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Resumo




A Leishmaniose Visceral (LV) é causada pela infeccao do figado e baco
por protozodrios pertencentes ao género Leishmania. A doenga é quase sempre
letal quando nao tratada. Contudo, grande parte dos individuos infectados
permanece assintomadtica. A lectina ligante de manose (MBL), uma opsonina
sérica, é uma proteina que potencialmente desempenha um papel na infeccdo,
podendo levar a doenga, ja que ela é capaz de facilitar a infeccdo, promovendo a
fagocitose desses parasitos intracelulares. Mutagdes no exon 1 e no promotor do
gene da MBL humana resultam em niveis séricos baixos da proteina, o que
pode proteger contra o desenvolvimento da doenca. O presente estudo avaliou
o papel da MBL na infecgao por L.chagasi, o agente etiolégico de Leishmaniose
Visceral no Brasil, na populacdo de Teresina - PI. A freqtiéncia dos genotipos
selvagens e variantes, e os niveis de MBL foram determinados em individuos
com diagnostico positivo para LV, em individuos com infeccao assintomatica e
em individuos ndo infectados por L.chagasi. Genétipos que resultam em niveis
de MBL que promovem a infec¢do por L.chagasi foram mais freqiientes entre os
casos de LV (P=0,010), e entre casos de LV complicados por anemia severa
(P=0,001), do que entre individuos com infeccdo assintomatica. Os fenétipos
para a MBL (niveis séricos) também se mostraram associados com a infec¢do: os
niveis se mostraram mais altos entre os individuos que desenvolveram a
doenga do que entre os individuos com infeccdo assintomaética. Os nossos
resultados sugerem que a MBL intensifica a infeccdo pelo patégeno intracelular
L.chagasi, e que os seus genotipos podem ser empregados para prognosticar o

risco de desenvolver a Leishmaniose Visceral e suas complicagdes.



Abstract




Visceral leishmaniasis (VL), caused by infection of the liver and spleen
with protozoa of the Leishmania species, is almost always lethal if not treated.
Paradoxically, however, most infections are clinically silent. Mannan-binding
lectin (MBL), a serum opsonin, is a candidate molecule for modifying
progression of infection to disease because it may enhance infection with this
intracellular parasite. Mutations in the structural gene and/or promoter of MBL
result in low serum levels of the protein, which, in turn, may protect against
development of VL. This study examines the role of MBL in the outcome of
infection with L. chagasi, the causative agent of VL in Brazil, in a population of
Teresina - PI. Frequencies of wild type and variant genotypes and the levels of
MBL were determined in unrelated individuals presenting with a documented
history of VL, in individuals with asymptomatic infection, and in individuals
no infected with L. chagasi. Genotypes that result in levels of MBL predicted to
enhance infection with L. chagasi were more frequent among individuals with a
history of VL (P = 0.010), and among cases of VL complicated by severe
anaemia (P = 0.001) than among infected asymptomatic individuals.
Phenotypes for MBL (baseline serum levels) were also associated with the
outcome of infection with L. chagasi: levels were higher (P = 0.011) in individuals
with a history of VL than in those with asymptomatic infections. Our findings
suggest that MBL enhances infections with the intracellular pathogen L. chagasi
and that its genotypes may be employed for predicting the risk of developing

visceral leishmaniasis and complications.
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1. Introducdo




1.1 Lectina Ligante de Manose (MBL)

1.1.2 Historico

A lectina ligante de manose (MBL) é uma lectina sérica membro da
familia das colectinas e uma importante constituinte da imunidade inata. Além
disso, é uma das mais de trinta moléculas do sistema complemento (Turner,
2003). A histéria moderna da MBL data de 1968, quando uma paciente com um
defeito de fagocitose soro-dependente foi descrita. A paciente, uma menina de 2
anos de idade sofria de infeccdo recorrente no trato respiratério superior e
quadros diarréicos persistentes e quase nenhuma melhora clinica foi observada
como resposta ao tratamento com antibiéticos (Miller, 1968). Os leucoécitos
polimorfonucleares da paciente revelaram uma capacidade diminuida em
tagocitar particulas de Saccharomyces cerevisiae e Staphylococus aureus inativadas
por calor. Contudo, as mesmas particulas eram fagocitadas normalmente em
soro heter6logo, indicando que o problema era humoral. O defeito era revertido
quando plasma de outros doadores era utilizado no mesmo ensaio, o que
resultou na melhora clinica. Um defeito fagocitico semelhante foi descoberto no
soro da mae da paciente, e em varios de seus parentes. Tal constatagdo sugeriu
que essa condicdo provavelmente pudesse ser herdada (Garred et al., 2003).

Estudos posteriores nas décadas de 70 e 80 confirmaram a relacdo entre
esse defeito na opsonizagdo e o aparecimento de infec¢des recorrentes, e mais
do que isso, mostraram que esse defeito era relativamente comum (5-8%) em
individuos aparentemente saudaveis (Soothill e Harvey, 1976).

A MBL foi pela primeira vez isolada do soro de coelho no final da década

de 70 (Kawasaki et al. , 1978). Ja no comeco dos anos 80 o defeito fagocitico foi
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relacionado ao sistema complemento, C3b/iC3b eram depositadas em
quantidades menores do que a normal na superficie de leveduras incubadas
com soro de individuos afetados (Turner et al., 1981). Porém, nenhuma
anormalidade na funcdo do sistema complemento pdde ser detectada,
indicando que um co-fator até entdo desconhecido era o principal mediador
dessa disfuncao.

Em 1987, (Ikeda et al., 1987) foi demonstrado que a MBL tinha a
capacidade de ativar o sistema complemento pela via classica, propondo entdo
0s mecanismos que levavam a essa imunodeficiéncia, hoje se sabe que esse
processo de ativacdo do complemento, na realidade, constitui uma nova via de
ativacdo denominada frequentemente de via da MBL, que é a capaz de ativar o
complemento de maneira independente de anticorpo e de Clq (Dommett et al.,
2006). Pouco tempo depois foi demonstrado que o defeito opsonico dependente
de C3 era causado pela falta de MBL, a reconstituicao do soro defeituoso com
MBL purificada eliminava o problema (Super et al., 1989). A partir dessa
descoberta comegavam as pesquisas para desvendar as bases moleculares da

deficiéncia da MBL.
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1.1.3 Estrutura e fun¢ao da MBL

A MBL pertence a uma familia de proteinas chamada colectinas, que
possuem tanto um dominio de coldgeno quanto um de lectina, sendo
classificada como uma lectina sérica do tipo C. E uma proteina de fase aguda
produzida principalmente no figado, porém outros sitios de producdo sao
propostos, mondcitos humanos, por exemplo, sdo capazes de produzir MBL in
vitro (Downing et al., 2003).

A proteina consiste, estruturalmente, em multimeros de cadeias
polipeptidicas idénticas de 25 kDa. Cada cadeia possui um dominio de
reconhecimento de carboidrato (CRD) calcio-dependente na porgao C-terminal,
uma regido hidrofébica tipo “neck”, uma regido colagenosa contendo 19 trincas
Gly-Xaa-Xaa, e uma regido N-terminal rica em cisteina (Dommett et al., 2006). A
subunidade da MBL é formada por trés cadeias polipeptidicas que formam uma
tripla hélice estabilizada por interacdes hidrofébicas e pontes disulfeto entre as
cadeias, dentro da regiao N-terminal rica em cisteina. As subunidades agregam-
se em estruturas oligoméricas maiores em forma de buqué (Figura 1), o
oligbmero encontrado mais comumente no soro humano é a estrutura formada
por 6 subunidades, ou seja 18 cadeias polipeptidicas (Presanis et al., 2003).

A MBL é uma importante molécula “reconhecedora de padrdes” do
sistema imunolégico inato. Ela é capaz de reconhecer, através de seu dominio
de reconhecimento de carboidrato (CRD), grupos especificos de agucares, tais
como; manose, N-acetil-d-glucosamina, N-acetil-manosamina, fucose e glicose
presentes na superficie externa de varios microorganismos, permitindo assim a

distin¢do entre o que é ou ndo, proéprio do organismo (Dommett et al., 2006).
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Figura 1. Estrutura e organizacdo da MBL. (a) a MBL consiste de uma regido N-terminal rica
em cisteina, de uma regido tipo colageno, uma tipo “neck” e um dominio de reconhecimento
de carboidrato. Esses peptideos se “trimerizam” para formar a subunidade estrutural (b) que
é achada no soro na forma oligomérica. Adaptado de Presanis et al., 2003.
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Os patégenos reconhecidos pela MBL incluem bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, fungos, protozoarios e alguns virus (Fraser et al., 1998).

Estudos estruturais para a caracterizacdo do sitio de ligacdo do dominio
de reconhecimento de carboidrato da MBL de rato foram realizados usando
como ligante um oligossacarideo com manose terminal. Foi observado que a
interacdo MBL/ligante seguia um padrdo de ligacdo chamado posteriormente
de “micro-padrao” de ligacdo. Esse padrdo é ditado pela orientacdo das
hidroxilas presentes em C3 e C4 da molécula ligante (Weis et al., 1992). Esse
tipo de geometria do ligante estd presente nos grupos de acucares citados
anteriormente, mas ndo nos agucares galactose e acido sialico que constituem os
agucares terminais da maioria das glicoproteinas presentes nos mamiferos. Essa
ligacdo, porém é de baixa afinidade (~10°> M), e para que aconteca uma ligacdo
com alta afinidade é necessario que os agucares terminais do ligante fiquem
distantes entre si 45 A (Kawasaki et al., 1983). Essa orientacio geométrica estd
presente em varios patégenos, mas nao em glicoproteinas préprias (Sheriff et
al., 1994). Por isso, o “reconhecimento de padrdao” é dependente tanto de um

micro quanto de um macro padrao (Figura 2) (Hoffmann et al., 1999).
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Figura 2. Modelo de reconhecimento de carboidratos proposto para MBL. (A) micro-padrdo
de reconhecimento. (B) macro-padrio de reconhecimento. Adaptado de Ezekowitz, 2003.

23



Como descrito anteriormente, a MBL é capaz de ativar a cascata do
complemento (Figura 3). Nessa nova via de ativagdo denominada via da MBL,
ou via das lectinas a MBL aparece associada a uma familia de proteases
denominadas serino proteases associadas a MBL (MASPs), que incluem MASP-
1, MASP-2, MASP-3 (Matsushita e Fujita, 1992; Thiel, Vorup-Jensen et al., 1997;
Dahl, 2000) e a truncada versao de MASP-2 chamada Map19 (Stover, Thiel et
al., 1999; Takahashi, Endo et al., 1999). Diferentes evidéncias indicam que
MASP-2 é a mais importante na ativacdo do complemento (Thiel, Vorup-Jensen
et al,, 1997). O complexo MBL-MASPs torna-se ativo apds a sua ligacdo ao
microorganismo alvo, através do dominio de reconhecimento de carboidratos
(CRD) da MBL a carboidratos da superficie microbiana. MASP-2 apresenta
atividade enzimética similar a Cls que resulta em uma clivagem seqtiencial de
C4 e C2. O fragmento C4b gerado liga-se covalentemente a superficie
microbiana e subseqiientemente interage com C2 que também sera clivado por
MASP-2. O complexo C4b2a criado apresenta atividade de C3 convertase
similar as C3 convertases geradas nas vias classica e alternativa. A seguir esse
complexo é capaz de gerar o fragmento C3b através de sua agdo enzimaética
sobre C3 amplificando a ativacdo do sistema complemento (Super, et al., 1989;

Turner, 2003).
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Figura 3. Comparac¢ido entre a via classica e a via da MBL de ativacio do complemento
Adaptado de Worthley et al., 2005.
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A MBL também apresenta a capacidade de promover a opsonizagao
independentemente do sistema complemento. Nesse processo a MBL esta
associada a varios receptores ou proteinas ligantes da MBL como;
cC1gR/calreticulina (Malhotra et al., 1990), C1gRp (Tenner et al., 1995) e CR1
(Klickstein et al., 1997; Ghiran et al., 2000).

Recentes estudos com doencas tém aumentado evidéncias de uma
provavel funcao da MBL na modulagao da inflamacdo. O mecanismo ainda nao
estd claro, mas sugere-se que a proteina exerca um efeito modulador sobre a
liberagao de citocinas proé-inflamatoérias pelos mondcitos (Jack et al., 2001).
Outras evidéncias tém indicado que a MBL (assim como Clq) pode ligar-se a
células apoptoéticas e mediar seu ataque por macréfagos (Ogden et al., 2001). A
MBL é capaz de se ligar diretamente a células apoptéticas que expdem os
agucares terminais de proteinas do seu citoesqueleto, permitindo entdo o
reconhecimento pela MBL, o que acaba facilitando diretamente a fagocitose

pelos macréfagos.
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1.1.4 Genética da MBL humana

Em 1988, um clone de cDNA humano que codificava a MBL foi isolado
pela primeira vez (Ezekowitz et al., 1988). No ano seguinte o gene da MBL
humana (mbl2) foi clonado e seqiienciado independentemente por Taylor et al. e
Sastry et al. (Taylor et al., 1989; Sastry et al., 1989). O gene foi localizado no
cromossomo 10 (10ql1.1-q21),porém, na mesma regido cromossdmica um
pseudogene expresso da MBL (mbl1) foi também descoberto, o que pareceu ser
o homélogo humano do gene funcional mbl-A presente no camundongo e no
Rhesus (Macaca mulatta) (Guo et al., 1998).

A regido que codifica a proteina do gene mbl2 consiste de quatro exons
interrompidos por 3 introns de 600, 1350 e 800 pares de base (Taylor et al.,
1989). O exon 1 codifica o peptideo sinal, um dominio rico em cisteina e 7 cépias
de um motivo tipico para a formacdo da tripla hélice de colageno, Gly-Xaa-Yaa.
Esse padrao é interrompido por uma dupla de Glycina-Glutamina e continuado
por mais 12 repeticdes Gly-Xaa-Yaa no exon 2. O exon 3 codifica uma regiao
tipo “neck”e o exon 4 codifica o dominio de reconhecimento de carboidrato
(Figura 4) (Garred et al., 2006).

A seqiiéncia da regido promotora do gene mbl2 contém varios elementos
que sugerem a MBL como uma proteina participante de fase aguda, nas
infecgOes. De particular interesse é a regido de aproximadamente 1 kb anterior
ao exon 1. Essa regido contém um exon alternativo, que foi chamado exon 0,
que é capaz de iniciar a transcrigdo do gene mbl2 (Naito et al., 1999). Esse exon
ndo é traduzido em proteina, por isso, o transcrito alternativo codifica a mesma

proteina do transcrito iniciado no exon 1.
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Figura 4. Estrutura do gene mbl2, e o produto protéico codificado. Diferentes regides da proteina sdo
codificadas por diferentes exons. As posi¢cdes de todos os polimorfismos do exon 1 e da regido promotora
também esta mostrada. Adaptado de Dommet et al., 2006
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A grande maioria da MBL produzida no figado se origina dos transcritos
iniciados no exon 1, porém de 10 a 15% do total é codificada a partir do exon 0
(Seyfarth et al., 2005).

Em 1991, a seqiiéncia nucleotidica dos 4 exons do gene humano mbi2 foi
determinada em duas criangas britanicas que apresentavam infec¢des
recorrentes e niveis baixos de MBL (Sumiya et al, 1991). Em ambos os
individuos, uma mutacdo pontual foi detectada no codon 54, mudando a
sequiéncia de GGC para GAC e provocando a substituicdo do aminoacido acido
aspartico pelo aminoécido glicina na proteina traduzida. Estudos familiais
confirmaram que o defeito era herdado de forma autosséomica dominante. Em
1992 foi identificada uma segunda mutacdo no exonl, desta vez no cédon 57, o
que provocava a substituicdo de glicina por acido glutamico (Lipscombe et al.,
1992), e em 1994 uma terceira mutacdo no cédon 52 do mesmo exon foi relatada,
provocando a substituicdo de arginina por cisteina (Madsen et al., 1994). Essas
mutacgdes sdo comumente chamadas de variantes B, C e D respectivamente,
sendo denominado A o alelo selvagem. As trés mutacoes apresentam um efeito
pronunciado nas concentragdes séricas de MBL, medidas num ensaio de ELISA
de captura. A figura 5 (Garred et al., 2003) mostra o resultado das medigdes nos
soros de 1183 individuos, e os genétipos de MBL correspondentes. Em
homozigotos variantes e heterozigotos compostos nao se detectou a proteina

(limite de deteccao 20pg/1). Ja nos heterozigotos para as mutagdes, o efeito mais
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Figura 5. Distribuicdo dos niveis séricos de MBL em relacdo aos genétipos observados. A
indica o alelo normal, B indica o alelo variante no cédon 54, C indica o alelo variante no
cddon 57 e D indica o alelo variante no c6don 52. A mediana, o interquartil, e 0 90° percentil
sdo mostrados. (Kruskall-Wallis P < 0.0001). Garred, 2003.
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profundo foi observado para o alelo B e para o C, enquanto que o alelo D nao
foi capaz de provocar diminuicao semelhante.

Além disso, alelos na regido promotora do exon 1 contribuem para
variagdes adicionais na concentracdo sérica da MBL (Madsen et al.,, 1995;
Madsen et al., 1998).

Inicialmente, dois sitios polimérficos na regido promotora foram
descritos nas posi¢des —550 (variantes H/L) e —221 (variantes X/Y), ambos sdo
substitui¢des nucleotidicas tnicas de G para C. Com relacdo a suas posi¢des no
cromossomo, os seguintes haploétipos puderam ser identificados: HYA, LYA, e
LXA em um cromossomo A normal, e HYD, LYB e LYC nos cromossomos
carregando alelos estruturais variantes (Madsen et al., 1995). Os haplotipos
HYA, LYA e LXA se correlacionam muito bem com niveis altos, intermediarios e
baixos de MBL, respectivamente. Contudo, o haplétipo LYA pode ser
subdividido em haplétipos adicionais quando um outro polimorfismo (P/Q)
localizado na porcao 5'ndo traduzida do exon 1 (posicdo +4) foi descoberto
(Madsen et al.,, 1994). Entdo o tipo LY, na verdade, consiste dos seguintes
haplétipos: LYPA, LYPB, LYQA e LYQC.

Para facilitar a interpretagdo dos efeitos nas concentracdes séricas relacionados
a todos os haplotipos encontrados para a MBL, usualmente, os dados sao
apresentados de uma maneira mais simplificada (Figura 6): os alelos variantes
B, C e D sdo agrupados e classificados como O, mostrando somente o alelo da
posicdo —221 (X/Y) do promotor por ser o que mais significativamente altera os

niveis de MBL (Garred et al., 1999; Graudal et al., 2000).
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Figura 6. Distribuicao dos niveis séricos de MBL em rela¢iao aos haplétipos simplificados YA
e XA. O indica qualquer alelo variante (B,C ou D), O alelo X corresponde ao alelo de
trancsric¢ao baixa da MBL na posig¢io -550, e o alelo Y corresponde ao alelo de transcricao alta.
A mediana, o interquartil, e o 90° percentil sio mostrados. (Kruskall-Wallis P < 0.0001).
Garred, 2003.
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1.1.5 MBL e a associacao com doengas

Como ja mencionado, a deficiéncia da MBL foi inicialmente reconhecida
em criangas com um defeito funcional de opsonizagao, o qual estava associado a
presenca de infecgdes recorrentes e déficit de crescimento (Super et al., 1989). Foi
entdo sugerido nesse trabalho que a principal funcdo desta proteina estaria em
proteger as criancas durante a janela de vulnerabilidade que ocorre apods
diminui¢do dos anticorpos maternos, antes do desenvolvimento de uma efetiva
produgao de anticorpos. Trabalhos posteriores demonstraram que a MBL de
fato possui um papel importante na primeira linha de defesa contra muitos
microorganismos antes da producdo de anticorpos. Essa funcdo atribuiu a MBL
um papel de ante-anticorpo (Ezekowitz, 1991), isto é, anteceder os anticorpos no
combate a micro-organismos invasores.

A deficiéncia de MBL foi associada com aumento na susceptibilidade a
muitas doencas infecciosas, principalmente para patogenos extracelulares
(Summerfield et al., 1997) e particularmente com microorganismos que causam
infeccOes agudas do trato respiratério durante a infancia (Koch et al., 2001).

Os alelos variantes da MBL e, portanto, a deficiéncia da proteina sdo
observados com freqiiéncia relativamente alta em diversas populagdes. Por isso,
frequentemente se sugere que esses alelos variantes possam conferir vantagens
relativas aos hospedeiros, representando um sistema genético balanceado
(Garred et al.,1992; Lipscombe et al., 1992).

Microorganismos intracelulares, como por exemplo, Mycobacterium
tuberculosis e as vérias espécies do género Leishmania, usam parcialmente a

opsonizagao pelo sistema complemento e possivelmente a MBL para invadir as
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células do hospedeiro (Santos et al., 2001). Uma das hipoteses propostas para
explicar a alta freqtiéncia dos alelos variantes da MBL em diferentes populacdes
é a provavel vantagem que os niveis baixos de MBL conferem ao hospedeiro, ao
reduzir as quantidades de complemento depositadas na superficie externa de
patégenos intracelulares, que exploram o complemento e os receptores de
complemento (CRs) para invadir as células hospedeiras (Garred et al., 1994).

Um estudo realizado no Brasil, no municipio de Teresina - PI, com
pacientes que apresentavam diagndstico positivo para leishmaniose visceral,
cujo agente causador é o protozodrio Leishmania chagasi, mostrou que esses
pacientes apresentavam um nivel maior de MBL sérica do que em individuos
controle saudaveis (Santos et al., 2001). Porém, apesar da freqitiéncia dos alelos
variantes ter sido maior nos individuos controle em relacdo aos pacientes com a
doenca, a associacdo nao foi significativa.

Posto isso, o presente trabalho buscou elucidar, através da genotipagem
das mutagdes tanto do exon 1 quanto da regido promotora do gene da MBL

humana (mbl2), a relacdo entre essa proteina sérica e a susceptibilidade e

progressao da leishmaniose visceral.
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1.2 Leishmaniose Visceral

As leishmanioses sdo um grupo de doencas parasitdrias causadas por
protozodrios do género Leishmania, e transmitidas através da picada de fémeas
de mosquitos da familia Plebotomidae. As formas clinicas das leishmanioses sdo
particularmente variadas, representando um complexo de doengas:
leishmaniose visceral (LV), a forma mais grave, que pode ser letal quando nao
tratada; leishmaniose muco-cutdnea (LMC), caracterizada como uma doenca
mutiladora causando deformidades irreversiveis principalmente na face dos
pacientes; leishmaniose cutanea difusa (LCD), doenga persistente provocada
por uma resposta imune celular deficiente; e leishmaniose cutanea (LC), que
provoca o aparecimento de iniimeras ulceracdes na pele dos pacientes.

A epidemiologia é extremamente diversa: 20 espécies de Leishmania sao
patogénicas para o homem, e 30 espécies de flebotomineos sdo vetoras. Existem
duas classificacdes epidemiolédgicas para a doenga: zoonose, que inclui animais
hospedeiros como reservatérios no ciclo de transmissao, e antroponose, na qual
0 homem ¢ a tnica fonte de infeccdo para o mosquito vetor. A doenga se acha
amplamente distribuida, atingindo um total de 88 paises: 72 sdo paises em
desenvolvimento e 13 estdo entre os menos desenvolvidos (Desjeux, 2004).

Dentre todas as formas clinicas a mais severa é a leishmaniose visceral, a
doenca, conhecida também como calazar ou febre dum-dum, é caracterizada
por febre persistente, hepatoesplenomegalia, anemia e debilidade progressiva,
levando frequentemente a O6bito. Duas espécies do complexo donovani
transmitem a doenca para o homem: Leishmania donovani e Leishmania

infantum/ Leishmania chagasi. Atualmente 90% dos casos de LV ocorrem em
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areas rurais pobres e suburbios de cinco paises: Bangladesh, India, Nepal,
Suddo e Brasil, representando uma incidéncia anual de 500,000 casos com

aproximadamente 59,000 mortes oficiais (Desjeux, 2004).

1.2.1 Caracteristicas Epidemiolégicas no Brasil

No Brasil, a LV inicialmente tinha um carater eminentemente rural e,
mais recentemente, vem se expandindo para as areas urbanas de médio e
grande porte. Segundo o Ministério da Satide, em 19 anos de notificagao (1984-
2002), os casos de LVA somaram 48.455 casos, sendo que aproximadamente
66% deles ocorreram nos estados da Bahia, Ceard, Maranhdo e Piaui. Nos
altimos dez anos, a média anual de casos no Pais foi de 3.156 casos, e a
incidéncia de dois casos/100.000 hab (Ministério da Satde, 2006).

A doenca apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais
diferenciados, em funcdo da sua ampla distribuicdo geografica, envolvendo as
regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (Ministério da Satide, 2006).

Na década de 90, aproximadamente noventa por cento (90%) dos casos
notificados de LV ocorreram na Regido Nordeste. A medida que a doenca se
expande para as outras regides e atinge areas urbanas e periurbanas, esta
situagdo vem se modificando e, no periodo de 2000 a 2002, a Regido Nordeste ja
representa uma reducdo para 77% dos casos do Pais.

Os dados epidemiolégicos dos tultimos dez anos revelam a
periurbanizacdo e a urbanizagdo da leishmaniose visceral, destacando-se os
surtos ocorridos no Rio de Janeiro (R]), Belo Horizonte (MG), Regido Oeste do

Estado de Sao Paulo (Aragatuba, Bauru, Marilia e Presidente Prudente),
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Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sao Luis (MA),
Fortaleza (CE), Camacari (BA) e mais recentemente as epidemias ocorridas nos
municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO)
(Ministério da Satde, 2006). As areas de transmissdo da doenga no Brasil estdo

representadas na Figura 7.

1.2.2 Agente etiol6gico

Os agentes etiologicos da leishmaniose visceral sdo protozoarios
tripanosomatideos do género Leishmania, parasita intracelular obrigatério das
células do sistema fagocitico mononuclear, com uma forma flagelada ou
promastigota , encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e outra sem flagelo
aparente ou amastigota (Figura 8) nos tecidos dos vertebrados.

Na LV, trés espécies estdo envolvidas com a infeccdo dependendo da
regido geogréfica onde a doenca ocorra: (i) Leishmania (Leishmania) donovani
Laveran & Mensil, 1903 foi o parasito originalmente descrito, responsavel pela
forma visceral classica (antroponose) e pela leishmaniose dérmica pos-calazar
na Asia; (ii) Leishmania (Leishmania) infantum Nicolle, 1908 é uma espécie
amplamente distribuida no Velho Mundo: Asia, Europa e Africa; (iii),
Leishmania (Leishmania) chagasi Cunha & Chagas, 1937 ocorre nas Américas,
sendo responsavel pela LVA em seres humanos e cdes (Lainson & Shaw, 1987;

Marzochi et al., 1994).
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Figura 7 - Distribuicao de casos autéctones de Leishmaniose Visceral segundo
municipio, Brasil 2002.Fonte: SINAN- COVEV/ CGDT/DEVEP/SVS/MS
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Figura 8. Formas da Leishmania chagasi. (A) forma flagelada promastigota. (B) forma
aflagelada amastigota. Fonte: Manual de Vigilincia e Controle da Leishmaniose Visceral,
2006.
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1.2.3 Reservatorios

Os reservatoérios do parasito sdao animais mamiferos, principalmente
canideos, sendo os mais importantes a raposa (no ciclo silvestre e rural) e o cao
(no ciclo rural e, particularmente, nas areas urbanas).

O papel do cao como reservatério da Leishmania foi aventado pela
primeira vez por Nicolle, em 1908, na Tunisia, quando experimentalmente foi
comprovada a infecgdo deste animal. Posteriormente, em inquérito realizado
naquele Pais, foi comprovada a transmissao natural em caes e assim registrado
o primeiro foco de LV canina no mundo.

No Brasil, as primeiras evidéncias de transmissdo da LVA canina foram
em Abaeté (PA), como resultado dos trabalhos desenvolvidos por comissao
instituida pelo Instituto Oswaldo Cruz para a avaliagdo dessa problematica.
Porém, apenas em 1955, é que foi estabelecido por Deane & Deane (1955) o
papel do cao como reservatério da LVA, quando constatada a transmissao em
caes residentes em zona urbana do municipio de Sobral (CE), verificando-se
freqtiéncia muitas vezes intensa do parasitismo cutdneo. Brener, em 1957,
concluiu, frente aos achados de outros autores e aqueles por ele encontrado, que
o cdo tinha papel fundamental na epidemiologia da LVA no Brasil.

Nos ambientes rural e urbano o cdo doméstico - Canis familiaris vem
sendo descrito como o principal reservatério da L. chagasi, tanto no Brasil como
nas Américas (Lainson & Shaw, 1987, Marzochi et al., 1994, OMS 1990, Vieira &
Coelho, 1998).

Entre os canideos silvestres, reservatoérios da L. chagasi, destacam-se nos

ciclos silvestre e rural, a raposa - Dusicyon vetulus (=Lycalopex vetulus), no
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Nordeste do Brasil, em especial no estado do Ceara (Deane & Deane 1955,
Deane, 1956; Alencar, 1961) e a espécie Cerdocyon thous, na Amazonia brasileira,
no estado do Para (Lainson et al., 1969; Lainson & Shaw ,1971; Silveira et al.,
1982). Os gambas também tém sido apontados como reservatérios do parasita
no estado da Bahia, onde se isolou o parasita de Didelphis albiventris (Sherlock et
al., 1984) e, na Colombia, Didelphis marsupialis parece ter importancia

significativa na epidemiologia da LV (Corredor et al., 1989; Travi et al., 1994).

1.2.4 Vetores

Os vetores da leishmaniose visceral sdo insetos denominados
flebotomineos, conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquiras,
birigui, entre outros. No Brasil,duas espécies, até o momento, estdo relacionadas
com a transmissao da doenca Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. A primeira
espécie é considerada a principal espécie transmissora da L. (L.) chagasi no Brasil
e, recentemente, L. cruzi foi incriminada como vetora no Estado de Mato Grosso
do Sul (Ministério da Satude, 2006).

No Brasil, a distribuicdo geogréfica de L. longipalpis é ampla e parece
estar em expansao. Esta espécie é encontrada em quatro das cinco regides
geograficas: Nordeste, Norte, Sudeste e Centro-Oeste.

Nas regides Norte e Nordeste, a L. longipalpis era encontrada
originalmente nas matas participando do ciclo primario de transmissao da
doenca. Progressivamente houve adaptagao desse inseto para o ambiente rural
e sua adaptacgdo a este ambiente foi somada a presenca de animais silvestres e

sinantrépicos.
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Recentemente, ao final da década de 80, verificou-se a adaptacdo deste
vetor aos ambientes urbanos, em periferias de grandes centros, principalmente
na Regido Sudeste, podendo ser encontrados no peridomicilio, em galinheiros,
chiqueiro, canil, paiol, entre outros ambientes e também no intradomicilio.

Na fase adulta estdao adaptados a diversos ambientes, porém na fase larvaria
desenvolvem-se em ambientes terrestres imidos e ricos em matéria organica e
de baixa incidéncia luminosa. Ambos os sexos necessitam de carboidratos como
fonte energética e as fémeas alimentam-se também de sangue para o
desenvolvimento dos ovos. (Ministério da Satide, 2006).

O ciclo biolégico da Lutzomyia longipalpis (Figura 9) se processa no
ambiente terrestre e compreende quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva
(com quatro estadios), pupa e adulto.

Apos a copula as fémeas colocam seus ovos sobre um substrato tmido
no solo e com alto teor de matéria organica. Os ovos eclodem geralmente de 7 a
10 dias ap6s a postura. As larvas alimentam-se vorazmente e desenvolvem-se
em média entre 20 a 30 dias, podendo entrar em diapausa de acordo com as
condi¢des do meio ambiente.

Ap6s esse periodo as larvas de quarto estadio transformam-se em pupas,
que, permanecem imoveis e fixas ao substrato, pela extremidade posterior. O
periodo pupal em condicoes favoraveis tem duracao em média de uma a duas
semanas.

O desenvolvimento do ovo ao inseto adulto decorre um periodo de
aproximadamente 30 a 40 dias de acordo com a temperatura. As fémeas sao

hematoéfagas obrigatorias, apresentam hébitos ecléticos podendo realizar o
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Figura 9. Fémea ingurgitada de Lutzomyia longipalpis, espécie vetora da Leishmaniose
Visceral no Brasil. Fonte: Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, 2006.
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repasto sangiiineo em vdarias espécies de animais vertebrados, inclusive
em humanos. Em dreas urbanas, o cdo parece ser a principal fonte de
alimenta¢do no ambiente doméstico. A longevidade das fémeas é estimada em
média de 20 dias.

A atividade dos flebotomineos é crepuscular e noturna. No intra e
peridomicilio, a L. longipalpis é encontrada, principalmente, préximas a uma
fonte de alimento. Durante o dia, estes insetos ficam em repouso, em lugares
sombreados e umidos, protegidos do vento e de predatores naturais.

A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o sangue de
mamiferos infectados, ingerem macréfagos parasitados por formas amastigotas
da Leishmania. No trato digestivo anterior ocorre o rompimento dos macréfagos
liberando essas formas. Reproduzem-se por divisdo bindria e diferenciam-se
rapidamente em formas flageladas denominadas de promastigotas, que
também se reproduzem por processos sucessivos de divisao binaria. As formas
promastigotas transformam-se em paramastigotas as quais colonizam o esoéfago
e a faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo,
quando se diferenciam em formas infectantes - promastigotas metaciclicas. O
ciclo do parasito no inseto se completa em torno de 72 horas (Figura 10).

Ap6s este periodo, as fémeas infectantes ao realizarem um novo repasto
sangiiineo em um hospedeiro vertebrado liberam as formas promastigotas
metaciclicas juntamente com a saliva do inseto. Na epiderme do hospedeiro,
estas formas sdo fagocitadas por células dos sistema mononuclear fagocitério.
No interior dos macréfagos diferenciam-se em amastigotas multiplicam-se até o

rompimento dos mesmos, ocorrendo a liberacdo destas formas que serdo
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(1)

Figura 10. Ciclo evolutivo da Leishmania chagasi.

(1) Mosquito ingere sangue infectado do cao.

(2) Ingestdo de células parasitadas.

(3) Amastigotas se transforman em promastigotas no estomago do mosquito.
(4) Promastigotas se multiplicam no estdmago do mosquito transmissor.

(5) Mosquito retira sangue do hospedeiro e injeta promastigotas.

(6) Promastigotas sao fagocitados pelos macrofagos.

(7) Promastigotas se transformam em amastigotas no interior dos macréfagos.
(8) Amastigotas sdo liberados e infectam outras células.
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tagocitadas por novos macréfagos num processo continuo, ocorrendo entdo a
disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema

mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea. (Rey,

1991; Lainson & Shaw, 1987).
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2. Objetivos




2.1 Objetivo geral

Realizar um estudo populacional caso-controle, buscando relacionar a
presenca de mutagdes especificas no promotor e no exon 1 do gene que codifica
a MBL em humanos com a resisténcia a infeccdo por Leishmania chagasi na area

endémica de Teresina - PI.

2.2 Objetivos especificos

¢ Correlacionar niveis séricos da MBL com os genétipos encontrados para

o gene mbl2

e Determinar a freqiiéncia dos haplétipos, bem como a freqiiéncia dos
alelos variantes do gene mbl2 em individuos com diagnéstico confirmado
para Leishmaniose visceral; em individuos infectados assintomaticos; e

em individuos saudéaveis.

® Relacionar a distribuicdo genotipica do gene mbl2 com complicacbes da

Leishmaniose visceral
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3. Material e Métodos




3.1 Pacientes

Individuos desse estudo caso-controle sio de uma populacao de
Teresina, Piaui onde a epidemia urbana de LV tem ocorrido desde 1980 (Costa
et al, 1990). Todos os dados clinico-epidemiolégicos (idade, sexo, data de
internacdo, data de realizagdo e resultado dos exames sorolégicos e clinicos)
foram obtidos do banco de dados do Instituto de Doencas Tropicais Natan
Portela em Teresina-PI, sob supervisdao do Dr. Carlos Henrique Nery Costa.
Consentimento informado de todos os participantes e aprovagao institucional

foram obtidos para o estudo.

As freqiiéncias dos alelos selvagens e mutados e os niveis de MBL foram
determinados em individuos ndo relacionados com diagnéstico confirmado
para LV (n = 60), em individuos ndo relacionados assintomaticos, mas com
infeccado por L. chagasi, determinada por um teste de Montenegro (leishmanina)
positivo para hipersensibilidade tardia na pele (DTH) e/ou pela presenca de
anticorpos anti-Leishmania em teste sorologico de imunofluorescéncia indireta (1
= 90), em individuos nao relacionados saudaveis sem nenhuma evidéncia de
infeccao por L. chagasi determinada por um teste de Montenegro negativo e pela
auséncia de anticorpos anti-Leishmania (n = 87), e ainda em individuos

saudaveis (n = 54) cuja condicdo de infeccao ndo pode ser determinada.

Todos os testes sorologicos e os testes de Montenegro foram realizados
pelo Dr. Carlos Henrique Nery Costa, e pela Dra. Maria do Socorro Pires e Cruz
da Universidade Federal do Piaui. A idade dos individuos variou de 6 meses a

73 anos (média, 22.7 £18.1 anos). Individuos saudaveis infectados e nao-
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infectados foram divididos em dois grupos, vizinhos imediatos dos casos de LV
(n = 125) e individuos aleatoriamente selecionados da populacdo de Teresina (n
= 106), essa divisdo se fez necessaria a fim de se eliminar possiveis
interpretagdes tendenciosas relacionadas a wuma distribuicdo espacial

heterogénea da populagao de estudo.

O diagnostico de LV foi confirmado pelo isolamento de parasitas da
medula O6ssea, pacientes com LV foram classificados em trés categorias:
categoria 1 inclui pacientes que nao apresentaram complicagdes, pacientes na
categoria 2 necessitaram de transfusdes de sangue e pacientes na categoria 3
necessitaram de cuidados intensivos. As concentragoes séricas de MBL foram
medidas por ELISA de captura (Staten Serum Institute, Copenhagen, kit 030,
clone Hyb-131-01) pela Dra. Isabel Santos na Faculdade de Medicina de
Ribeirdao Preto (USP); apdés a extracdo de DNA gendmico do sangue dos
individuos e posterior amplificacdo dos fragmentos de interesse por PCR, foi
realizado o sequenciamento dos fragmentos obtidos para a detecgao inicial das
mutagOes, posteriormente os polimorfismos de base tinica (SNPs) para o exon 1
e para o promotor do gene da MBL (mbl2)foram genotipados, com o SNaPshot

Multiplex kit (Applied Biosystems) usando primers especificos para cada SNP.
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3.2 Extracao de DNA do sangue

As amostras de DNA que ainda nao tinham sido extraidas do sangue dos
pacientes foram extraidas em nosso laboratério com o kit GFX Genomic Blood
DNA Purification Kit (GE Healthcare) conforme as recomendagdes do

fabricante. O DNA obtido foi armazenado a -20°C até o momento do uso.

3.3 PCR

As reacOes foram realizadas em ensaios contendo concentragao final de 2
mM de MgCl, , tampado 10X, 0,4 pmol/uL de cada um dos oligonucleotideos
(foward e reverse), 0,1 mM de dNTPs, 1 unidade de Tag polimerase, 5uL da
amostra de DNA, e agua até completar volume final de 25ul/reacdo. Dois
pares de oligonucleotideos (tabela 1), referentes ao exon 1 e ao promotor do
gene da MBL, (Madsen et al., 1995) foram utilizados na reacdo de PCR para a
amplificacdo das regides contendo as mutagoes.

As condigdes da reagdo sao: 2 min a 94 °C, depois 35 ciclos de 30s a 94 °C,
1 min a 58°C e 2 min a 72 °C, com 5 min de extensao final.
Posteriormente os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose segundo Sambrook et al. (1989). 8ul do produto amplificado pela reagao
de PCR foi adicionado de 2ul de tampdo de amostra e aplicado em gel de
agarose 1% (GIBCO BRL®) em solugdo de TAE 1X contendo brometo de etidio a
0,5ug/ml. Apés a corrida a 90V por 40min as bandas foram visualizadas em um
transluminador UV. Os produtos amplificados foram armazenados a -20°C até

o momento do uso.
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Tabela 1. Oligonucleotideos usados na genotipagem da MBL humana.

Forwad | 5- AGTCGACCCAGATTGTAGGACAGAG - 3’
MBL exon 1
Reverse | 5- AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG -3’

Forwad | 5- GAAGCTTAGACCTATGGGGCTAG - 3°
MBL Promotor
Reverse | 5'- AACTGCAGGGAAGGTTAATCGCAGTT -3

3.4 Purificacao dos produtos de PCR
Apo6s a reacdo de PCR os produtos foram purificados com o kit
GENOMICS Millipore® para o posterior sequenciamento, conforme as

recomendacoes do fabricante, e armazenados a -20°C até o momento do uso.

3.5 Sequenciamento dos fragmentos amplificados

As sequiéncias de DNA foram determinadas em seqiienciador automatico
ABI 377 (Applied Biosystems) utilizando-se 4ul de 2,5X Save Money (400mM
Tris-HCI pH9,0, 10mM MgCl), 4ul de BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit v 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA), 3,2 pmol dos
oligonucleotideos, e 4ul do DNA genomico a 5ng/ul. As reacdes de
seqiienciamento foram realizadas em termociclador Whatman Biometra® (T
Gradient) com os ciclos de temperatura programados para: 25 ciclos de 95°C
por 10 seg, 50°C por 5 seg, 60°C por 4, com rampa de 1°C/seg, como
recomendado pelo fabricante. Apds a amplificagdo as amostras foram mantidas
a 4°C até a precipitacdo. Para cada amostra foram utilizadas 2 reagdes, sendo

uma para o primer foward e outra para o reverse.

53



3.6 Precipitacdo

A cada reacdo de seqlienciamento foram adicionados 80ul de
isopropanol 65%, incubando a T.A. por 20 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a velocidade de 30 min a 2000xg a T.A. O isopropanol foi
removido invertendo os tubos e, a seguir, adicionou-se 200ul de etanol 60% e
centrifugou-se a velocidade maxima por 5 min a 2000xg a T.A. Removeu-se
todo o etanol com auxilio de micropipeta, pois qualquer etanol residual
resultaria em manchas fluorescentes. As amostras foram secas em T.A. e o DNA
foi eluido em 2ul de tampao de amostra contendo Formamida Hi-Di™ (Applied
Biosystems) + Loading Buffer (25mM EDTA pH 8,0 contendo 50mg/ml Blue
Dextran) (5:1). No momento da aplicacdo em seqiienciador automatico ABI
PRISM ® 377 (Applied Biosystems, USA) as amostras foram aquecidas a 95°C

por 3 min e rapidamente transferidas para o gelo.

3.7 Andlise das seqiiéncias
As seqtiéncias de bases geradas automaticamente foram alinhadas com
auxilio do programa MERGER

(http:/ /bioweb.pasteur.fr/seqganal /alienment/intro-uk.html) e analisadas com

auxilio do programa CLUSTAL X, e entdo comparadas com outras disponiveis
no GenBank e identificadas utilizando-se 0 BLASTn

(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Apbs a confirmagao das mutagdes 5 oligonucleotideos foram desenhados com
tamanhos diferentes, um para cada regido flanqueadora dos sitios mutacionais,

para a utilizagdo do o kit ABI PRISM® Snapshot™ Multiplex, em uma reacao de
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mini -sequenciamento que detecta todas as mutagdes em um tnica reacdo pelo

método dideoxi marcado com fluorescéncia com extensiao de uma tnica base.

3.8 Reacdo de mini - sequenciamento

Apbs a reagdo de PCR os produtos foram purificados ezimaticamente
com o kit ExoSAP- IT (GE Healthcare) seguindo as instru¢des do fabricante.
Ap6s a purificagdo, 2pl dos fragmentos purificados foram utilizados na reagao
de mini-sequenciamento (Figura 11), juntamente com 1ul de 2,5X Save Money
(400mM Tris-HCl1 pH9,0, 10mM MgCl,), 1ul de Snapshot™ Multiplex mix , 0,4
pmol de cada oligonucleotideo (tabela 2) e 4gua até completar o volume de 10
ul. As reacdes foram realizadas em termociclador Whatman Biometra® (T
Gradient) com os ciclos de temperatura programados para: 40 ciclos de 95°C

por 10 seg, 58°C por 5 seg, 60°C por 30 seg, com rampa de 1°C/seg.

Sitio do
H SNP
WMAGCATGCTCAATCGAATCCAGHNNINMHN
DNA Molde
Purificado

NMTCGTACGAGTTAGCTTAGGTCMNNNMNM

!

Primer TCGTACGAGTTAGCTTAGGT

MMAGCATGOTCAATOGAATCCAGNNNMNMN Extensdo de base tnica

l marcada com
—dTaAMRA fluorescéncia
TCGTACGAGTTAGCTTAGGTC

C NNAGCATGCTCAATCGAATCCAGMNNMM

l —dTAMRA
TCGTACGAGTTAGCTTAGGTC

Fragmento marcado
com fluorescéncia

Figura 11. Esquema da reacdo com o kit ABI PRISM® Snapshot™ Multiplex.
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Tabela 2. Oligonucleotideos usados na reacdo de mini-sequenciamento.

CODON 52 5- CCCCCCCCCCGCTTCCCAGGCAAAGATGGG - 3’

CODON 54 5- CCCCCTTTTCTCCCTTGGTG - 3"

CODON 57 5- CCCCCTACCTGGTTCCCCCTTTTCT - 3’

POSICAO -550 | 5™- CCCCCCCCCCCCCCCGCTTACCCAGGCAAGCCTGT-3’

POSICAO -221 5- CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCATTTGTTCTCACTGCCAC -3’

3.9 Remocao dos ddNTPs nao incorporados

Os dideoxinucleotideos marcados com fluorescéncia que sobram na
reacao podem co-migrar com os fragmentos de interesse produzidos na reacéo.
Faz-se necessario, entdo, o tratamento de cada reacdo com 1ul de uma enzima
fosfatase (Shrimp Alcaline Phosphatase, GE Healthcare) para a alteracdo do
perfil de migracdo dos ddNTPs marcados. Apés o tratamento as reagdes sao
diluidas 1:1 com tampao de amostra contendo Formamida Hi-Di™ (Applied
Biosystems) + Loading Buffer (25mM EDTA pH 8,0 contendo 50mg/ml Blue
Dextran) (5:1). No momento da aplicacdo em seqiienciador automatico ABI
PRISM ® 377 (Applied Biosystems, USA) as amostras foram aquecidas a 95°C

por 3 min e rapidamente transferidas para o gelo.
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3.10 Analise dos fragmentos
Ap6s a corrida eletroforética os fragmentos foram analisados e com base
nas diferentes cores e tamanhos os 5 SNPs foram identificados conforme a

tabela 3.

Tabela 3. Caracterizacdo dos sitios dos cinco SNPs do gene da MBL humana.

POSICAO DO SNP | TAMANHO DO PRIMER POLIMORFISMO COR OBTIDA NA
IMAGEM DO GEL

CODON 52 AMARELO/VERMELHO

CODON 54 AMARELO/VERMELHO

CODON 57 AMARELO/VERMELHO

POSICAO -550 AZUL/AMARELO

POSICAO -221 AZUL/AMARELO

3.11 Determinacao dos haplétipos e das freqiiéncias alélicas da MBL

A técnica utilizada na genotipagem dos SNPs permite a idenificagdo dos
5 loci no gene da MBL de forma independente, ou seja, a genotipagem informa
o genotipo, mas o haplétipo (fase gamética) permanece indeterminado.

Para a obtencdo dos haplétipos reconstruidos foi utilizado o algoritimo
ELB que consta do pacote de softwares do programa arlequim versao 3.01
(Excoffier et al., 2005).

A determinagdo das freqiiéncias alélicas foi realizada por contagem

simples.
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3.12 Analise Estatistica

Todos os testes estatisticos utilizados nas analises dos dados (Mann-
Whitney, Kruskal-Wallis e Qui-quadrado) fazem parte do programa SigmaStat
para Windows versao 3.1.

O teste de Mann-Whitney com a correcdo de Bonferroni para comparacdes
par a par foi empregado para testar se os valores das medianas nas
distribui¢cdes dos niveis séricos de MBL diferiram significantemente para trés
grupos de estudo: casos de Leishmaniose Visceral, controles assintomaticos e
controles saudéveis.

O teste de Kruskal-Wallis foi empregado para testar se os valores das
medianas nas distribuicdes dos niveis séricos de MBL entre as 5 classes
genotipicas encontradas diferiram significantemente, mostrando assim uma
correlagdo niveis séricos X genotipos.

O teste do Qui-quadrado foi utilizado nas andlises de dados em tabelas
de contingéncia, utilizadas nas comparagdes dicotomicas dos genotipos de MBL
(genodtipos que conferem altos niveis de MBL X genoétipos que conferem niveis
intermedidrios ou baixos de MBL) em relagio aos grupos clinico-

epidemiolégicos apresentados.
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4. Resultados




41PCR
Os fragmentos de interesse foram amplificados com sucesso a partir dos

oligos utilizados no estudo como mostram a figura 12 e 13 abaixo.

350pb —

Figura 12. Reagido de PCR do exon 1 do gene da MBL. (M) Padrao de peso molecular (1Kpb),
colunas de 1 a 5 correspondem ao produto da amplificagdo de 350pb do exon 1 da MBL
humana, (6) controle positivo e (NO) controle negativo.

720pb —>

Figura 13. Reag¢do de PCR do promotor da MBL. (M) Padrdo de peso molecular (250pb),
colunas de 1 a 5 correspondem ao produto da amplificacdo de 720pb do promotor da MBL
humana, (6) controle positivo e (NO) controle negativo.
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4.2 Sequenciamento

O sequenciamento inicial revelou as trés mutagdes no exon 1 : no cédon
52, cédon 54 e cédon 57 e duas no promotor: na posigao -550 e na posigao -221.
As seqiiéncias obtidas serviram de base para o desenho dos oligonucleotideos
especificos para a deteccdo de cada uma das mutacdes na reagdo de mini-

sequenciamento com o Snapshot™ Multiplex kit.

4.3 Reacao de mini - sequenciamento

A figura 14 mostra a imagem do gel de poliacrilamida obtida na
genotipagem de cinco amostras de fragmentos amplificados do exon 1 do gene
da MBL dos cinco SNPs realizada com o kit Snapshot™ Multiplex , a figura 15

mostra duas amostras genotipadas da regido promotora do gene.

EXON1

& @& e ® e
-.-Q-n...-.. -.- LA

- - o e = P oa s a s
-.-~.‘.-.-..-...

Figura 14. Imagem do gel mostrando a separacdo por tamanho dos oligos referentes as
trés mutacdes presentes no exon 1 do gene da MBL. A cor amarela representa o alelo
selvagem nos trés SNPs analisados e a cor vermelha o alelo mutado.
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REGIAO PROMOTORA

Figura 15. Imagem do gel mostrando a separacdo por tamanho dos oligos referentes
as duas mutagdes adicionais na regido promotora do gene da MBL. Para os dois
SNPs do promotor analisado, a cor azul representa o alelo de alta transcri¢ao e o
amarelo o de baixa transcricao.
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4.4 Correlacao dos gendtipos com os niveis séricos de MBL

A presenca do genétipo estrutural selvagem foi representada pelo alelo
A. Todos os alelos variantes (B, C, e D) foram agrupados e designados como
alelo O para evitar grupos muito pequenos, todos os duplo-heterozigotos e os
homozigotos variantes foram representados por O/O. Apenas o alelo da
posicdo -221 (X/Y) por ser o que altera mais significativamente os niveis séricos
de MBL (Garred et al., 1999) foi utilizado nas andlises dos dados. Com base
nesses alelos e os seus efeitos nos niveis séricos de MBL, 5 genétipos do gene
mbl2 puderam ser determinados. A distribuicdo dos niveis séricos de MBL em

relagdo aos genoétipos de MBL sdo mostradas na figura 16.

12000

10000 — ©

8000 — o

@ O O
O

6000 —

4000 —

Niveis Séricos MBL ng/ml

4 Ll -

I I I I I
YA/YA YA/XA YA/O XA/O O/0

Genoétipos

Figura 16. Concentracio sérica de MBL e os 5 genétipos
definidos pelos alelos variantes e os alelos do promotor. O
grafico mostra o 10° , 25°, 50°,75°, e 90° percentis. (P<0,001),
teste de Kruskal-Wallis.
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4.5 Genoétipos de MBL X Leishmaniose Visceral

Foi empregado o teste do x? para examinar a proporcao dos genétipos do
gene mbl2 dentro do grupo de casos e dos dois grupos controle e sua associagdo
com o desfecho da infeccao por L. chagasi (Tabela 4). Os genétipos que resultam
em altos niveis de MBL e que teoricamente favorecem a infecgdo por L. chagasi
foram significativamente mais freqtientes entre individuos com diagndstico
confirmado para LV do que: (1) entre individuos infectados, porém
assintomaticos (vizinhos e individuos selecionados aleatoriamente); P = 0.010,
(2) entre vizinhos infectados (P = 0.028), (3) entre individuos infectados
selecionados aleatoriamente (P = 0.044), (4) entre vizinhos nao-infectados (P =
0.044), (5) entre vizinhos independente do status de infeccao por L. chagasi (P =
0.017), (6) e entre individuos saudaveis em geral, independente do status de
infeccdo por L. chagasi (P = 0.025). Individuos com genoétipos que resultam em
altos niveis de MBL se apresentaram com pelo menos duas vezes mais chance
de desenvolver LV do que individuos com genoétipos que resultam em niveis
séricos baixos de MBL. Apesar do grande ndmero de individuos do sexo
masculino e criancas apresentando LV, ndo houve associacdo significante entre
os genotipos de MBL e idade e sexo dos individuos (dados ndo mostrados). A
taxa de infeccdo por L. chagasi foi maior entre os vizinhos de casos de LV
(58,24%) do que entre os individuos selecionados aleatoriamente (41,76%),

porém a diferenca nao foi significativa (P = 0.322).
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Tabela 4. Distribuicio dos genétipos do gene mbl2 gene na populacio de Tersina-PI
expostos a L. chagasi, e apresentando infec¢do assintomatica ou leishmaniose visceral.

Genétipos
Grupos clinico-
epidemioldgicos No. No. Odds ratio 95% CI  valor P*
Altos* Intermediarios/
Baixos*
LV1,2,3,4,5,6,7,8,9 35 25
Infectados™'” 32 58 2.4 1.2-4.6 '0.010
Infectados, Vizinhos® 19 34 2.4 1.2-4.6 20.028
Infectados, Aleatérios’ 13 24 2.4 1.0-5.8 30.044
Nao-infectados™'° 37 50 1.8 0.9-3.6 *0.086
0.7 0.4-1.3 1%.426
Nao-infectados,
Vizinhos’ 16 28 1.9 0.8-4.4 >0.044
Nao-infectados,
Aleatérios ® 21 22 1.7 0.7-3.9 %0.451
Total**, controles’ 95 136 2.0 1.1-3.5 °0.025
Vizinhos ! 48 77 22 1.2-4.2 0.017
Aleatérios 3! 47 59 1.7 0.9-3.3 %0.116
0.8 0.4-1.3 10.435

*Altos: genétipos que resultam em niveis altos de MBL (YA/YA, YA/XA); Intermediérios/Baixos:

genoétipos que resultam em niveis séricos baixos ou intermediarios de MBL (YA/O, XA/O, O/O).

**Incluem individuos cuja condigdo de infecgdo ndo foi determinada, porém sao saudéveis.

a; teste Y2
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4.6 Genotipos de MBL X Complicacdes da Leishmaniose Visceral

A proporcao dos genétipos resultando em altos niveis séricos de MBL foi
maior entre individuos com LV que necessitaram de transfusdo de sangue do
que entre individuos com LV ndo-complicada, mas a diferenca ndo foi
significativa. Contudo, individuos portadores de genodtipos que facilitam a
infeccdo por L. chagasi se apresentaram com pelo menos 6,80 vezes mais chance
de necessitar de uma transfusdo de sangue ao desenvolver a LV do que

individuos infectados que permanecem assintomaéticos (P = 0,001) (tabela 5).

Tabela 5. Distribui¢do dos gendtipos do gene mbl2 em individuos infectados assintomaticos
e em casos de leishmaniose visceral apresentando ou ndo complica¢des clinicas.

Genoétipos
Grupos clinico- No. No.
epidemioldgicos Altos *  Intermediarios/ Odds ratio 95% CI valor P ¢
Baixos *
LV:
Nao-complicada'? 17 18
LV:
Anemia severa ' 15 4 0.25 0.07-0.91 'P=0.06
LV:
Cuidado intensivo 3 3
a+b™* 18 7 0.37 0.12-1.10 ‘P =0.121
Infectados
assintomaticos™* 32 58 6.80 2.08-22.22 P =0.001

4.66 1.76-12.34 ‘P =0.002

* Altos: genétipos que resultam em niveis altos de MBL (YA/YA, YA/XA); Intermediarios/Baixos:
genodtipos que resultam em niveis séricos baixos ou intermediarios de MBL (YA/O, XA/O, O/O).

c: teste x2.
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4.7 Niveis séricos de MBL X Status da infec¢ao por L. chagasi

Foi examinada entdo a associacdo entre desfecho clinico da infec¢do por
L. chagasi e MBL como uma caracteristica quantitativa. Os resultados na Figura
17 mostram que os fendtipos para a MBL estao associados ao desfecho clinico
da infeccdo: os niveis foram significativamente menores (Mann-Whitney rank
sum test com a correcdo de Bonferroni, P=0.033) em individuos infectados
assintométicos do que em individuos com diagndstico para LV; os niveis de
MBL foram também menores em individuos nao infectados, porém nao houve
diferenca estatistica. Além disso, os niveis de MBL foram mais baixos entre
vizinhos infectados assintomaticos do que entre os casos de LV, porém sem

diferenca estatistica (dados nao mostrados).

12000 A \ll
P =0,033
10000 A .
P = 0,420
&
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£ 6000 ®
D
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—
2]
= 4000 A
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Leishmaniose Controles infectados, Controles néo-
Visceral assintomaticos infectados

Figura 17. Box-whisker plots das concentragdes séricas de MBL de acordo com as
categorias clinico-epidemioldgicas de individuos infectados por L. chagasi na regido
endémica para LV de Teresina-PI. O grafico mostra o 10°, 25°, 50°, 75°, e 90° percentis
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4.8 Freqiiéncias haplotipicas e alélicas da MBL

Com a reconstrugdo dos haplétipos, a partir dos dados genotipicos
obtidos para a MBL, foram obtidos 13 haplétipos no total, sendo 4 os mais
frequientes: LYA, HYA, LYB, LXA. As figura 18, 19, 20, 21 mostram a
distribuicdo dos haplétipos na populacao de Teresina como um todo, no grupo
de casos de LV, no grupo de controles vizinhos aos casos e no grupo de
controles aleatdrios, respectivamente. A tabela 6 mostra as freqiiéncias alélicas
obtidas para os 5 loci estudados, novamente, na populacdo e nos trés grupos

estudados.

Distribuicao dos haplétipos da MBL na populacao de Teresina-Pl

mLYA
O HYA
mLYB
mLXA
0,69% ELYC
O LXB
0,69% B HYB
@ HYD
O LXB/C
ELYB/C
m HYC
LXC
OHYB/D

19,76%

27,46%

27,64%

Figura 18. Grafico mostrando a distribuicao e freqiiéncia dos haplétipos obtidos para a MBL
na populacdo de Teresina-PI, n = 291.
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Distribuicao dos haplétipos da MBL nos casos de LV

16,66%

BLYA

11,66% O HYA

mLYB

28,34%

5,00% m LXA

2,50% mLYC

@ HYD

35,84%

Figura 19. Grafico mostrando a distribuicao e freqiiéncia dos haplétipos obtidos para a MBL
no grupo de casos de LV, n = 60.

Distribuicao dos haplétipos da MBL nos controles vizinhos aos casos

mLYA
O HYA
ELYB
E LXA
ELYC
OLXB
m HYB
0,84% @ HYD
28,29% \\\\\\\\\\\\\\N 0.:42% E tﬁE?//g
23% B HYC
LXC

11,82%

1,27%

0,42%

Figura 20. Grafico mostrando a distribuicdo e freqiiéncia dos haplétipos obtidos para a MBL
no grupo de controles vizinhos aos casos de LV, n =125.

69




Distribuicao dos haplétipos da MBL nos controles populacionais

ELYA
OHYA
mLYB
mLXA
mLYC
OLXB
0,47% mHYB

17,46%

0,47%

1,41%

26,42%

28,31% @ HYD

OLXB/C
mLYB/C
O HYB/D

Figura 21. Grafico mostrando a distribuicao e freqiiéncia dos haplétipos obtidos para a MBL
no grupo de controles populacionais, n =106.

Tabela 6. Freqiiéncias alélicas para o gene da MBL. Exon, alelos: A, B, C e D. Promotor, alelos:
H L XeY.

Alelo Casos LV f:::::égi (‘:’?z'}::::)ess Populacao Geral
A 0,759 0,642 0,610 0,654
B 0,166~ 0,250 0316" 0,260
(o} 0,050 0,080 0,054 0,062
D 0,025 0,028 0,020 0,024
H 0,308 0,320 0,337 0,325
L 0,691 0,679 0,662 0,674
X 0,116 0,146 0,170 0,150
Y 0,883 0,853 0,829 0,849

* Freqiiéncias alélicas diferiram significativanente, teste 2 = 7,92; P=0,005. Para todas as outras
comparacgdes da tabela, nao houve diferenca estatistica significativa.
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5. Discussdo




A partir da identificacdo da deficiéncia da MBL como sendo a causa do
freqiiente defeito opsonico citado anteriormente, intimeros estudos de
associagdo a doengas buscaram definir o real papel dessa proteina sérica. Os
primeiros estudos concentraram-se em populagdes de criangas, e sugeriu-se que
a MBL poderia prover uma atividade capaz de substituir a dos anticorpos
durante a “janela de vulnerabilidade” (aproximadamente de 6 a 24 meses de
idade), quando os niveis de anticorpos (IgG) maternos diminuem e a resposta
imune adaptativa da crianga é ainda imatura (Super et al.,1989). Contudo,
estudos realizados com adultos sugeriram que provavelmente exista um papel
para a MBL durante toda a vida, agindo na primeira linha de defesa contra
microorganismos antes do inicio da producao de anticorpos.

Muitas evidéncias apontam um papel complexo da MBL em vérias
doengas. A deficiéncia da proteina tem sido associada a susceptibilidade
aumentada para varias doengas infecciosas, principalmente nas doengas
causadas por patoégenos extracelulares, entre elas: (a) infeccdo pneumocdcica
invasiva: em estudo realizado na Inglaterra, 12% de 229 pacientes infectados
com Streptococcus pneumoniae foram homozigotos para os alelos variantes da
MBL enquanto que somente 5% dos 353 controles apresentaram essa condigao
(Roy et al., 2002); (b) doenca meningocdcica: em outro estudo na Inglaterra a
presenca de homozigotos variantes da MBL foi significativamente maior em
individuos infectados por Neisseria meningitidis (7,7%) do que em individuos
controles (1,5%) (Hibberd et al., 1999); (c) Aspergillose pulmonar necrosante:

um estudo realizado por Crosdale e colaboradores mostrou que alelos variantes
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da MBL estavam presentes em 70% dos pacientes infectados por Aspergillus
fumigatus, contra 26 % dos controles (Crosdale et al., 2001).

Outro resultado interessante obtido a partir dos trabalhos de associacdo
da MBL a doengas ¢é o fato de que as variantes alélicas da MBL que resultam em
niveis séricos baixos da proteina se apresentam em freqiiéncias relativamente
altas em todas as populagdes de estudo, com raras excegdes. Esse fato levanta a
possibilidade de que existam pressdes seletivas favorecendo a sobrevivéncia
dos portadores desses alelos variantes, em outras palavras, concentracdes
baixas de MBL em alguns casos podem ser vantajosas, conferindo beneficios
relativos aos portadores (Lipscombe et al., 1992; Garred et al., 1994). Por isso,
polimorfismos no gene da MBL provavelmente sdo mantidos por heterose
(vantagem para individuos heterozigotos) em analogia ao exemplo classico do
alelo da hemoglobina HbS que resulta na anemia falciforme na Africa Sub-
sahariana (Garred et al., 2006).

Em certos grupos Indigenas da América do Sul como os Quechua e os
Aymara no Peru, o alelo B quase substitui o alelo selvagem A, com uma
freqtiéncia de 80% e com mais de 60% da populacdo homozigota para esse alelo
variante (Garred et al., 2006). Essas freqtiéncias muito altas podem ter surgido
somente por efeitos fundadores, ou por deriva genética, nesse caso a MBL
aparece como uma proteina sem importancia, cuja funcdo provavelmente é
substituida por outras proteinas. Contudo, por terem sido relatadas associacdes
da MBL com doengas, e por ter sido descoberto que os estados freqiientes de
deficiéncia achados em populacdes africanas (alelo C com freqiiéncia de até

32%) e da América do sul (alelo B) sdo causados por eventos moleculares
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independentes, tem se sugerido a hipdtese de que pelo menos parcialmente
essas freqiiéncia elevadas foram causadas por pressdes de selecdo positiva
(Madsen et al., 1998).

Apesar de ndo ser possivel determinar com certeza se essas pressoes
ocorrem e estdo operando nas populagdes de hoje, a analise da seqiiéncia de um
haplétipo estendido do gene mbl2, em grupos étnicos diferentes nos Estados
Unidos indica um grau de heterozigosidade maior do que o esperado no gene
mbl2, o que suporta a no¢ao de que forgas seletivas ainda estdo em acao, mesmo
nos dias de hoje (Bernig et al., 2004).

Uma possivel causa para as freqiiéncias relativamente altas dos alelos
variantes da proteina se baseia no fato de que alelos selvagens do gene mbl2,
por conferirem niveis altos de proteina circulante, contribuem para a
opsonizagao eficiente de patoégenos intracelulares, o que potencialmente
intensifica a disseminacdo hematogénica e a fagocitose desses patdgenos,
aumentando sua viruléncia (Garred et al., 1992). Por isso, individuos com alelos
variantes para a MBL apresentam niveis séricos baixos da proteina, o que
confere uma vantagem relativa a esses individuos no que diz respeito a
susceptibilidade a doencas causadas por tais parasitas intracelulares.

Alguns estudos de associagdo a doengas causadas por microorganismos
intracelulares tém corroborado essa hipdtese. Um estudo realizado na Etidpia
demonstrou que a deficiéncia de MBL conferia protecdo contra a infeccdo por
Mycobacterium leprae (Garred et al., 1994). Outro estudo realizado na Africa
mostrou que o alelo B da MBL estava relacionado a protecdo contra a infeccao

pulmonar e meningeal por Mycobacterium tuberculosis (Hoal-Van Helden et al.,
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1999). Mais recentemente, em um estudo realizado na Dinamarca, foi
demonstrado que a presenca de um genoétipo associado a niveis baixos de MBL
(XA/O) era significativamente mais freqliente entre os controles (13% de 250
individuos) do que entre os pacientes (3% de 109 individuos) envolvidos no
estudo de associacdo com infeccao por Mycobacterium tuberculosis (Seborg et al.,
2003).

Os resultados obtidos no presente trabalho também dao suporte a idéia
de que niveis baixos de MBL sérica podem conferir vantagens relativas aos seus
portadores. Nesse caso, individuos com alelos variantes do gene mbl2 estariam
pelo menos, parcialmente protegidos de uma infeccdo pelo patégeno
intracelular Leishmania chagasi.

A Tabela 4 mostra que no grupo de 60 pacientes com diagndstico
positivo para leishmaniose visceral, genétipos que conferem altos niveis de
MBL (YA/YA e YA/XA) foram significativamente mais freqtientes (P=0,025) do
que no grupo de 231 controles. Essa diferenca é ainda mais significativa
(P=0,010) quando comparados o grupo de casos com individuos infectados,
porém assintomaticos.

Esse dado também é corroborado pelos resultados mostrados na Figura
17, comprovando que o desfecho clinico da infeccdo por L. chagasi esta
associado aos niveis séricos de MBL. Os niveis foram significativamente
menores (Mann-Whitney rank sum test, P=0.011) em individuos infectados
assintométicos do que em individuos com diagnéstico para leishmaniose

visceral.
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A Figura 16 mostra uma forte correlacdo entre os 5 genotipos
simplificados encontrados para a MBL e seus respectivos niveis séricos,
(P<0,001), teste de Kruskal-Wallis. Geralmente os genoétipos e fenétipos para a
MBL mostram uma boa correlacdo, e os estudos envolvendo a proteina
frequentemente utilizam somente um desses dados para inferir a deficiéncia.
Porém, segundo Dommet, Klein e Turner (Dommet et al., 2006) é importante,
sempre que possivel, realizar a genotipagem dos alelos e medir a quantidade
sérica da proteina, pois s6 assim é possivel se ter a certeza da validade do
estudo.

Outro resultado interessante do presente trabalho é apresentado na
Tabela 5. Individuos portadores de genodtipos que conferem niveis séricos altos
de MBL, o que favorece a infeccdo por L. chagasi, se apresentaram com pelo
menos 4,66 vezes mais chance de necessitar de uma transfusao de sangue e de
cuidados intensivos ao desenvolver a LV do que individuos infectados que
permanecem assintomaticos (P = 0,002). Por isso, genétipos da MBL podem ser
Uteis para estimar o risco de desenvolvimento da LV em &reas de alta
transmissdo, e uma vez que o paciente apresente a doenga, determinar o risco
de desenvolver anemia severa e outras complicacdes.

As figuras 18, 19, 20 e 21 mostram as freqiiéncias haplotipicas do gene
mbl2 na populagdo de estudo. Treze haplétipos foram observados no total,
quatro deles sdo bem frequientes (LYA, HYA, LYB e LXA). Desses quatro, dois
estdo relacionados com niveis altos de proteina circulante (LYA e HYA), o
haplotipo LXA esta associado a niveis intermediarios e o haplétipo LYB se

apresenta associado a niveis baixos ou deficientes de MBL (Garred et al., 2003).
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O restante dos haplétipos aparece em menor namero, todos eles relacionados
com niveis baixos da proteina.

A distribuicdo dos haplétipos no grupo de controles populacionais
(Figura 21) ndo foi muito diferente do que na populagdo em geral (Figura 18). Ja
no grupo dos casos (Figura 19) houve um excesso de haplétipos que conferem
niveis altos de MBL sérica em relacdo ao haploétipo LYB, que se apresentou
menos freqiiente. O contrario acontece no grupo de vizinhos (Figura 20), onde
hd um excesso de haplétipos que conferem niveis baixos de MBL, em
detrimento dos haplétipos que conferem niveis altos.

A populacdo de estudo no presente trabalho representa uma mistura de
21% de Caucasianos, 31% de Africanos e 48% de Amerindios (Arpini-Sampaio
et al., 1999). As distribui¢cdes dos haplétipos da MBL encontradas, juntamente
com as freqiiéncias alélicas obtidas para as variantes do exon 1 (Tabela 6)
parecem confirmar essas propor¢des étnicas, pois estdo de acordo com as
observacdes de Garred, Madsen, Lozano e colaboradores (Garred et al., 2006;
Madsen et al.,, 1998; Lozano et al, 2005) em trabalhos que descrevem a
constituicdo haplotipica e alélica de diferentes populagdes representando vérios
grupos étnicos ao redor do mundo. Esses trabalhos mostram essencialmente: (a)
Populacoes indigenas naturais da América do Sul apresentam freqtiéncias
alélicas altas para o alelo B da MBL (42-80%); (b) Caucasianos europeus
apresentam freqiiéncias alélicas relativamente baixas do alelo variante B (12-
14%); (c) Populagdes africanas apresentam freqiiéncias intermediarias do alelo
variante C (7-34%); (d) O alelo D em todas as populagdes apresenta freqtiéncias

baixas (0-7%). A miscigenacdo dessas populagdes, portanto, poderia explicar as
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freqtiéncias alélicas obtidas na populacdo de estudo: freqiiéncia de B de 26%,
freqtiéncia de C de 6,2% e freqtiéncia de D de 2,4%.

A Tabela 6 também mostra que a freqiiéncia do alelo variante B no grupo
de controles vizinhos aos casos de leishmaniose visceral é quase o dobro da
freqtiéncia obtida para o grupo de casos (16,6-31,6%;P=0,005; dados nao
mostrados), chegando a 37% quando se considera somente os controles
vizinhos infectados. Isso sugere um papel protetor desse alelo mutante na
populacdo uma vez que ele confere niveis baixos de MBL sérica, em outras
palavras, mesmo com uma exposicdo semelhante a do grupo de casos para a
infeccdo por L. chagasi, individuos vizinhos ndo se infectam, justamente, por
apresentarem uma freqiiéncia relativamente maior de genodtipos resultantes em
niveis baixos de MBL, resultado da alta frequiéncia do alelo variante B nesses
individuos.

Os dados aqui apresentados mostram o papel da MBL na aquisigdo e
desenvolvimento da leishmaniose visceral no homem. Esta proteina pode ter
um papel importante na evolugao dos casos de leishmaniose visceral, sendo que
sua genotipagem nos pacientes poderia contribuir para uma melhor estratégia

de tratamento, resultando em melhor progndstico para esses pacientes.
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