MBL (<500 ng/ml), in our study, four
coinfected patients who developed KS showed a deficient MBL concentration 2,519 logzong/ml
(data not shown). In relation to TCD4, the counts above or below 350 cells/mm? did not
influence the MBL plasma concentrations, because the medians remained smaller in the
coinfected patients in relation to the monoinfected patients. However, considering the use of a
continuous numerical scale, it was possible to establish an inverse correlation between the
plasma MBL concentrations and the HIV viral load in the coinfected and monoinfected patients,
suggesting that MBL plasma concentrations might also modulate coinfection.

Other factors may influence the MBL concentration, such as polymorphisms in the
MBL2 gene, resulting in defects in the polymerization of the molecule, leading to functional
deficiency and protein expression and reducing the activation capacity of the complement
system (Eddie et al., 2009; Halla et al., 2010; Li et al., 2013). Furthermore, the drugs used in
the treatment of infections, such as those of ART (Araujo-Mariz et al., 2016; Solomon et al.,
2017; Sonderup and Wainwright, 2017), are drugs that are metabolized in the liver and may
affect the concentration of MBL because this protein is mainly synthesized in the liver
(Kwakkel-van Erp et al., 2011).
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Our research has some limitations, such as the investigation of the latent or latent cycle
and the quantification of the HHV-8 viral load. We suggest that future prospective studies
evaluate these variables by associating or correlating them with plasma MBL concentrations in
HIV/HHV-8 coinfected patients. Therefore, although the plasma concentrations considered
deficient of MBL were not associated with HHV-8 infection in PLWHA, the coinfected patients
had lower concentrations of MBL and an inverse correlation with the HIV viral load, suggesting
that MBL might also be modulating HIVV/HHV-8 coinfection.
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