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Resumo

Objetivo: A gp120 da superficie do HIV é extensivamente
glicosilada e representa excelente alvo de ligagdo para a MBL.
Este estudo teve por objetivo avaliar os niveis séricos de MBL e
sua atividade funcional na transmissdo materno-fetal do HIV
correlacionando-os com as caracteristicas clinico-laboratoriais
da infecgao.

Métodos: Amostras de soro e plasma de 79 criangas HIV
soropositivas e negativas, e suas maes soropositivas, foram
coletadas. Os pacientes foram divididos em dois grupos: crian-
¢as HIV soropositivas (C+) e suas maes (MT) (n=18) e crian-
¢as HIV soronegativas (C-) e suas maes (MNT) (n=61). Os ni-
veis séricos e atividade funcional da MBL foram verificados por
ELISA, detectados por anticorpos monoclonais anti-MBL e pelo
consumo de C4, respectivamente.

Resultados: A avaliagdo laboratorial ndo verificou diferenga
estatisticamente significante dos niveis séricos e atividade fun-
cional da MBL entre os grupos. Verificou-se correlagdo entre os
niveis séricos e funcionais de MBL. A distribuigdo de carga viral
ndo diferiu significativamente entre os grupos MNT, MT e C+.
Os niveis séricos de MBL também n&o diferiram entre os paci-
entes que receberam terapia anti-retroviral, quando compara-
dos aos que nao foram tratados.

Conclus&o: Os dados obtidos mostraram auséncia de cor-
relagdo entre os niveis séricos de MBL, e sua atividade funcio-
nal, na transmissdo materno-fetal do HIV.
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Abstract

Objective: HIV gp120 is glycosylated and an excellent tar-
get for MBL. In the present study we analyzed MBL serum level
and its activity in 79 children and their HIV positives mothers
to find possible association with HIV maternal-to-child trans-
mission.

Methods: The patients were divided in two groups: HIV
positive children (C+) and their mothers (n=18) (TM); and HIV
negative children (C-) and their mothers (n=61) (NTM). MBL
concentration and MBL function (C4b deposition) were quan-
tified by ELISA.

Results: MBL levels and MBL function were not significantly
different between the groups. There was correlation between
MBL serum level and its functional activity. Viral load distribu-
tion was not statistically different in the mother’s groups and in
C+. MBL serum level was not statistically different between pa-
tients that receive anti-retroviral therapy or not.

Conclusions: Our data could not verify the previously pu-
blished correlation between MBL serum levels and HIV mother-
to child transmission.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 2005; 28(6):284-291 Man-
nanbinding Lectin, Complement, HIV-1, Vertical Disease
Transmission.

Introducdo

A lecitina ligadora de manose (MBL) é uma proteina
plasmatica, com papel importante no sistema de defesa
inato!, que constitui o primeiro componente de ativacdo da
via das lecitinas do sistema complemento e atua na neu-
tralizagdo de microorganismos patogénicos por um meca-
nismo independente de anticorpo®®. A MBL é encontrada
no soro de mamiferos e é considerada uma proteina de
fase aguda*®.

O padrdo de reconhecimento da MBL é definido através
da conformagdo espacial e do sentido de orientagdo de seu
dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD), determi-
nando o tipo de ligante da proteina, que sdo microorganis-
mos com grande quantidade de manose (ou N-acetil-D-
glucosamina ou similar) e glicanos em sua superficie®.
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Quando ocorre a ligagao ao microorganismo, a MBL po-
de desencadear varias atividades antimicrobianas. A pro-
teina interage com, pelo menos, quatro proteinas relacio-
nadas ao Sistema serino protease associado (MASP):
MASPs 1, 2, 3 e uma forma “truncada” de MASP 2, a Map
19. Essa interagdo, por sua vez, ativa a cascata do comple-
mento com a lise dos microorganismos diretamente ou
com o aumento da fagocitose?®,

O gene mbl2, localizado no brago q11.2-g21 do cromos-
somo 10, é formado por quatro exons. Trés pontos de mu-
tagdo foram encontrados na regido estrutural da molécula
(cédons 52, 54 e 57) resultando em trés variantes alélicas
chamadas de alelos D, B e C, respectivamente. A forma
selvagem é denominada A’. Polimorfismos adicionais foram
descritos na regido promotora do gene. Duas variagdes H e
L, na posicdo -550, estdo em desequilibrio de ligagdo com
X e Y, variantes da posigdo -221, e sdo encontrados em
trés haplétipos: HY, LY e LX®. O haplétipo HY é associado a
niveis séricos altos de MBL; LY com niveis intermedidrios e
LX aos niveis séricos mais baixos’.

Vdrios estudos associam os niveis de MBL a suscetibili-
dade a agentes infecciosos. A deficiéncia de MBL tem sido
associada a infecgdo pelo HIV (Virus da imunodeficiéncia
humana) e a outros patégenos como bactérias, fungos, pa-
rasitas e outros virus, tanto em criangas quanto em adul-
tos®, O HIV-1 & um virus com envelope, que expressa a
gp120/gp41, um receptor de fusdo protéica na superficie
viral. A gp120 é extensivamente glicosilada, com carboi-
dratos em mais da metade de sua massa molecular cons-
tituindo um excelente alvo para interacdo com a MBL®,

Os primeiros estudos mostraram que a MBL inibe, in
vitro, a infecgdo de linfécitos T CD4+ pelo HIV e liga-se,
seletivamente, as células infectadas pelo virus'®. O papel
da MBL na infecgdo pelo HIV ainda é considerado bipolar,
isto é, a MBL ligada ao virus pode resultar em sua neutra-
lizagdo com a ativagdo do complemento, mas por outro
lado, o virus pode utilizar a MBL para ligar-se ao receptor
do complemento e utilizd-lo como porta de entrada nas
células’,

Embora diversos estudos avaliem possivel associagdo
entre a infecgdo pelo HIV e os genétipos de MBL, cor-
relacionando-os ao desenvolvimento e progressdo para a
AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida)!''*, o papel
desta proteina na transmissdo materno-fetal do virus ainda
ndo estd esclarecido.

Considerando-se que a atuagdo do sistema complemen-
to na infecgdo pelo HIV é controversa; a terapéutica para o
HIV é disponivel a toda a populagdo em nosso pais; a MBL
é uma proteina importante na resposta imune inata, e que
se liga a gp120 do HIV e que ha controvérsia sobre a in-
fluéncia da via das lecitinas na infecgdo viral, este estudo
teve como objetivo correlacionar os niveis séricos de MBL,
e sua atividade funcional, com as caracteristicas clinico-la-
boratoriais de maes HIV-soropositivas e seus filhos, para
tentar compreender melhor a influéncia da MBL na trans-
missdo materno-fetal do HIV.

Pacientes e Métodos

Foram avaliados 79 pares de maes HIV-soropositivas e
seus filhos HIV-soropositivos e negativos, procedentes do
Ambulatério do Instituto de Infectologia “Emilio Ribas”, Sdo
Paulo, Brasil. Foram incluidas apenas criangas até a idade
de cinco anos que conviviam com suas mdes bioldgicas e
com transmissdo vertical. O diagnéstico de infecgdo pelo
HIV seguiu o protocolo do Ministério da Sadde!®. A classi-
ficagdo de AIDS das mdes e de seus filhos foi estabelecida
de acordo com o critério do CDC (Atlanta, USA)**'7, Os pa-
cientes foram divididos em dois grupos: criangas HIV soro-
positivas (C+) (8M:10F) e suas mdes — maes transmis-

Rev. bras. alerg. imunopatol. - Vol. 28, N° 6, 2005 285

soras (MT), num total de 18 pares; e criangas HIV-soro-
negativas (C-) (32M:29F) e suas maes - mades nao-
transmissoras (MNT), em um total de 61 pares. Cinco
pares apresentam mais de uma crianga, sendo que duas
sdo gémeos (familia 20 — gémeos ndo-idénticos; familia 32
- gémeos idénticos).

O estudo foi aprovado pelos Comités de Etica do Hospi-
tal das Clinicas da FMUSP e do Instituto de Infectologia
“Emilio Ribas”. Todas as mdes foram informadas dos pro-
cedimentos e assinaram o termo de consentimento para
posterior participagao no estudo.

As amostras foram coletadas no periodo de maio de
2002 a agosto de 2003. Obteve-se sangue periférico do
par mae-filho por meio de pungdo venosa em tubos seco
(10 mL) e com EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) (4,5
mL). Soro e plasma foram aliquotados e armazenados a -
700 C antes da analise.

A concentragéo sérica de MBL foi avaliada por técnica
de ELISA, modificada de Christiansen et al'®, pela detecgdo
por anticorpo monoclonal. A avaliagdao da fungdao da MBL
foi realizada de acordo com Petersen et al*® pela detecgio
do deposito de C4b.

Os testes de Mann-Whitney® ou t de Student®* foram
aplicados para a comparagdo das mdes e as criangas, em
todas as varidveis avaliadas. O teste do qui-quadrado®
também foi aplicado para avaliar possiveis associagdes
entre as variaveis estudadas. O teste de Spearman® ana-
lisou a correlagdo entre as varidveis. Foi fixado 0,05 ou 5%
(p < 0,05) como o nivel de rejeigdo para a hipétese de nu-
lidade, sinalizando-se com asterisco os valores significan-
tes.

Resultados

Foram incluidos 79 pares de mdes HIV soropositivas e
seus filhos, e divididos em dois grupos: 61 pares de maes
HIV soropositivas e seus filhos expostos ao risco, porém
sem infecgdo, e 18 pares de mades HIV soropositivas e seus
filhos infectados. Nao houve diferenga estatisticamente
significante entre os grupos de MNT e MT, quanto a faixa
etaria, contagem de células T CD4+ e carga viral. O grupo
MT apresentou menos pacientes que foram tratadas para o
HIV que o grupo MNT (p<0,001) (tabela 1).

No grupo de criangas, o diagnéstico de infecgdo ou ndo
infecgao do HIV pode ser feito antes de 24 meses. As C+
foram incluidas até 60 meses de idade. Houve diferenca
estatistica entre os grupos C- e C+ quanto ao tipo de
parto, uso de HAART, aleitamento materno e a contagem
de células T CD4+ (tabela 1).

O risco de transmissdo do HIV foi maior no grupo de

mades que ndo receberam HAART durante a gestagdo,
guando comparadas as mdes que receberam o tratamento
(x2 = 17,21%; p < 0,001). Também foi evidenciado maior
risco de infecgdo entre os recém nascidos ndo-tratados
com AZT durante as seis primeiras semanas de vida (x2 =
37,8%; p < 0,001).
A concentragdao sérica de MBL entre o grupo de mdes
(mediana - MNT - 346,8 ng/mL; MT - 408,6 ng/mL) e de
criangas (mediana - C- - 1411 ng/mL; C+ - 1190 ng/mL)
ndo apresentou diferenga significativa (figuras 1 e 2). A
mde (22B) com nivel muito elevado de MBL 12513 ng/mL,
ndo é mae da crianga que também apresenta nivel elevado
(3A) 12449 ng/mL. A concentragdo sérica de MBL ndo teve
significancia estatistica quando distribuida de acordo com o
tratamento das maes durante a gestagdo e das criangas
apés o parto.

Ndo houve correlagdo entre o nivel sérico de MBL e a
carga viral no grupo MNT (rs = 0,038) e MT (rs = 0,042),
assim como para o grupo C+ (rs = 0,043) e também entre
a atividade funcional e a carga viral plasmdtica entre os
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grupos MNT (rs = -0,06), MT (rs = -0,25) e C+ (rs = 500-1000 ng/ml (rs = 0,08, 200-500 ng/mL (rs = 0,3) e <
0,21). 200 ng/mL (rs = 0,29); MT > 1000 ng/mL (rs = -0,04),

A correlagdo entre a classificagdo dos niveis sérico de 200-500 ng/mL (rs = -0,09); €+ > 1000 ng/mL (rs = -
MBL e a carga viral plasmatica ndo diferiu significativamen- 0,2), 500-1000 ng/ml (rs = 0,5) e 200-500 ng/mL (rs =
te nos grupos de MNT MBL > 1000 ng/mL (rs = -0,08), 0,6).

Tabela 1 - Caracterizacdo do grupo de maes MNT e MT e das criangas HIV soronegativas e positivas.

MNT (n=61) MT (n=18) valor de p
Idade (anos) 30,2 30,9 NS
T CD4+ (células/mms3) 441 (+ 250) 333 (£232) NS
Carga viral (log) 3,07 (£ 2,07) 3,71 (£ 1,89) NS
HAART 19 STto / 42 Tto 15 STto / 3 Tto p<0,001

C- (n=61) C+ (n=18)
Idade (meses) 14,9 37,4 p<0,01
Tipo de parto 47 cesarea/61 6 cesarea/18 p<0,02
Sexo (M/F) 32/29 8/10 NS
HAART 5 STto / 56 Tto 13 STto / 4 Tto p<0,001
Aleitamento materno 2/61 8/18 p<0,001
T CD4+ (células/mms3) 2696 (+ 858) 1440 (+ 938) p<0,001
MNT - maes ndo-transmissoras; MT - maes transmissoras; C- — criangas HIV soronegativas; C+ —-- criancas HIV

soropositivas; HAART - terapia anti-retroviral; Tto - tratamento; STto - sem tratamento; NS - ndo significante.
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Concentragdo sérica de MBL (ng/mL) no grupo de mdes, divididos de acordo com a classificagdo de seus filhos em maes ndo-transmissoras
(MNT) e maes transmissoras (MT). NS - ndo significante.

Figura 1 - Concentracdo sérica de MBL (ng/ml) nos grupos de mdes ndo-transmissoras (n=61) e transmissoras (n=18).
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Concentragdo sérica de MBL (ng/mL) no grupo de criangas, divididos de acordo com sua classificacdo quanto a infecgao pelo HIV em criangas
HIV soronegativas (C-) e criangas HIV soropositivas (C+). NS - ndo significante.

Figura 2 - Concentracdo sérica de MBL (ng/ml) nos grupos de criangas HIV soronegativas (n=61) e positivas (n=18).

A atividade funcional da MBL no grupo de mdes (me-
diana - MNT - 393,3 mUC4b/mL; MT - 346,8 mUC4b/mL)
e de criangas (mediana - C- - 690,5 mUC4b/mL; C+ -
769,7 mUC4b/mL) ndo foi estatisticamente diferente (fi-
guras 3 e 4). Foi evidenciada correlagdo entre a concen-
tragdo sérica de MBL e sua atividade funcional (rs calculado
= 0,66 / r2s = 0.44 (rs critico = 0,19)) (figura 5).

Discussao

Embora a deficiéncia de MBL tenha sido descrita ha
dezesseis anos?, seu verdadeiro papel em vérias situagdes
clinicas ainda ndo foi bem estabelecido. Ezekowitz et al*
demonstraram que a pré-incubagdo do HIV com a MBL
inibe a infecgdo da linhagem de célula T.

Varios estudos tém demonstrado que a MBL interage
com a gp120. Haurum et al*® verificaram que o comple-
mento foi ativado apés a ligagdo da MBL a gp120 purifica-
da. Othani et al** observaram que a MBL recombinante se
liga a gp120 e a gp160 purificada de HIV-IIIB. Mais ainda,
particulas de HIV com deficiéncia da gp120/gp41 ndo apre-
sentam ligagdo a MBL, indicando que os carboidratos na
gp120 medeiam & interacdo entre o virus e a proteina®.

A relagdo entre AIDS e MBL tem sido estudada sob
quatro aspectos: 1) a relagdo entre os niveis séricos de
MBL e a progressdo da doencga'’; 2) o efeito da doenca
sobre os niveis séricos de MBL'?!*; 3) o efeito protetor da
MBL na infecgd0®® e 4) a auséncia de correlagdo entre a
MBL e a infecgio pelo HIV?,

Senaldi et al'? descreveram que os niveis séricos de MBL
ndo s6 estavam aumentados em pacientes infectados,
como eram maiores nos estagios mais graves da doen-
¢a, o que foi confirmado por Lian et al'*, Este fato pode ser

explicado pela maior freqléncia de infecgOes oportunistas
nos pacientes com categoria clinica B e C, pois a MBL é
uma proteina de fase aguda*®, porém nos dois trabalhos a
diferenga dos niveis séricos entre os grupos ndo foi estatis-
ticamente significante!?>!*, Estes dados confirmam que a
MBL encontrava-se mais elevada em decorréncia da infec-
gdo pelo HIV e ndo havia influéncia desta proteina com
relagdo a progressdo da doenga. Embora este aspecto ndo
seja o foco de nosso estudo, ndo foi observada variagao
significativa dos niveis de MBL de acordo com o estdgio da
doenga.

O objetivo principal do nosso estudo foi avaliar a influ-
éncia da MBL sobre a transmissdao materno-fetal do
HIV. No inicio da epidemia de AIDS, a contaminagdo por
sangue e hemoderivados foi considerada a principal forma
de transmissdo na faixa etdria pedidtrica?’, no entanto,
com o progressivo aumento de mulheres jovens infectadas,
a transmissdo materno-fetal tornou-se responsdvel pela
maioria dos casos de AIDS peditrico'®,

Desde a proposta do protocolo ACTG076%, vérios rela-
tos evidenciam que mdes submetidas a tratamento com
HAART, ou AZT apenas, durante a gestagdo apresentam
menor risco de transmissdo da infecgdo pelo HIV a seus
filhos?*™,

A taxa de infecgdo pelo HIV em criangas menores de
cinco anos no ano de 2003 foi de, aproximadamente, 3,6%
dos casos notificados no Brasil*!. Na cidade de Nova York,
EUA, atualmente esta forma de transmissdo do virus é
considerada praticamente extinta, com transmissdo de
1,6% no periodo de 1999-2000%2. Na Africa, devido ao
acesso restrito as medicagfes e 8 manutengdo prolongada
do aleitamento materno, este risco mantém-se elevado,
em torno de 25 a 48% dos casos’>.
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Atividade funcional de MBL (mUC4/mL) no grupo de maes, divididos de acordo com a classificacdo de seus filhos em maes ndo-transmissoras
(MNT) e maes transmissoras (MT). NS - ndo significante.

Figura 3 - Avaliagdo da atividade funcional da MBL, expressa pela quantidade de C4b depositado (mUC4b/mL), nos grupos de maes ndo-
transmissoras (n=61) e transmissoras (n=18).
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HIV soronegativas (C-) e criangas HIV soropositivas (C+). NS - ndo significante.

Figura 4 - Avaliacdo da atividade funcional da MBL, expressa pela quantidade de C4b depositado (mUC4b/mL), nos grupos de criangas HIV
soronegativas (n=61) e positivas (n=18).
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Figura 5 - Correlagdo entre o nivel sérico de MBL e sua atividade funcional (depésito de C4b), na populacdo estudada.

A casuistica deste estudo foi procedente de apenas um
centro de referéncia do municipio de Sdo Paulo, o Instituto
de Infectologia Emilio Ribas. Foram avaliadas 18 criangas
HIV soropositivas e 61 criangas HIV soronegativas no pe-
riodo de um ano, o que representaria 0,2% do total de cri-
angas infectadas na populagdo brasileira, segundo os dados
do Ministério da Saude®!, previamente citados. Um fator
que dificultou a formagdo da casuistica foi 0 menor numero
de criangas infectadas em decorréncia do acesso a medica-
gdo anti-retroviral pelas mdes durante a gestagao.

Sabe-se que varios fatores estdo associados a transmis-
sdao materno-fetal do HIV, tais como o uso de medicagao
pela gestante durante o periodo de gravidez, a administra-
¢do dos medicamentos logo ao nascimento para recém-
-nascido e nas seis primeiras semanas de vida, o aleita-
mento materno, o tipo de parto e a carga viral plasmatica
materna®. Portanto, todos estes fatores foram também
avaliados em nosso protocolo.

A dosagem de MBL evidenciou ampla variabilidade dos
niveis séricos, ndo correlacionados com a fase da doenga
ou com a positividade ou ndao ao HIV no grupo de criangas.
Este dado foi o primeiro a sugerir que poderia ndao haver
correlagdo das concentragdes da MBL e a transmissao ma-
terno-fetal do HIV.

Avaliou-se a relagdo entre a concentragdo sérica de MBL
e a carga viral, ndo se encontrando relevancia estatistica.
A concentragdo sérica de MBL também foi relacionada ao
uso, ou ndo, de HAART por parte dos grupos de maes e de
criangas HIV positivas, verificando-se auséncia de signifi-
cancia estatistica. Estes dados foram posteriormente con-
firmados pela falta de correlagdo entre a atividade funcio-
nal da MBL e a carga viral.

O ELISA realizado para a dosagem de MBL pode detec-
tar além dos oligémeros, os mondmeros e dimeros presen-

tes no soro. Estes ultimos, ndo possuem capacidade fun-
cional de ativar a cascata do complemento®®. Portanto, foi
importante avaliar a atividade funcional da MBL. Por
exemplo, as concentragSes de MBL foram consideradas
muito baixas e provavelmente insuficientes em pacientes
do grupo MNT, porém evidenciou-se atividade funcional da
proteina presente nestas pacientes e nos demais grupos.
Foi avaliada a correlagdo dos niveis séricos de MBL com
sua atividade funcional, evidenciando-se, uma correlagao
fraca. Estes dados comprovam a detecgdo de formas pro-
vavelmente ndo funcionantes da proteina, assim como ca-
racterizam a importdncia da realizagdo do ensaio funcional
para melhor avaliagdo da via das lecitinas.

Embora as amostras ndo tenham sido coletadas durante
diferentes periodos da gestagdo ou do corddo umbilical do
recém-nascido, restava a questdo se o0s niveis séricos da
MBL dosados nas criangas correspondiam a proteina ma-
terna ou de origem fetal. Kilpatrick®® avaliou mulheres
gravidas em diferentes periodos de gestagdo e ndo eviden-
ciou alteragdo dos niveis séricos de MBL entre eles. H3,
ainda, um trabalho que relata a presenga de MBL em cor-
ddo umbilical, confirmando que esta é produzida na unida-
de feto-placentdria, sem caracterizar a passagem transpla-
centdria da proteina que pudesse alterar seu nivel sérico
nos periodos de avaliacgo®,

Dentre os estudos que avaliam a transmissao mater-
no-fetal do HIV e a MBL, com estudo da caracteristica do
gene mbl2, Amoroso et al®® ndo evidenciaram diferenca
significativa na freqléncia do alelo B entre os grupos de
criangas infectadas e ndo infectadas, porém nas criangas
infectadas houve maior risco de progressao da doenga. Em
2003, Boniotto et al*’ avaliaram um grupo de criangas
brasileiras e evidenciaram maior presenga do alelo A/A no
grupo controle quando comparado as criangas HIV soropo-
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sitivas e frequéncia semelhante quando comparado ao gru-
po exposto, mas sem infecgdo. Quando esta frequéncia foi
comparada entre os grupos C+ e criangas sem infecgdo,
ndo houve diferenga estatisticamente significativa. Os au-
tores ainda descrevem que o alelo O confere risco relativo
de 1,37 para a infecgdo materno-fetal do HIV®’. Nosso es-
tudo ndo caracterizou o gene dos individuos.

Os dados de literatura sugerem que a insuficiéncia de
MBL pode ser clinicamente importante apenas quando as-
sociada a outra deficiéncia da resposta imune ou outro
fator*®®%°, Desta forma, nossos achados excluem a agio
isolada da MBL na transmissdo materno-fetal do HIV, mas
associada a outros fatores, poderia causar alguma reper-
cussdo.

Conclui-se que os niveis séricos de MBL, detectados em
todos os grupos, apresentaram correlagdo com a atividade
funcional da proteina, porém ndo foi evidenciada correla-
gdo entre os niveis séricos de MBL e sua atividade funcio-
nal com as diversas varidveis clinicas e laboratoriais da in-
fecgdo pelo HIV dos pares mae-filho. Ndo houve influéncia
desta proteina sobre a transmissdo materno-fetal do virus.
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