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RESUMO
Neste estudo analisamos a freqiéncia de polimorfismos no éxon 1 do gene 2 da
lectina Ligadora de manose (MBL) em individuos expostos a malaria causada por
Plasmodium vivax. Foram analisadas amostras de 81 individuos primoinfectados e
250 néo infectados. Os individuos nédo infectados constituiram dois grupos, um
que relatou nunca ter tido malaria e o outro que teve de 1 a 4 ou mais episodios da
doenca. No grupo infectado, foi investigada a associacao entre os polimorfismos e
a suscetibilidade a infeccdo, a intensidade dos sinais e sintomas clinicos e a
parasitemia. As mutacoes foram identificadas por reacdo em cadeia da polimerase
e andlise de restricdo. O grupo infectado apresentou distribuicdo de freqtiéncias
alélicas e genotipicas diferente do grupo nao infectado. As freqiéncias dos alelos
MBL*A, MBL*B, MBL*C e MBL*D nos individuos infectados foram 64,20%,
19,75%, 0,00% e 15,43%, nos nao infectados que nunca tiveram maléria as
frequéncias foram 72,96%, 14,80%, 3,06% e 9,18%, e nos nao infectados que
relataram episédio prévio de maléria as frequéncias foram 74,67%, 14,81%, 2,30%
e 8,22%, respectivamente. O alelo MBL*B foi associado a sintomatologia intensa e
ao aumento na parasitemia, enquanto o alelo MBL*D foi associado as
parasitemias mais baixas. No grupo nao infectado, a distribuicdo das freqténcias
alélicas e genotipicas variou com o nimero de episédios e o tempo decorrido apds
o ultimo episédio de malaria. As variantes MBL*B e MBL*D contribuiram para essa
variacao. Esse foi o primeiro estudo para avaliar o impacto desses polimorfismos
do gene da lectina ligadora de manose na resposta imune inata em individuos

expostos naturalmente a malaria causada por Plasmodium vivax.
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ABSTRACT
In this study we evaluated the frequency of polymorphism in exon 1of gene 2 of
mannose-binding lectin (MBL) in individuals exposed to malaria caused by
Plasmodium vivax. We analized 81samples from primo-infected and 250 from
non- infected individuals. In the non-infected group were included individuals that
reported never had malaria and individuals that have had 1 to 4 or more malaria
episodes. In this study we analized the association between polymorphisms and
susceptibility to infection, intensity of signals and clinical symptoms and
parasitaemia. Polymorphisms in MBL gene were detected by polymerase chain
reaction (PCR) and restriction analysis. The infected group presented allele and
genotype frequency distribution different from non-infected group. The frequencies
of the alleles MBL*A, MBL*B, MBL*C and MBL*D in infected individuals were
64.20%, 19.75%, 0.00% and 15.43%, in non-infected individuals that had never
had malaria the frequencies were of 72.96%, 14.80%, 3.06% and 9.18%, and in
non-infected individuals that have reported previous episode of malaria the
frequencies were 74.67%, 14.81%, 2.30% and 8.22%, respectively. The allele
MBL*B was associated with intense symptomology and increase in parasitemia,
whereas the allele MBL*D was associated with lower parasitemias. In non-infected
group, allele and genotype frequency varied according to the number of episodes
and the time after the last malaria episode. The alleles MBL*B and MBL*D
contributed for this variation. This was the first study to evaluate the impact of
these polymorphisms of MBL gene in innate immune response of individuals

naturally exposed to malaria caused by Plasmodium vivax.
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1. INTRODUCAO
1.1. CONSIDERACOES GERAIS

A malaria € um grave problema de saude publica, que ocorre,
principalmente, nos paises de clima tropical e subtropical. A Organizacdo Mundial
da Saude estima que mais de 2 bilhdes de pessoas estdo exposta ao risco de
adquirir malaria, sendo que a area geografica onde ocorre a transmissao
compreende cerca de 90 paises, distribuidos na Africa, Asia e América do sul e
central (OMS, 2002).

Os relatos sobre as febres intermitentes datam da era pré-crista. Em
material obtido de mumias egipcias de 3500 A.C, ja foram identificados antigenos
de Plasmodium. Hipécrates foi quem primeiro caracterizou as manifestacoes
clinicas da maléria, suas complicacdes e associacdo com as estagdes do ano. O
termo que designou a doenca surgiu no século XIX, quando se acreditava que a
doenca estava intimamente relacionada aos vapores nocivos exalados dos
pantanos (mal air= mau ar).

Em 1880, o médico francés, Charles Alphonse Laveran, identificou o
agente etiolégico da maléria, ao observar organismos em movimento em uma
preparagdo de sangue de uma paciente com sinais e sintomas sugestivos de
malaria. Em 1899, Grassi e colaboradores descreveram o ciclo evolutivo completo
do agente etiologico no homem. No ano seguinte, Ronald Ross confirmou que a
malaria era transmitida por mosquito do género Anopheles (Bruce-Chawatt, 1985).

A malaria € uma doencga infecciosa de evolugcdo crbnica, com

manifestacbes episddicas de carater agudo, causada por protozoarios
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intracelulares da familia Plasmodiidae, género Plasmodium, sendo que apenas
quatro espécies podem infectar o homem, Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale (NEVES, 2005). Destas quatro
espécies de Plasmodium humanos, o P. vivax € o mais amplamente distribuido
nas zonas tropicais e subtropicais do globo.

O Plasmodium falciparum, comparado as outras espécies, causa
maior morbidade e mortalidade, e apresenta-se hoje como um grave problema
terapéutico, devido a crescente resisténcia a cloroquina e outras drogas. Esta
resisténcia ja foi detectada na maioria das zonas endémicas conhecidas (Sachs &
Malaney, 2002). O P. vivax e o P. falciparum tém maior importancia
epidemioldgica no Brasil. Embora raramente letal, o P. vivax € responsavel por
cerca de 70 a 80% de todos os casos de malaria registrados anualmente

(Ministério da Saude/SVS, 2002).

1.2. BIOLOGIA DOS PARASITAS DA MALARIA

Os plasmédios sao parasitas intracelulares obrigatérios e
apresentam dois tipos de reprodugdo no seu ciclo, uma assexuada ou
esquizogonia, que ocorre no hospedeiro intermediario, e outra sexuada ou
esporogonia que ocorre no hospedeiro definitivo (Good et al., 2004).

O ciclo de vida dos parasitas da malaria humana inicia com o ciclo
pré-eritrocitico, quando os esporozoitas sdo inoculados na corrente sangiinea

pelos mosquitos. Em menos de uma hora, estes esporozoitas alcancam o figado e
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invadem os hepatdcitos, formando estruturas arredondadas denominadas
criptozoitas, que iniciam a reproducao assexuada (Smith et al., 2002).

A invasao no hepatdcito € crucial para a evolucao da infeccao; no
periodo de uma semana ocorre multiplicacédo intracelular do parasita, originando
esquizontes hepaticos, que irdo gerar cerca de 30.000 merozoitas a partir de um
unico esporozoita. Os merozoitas liberados invadem as hemacias, iniciando o
ciclo eritrocitico (Good, 2005).

Apé6s a ruptura dos hepatdcitos, inicia o ciclo eritrocitico com a
migracao dos merozoitas que invadem as hemacias, dando inicio a esquizogonia
sanglinea, levando ao aumento da densidade parasitdria. Nesta fase, os
merozoitas se transformam em trofozoitas, que se diferenciam em esquizontes e,
finalmente, em novos merozoitas que continuam o ciclo com a invasdo de outras
hemacias (Figura 1). No entanto, apds alguns ciclos, e em condi¢gbes adversas no
hospedeiro, alguns merozoitas evoluem para a producdo dos gametocitos
(macrogametécito e microgametdcito). Estas formas sao transmitidas para o
hospedeiro invertebrado, no momento do repasto sanglineo, mantendo desta
forma o ciclo de vida do Plasmodium (Good et al., 2004).

Ap6s a ingestdao pelo mosquito, os gametécitos iniciam a fase
sexuada do ciclo de vida do parasita. No tubo digestivo dos mosquitos do género
Anopheles, os gametdcitos se diferenciam em uma célula ovo ou zigoto que,
depois de algum tempo evolui para uma forma movel, o oocineto e,
posteriormente, o oocisto que acaba se rompendo e, conseqlientemente,

liberando os elementos filhos, os esporozoitas, os quais se difundirdo para a
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hemolinfa do inseto e serdo concentrados nas glandulas salivares, no periodo de 7
a 18 dias apdés a infeccdo. No momento do repasto sanglineo, ocorrera a
inoculagédo de esporozoitas, iniciando o ciclo no hospedeiro vertebrado suscetivel
(Moore et al., 2002; Neves, 2005).

Ap6s a inoculagdo dos esporozoitas, a densidade parasitaria
aumenta até atingir niveis que podem ser detectados pelo exame direto do
sangue. Neste momento, atingiu-se a paténcia, sendo o periodo anterior

denominado de periodo pré-patente (Smith et al., 2002).
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Figura 1. Ciclo de vida do Plasmodium
Fonte: Good et al., 2005 (com adaptagdes)
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1.3.  MANIFESTACOES CLINICAS DA MALARIA

Os sinais e sintomas clinicos na malaria sdao manifestacoes
decorrentes tanto da presenca do parasita, como da intensidade da resposta
imune do hospedeiro contra antigenos especificos do parasita. A principal
caracteristica clinica da malaria em individuos que ainda nao adquiriram algum
grau de protecao € a crise malarica, constituida principalmente por febre, calafrios
e cefaléia (Karunaweera et al., 2003).

A febre esta diretamente relacionada com a liberagdo dos
merozoitas sanglineos, que ocorre ao final da esquizogonia, quando ha o
rompimento dos eritrocitos parasitados. Ap6s a sincronia, desta fase do ciclo da
populacdo dos parasitas, a febre sera intermitente. A resposta imune contra
antigenos desta fase, e a consequente producdo de citocinas, como a
Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-6 (IL-6) e o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-o)
estdo envolvidas nos mecanismos de manifestacdo da febre. Estas citocinas
atuam diretamente no centro termorregulador do hospedeiro (Clark & Cowden,
2003). A febre que ocorre em periodos regulares de tempo, é precedida de
calafrios. Estes calafrios sdo devido a capacidade da IL-1 também atuar sobre
neurbnios presentes no hipotalamo anterior, impedindo que estes exercam seu
papel inibitério sobre o hipotdlamo posterior, gerando uma vasoconstricdo
periférica, que desencadeia a diminuicao da temperatura corporal, suscitando em
sensacoes de arrepios, denominadas de calafrios. Apds o acesso de febre o

paciente tem sudorese e sensacao de alivio. Assim, os paroxismos febris na
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malaria apresentam quatro periodos sucessivos, o de frio, o de calor, o de suor e
apirexia. Na maioria dos doentes, os sintomas relacionam-se com o aumento
brusco da temperatura do corpo, e caracterizam-se pela sensagao de frio intenso,
calafrio com marcante tremor generalizado e bater de dentes (LEAO et al., 1997).

Os episodios febris na malaria sdo intermitentes, com intervalos de
48 a 72 horas. Esta crise se repete de forma intermitente e tém as mesmas
caracteristicas na malaria causada pelo P. falciparum, P. vivax e P. malariae.
Entretanto, com a evolucéo da infeccédo € possivel observar diferenciagao clinica
entre as crises causadas pelas diferentes espécies de plasmoédios. Na malaria
causada por P. vivax a febre se repete quase que sincronicamente a cada 48
horas e a infeccdo ndo costuma evoluir com aparecimento de complicacoes
sistémicas; na malaria causada por P. falciparum a febre é intermitente com
periodicidade irregular e na infeccao pelo P. malariae, a febre repete a cada 72
horas, neste caso os sintomas e sinais clinicos sdo muito semelhantes aos da
infeccdo causada por P. vivax. Com a repeticdo das crises malaricas, o paciente
vai ficando cada vez mais abatido, palido, aparecem nauseas e vomitos pés-
alimentares, mialgias, artralgias e astenia. A anemia € um dos sintomas mais
freqUentes no paciente com malaria. Esta anemia pode ser bastante acentuada,
principalmente nos pacientes em estado mais graves, em criancas e gestantes
(LEAO et al., 1997).

Varios outros sintomas também podem ser apresentados pelos
pacientes com maléaria, tais como; hepatoesplenomegalia, ictericia, alteracoes

gastrointestinais, hipoglicemia e alteragdes neuroloégicas. A hepatomegalia é
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indicio de comprometimento do figado devido os parasitas se instalarem nos
hepatdcitos e a esplenomegalia é por causa de alteracées no bago devido a lise
intensa de hemacias. Isto se deve também a uma elevada concentracdo de
imunocomplexos e a infiltracao inflamatéria nestes érgaos (Greenwood & Fankule,
1979).

Os sinais e sintomas correlacionam-se com o periodo de incubacéo,
que é o tempo decorrido entre a inoculacdo dos esporozoitas € 0 aparecimento
dos primeiros sintomas da doenca. Este periodo varia dependendo da espécie e
cepa do parasita, da quantidade de parasitas, da exposicdo anterior a malaria,
bem como da resposta imune do paciente. Nas infecgbes por P. vivax, em média
sdo decorridos 14 dias desde a picada do mosquito até o aparecimento das
manifestacdes clinicas, infeccdes por P. falciparum sao 12 dias e cerca de 30 dias
para P. malariae (LEAO et al., 1997).

As formas clinicas da malaria podem se dividir em leve, moderada,
grave e de urgéncia. Esta classificagdo depende de varios fatores, tais como a
intensidade e duracao da febre e dos sintomas gerais, o nivel de parasitemia e a
intensidade da anemia (Karunaweera et al, 2003). Assim, individuos que ja
tiveram contato prolongado com o parasita podem apresentar sintomas muito
atenuados da doenca ou mesmo se tornarem portadores assintomaticos.

A forma moderada relaciona-se com a evolucdo da malaria em
individuos que adquiriram algum grau de imunidade, devido terem tido varios
episddios de malaria, e apresentaram boa resposta do sistema imune. Nestes

pacientes, a febre ndo € muito alta, os sintomas gerais, quando existentes, sdo
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discretos, e a parasitemia baixa, em torno de 0,1%. Ainda que possa existir
anemia, em geral, o hematécrito permanece normal (Karunaweera et al., 2003).

Nas formas graves, os sinais e sintomas citados acima s&o intensos
e aparecem com complicacdes. As manifestacdes mais freqientes se relacionam
com os rins, pulmdes, figado, cérebro e sangue. A febre é variavel, porém com
freqUéncia, é alta, a cefaléia e o vbmito sdo persistentes. Outras manifestacoes
incluem ictericia, petéquias e pequenos derrames petequiais, principalmente na
conjuntiva ocular. O paciente se sente confuso e com raciocinio lento. A
parasitemia € superior a 2% e pode alcangar 30% ou mais. A anemia é muito
intensa e o paciente pode ter uma reducdo de 50% da taxa de hemoglobina,
conforme a evolugédo da doencga (Karunaweera et al., 2003).

A maléria por P. vivax se caracteriza pela evolucdo lenta, febre
intermitente com paroxismos em dias alternados, anemia e esplenomegalia. E
possivel apresentar recaidas, depois de um periodo variavel de laténcias. Em
individuos infectados pela primeira vez, a febre a principio € irregular ou remitente,
com duragdo de 2 a 4 dias. Essa irregularidade inicial é devido a falta de
sincronismo no desenvolvimento do parasita nos glébulos vermelhos e,
consequentemente, a ocorréncia simultanea de varias populacées de parasitas

(Rey, 2001).
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1.4. RESPOSTA IMUNE NA MALARIA
1.4.1. Imunidade inata ou inespecifica

A imunidade inata ou inespecifica contra os parasitas da maléria
pode ser classificada em dois tipos, um devido a resisténcia a infeccao com bases
genéticas e outro devido aos mecanismos imunolégicos mediados por células
(Korbel et al., 2004) .

A resisténcia natural pode estar relacionada as caracteristicas
genéticas do hospedeiro que podem impedir a invasdo dos eritrécitos pelos
merozoitas. Dessa forma, diminui o0 nimero dos parasitas dentro dos eritrécitos
infectados, ou entdo pode causar danos na liberagdo destes merozoitas que
compdéem o esquizonte. Sendo assim, reduz também a capacidade destes
merozoitas, para invadir outras hemacias apds o rompimento e libracao da célula
infectada, interferindo com a manutencgéo do ciclo de vida do parasita (McGilvray
et al., 2000).

A resisténcia baseada em mecanismos imunoldgicos mediados por
células é desenvolvida contra todas as moléculas estranhas ao hospedeiro e
contra células nao-préprias (Smith et al., 2002). No caso dos parasitas da malaria,
esta resisténcia pode ser realizada através da fagocitose de parasitas livre no
sangue, 0s merozoitas, assim como a fagocitose de eritrdcitos infectados. As
células responsaveis por esta fagocitose sdo os neutréfilos, mondcitos e
macrofagos (Allison & Eugui, 1983; Clark, 1987; Clark et al., 1989). As citocinas

liberadas por varios tipos celulares também participam destes mecanismos, atuam
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contra os parasitas livres e/ou eritrocitos infectados (Bouharoun-Tayoun et al.,
1990; Bolad & Berzins, 2000).

A participacdo das células NK (Natural Killer) na imunidade na
malaria é outro mecanismo que atua na eliminacdo dos parasitas mediante a
ativacdo da resposta imune inata (Figura 2). As hemdcias infectadas sao
fagocitadas por macréfagos e células dendriticas que liberam citocinas, as quais
atuam na ativacdo das células NK. Entre as citocinas que participam desta
ativacédo estdo a Interleucina-2 (IL-2), Interleucina-12 (IL-12), Interleucina-15 (IL-
15), Interleucina-18 (IL-18) e o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) (Biron, et al.,
1999; Cooper, et al., 2004). A interleucina-12, uma citocina inflamatéria produzida
principalmente por células apresentadoras de antigenos (CAA), tais como células
dendriticas e macréfagos, é a mais potente indutora da citotoxicidade das células
NK e da secrecdo de Interferon-y (IFN-y). A IL-12, assim como a IL-18
desenvolvem papel crucial na ativagdo da resposta imune inata mediada por
células NK contra eritrocitos infectados por parasitas da malaria (Trinchieri, 1998;

Wie et al., 1999).
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Figura 2. Esquema da resposta imune inata na malaria

Fonte: Korbel et al., 2004 (com adaptacoes)

1.4.2. Imunidade adaptativa ou especifica

O ciclo de vida do plasmédio apresenta varias formas evolutivas,
tornando complexa a composicdo antigénica visto que em cada fase do ciclo de
vida destes protozoarios ocorre a expressao preferencial de um conjunto de
moléculas, necessarias para o estabelecimento da infeccdo das células
hospedeiras e modulagdo da resposta imune (Malaguarnera & Musumeci, 2002;
Moore et al., 2002). Portanto, o sistema imune é estimulado a gerar uma resposta
diversificada, porém especifica contra diferentes formas de cada estagio, assim,
contribuindo para evitar a progressdao da infeccdo. Diante desta reposta do
sistema imune, o parasita desenvolve mecanismos de evasdo das defesas do
hospedeiro (Plebanski & Hiil, 2000; Malaguarnera & Musumeci, 2002; Becker et

al., 2003).
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A participagéo da resposta imune celular € extremamente importante
para a defesa do organismo humano em todas as doencas infecciosas. Este tipo
de resposta pode eliminar o agente patogénico por mecanismos como a
fagocitose, a producdo de mediadores citotdxicos e a produgédo de citocinas. As
citocinas sdo capazes de estimular a proliferacdo de células efetoras, como
linfécitos TCD8*, além de linfécitos TCD4" e linfécitos B. A proliferacdo de
linfécitos T inicia com a apresentacdo de antigenos do parasita pelas células
apresentadoras de antigeno (CAA), tais como células dendriticas, macrofagos e
linfécitos B, que resultara na proliferacéo de clones especificos de linfécitos Be T,
para eliminar o patégeno do organismo (Struik & Riley, 2004).

Durante o ciclo pré-eritrocitico, antigenos das formas esporozoita e
merozoita sdo processados por CAA, principalmente pela célula dendritica, e
apresentados aos linfécitos T CD8" e CD4" (Plebanski & Hill, 2000). A infecgao
das células hepdticas resultara na apresentacdo de antigenos do parasita
associados as moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) de
classe |, reconhecimento e eliminacdo do hepatécito infectado por acéo citotdxica
de linfécitos T CD8* (Malaguarnera & Musumeci, 2002).

Até o presente momento os principais antigenos das formas pré-
eritrociticas, descritos como capazes de ativar células T CD4" e TCD8" sdo a
proteina circunsporozoita (CS) e a proteina de adesdo relacionada a

trombospondina (TRAP). Vérias citocinas sdo produzidas nesta resposta imune
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celular entre as principais estdo, o Interferon-y (IFN-y), o Fator de Necrose
Tumoral o (TNF-a) e a Interleucina 10 (IL-10) (Plebanski & Hiil, 2000).

A resposta imune celular na malaria pode ser modulada pelas
citocinas com acao inibitéria, para que a resposta nao seja exacerbada (Reth &
Brummer, 2004). Entre tais citocinas inibitérias estd a IL-10, que participa desta
modulacdo inibindo a ativacdo do linfécito T, diminuindo a expressdo das
moléculas de MHC classe II, bem como reduzindo a producao de éxido nitrico
(NO), mediador da inflamacao (Plebanski & Hiil, 2000).

A resposta imune contra o estagio eritrocitico € de fundamental
importancia, pois as formas sanglineas do parasita sdo responsaveis pelos
sintomas clinicos da doenga. Por isso, a imunidade adquirida contra essas formas
pode reduzir ou eliminar os parasitas, e, consequentemente, as manifestacoes
clinicas e a transmissdo. Os gametdcitos ndo provocam sintomas relacionados a
doenca, possivelmente, essas formas sejam pouco imunogénicas. Estudos imuno-
epidemiologicos mostraram baixa prevaléncia de anticorpos contra antigenos dos
gametocitos (Struik & Riley, 2004).

No momento da ruptura dos eritrocitos infectados contendo os
merozoitas, células dos sistemas imune inato e adaptativo podem contribuir para o
controle da parasitemia, essencialmente mantendo os niveis compativeis com a
sobrevivéncia dos parasitas. A ativagcdo do sistema inato contra os estagios
sanglineos parece ser de baixa efetividade, mas a resposta adaptativa confere

algum grau de imunidade humoral e celular (Struik & Riley, 2004).
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Inicialmente, propds-se que a participacdo dos anticorpos seria,
principalmente, através da neutralizacdo do parasita impedindo a penetracdo de
merozoitas no eritrécito. Evidéncias obtidas na ultima década em estudos in vitro
mostraram que anticorpos protetores humanos de individuos clinicamente imunes
a maléaria sdo predominantemente imunoglobulinas citofilicas das subclasses IgG1
e lgG3. Estes anticorpos promovem a inibicdo da multiplicacdo do parasita ndao de
forma direta, mas envolvendo os mondcitos através do fenébmeno denominado
ADCI (Antibody-Dependent Cellular Inhibition). O modo com que estes anticorpos
atuam in vitro ocorre pela ativagdo de monécitos que secretam mediadores
soluveis dentre os quais o0 TNFa. Estes fatores atuam impedindo a multiplicagao
das formas trofozoitas do P. falciparum dentro dos eritrocitos (Bouharoun-Tayoun

et al.,, 1990;1995).

1.5. LECTINA LIGADORA DE MANOSE (MBL)
1.5.1. Consideracoes gerais

A lectina ligadora de manose (MBL) é uma proteina sérica que
participa da imunidade inata em humanos, ligando as superficies de
microrganismos patogénicos e favorecendo a ativacao de mecanismos efetores da
imunidade. A MBL é uma proteina secretada pelo hepatécito e mantida em niveis
estaveis. A MBL é uma proteina de fase aguda, uma vez que a sua concentragao

encontra-se aumentada em processos infecciosos. A lectina ligadora de manose
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apresenta uma importante funcdo na defesa imediata atuando na ativacdo do
complemento através da terceira via ou via das lectinas (Dommett et al., 2006).

A MBL participa da ativacao da via das lectinas que é mediada pelas
proteases serinas associadas a MBL (MASPs) e também liga aos receptores na
superficie dos macréfagos, facilitando assim a fagocitose apds opsonizagéao
(Garred et al., 2003). Esta atividade opsénica atribuida a MBL foi descrita em
relacdo a uma deficiéncia do sistema imune de uma criangca do sexo feminino, que
sofria de dermatite atdpica e freqlentes infec¢cdes bacterianas associadas a esta
deficiéncia da fagocitose. Também identificaram que esta deficiéncia era devido a
auséncia de um fator plasmatico herdado, que foi detectado em ensaios que
demonstram a opsonizacdo de leveduras. Posteriormente, verificou-se que a
atividade opsénica estava diminuida de 5 a 10% em adultos sadios, que durante a
infancia ndo apresentava atividade opsbnica associada a infeccbes. Estas

observacgdes foram confirmadas em estudo retrospectivo (Richardson et al., 1983).

1.5.2. Estrutura da Lectina Ligadora de Manose (MBL)

A MBL pertence familia de proteinas denominadas de colectinas. Os
membros dessa familia possuem um dominio de colageno e dominios de lectina
(Figura 3) (Turner, 2003).

A MBL humana é uma glicoproteina de 24000 kDA expressa a partir
da sequéncia de 248 aminoacidos, sendo que o polipeptideo apresenta
aproximadamente 5% de carboidratos (Kilpatrick, 1998; 2002). Em humanos,

existem também outras duas colectinas principais, denominadas proteina
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surfactante de pulmao A (SP-A) e proteina surfactante de pulmao D (SP-D). Todas
as trés proteinas sdo macromoléculas, sendo que a MBL e a SP-A possuem um
arranjo estrutural, no qual ha associacdo de duas a seis unidades oligoméricas,
formando uma estrutura quaternaria que lembra um “ramo de tulipas”, semelhante
ao componente C1g do complemento (Hansen & Holmosk, 1998; Gabius et al.,
2002; Turner, 2003).

No caso da MBL, varias estruturas oligoméricas variam de dimeros a
hexameros, sendo que esses oligbmeros sdao baseados em subunidades,
compreendendo trés cadeias peptidicas idénticas de 32kDa. Cada uma dessas
cadeias é caracterizada por um dominio de lectina, também considerado dominio
de reconhecimento de carboidratos (DRC); por uma regido hidrofébica, o dominio
de colageno e por uma regido N-terminal rica em cisteina (Figura 3) (Turner,
2003).

No dominio de colageno, ha trés cadeias que se associam para
formar uma tripla hélice classica. Na regido hidrofébica, cada cadeia adota uma
estrutura espiralizada, e no final da porgcédo carboxi-terminal o dominio de lectina
exibe uma caracteristica semelhante a de proteinas globulares. Cada um desses
dominios se liga a ions calcio, onde este é capaz de orientar a ligagdo da MBL
com os grupos 3- e 4-hidroxil de residuos de carboidratos, como manose, N-acetil-

D-glicosamina, fucose e glicose (Turner, 2003).
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Figura 3. Estrutura esquematica da MBL (Adaptado de Fuijita et al., 2004).

1.5.3. Funcoes da Lectina Ligadora de Manose (MBL)
A MBL é o principal componente do sistema imune inato. Existem
evidéncias de que esta proteina possui diversas fungdes, sendo algumas delas

mencionadas a seguir.

1.5.3.1. Ligacéao a agentes patogénicos microbianos
A MBL é capaz de se ligar a uma grande variedade de agentes

patogénicos, incluindo virus, bactérias, fungos e protozoarios, € em alguns casos
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tem sido demonstrado correlacdo com caracteristicas estruturais dos agentes
patogénicos microbianos (Turner, 2003). Entretanto, ainda nao estd bem
esclarecido se esse mecanismo de interacdo entre a MBL e o microorganismo é
de carater apenas benéfico para o hospedeiro, uma vez que alguns estudos
demonstraram que essa ligacdo MBL-agente microbiano pode favorecer a entrada
do patégeno na célula hospedeira (Kahn et al., 1996), ao invés de conferir

protecdo ao hospedeiro contra esses agentes (Swanson et al., 1998).

1.5.3.2. Ativagéo do Sistema Complemento

A ativacao do sistema complemento mediada por MBL representa a
terceira via de ativacdo do complemento, que é distinta das outras duas vias, a
classica e a alternativa (Turner, 2003).

A familia de proteases serinas associadas a MBL (MASP) é
constituida pelas MASP-1, MASP-2 e MASP-3 (Dahl et al., 2000; Matsushita &
Fujita, 1992; Thiel et al., 1997), que juntamente com a forma truncada da versao
da MASP-2, gera a MAp19 (Stover et al., 1999; Takahashi et al., 1999) que pode
estar associada a MBL. No entanto, véarias evidéncias sugerem que a MASP-2 ¢é a
proteina mais importante na ativacdo do complemento (Thiel et al., 1997).

O complexo de MBL-MASP-2 torna-se ativado quando ligado aos
residuos de carboidratos expressos na superficie dos patégenos. A MASP-2
expressa uma atividade enzimatica idéntica a C1 estearase, que realiza a fungéao
de clivagem sequencial dos componentes C4 e C2 do complemento. O fragmento

gerado C4b liga-se covalentemente a superficie do patégeno e interage,
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subsequentemente, com o componente C2, que também foi clivado pela MASP-2.
O complexo formado C4b2a expressa atividade enzimatica da C3 convertase, a
qual é diferente da C3 convertase das duas outras vias de ativacdo do
complemento. Assim, ocorre a liberacdo do fragmento opsdénico C3b, que leva a
amplificagdo da cascata do sistema complemento. Essa importante funcao explica
o motivo da deficiéncia de MBL ter sido primeiramente identificada em associagcao
com a deficiéncia na opsonizacdo de agentes patogénicos em criangcas com

repetidas infec¢des (Turner, 2003).

1.5.3.3. Promocao da opsonizagao independente de complemento

A promocao da opsonizacao pela MBL tem sido atribuida a ligacao
com varios receptores ou proteinas ligadoras de manose, incluindo a cC1qR/
calciorreticulina (Malhotra et al., 1990), a C1qRp (Tenner et al., 1995) e a CR1
(Ghiran et al., 2000; Klickstein et al., 1997). Entretanto, ainda ndo esta bem
esclarecido se a MBL atua diretamente como uma opsonina ou se ela é somente
um componente intensificador de outras vias do complemento e/ou da fagocitose

mediada por anticorpos.

1.5.3.4. Modulacéo da Inflamacao

Existem estudos referentes as doencgas associadas a MBL, os quais
indicam que esta proteina tem um papel principal na modulacao da inflamacéo. Os
mecanismos ainda nao estdo bem elucidados, no entanto, alguns autores

sugerem que a proteina exerce um efeito complexo na liberagcédo de citocinas pelos
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mondcitos (Jack et al, 2001b). Por exemplo, quando a bactéria Neisseria
meningitidis foi incubada com concentracbes aumentadas de MBL e,
posteriormente, adicionou-se sangue total com deficiéncia de MBL, houve
aumento da concentracao de citocinas produzidas pelos mondcitos, tais como o
TNF-a, IL-1B e IL-6, entretanto quando adicionado sangue total com niveis

normais de MBL houve uma diminuicdo nos niveis destas citocinas (Turner, 2003).

1.5.3.5. Promocéo da Apoptose

Estudos recentes indicam que a MBL de forma semelhante ao C1q,
pode se ligar a células apoptoéticas e iniciar o processo de remocao dos detritos
pelos macréfagos (Ogden et al., 2001). Esse processo parece requerer a presenca
de calciorreticulina na superficie da célula (cC1qR), que se liga ao dominio de
colageno da MBL. Embora o cC1gR nao tenha nenhum dominio transmembrana,
ele parece estar associado com o receptor da a2-macroglobulina, denominado de
CD19, que esta presente na superficie da célula e, assim, inicia o processo de
fagocitose das células apoptéticas através da macropinocitose (Turner, 2003).

Desta forma, demonstrou-se que a MBL pode se ligar em células
apoptoticas autdlogas, para promover, conseqientemente, a remocao de detritos
celulares (Ogden et al., 2001). Sendo que o papel da MBL na fagocitose de
células apoptéticas poderia ser mediado tanto pelo local de ligacédo a fosfolipidios,

quanto pelos receptores de colectinas (Kilpatrick, 2002).
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Na superficie dos monécitos humanos e em células dendriticas
derivadas de mondcitos, foi descrita a presenca de MBL. Observou-se também
que estes mondécitos, que apresentam um receptor de colectinas, poderiam
também ter um receptor de carboidratos. Entretanto, a significancia destes

achados ainda nao esta elucidada (Kilpatrick, 2002).

1.6. ASPECTOS GENETICOS DA LECTINA LIGADORA DE MANOSE (MBL)
1.6.1. Estrutura genética da MBL

Em humanos, os genes das colectinas estdo todos localizados no
braco longo do cromossomo 10 (Hansen & Holmskov, 1998). Existem dois genes
de MBL; o MBL-1 que é um pseudogene e o MBL-2, sendo este ultimo constituido
por quatro éxons, onde o éxon 1 codifica o peptideo sinal, a regido rica em
cisteina e parte da regido de colageno rica em glicina; o éxon-2 codifica a por¢ao
restante desta regido de colageno e o éxon-3 codifica a estrutura espiralizada
o-hélice, que também é conhecida como regidao de pescoco. O quarto éxon
codifica o dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC), que adota uma
configuragao globular (Figura 4) (Turner, 2003).

A regido promotora do gene MBL-2 contém varios elementos, que
iniciam a transcricdo da MBL (Sastry et al., 1989; Taylor et al., 1989) e foi
demonstrado que na fase aguda das infeccbes, a proteina apresenta niveis

plasmaticos elevados (Thiel et al., 1992).



5!

36

SEQUENCIA DO DNA

E1
conons, (52)(54)(57)
bp: - 550 221 i 4 223 230 239 } (E2 i GE3i E4
e = e e o 0 o G G
HL  PI@ XY iPQ AD AB AC: .
erereneneanes e PR

~"

PROTEINA

Figura 4. Esquema da estrutura genética da MBL

No esquema da figura 3, os éxons estdo representados por E1, E2, E3 e E4. As
variantes alélicas estao representadas pelos gendtipos a seguir: « A/D — ponto de
mutacdo coédon 52, gerando variante D; « A/B — ponto de mutagdo cdédon 54, gerando
variante B; « A/C — ponto de mutagdo cédon 57, gerando variante C; X/Y representam o
dimorfismo na regido promotora ao nivel do par de base — 221. Os quatro dominios

formados estao representados por D1, D2, D3 e D4.

1.6.2. Polimorfismo associado a Lectina Ligadora de Manose (MBL)

O tipo considerado normal, sem mutacdes, ou seja, o tipo selvagem
€ designado de variante A, que apresenta dois gendtipos, o homozigoto A/A e o
heterozigoto A/O (Kilpatrick, 2002).

Trés mutacGes de ponto tém sido descritas no éxon 1 do gene da

MBL. A primeira mutagdo descoberta foi devido a uma mudanca de base de uma

3!
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guanina para uma adenina no cédon 54, causando a mudanca de uma glicina para
um acido aspartico e, assim gerando uma queda aparente na concentracdo de
MBL (Sumiya et al, 1991). A variante que apresenta esta mutagdo foi
denominada de variante B e esta presente em individuos europeus com baixas
concentragdes de MBL, acometendo cerca de 25% da populagéo européia.

Também foram verificados outros dois alelos similares no gene
codificador da MBL, sendo um no cédon 52 e outro no cédon 57, os quais dao
origem as variantes D e C, respectivamente. A variante C é bastante comum na
Africa (onde a variante B é rara), mas a variante D parece estar ausente ou
encontrada em baixissimas freqiéncias no mundo todo.

As variantes C e D possuem alteracdes estruturais no dominio N-
terminal da regido de colageno e no dominio rico em cisteina (Wallis, 2002). Todas
as variantes (B, C e D) estdo associadas a baixos niveis de concentracao de MBL
em relagdo ao tipo selvagem (variante A). Por exemplo, o tipo mais comum de
heterozigose A/B geralmente tem cerca de 1/10 da concentragcdo de MBL quando
comparada aquela encontrada em individuos com homozigose (A/A) para variante
A ou tipo selvagem. Enquanto que, homozigotos (B/B) e os heterozigotos (B/C)
para a variante B apresentam somente o nivel minimo detectado pelo método
imunoenzimatico (ELISA). Essas alteracdes estruturais nas variantes também
modificam as interacdes existentes entre as proteases serinas (MASPs) e a MBL,
causando uma diminuicdo na capacidade de ativar o sistema complemento

(Yokota et al., 1995; Wallis, 2002).
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Em humanos, a MBL circulante exibe uma variacdo de 0,01 a
5ug/mL ou mais. A concentracdo encontrada na circulacdo de adultos aumenta
rapidamente apds a primeira semana da infeccdo, sendo que na fase infantil, o
nivel permanece um pouco mais aumentado do que na fase adulta dos individuos
(Thiel et al., 1995; Kilpatrick et al., 1997; Terai & Kobayashi, 1993; Terai et al.,
1993; Aittoniemi et al., 1996).

A estrutura génica tem um grande efeito sobre os niveis de MBL
circulante no plasma sangtineo. Contudo, a influéncia ndo-genética também é
importante, visto que o surgimento de infecgbes ou trauma ocasiona um aumento
trés vezes maior da concentracdo de MBL no plasma (Thiel et al., 1992). O
hormdnio de crescimento também tem efeito positivo nesta resposta, enquanto
que os glicocorticoides parecem diminuir a sintese de MBL (Naito et al., 1999;
Hansen et al., 2001). Todas essas observacdes sao consistentes com a presenca
de muitos elementos regulatérios na regido promotora do gene MBL.

O gendtipo é um bom indicador da concentragcédo de MBL no plasma
para grupos ou populagbes, mas ndo para individuos. Pois, existem relatos de
individuos, que apresentam baixas concentragbes de MBL e esses niveis nédo
estdo associados com o seu gendétipo (Crosdale et al., 2000; Kruse et al., 2002).
Nos ultimos anos, a deficiéncia tem sido geneticamente definida como a existéncia
de um haplétipo associados com niveis diminuidos de MBL; essa definicdo se
aplica em aproximadamente 40% da populacdo, e corresponde a uma

concentracao de MBL plasméatica menor que 0,6ug/mL (Madsen et al., 1994;1995).
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A concentracdo da MBL no plasma de um individuo é geneticamente
determinada pelos dois haplétipos herdados de seus pais. Com a idade os niveis
podem variar em decorréncia, dentre outros fatores, da interacdo com o meio
ambiente, devido a exposicao a infecgdes e trauma, principalmente, em resposta
de fase aguda, quando os niveis de MBL na circulagdo sanglinea podem estar
aumentados em até trés vezes em comparacao com valores fisiolégicos normais

(Hansen et al., 2001).

1.7.  PARTICIPACAO DA MBL NA IMUNIDADE CONTRA DOENCAS
INFECCIOSAS E PARASITARIAS

1.7.1. Participacao da MBL na Imunidade Inata

Inicialmente, acreditava-se que a imunidade inata era uma resposta
caracterizada por um conjunto de mecanismos de pouca importancia. Por outro
lado, a imunidade adquirida com seus sistemas de reconhecimento antigénicos
altamente especificos e suas complexas interacoes entre moléculas endogenas e
células, era considerada os mecanismos mais importantes para a defesa do
hospedeiro. Atualmente, com base no conhecimento acerca da fase inicial da
resposta imune tem sido possivel compreender que o sistema imune inato é muito
mais complexo e atuante, comparado a participacao que fora, inicialmente,
proposta para esse sistema (Kilpatrick, 2002).

A imunidade inata é distinta da adquirida e atua sinergicamente com
a imunidade adquirida, interagindo de forma produtiva no sentido de promover

uma imunidade efetiva contra os patégenos (Ochsenbein & Zinkernagel, 2000).
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Pode-se citar como exemplo a atividade do sistema complemento, que consiste
em trés vias de ativacdo (Classica, Alternativa e das Lectinas), sendo capaz de
amplificar, ndo especificamente, por meio de seus componentes, 0s mecanismos
efetores da imunidade mediada pelos anticorpos.

O sistema imune inato utiliza uma diversidade de receptores que
reconhecem e induzem resposta imune contra os patégenos. Estes receptores
sdo, geralmente, proteinas que reconhecem padrdées moleculares de natureza
glicolipidica presentes somente na superficie dos patégenos. Dentre alguns
desses receptores € relevante citar a MBL, que estimula diretamente a fagocitose
pelos macrofagos, enquanto outros receptores sao produzidos como moléculas
secretadas e que também promovem a fagocitose de patégenos pela opsonizacao
ou pela ativacdo do complemento.

A ativacdo do sistema complemento é ampla e potente,
caracterizada pelo envolvimento de varias enzimas e pelo efeito em cascata. As
vias classica e alternativa sdo ativadas de formas distintas e interagem ao nivel de
C3, a fim de formar uma via Unica que resulta em lise celular. A terceira via de
ativagdo do complemento é denominada de via das lectinas, uma lectina é a
proteina ligadora de manose (MBL) que pode iniciar o processo de ativacao,
independentemente da presenca de anticorpos ou C1q (HOLMSKOV, 1994).

A ativacdo do Sistema Complemento pela MBL plasmatica ocorre
quando a lectina se liga a residuos de oligossacarideos (Manose e N-acetil
glicosamina) presentes na superficie de varios microorganismos (Petersen et al.,

2001). Essa ligacédo induz a ativagdo das proteases serinas associadas a MBL
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(MASP), que sdo capazes de clivar os componentes C4, C2 e C3 que leva a
formagcdo da C3 convertase C4b2a (Matsushita & Fujita, 1992; Thiel et al., 1997;
Matsushita et al., 2000). Uma vez iniciada essa reacdo em cascata, em detrimento
de sua ligagédo aos carboidratos, desencadeia a formacao do complexo de ataque

a membrana (CAM), que ocasiona a morte do microorganismo (Ross et al., 2003).

VIA ALTERNATIVA VIA DAS LECTINAS VIA CLASSICA
Ativacao de superficie Carboidratos complexos Imunes
C3 MBL Ci1q
MASP Cir Cir
Fator B S C4 Cis Cis
FatorD —— > C2 C4 C4
Properding —— > v
C2
A C2
C3

Figura 5. Vias de ativacao do Sistema Complemento.

A importancia da MBL na imunidade inata tem sido demonstrada por
através de estudos clinicos, que associaram a sua deficiéncia sérica com o
aumento da susceptibilidade a varias doencgas infecciosas (Super et al., 1989;
Jack et al.,, 2001a). Assim, os polimorfismos genéticos sdo responsaveis pelas
baixas concentracbes de MBL no soro e, conseqientemente, por uma
imunodeficiéncia associada a atividade opsonizante prejudicada (Kuhiman et al.,

1989; Sumiya et al., 1991).
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1.7.2. Polimorfismos associados as doencas

Um numero crescente de estudos tem sido descritos na literatura, na
tentativa de esclarecer a associacdao da proteina MBL e sua deficiéncia, a
suscetibilidade a infecgdo por diversos patdgenos e a severidade de doencas
infecciosas ou autoimunes.

Alguns destes trabalhos descritos na literatura demonstraram que a
MBL é uma molécula do sistema imune inato capaz de reconhecer superficies
microbianas, interagindo com virus (Ezekowits et al, 1989; Kase et al, 1999;
Saifuddin et al., 2001), com bactérias (Van Emmerik et al, 1994) entre elas
Staphylococcus aureus (Neth et al., 2000) e Neisseria meningitidis (Drogari-
Apiranthitou et al., 1997; Garred et al., 1993 ; Jack et al.,1998; 2001); com fungos,
como Aspergilus fumigatus (Klabunde et al., 2002) e com protozoarios, tais como
o Trypanosoma cruzi (Kahn et al.,1996), e o Plasmodium falciparum (Luty et al.,

1998; Klabunde et al., 2002; Garred et al., 2003).

1.7.3. Polimorfismos Associados as Doencas causadas por Protozoarios

O Trypanosoma cruzi é um parasita intracelular obrigatério capaz de
invadir diferentes tipos de células de mamiferos, causando a doenca de Chagas.
Este parasita possui em sua superficie glicoproteinas pertencentes a familia
SA85-1 (Kahn et al., 1990; 1993). Muitos estudos sugerem que estas proteinas de
superficie contribuem para adeséao e invasao da célula hospedeira (Andrews et al.,

1984; Boschetti et al., 1987; Abui et al., 1989).
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Em 1996, Kahn e colaboradores observaram que a MBL e o
Trypanosoma cruzi circulam juntos na corrente sanguinea e que o SA85-1 é um
dos ligadoras do parasita a MBL. Esta glicoproteina SA85-1 esta presente em
ambas as formas evolutivas, tripomastigota e amastigota. Entretanto, Ferreira e
colaboradores (2004) demonstraram que esta ligacdo ocorre somente com uma
das formas evolutivas do parasita, as amastigotas. Isto pode ser explicado por
uma simples mudanca conformacional na superficie das amastigotas, que as
tornariam mais especificas a MBL humana, e consequlientemente esta interacao
facilitaria a entrada da amastigota na célula hospedeira. No entanto, também foi
observado que a presenca de dois residuos de manose era outro componente
essencial para esta ligacdo com a MBL, sendo que expresso somente em
amastigotas.

Portanto, conclui-se que devido as formas amastigotas apresentarem
um certo diferencial nas glicoproteinas da sua superficie, isto contribuiria para uma
adesdo e uma interacao mais especifica com a MBL humana, realizando, assim, o
processo invasivo, que utiliza a MBL humana como porta de entrada nas células

hospedeiras (Kahn et al., 1996).

1.7.4. MBL na Malaria

A MBL através do dominio de reconhecimento de carboidratos e na
presenca do ion calcio, € capaz de se ligar a residuos de agucares de manose,
fucose, N-acetilglicosamina e glicose encontradas frequentemente em uma ampla

variedade de agentes infecciosos (Holmskov et al., 1994; Turner, 1996; Petersoen
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et al., 2001). Entre os carboidratos reconhecidos pela MBL alguns nado sao
exclusivos de patégenos, uma vez que estdo presentes na superficie celular dos
mamiferos, porém ou em menor quantidade ou ocultos por outros carboidratos,
como a galactose e o &cido sidlico. Além disso, os agucares de mamiferos ndo
formam arranjos repetitivos, o que faz com que nao ocorra uma interacao eficiente
com a proteina da MBL (Parslow & Bainton, 2004).

No plasmodio, o agucar mais freqiente € a manose, componente da
ancora de GPI - glicosilfosfatilinositol, que desenvolvem papel de receptores para
a ligagdo com a MBL (Struik & Riley, 2004).

Luty e colaboradores (1998) pesquisaram se a MBL poderia
influenciar na resposta contra a infeccao por Plasmodium falciparum em criangas,
através da comparacao dos niveis plasmaticos de MBL e seus polimorfismos
genéticos nestas criancas apresentando desde malédria media até severa. Os
resultados demonstraram que na fase aguda da infeccao, pacientes com malaria
severa apresentavam niveis baixos de MBL, enquanto que na fase de
convalescéncia, a variagao da concentracao foi pequena em relagéo a fase aguda
e ainda mais os dois grupos de pacientes com malaria severa e média obtiveram
valores iguais.

Neste mesmo estudo, Luty e colaboradores (1998) também
detectaram duas mutacdes no éxon 1, nos cdédons 54 e 57. Observou-se que 38%
das criancas apresentaram uma mutacdo no cdédon 54. A frequéncia desta
mutacdo foi mais alta em criangas com maldria severa. Os resultados

demonstraram que as mutacbes estavam associadas a malaria severa e aos
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baixos niveis de MBL, aumentando assim a possibilidade da MBL participar de
alguma protecao contra a malaria.

Em relacdo a concentracdo de MBL e o polimorfismo em paciente
infectados por Plasmodium falciparum, Klabunde e colaboradores (2002)
observaram que no tipo selvagem do gene, os niveis de MBL na fase aguda
apresentaram-se mais altos na malaria severa do que na média, o que sugere-se
que isso possa ocorrer em elevadas parasitemias devido a intensidade da
resposta imune. Entretanto, depois de seis meses, 0s niveis se mantiveram
equivalentes tanto na severa quanto na média.

Turner (1996) verificou que baixas concentracbes de MBL é
resultado de mutacdes na regido codificadora do gene MBL, o0 que causa
alteragdes estruturais da molécula no dominio de colageno, gerando uma proteina
ndo funcional devido a incapacidade de formar oligbmeros estaveis. Portanto, a
maior freqUéncia deste polimorfismo em individuos com malaria severa
determinou niveis baixos na concentracdo de MBL, e ndo conferiu assim, a
protecdo necessaria, devido esta proteina se apresentar truncada ou néo
funcional. A MBL produzida em individuos com maléria severa pode reter a
atividade de ligacao de residuos de carboidratos. Desta forma, foi proposto que
nos individuos com parasitemia alta, as baixas concentracbes de MBL sao
mantidas, pois a proteina pode estar ligada a metabdlitos do parasita, resultando
em niveis baixos ou ndo detectaveis de MBL na circulacao (Luty et al., 1998).

Até o presente momento, existem evidéncias acerca da participagcao

da MBL na malaria causada por P. falciparum. Em relacdo a malaria causada por
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P. vivax, ainda nao foi realizado nenhum estudo. Atualmente, esta espécie de
Plasmodium é a mais prevalente no Brasil. Portanto, avaliar diferentes aspectos
da resposta imune inata humana podera contribuir para a compreensado dos
mecanismos imunolégicos capazes de conferir prote¢do contra a malaria.

Neste trabalho, analisamos os polimorfismos do éxon1 do gene da
Lectina Ligadora de Manose (MBL) em individuos infectados e em individuos que

residem em area de transmissao de malaria causada por Plasmodium vivax.
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OBJETIVOS

.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho foi analisar o polimorfismo do éxon 1 do

gene MBL, em individuos expostos naturalmente a maldria causada por

Plasmodium vivax.

1.8

.2. Objetivos Especificos

Determinar as frequéncias das mutacées no éxon 1 do gene MBL, em
individuos primoinfectados por Plasmodium vivax e comparar com individuos
nao infectados.

Investigar possiveis associacdes entre a freqiéncia das mutacées no éxon 1
do gene MBL;, os sinais e sintomas em individuos primoinfectados por P. vivax
e a densidade parasitaria.

Determinar a freqiiéncia das mutagdes no éxon 1 do gene MBL, em individuos
nao infectados e verificar possivel associacdo com o numero de episddios
prévios de malaria.

Determinar a freqiéncia das mutagdes no éxon 1 do gene MBL, em individuos
nao infectados e verificar possivel associacdo com o tempo decorrido apds o

ultimo episodio.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. CASUISTICA E COLETA DE DADOS CLINICOS
2.1.1. Grupo de Individuos Primoinfectados

Foram incluidos neste estudo pacientes que procuraram atendimento
no Laboratério de Ensaios Clinicos em Malaria do Instituto Evandro Chagas
(LECM/IEC), no periodo de fevereiro de 2002 a margo de 2003. Apds a
confirmagéo de diagnostico de malaria, individuos com idade acima de 15 anos e
que informaram estar tendo o primeiro episédio de malaria, foram selecionados e
convidados a participar do estudo que foi realizado para verificar associacao entre
aspectos clinicos e polimorfismo no gene do Fator de necrose tumoral o (TNF-c)
na malaria por P. vivax. Apés a conclusado desse estudo, as amostras de sangue e
soro que se encontravam estocadas, foram utilizadas neste trabalho com a
finalidade de analisar o polimorfismo da Lectina Ligadora de Manose (MBL).

Foram utilizadas 81 amostras de pacientes primoinfectados, com
idade entre 15 a 78 anos, sendo 24 individuos do sexo feminino e 57 do sexo
masculino. A média das idades do grupo de pacientes foi 37,1 anos. Todos os
pacientes selecionados relataram que estavam apresentando o primeiro episodio
de maldria causada por P. vivax. Foram excluidos da amostra mulheres gravidas
ou nutrizes, pacientes que relatavam apresentar outras doencas infecciosas,
parasitarias ou doencas auto-imunes, bem como pacientes que estavam sendo

tratados com drogas antiinflamatdérias, antibioticos e drogas citotdxicas.
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O atendimento clinico dos pacientes foi realizado por médico do
programa de ensaios clinicos em malaria do Instituto Evandro Chagas. Os
pacientes foram acompanhados durante oito dias, conforme protocolo utilizado no
(LECM/IEC). O dia do diagnéstico e inicio do tratamento foi denominado de DO, os
outros dias foram numerados até D7, que corresponde ao oitavo dia do
tratamento. Durante esse periodo, as manifestacdes clinicas foram avaliadas
diariamente através do questionario de sintomas e graduadas com base na
intensidade dos sinais e sintomas observados.

Os sintomas febre, calafrios, cefaléia, astenia, artralgia, mialgia,
nauseas, vémitos, dor abdominal, diarréia, anorexia, tosse, dispnéia e coluria,
referidos pelo paciente, foram avaliados nos dias DO, D1, D2 e D7. Esses
sintomas foram graduados de acordo com a intensidade, recebendo a seguinte
pontuacdo: 0 = nenhum, 1 = leve, 2 = moderado, 3 = intenso, 4 = muito intenso.
Ao final a soma destes pontos resultou na obtencdo de um valor de escore para
cada paciente, nos dias pré-determinados. Os escores da amostra variaram de 0 a
56 pontos.

Com base nos escores, a sintomatologia foi classificada em 4 categorias,
de acordo com a descricao estatistica; zero até o primeiro quartil (individuos com
sintomatologia leve); do primeiro quartili até a mediana (individuos com
sintomatologia moderada); da mediana até o terceiro quartil (individuos com
sintomatologia intensa) e acima do terceiro quartil (individuos com sintomatologia
muito intensa). Os principais sintomas apresentados foram febre, cefaléia e

calafrios.
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Os sinais temperatura axilar, estado geral e coloragdo da pele,
mucosas € escleroticas foram avaliados nos dias DO e D7. Esses sinais foram
graduados de acordo com a intensidade, recebendo valores de 0 a 3. Os escores
da amostra variaram de 0 a 12 pontos. Com base na distribuicdo dos escores, 0s
individuos foram classificados em trés grupos leve (0 a 4), moderado (4,1 a 8) e
intenso (8,1 a 12), sendo que somente um individuo foi classificado com sinais

intensos.

2.1.2. Grupo de individuos nao infectados

O outro grupo analisado foi composto por individuos ndo infectados,
expostos naturalmente a malaria, residentes em Cotijuba, area endémica de
malaria, com transmissao exclusiva de P. vivax. Esse grupo foi constituido de 250
individuos, sendo 138 do sexo feminino e 112 do sexo masculino, com idades que
variaram de 1 a 86 anos. A média das idades desse grupo foi 29,3 anos.

No momento da coleta de sangue, foram obtidas informacdes sobre
0 numero de episddios prévios de malaria e o tempo decorrido ap6s o ultimo
episddio. Estas informacbes contribuiram para a investigagdo de uma possivel
associacdo com os gendtipos identificados nesta amostra. Desta forma, o
polimorfismo no éxon 1 do gene MBL; foi investigado em grupos de individuos nao
infectados, um grupo relatou nunca ter tido malaria (n = 98) e o outro grupo relatou
ter tido pelo menos um episodio de malaria (n = 152); tiveram 1 episddio (n= 66),

2 episbdios (n= 27), 3 episddios (n= 20) e mais de 4 episodios (n= 39).
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No grupo que relatou ter tido malaria, também analisamos uma
possivel associacdo dos polimorfismos com o tempo decorrido apds o ultimo
episddio de malaria. Para tanto, 144 individuos desse grupo foram classificados de
acordo com o tempo decorrido; menos de 1 més (n=25); no periodo entre 1 a 6
meses (nN=33 ); no periodo entre 7 e 12 meses (n=15); no periodo entre 13 e 24
meses (n=15) ou h& mais de 24 meses sem diagnostico de maléria (n=56). Os
individuos nao incluidos nesta andlise foram os que nédo souberam informar o

periodo (n = 8).

2.2. OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue utilizadas neste estudo foram coletadas apés
a confirmacdo do diagnéstico de malaria e antes de iniciar o tratamento. No
momento da coleta, os pacientes foram informados sobre a pesquisa através da
leitura do termo de livre consentimento, contendo informagdes sobre riscos e
beneficios e, se estivessem de acordo em participar do estudo, assinavam o termo
de livre consentimento (Anexo |) e informavam os dados solicitados na ficha
clinica e epidemiolégica (Anexo 1) e na ficha de prontuario médico (Anexo lll).

As amostras do grupo controle, constituido por individuos residentes
a llha de Cotijuba, Belém, Para, foram obtidas por busca ativa, no periodo de abril
de 2001 a janeiro de 2002. No momento da coleta, todos estavam negativos para

a pesquisa de parasitas da malaria, realizada pelo exame da gota espessa.
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Foram coletados cinco mililitros de sangue de cada individuo
primoinfectado em tubos a vacuo e sem anticoagulante, que permaneceu a
temperatura ambiente até a separacdao do soro. Apés a separacao, o sangue foi
centrifugado e aliquotas de soro foram mantidas a -20°C até o momento da
realizacdo dos ensaios. Para obtencdo do DNA foram coletados 5mL em tubos a

vacuo contendo anticoagulante EDTA.

2.3. ASPECTOS ETICOS

O projeto para avaliar o polimorfismo do gene da MBL foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para (protocolo n° 058/2006 CEP-
CCS/UFPA), em obediéncia a resolucéo 196 do Conselho Nacional de Saude, que
trata das diretrizes e Normas Regulamentares da Pesquisa envolvendo seres
humanos. Neste momento, o Comité foi informado que as amostras estavam
estocadas e as mesmas constituiam um grupo de amostras utilizadas em projetos
concluidos, os quais foram previamente submetidos e aprovados pelo Comité de

Etica e Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Evandro Chagas.

2.4. DETERMINAGCAO DA PARASITEMIA

A pesquisa de parasitos foi realizada por técnicos especializados do
Instituto Evandro Chagas através da técnica da gota espessa. Uma amostra de
sangue foi obtida diretamente pela puncdo da polpa digital. Apoés assepsia,

puncionou-se o local com uma lanceta estéril. A primeira gota de sangue foi
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removida com algodao seco. Comprimindo o dedo suavemente, pode-se obter
outra gota de sangue com aspecto esférico sobre a pele seca. A face limpa da
lamina foi colocada, entdo, em contato com a gota, mas sem tocar a pele do
paciente. Com o auxilio de outra lamina, espalhou-se o sangue, formando um
retdngulo. A preparacéao foi corada pelo Método de Walker, utilizando-se o corante
Giemsa. A leitura foi realizada em microscépio 6ptico, determinando o numero de

parasitas por mm?® de sangue.

2.5. GENOTIPAGEM PARA DETECTAR POLIMORFISMOS NO GENE DA MBL
UTILIZANDO REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A obtengédo do DNA das amostras dos individuos primoinfectados e
ndo infectados por P. vivax foi realizada pelo método do fenol/cloroférmio,
conforme estabelecido no laboratério de Microbiologia e Imunologia da UFPA, por
Nina (2004).

Para a determinacdo da frequéncia dos Alelos MBL*A, MBL*B e
MBL*C foi realizada a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a
amplificacdo de 349 pb do éxon 1 do gene MBL, a partir do DNA extraido de
individuos primoinfectados por P. vivax e individuos do grupo controle. As
amplificagdes foram realizadas no equipamento Termo-ciclador (Mastercycler
Personal, Eppendorf).

A reacdo de amplificacdo foi realizada, em um volume de 50 uL

contendo 500ng de DNA extraido, 225uM de cada dNTP, 5 uM de cada iniciador,
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KCI 50 mM, MgCL, 2,5 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 0,5 U de Taq polimerase. O
par de iniciadores e as condi¢coes de amplificacdo utilizada nesta reacao foram
conforme descrito por Madsen e colaboradores em 1995 e, em 2006, por Vallinoto
e colaboradores. Apds a desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, foram
efetivados 35 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 60 segundos a 58°C e 120 segundos
a 72°C. O par de iniciadores envolvidos nesta reagéo foi:

» MBLEO1 — 5 - AGTCGACCCAGATTGTAGGACAGAG - 3

» MBLE02 — 5- AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG - &

A identificacdo da presenca dos alelos MBL*A, MBL*B e MBL*C foi
realizada pela digestdo enzimatica do produto amplificado (349pb), para tanto
foram utilizadas endonucleases de restricdo Banl e Mboll. A Banl cliva o alelo
MBL*A em dois fragmentos (260 pb e 89 pb) e o alelo MBL*B n&o é digerido. A
Mboll cliva especificamente o alelo MBL*C em dois fragmentos (279 pb e 70 pb).

Para determinacdo do alelo MBL*D foi utilizada a técnica da SSP-
PCR, utilizando-se seqUéncias de iniciadores especificos para mutacdo *D. A
reacdo de amplificacdo foi realizada, em um volume de 25uL contendo 500ng de
DNA extraido, 225uM de cada dNTP, 5uM de cada iniciador, KClI 50 mM, MgCl,
1,1mM, Tris — HCI pH 8,3 10 mM e 0,5U de Taq polimerase. Foram realizadas
duas reacdes, sendo a primeira para identificar o alelo D e a outra para verificar se
tal alelo ocorria em homozigose ou heterozigose. O par de iniciadores utilizado na
primeira reagéo foi:

> sspMBP1a — 5" — CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG — 3’ (617nt — 640nt)
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» 52—-D—>5 -TCTCCCTTGGTGCCATCACA — 3’ (887nt-868nt)

ApGs a desnaturacgdo inicial a 94°C por 2 minutos, foram efetivados
30 ciclos de: 20 segundos a 94°C, 20 segundos a 62°C e 30 segundos a 72°C,
seguido de uma extenséo final a 72°C por 5 minutos.

Para determinar a ocorréncia da mutacdo *D em homo ou
heterozigose com os alelos MBL*A, MBL*B e MBL"C, foi realizada uma segunda
reacao de amplificacdo, utilizando as mesmas condi¢des descritas acima e os par
de iniciadores utilizado foi:

» sspMBP1a — 5 — CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG - 3 (617nt — 640nt)
» 52-ABC -5 — TCTCCCTTGGTGCCATCACG -3

A ocorréncia da variante *D foi determinada pela presenca ou
auséncia do fragmento de DNA, conforme estabelecido por (Steffenses et al.,
2000).

Os produtos das amplificacées e das digestdes enzimaticas foram
visualizados apoés eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 2%, em
tampéao TAE 1x (TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000
mL agua deionizada), contendo 5 uL de brometo de etidio (10mg/mL), mediante a

utilizagao de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.6. ANALISE ESTATISTICA
As comparacao das freqUéncias obtidas na genotipagem da MBL

entre os grupos de individuos primoinfectados e o grupo controle, constituido por
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individuos nao infectados, foram realizados pelo teste G ou teste de qui-quadrado
(x?), utilizando o programa BioEstat 3.0v (Ayres et al., 2003). Este program
também foi utilizado para o calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.

A andlise para verificar a associacao entre as prevaléncias das
variantes alélicas da MBL e a densidade parasitaria foi efetuada pelo teste de
Mann-Whitney. Para verificar a associacao entre as prevaléncias das variantes
alélicas da MBL e os sinais e sintomas foi utilizado o teste G e para compara as
freqiéncias com o numero de episddio e tempo decorrido apds o ultimo episédio
utilizou-se teste G ou teste de qui-quadrado (x?). Os célculos foram realizados no

programa BioEstat 3.1 (Ayres et al., 2003).
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3. RESULTADOS

3.1. FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DO GENE MBL, NOS
GRUPOS DE INDIVIDUOS INFECTADOS POR PLASMODIUM VIVAX E
NAO INFECTADOS

O polimorfismo no éxon 1 do gene MBL, foi investigado em dois
grupos de individuos, sendo um grupo constituido por 81 individuos infectados,
apresentando o primeiro episddio de malaria causada por P. vivax e o outro
constituido por individuos nao infectados. No grupo primoinfectado a avaliagéo
clinica foi realizada para determinar o grau de intensidade dos sinais e sintomas e
analisar, bem como a quantificagdo da parasitemia, para avaliar uma possivel
associacdo do grau de severidade da doenca e densidade parasitaria com
polimorfismo no éxon 1 do gene MBL.

O grupo controle foi constituido por 250 individuos néo infectados,
que residem em area endémica de malaria, com transmissdo exclusiva de P.
vivax. Foram coletadas as informacdes sobre o numero de episddios prévios de
malaria e o tempo decorrido desde o ultimo episddio.

No grupo de individuos que apresentavam o primeiro episédio de
malaria por P. vivax, verificamos que as frequéncias das formas alélicas MBL™A,
MBL*B e MBL*D foram 64,20%, 19,75% e 16,05%, respectivamente (Tabela 1). O
alelo MBL*C nao ocorreu nesse grupo.

O grupo de individuos néo infectados foi constituido por individuos

que relataram que nunca tiveram malaria ou que tiveram pelo menos um episédio
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prévio de malaria, mas no momento ndo estavam com malaria. Neste grupo de
individuos ndo infectados foram identificadas todas as formas alélicas MBL"A,
MBL*B, MBL*C e MBL*D e a distribuicdo das freqiiéncias foram semelhantes. No
grupo que relatou ter tido episédio prévio de malaria, as freqiiéncia dos diferentes
alelos foram MBL*A (74,67%), MBL*B (14,81%), MBL*C (2,30%) e MBL*D
(8,22%). No grupo que nunca teve maldria, as freqUéncias observadas foram

MBL*A (72,96%), MBL*B (14,80%), MBL*C (3,06%) e MBL*D (9,18%).

Tabela 1 - Frequéncias alélicas do gene MBL, em grupos de individuos

primoinfectados por Plasmodium vivax e n&o infectados.

Grupos de individuos n (%)

Primoinfectado Teve episodio Nunca teve

Alelos , L
prévio de malaria | episédio de malaria

MBL*A 105 (64,82) 227 (74,67) 143 (72,96)
MBL*B 32 (19,75) 45 (14,81) 29 (14,80)
MBL*C 00 (0,00) 07 (2,30) 06 (3,06)
MBL*D 25 (15,43) 25 (8,22) 18 (9,18)
Total 162 (100) 304 (100) 196 (100)

n = numero de cromossomos analisados
Primoinfectado x Teve episodio prévio de malaria (p = 0,0031; Teste G = 13,8423)

Primoinfectado x Nunca teve episédio de malaria (p = 0,0081 ; Teste G = 12,2216)
Teve episodio prévio de malaria x Nunca teve maléaria (p = 0,9333; Teste G = 0,4332)
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A comparagdo entre os grupos mostrou que houve diferenga
estatisticamente significativa na distribuicao das freqtiéncias alélicas observadas
entre o grupo infectado e os dois grupos nao infectados, o que teve episédio
prévio de malaria (p = 0,0031; Teste G = 13,8423) e 0 que nunca teve malaria
(p = 0,0081; Teste G = 12,2216). As diferencas observadas nas freqléncias
alélicas entre os dois grupos nao infectados nao foram estatisticamente
significativas (p = 0,9333 ; Teste G = 0,4332).

Na tabela 2, observamos as freqiiéncias genotipicas do gene MBL,
nos grupos de individuos infectados por P. vivax e nao infectados, com e sem
relato de episddio prévio de malaria. No grupo de individuos primoinfectados,
observamos que o gendtipo mutante heterozigoto A/O foi 0 mais prevalente,
ocorrendo na frequéncia de 58,03%, enquanto as freqiéncias dos gendétipos
homozigotos selvagem (A/A) e mutante (O/O), foram 35,80% e 6,17%,
respectivamente. O genétipo mutante heterozigoto A/O representa os gendtipos
A/B, A/C e AD. Entre os individuos primoinfectados identificamos somente dois
desses genotipos, A/B e A/D, e as freqiéncias encontradas foram semelhantes
28,4% e 29,63%, respectivamente. O gendtipo mutante O/O representa o0s
genotipos B/B, B/D e D/D. No grupo infectado, identificamos os genétipos B/B e
B/D, e as freqUéncias encontradas foram 4,94% e 1,23%, respectivamente.

No grupo de individuos néo infectados, mas com histérico anterior de
malaria observamos que o gendétipo selvagem A/A foi o mais prevalente,
ocorrendo na frequéncia de 54,61%, enquanto as freqiéncias dos gendétipos

mutantes (A/O) e (O/0O), foram 40,13% e 5,26%, respectivamente. Neste grupo
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identificamos os trés possiveis gendtipos mutantes representados pelo A/O (A/B,
A/C e AD), o gendtipo A/B foi o mais prevalente (25,66%). As freqiéncias dos
genotipos A/C e A/D foram 4,60% e 9,87%, respectivamente. O gendtipo mutante
O/O (B/B, B/D e D/D) ocorreu em homozigose e heterozigose. Neste grupo, as
frequéncias dos genotipos B/B e B/D foram 1,97% e 3,29% respectivamente.

No grupo de individuos nao infectados e sem relato de episodio
prévio de malaria, observamos que o gendétipo selvagem A/A foi o mais prevalente,
ocorrendo na frequéncia de 56,12%, enquanto as frequéncias dos genobtipos
mutantes (A/O) e (O/0), foram 33,67% e 10,21%, respectivamente. Neste grupo
também identificamos os trés possiveis genotipos mutantes representados pelo
A/O (A/B, A/C e AD), o gendtipo A/B foi o mais prevalente (21,43%). Os gendétipos
A/C e A/D ocorreram com a mesma freqiéncia (6,12%). Neste grupo,
identificamos os gendétipos B/B e B/D, e as frequéncias encontradas foram 4,09%
e 6,12% respectivamente.

No grupo infectado o gendétipo A/O foi o mais freqiente, enquanto
que no grupo nao infectado foi o gendtipo A/A, nos dois grupos as formas em
heterozigose foram mais prevalentes entre as variantes alélicas MBL*B e MBL"D.
A comparacao do grupo infectado com os grupos nédo infectados revelou que
houve diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo das freqténcias
genotipicas, agrupadas ou nao agrupadas. A comparagdo entre 0 Qgrupo
primoinfectado e os dois grupos nao infectados mostrou que as diferencas
observadas nas freqléncias de genoétipos agrupados foram estatisticamente

significativa, quando comparamos 0 grupo primoinfectado com o grupo que teve
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episddio prévio de malaria (p = 0,0214; Teste G = 7,6873) e quando comparamos
com 0 grupo que nunca teve malaria (p = 0,0047; Teste G = 10,7260). As
diferencas observadas nos grupos nao infectados nao foram estatisticamente
significativas (p = 0,2651; Teste G = 2,6554).

A andlise mais detalhada dos resultados obtidos (gendétipos nao
agrupados), confirmou a diferenga estatisticamente significativa observada entre o
grupo primoinfectado e o grupo nao infectado com relato de episodio prévio de
malaria (p = <0,0001 ; Teste G = 29,6059) e o grupo que nunca teve malaria
(p = <0,0001; Teste G = 36,2418). As diferencas nos grupos nao infectados nao

foram estatisticamente significativas (p = 0,7112; Teste G = 3,7447).

3.2.  ANALISE DO EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

A estimativa do equilibrio Hardy-Weinberg a partir dos desvios entre
as proporcées genotipicas observadas e esperadas, ndo foi estatisticamente
significativa no grupo que relatou episédio prévio de maléaria (p = 0,4525) e no
grupo que nunca teve malaria (p = 0,1467). Contudo, verificou-se que o grupo
constituido por individuos primoinfectados n&o estava em Equilibrio de
Hardy-Weinberg, visto que as freqiéncias genotipicas esperadas diferiram
significativamente das freqUéncias observadas (p = 0,0143), caracterizada por um
aumento de individuos heterozigotos A/D em detrimento de uma diminui¢gdo na

frequéncia de individuos homozigotos A/A.
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Tabela 2 - Fregiéncias genotipicas do gene MBL, em grupos de individuos primoinfectados por Plasmodium vivax e

néo infectados com e sem relato de episddio prévio de malaria.

Freqiiéncias dos genétipos n (%)

Grupos de individuos Grupos de individuos
Genoétipos Teve Nunca teve | Genétipos Teve Nunca teve
Primoinfectado Primoinfectado
malaria malaria malaria malaria
A/A 29 (35,80) 83 (54,61) 55 (56,12) A/A 29 (35,80) 83 (54,61) 55 (56,12)
A/B 23 (28,40) 39 (25,66) 21 (21,43)
A/O 47 (58,03)  61(40,13) °°(3367) A/C 00(0,00) 07 (4,60) 06 (6,12)
A/D 24 (29,63) 15(9,87) 06 (6,12)
B/B 04 (4,94) 03 (1,97) 04 (4,09)
0/0 05 (6,17) 08 (5,26) 10 (10,21) B/D 01(1,23) 00(0,00) 00 (0,00)
D/D 00 (0,00) 05 (3,29) 06 (6,12)
Total 81 (100) 152 (100) 98 (100) Total 81 (100) 152 (100) 98 (100)

n = ndmero de individuos analisados
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3.3. ASSOCIAGAO DOS GENOTIPOS DO EXON 1 DO GENE MBL, COM A
INTENSIDADE DOS SINAIS E SINTOMAS DURANTE O PRIMEIRO
EPISODIO DE MALARIA

A avaliacao clinica dos individuos primoinfectados por P. vivax foi
realizada no momento da confirmagédo do diagnéstico para malaria. Esta avaliacao
foi realizada por um médico da equipe que atende no laboratério de ensaios
clinicos em malaria do Instituto Evandro Chagas, sendo que os sinais foram
observados durante o exame fisico e os sintomas foram relatados pelos pacientes.

Todas essas manifestacdes clinicas foram classificadas e divididas em escores,

possibilitando identificar grupos com diferente intensidade dos sinais ou sintomas.

Os sinais verificados foram a temperatura axilar, o estado geral do
paciente, a coloracado da pele e das mucosas quanto a presenca de palidez e, das
escleréticas quanto a presenca de ictericia.

De acordo com os escores determinados em relacdo ao grau de

intensidade dos sinais, os grupos foram classificados em leve, moderado e

intenso. Na tabela 3, podemos observar que os dois grupos apresentaram

frequéncias alélicas para o homozigoto selvagem maior que as freqUéncias
alélicas das variantes em relacao a intensidade dos sinais. As freqiéncias do alelo

MBL*A nos grupos leve e moderado foram 68,48% e 57,35%, respectivamente. As

frequéncias do alelo MBL*D nos grupos leve e moderado foram 16,30% e 16,18%,

respectivamente. Nos dois grupos, a distribuicdo das freqiéncias alélicas foram

semelhantes (p = 0,3804; Teste G= 3,0739).
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A analise das freqléncias genotipicas nesses grupos mostrou que o
gendtipo heterozigoto A/O foi o mais freqlente, observou-se frequiéncia de 58,70%
e 70,59% em individuos que apresentaram sinais leve e moderado,
respectivamente. Foram comparados somente os niveis leve e moderado de
classificacdo, uma vez que somente um paciente teve seus sinais classificados
como intenso. Este paciente apresentou o gendétipo selvagem A/A (Tabela 4). Em
relacdo aos demais gendtipos, o grupo leve apresentou maior freqiéncia do
genotipo A/A (39,13%) que o grupo moderado (26,47%), 0s grupos leve e
moderado apresentaram somente um individuo com o genétipo O/O, as
frequéncias foram 2,17% e 2,94%, respectivamente. As diferencas entre esses
dois grupos nao foram estatisticamente significativas (p = 0,1751; Teste G =
3,4857).

Em uma anélise mais detalhada (Tabela 4), podemos observar que
no grupo leve o gendtipo heterozigoto A/D ocorreu com freqiéncia semelhante a
do gendtipo A/A, cujas freqiéncias foram 32,61% e 39,13%, respectivamente. A
frequéncia do gendtipo A/B foi 26,09% e do B/B foi 2,17%. No grupo moderado,
também observamos que o gendtipo heterozigoto A/D ocorreu com freqiéncia
semelhante a do gendtipo A/A, as freqUéncias encontradas foram 29,41% e
26,47%, respectivamente. O gendtipo A/B foi mais freqliente (32,36%) e o
gendtipo B/B foi observado em 8,82%. Neste grupo, somente um individuo
apresentou o genétipo homozigoto B/D (2,94%).

A comparagdo das freqléncias genotipicas, nos grupos leve e

moderado, considerando na analise as freqiéncias para cada gendétipo (nédo
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agrupados), confirmou que as diferencas observadas ndo foram estatisticamente
significativas (p = 0,6089; Teste G = 4,5034).

Considerando a intensidade dos sintomas, analisamos as
frequéncias alélicas e genotipicas com o intuito de verificar a associacao dos
gendtipos do éxon 1 do gene MBL,com a intensidade dos sintomas como febre,
calafrios, astenia, artralgia, mialgia, nauseas, vomitos, dor abdominal, diarréia,
anorexia, tosse, dispnéia e coluria referidos pelos pacientes primoinfectados. De
acordo com os escores determinados em relagcdo ao grau de intensidade, os
grupos foram classificados em leve, moderado, intenso e muito intenso.

Na tabela 3, podemos observar que os alelos MBL*A, MBL*B e
MBL*D foram identificados nos quatro grupos, € o alelo MBL*A foi o mais
frequente em todos os grupos. As frequéncias deste alelo nos grupos leve,
moderado, intenso e muito intenso foram 70,0%, 65,22%, 54,55% e 65,62%,
respectivamente. O alelo MBL*B ocorreu com freqiéncia semelhante nos grupos
moderado (21,74%), intenso (27,27%) e muito intenso (25,0%). No grupo leve,
este alelo foi observado em 5,0%, portanto cerca de quatro vezes menor que as
freqUiéncias observadas nos demais grupos. As freqiéncia do alelo MBL*D nos
grupo leve (20,0%) e intenso (18,8%) foram semelhantes. No grupo moderado foi
13,04% e no grupo muito intenso foi observada a menor freqiéncia (9,38%).

A comparacdao das frequéncias alélicas nos diferentes grupos
mostrou que as diferencas observadas entre os grupos leve e intenso foram
estatisticamente significativa (p = 0,0384 e Teste G = 8,4024). As diferencas entre

0 grupo leve e os demais grupos nao foram estatisticamente significativas; grupo
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leve e grupo moderado (p = 0,1277 e Teste G = 5,6898); grupo leve e grupo muito
intenso (p = 0,0745 e Teste G = 6,9190). As comparacdes das freqiiéncias entre o
grupo moderado e o0s outros nao foram estatisticamente significativas; grupo
moderado e intenso (p = 0,7789 e Teste G = 1,0924), grupo moderado e muito
intenso (p = 0,9577 e Teste G = 0,3122). As diferencas observadas nas
frequéncias alélicas nos grupos intenso e muito intenso também nao foram
estatisticamente significativas (p = 0,6913 e Teste G = 1,4612).

Em relacao a freqiéncia dos genétipos, observamos na tabela 5 que
o gendtipo A foi o mais freqliente nos grupos moderado e intenso, 60,87% e
72,72%, respectivamente. Nos grupos leve e muito intenso a frequéncia desse
genotipo foi 50,0% e 43,75%, respectivamente. O gendtipo A/A foi mais freqiente
no grupo leve (50,0%) e menos freqlente no grupo intenso (18,18%). Nos grupos
moderado e muito intenso a freqiéncia deste gendétipo foi 34,78% e 43,75%,
respectivamente. O gendtipo variante homozigoto O/O foi observado nos grupos
moderado (4,35%), intenso (9,10%) e muito intenso (12,50%). No grupo com
sintomatologia leve nenhum individuo apresentou esse gendétipo.

A comparagcdo das freqléncias de gendtipos agrupados nos
diferentes grupos mostrou que as diferencas observadas entre os grupos leve e
intenso foram estatisticamente significativa (p = 0,0345 e Teste G = 6,7311). Na
tabela 6, observamos o resultado da analise estatistica. As diferengas entre o
grupo leve e os demais grupos ndo foram estatisticamente significativas. As
diferencas entre os outros grupos (moderado e intenso) também nao foram

estatisticamente significativas.
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Em uma analise mais detalhada, podemos observar que a freqiéncia
do gendtipo heterozigoto A/B nos grupos moderado e intenso foi 34,78% e
36,36%, respectivamente, semelhante a freqiéncia observada no grupo muito
intenso (31,25%). Este fendtipo foi menos freqiiente no grupo leve (10,0%)
(Tabela 5).

Nos grupos leve e intenso a freqiéncia do genétipo A/D foi 40,0% e
36,36%, respectivamente. Nos grupos moderado e muito intenso foi 26,09% e
12,05%, respectivamente. Portanto, foi mais freqlente nos grupos leve e intenso e
menos freqlente no grupo muito intenso. O gendtipo B/B ocorreu nos grupos
moderado, intenso e muito intenso na freqiéncia de 4,35%, 9,10% e 6,25%,
respectivamente. O gendtipo variante B/D foi observado apenas no grupo muito
intenso, e ocorreu com freqiiéncia de 6,25%.

A comparacdo das frequiéncias genotipicas mostrou que as
diferencas observadas entre os grupos nao foram estatisticamente significativas.
O resultado da analise estatistica para comparar as freqiéncias genotipicas nos
grupos que apresentaram sintomas classificados em leve, moderado, intenso e

muito intenso esta apresentado na tabela 6.



Tabela 3 - FreqUéncias alélicas do gene MBL, em grupos de individuos infectados por P. vivax e que apresentam

diferentes graus de intensidade dos sinais e sintomas clinicos, durante o primeiro episodio de malaria.

68

Freqiéncias dos alelos n (%)

Intensidade dos sinais

Leve Moderado Intenso
Alelos

Alelos

Intensidade dos sintomas

Muito
Leve Moderado Intenso
Intenso

MBL*A 63 (68,48) 39 (57,35) 02 (100)
MBL*B 14 (1522) 18(26,47) 00 (0,00)
MBL*C 00 (0,00) 00 (0,00) 00 (0,00)

MBL*D  15(16,30) 11 (16,18) 00 (0,00)

MBL*A

MBL*B

MBL*C

MBL*D

30 (75,00) 30 (65,22) 24 (54,55) 21 (65,62)
02 (05,00) 10 (21,74) 12(27,27) 08 (25,00)
00 (0,00) 00 (0,00) 00 (0,00) 00 (0,00)

08 (20,00) 06 (13,04) 08(18,18) 03 (9,38)

Total 92(100) 68 (100) 02 (100)

40 (100) 46 (100) 44 (100) 32 (100)

n = numero de cromossomos analisados



69

Tabela 4 - Frequéncias genotipicas do gene MBL, em grupos de individuos infectados por P. vivax e que

apresentam diferentes graus de intensidade dos sinais clinicos, durante o primeiro episédio de malaria.

Freqiiéncias dos gendétipos n (%)

Intensidade dos sinais Intensidade dos sinais

Genoétipos Leve Moderado Intenso | Genotipos Leve Moderado Intenso
A/A 18(39,13) 09 (26,47)  01(100) A/A 18 (39,13) 09 (26,47) 01(100,0)
A/B 12 (26,09) 11 (32,36) 0 (0,00)

A/O 27 (58,70) 24 (70,59) 0 (0,00) A/C 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0.00)
AD 15(32,61) 10 (29,41) 0 (0,00)

B/B 01 (2,17) 03 (8,82) 0 (0,00)

0/0 01(2,17) 01(2,94) 0 (0,00) B/D 0 (0,00) 01(2,94) 0 (0,00)
b/b 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

Total 46 (100) 34 (100) 01 (100) Total 46 (100) 34 (100) 01 (100)

n = ndmero de individuos analisados
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Tabela 5 - Frequéncias genotipicas do gene MBL, em grupos de individuos infectados por P. vivax e que

apresentam diferentes graus de intensidade dos sintomas clinicos, durante o primeiro episodio de malaria.

Freqgiiéncias dos genaétipos n (%)

Intensidade dos sintomas Intensidade dos sintomas

Genoétipos Leve Moderado Intenso Muito | Genétipos Leve Moderado | Intenso Muito

Intenso Intenso

A/A 10 (50,0) 08 (34,78) 04 (18,18) 07 (43,75)| A/A  10(50,00) 08 (34,78) 04 (18,18) 07 (43,75)
A/B

02 (10,00) 08 (34,78) 08 (36,36) 05 (31,25)
A/O 10 (50,0) 14 (60,87) 16 (72,72) 07 (43,75)| A/C 0(00,00 0(0,000) 0(0,000 0(0,00)

A/D 08 (40,00) 06 (26,09) 08 (36,36) 02 (12,50)

B/B 0(0,00) 014,35 02(9,10) 01(6,25)
0/0 0(0,00 01(4,35)  02(9,10) 02 (12,50) B/D 0(00,0) 0(0,00) 0(0,000 01(6,25)
D/D 0(00,0) 0(0,000 0(0,00) 0 (0,00)

Total 20(100) 23(100)  22(100) 16 (100) Total 20 (100) 23 (100) 22(100) 16 (100)

n = nidmero de individuos analisados.



Tabela 6 - Valores de p e G obtidos na andlise estatistica para comparacao entre 0s grupos que apresentaram

diferentes graus de sintomas clinicos e freqiéncia de genétipos do éxon 2 do gene MBLo.

Analise estatistica para comparacao entre os grupos (valores de p e G)

Analise com os genétipos agrupados

Analise com os genétipos nao agrupados

Grupos Moderado Intenso  Muito Intenso Grupos Moderado Intenso Muito Intenso
p=0,3554 p=0,0345 p=0,4283 p=0,4765 p=0,1632 p = 0,2350
Leve Leve
G =2,0693 G =6,7311 G =1,6958 G =5,5411 G =9,1888 G =8,0426
p = 0,4045 p=0,7942 p = 0,9230 p=0,8112
Moderado Moderado
G=1,8102 G =0,4607 G =1,9635 G =2,9813
p = 0,2304 p = 0,4058
Intenso Intenso
G =2,9355 G =6,1569
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3.4. ASSOCIACAO DOS GENOTIPOS DO EXON 1 DO GENE MBL, COM A
DENSIDADE PARASITARIA EM INDIVIDUOS INFECTADOS POR P. Vivax

A comparacao da densidade parasitaria, determinada pelo numero de
parasitos por mm® de sangue, nos grupos de individuos que apresentaram
genotipos selvagem ou variante foi realizada com o a finalidade de verificar se
determinado gendtipo poderia estar associado ao controle da parasitemia, durante o
primeiro episddio de malaria por P. vivax. Na tabela 6, podemos observar que nao
houve diferenca estatistica significativa na comparagdo das médias da parasitemia
entre os individuos do gendétipo A/A e os demais gendtipos. A média da parasitemia
nos individuos que apresentaram a variante A/D foi menor que a média dos
individuos que apresentaram genotipo A/B, sendo esta diferenca estatisticamente
significativa. As diferencas observadas entre os grupos com genétipos A/B e B/B,
assim como B/B e A/D nao foram estatisticamente significativas. As comparacgoes
das médias da parasitemia apresentaram os seguintes resultados; genédtipos A/A e
A/B (p=0,2852); A/A e A/D (p=0,1802); A/A e B/B (p=0,6791); A/B e A/D
(p=0,0182); A/B e B/B (p=0,8645); A/D e B/B (p=0,2644).

Com base nos resultados apresentados nas tabelas 5 e 7, podemos
observar que o genétipo A/D ocorreu com maior freqiéncia no grupo de individuos
que apresentou densidade parasitaria baixa e sintomatologia leve, moderada ou
intensa, enquanto que o gendtipo A/B ocorreu no grupo com densidade parasitaria

mais elevada e sintomatologia moderada, intensa e muito intensa.
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Tabela 7 - Gendétipos do gene MBL, e densidade parasitaria determinada pelo

exame da gota espessa (média + dp) em individuos infectados por P. vivax.

Genoétipos *Parasitemia Parasitemia
Genoétipos
Agrupados
A/A 9.100 + 8.555 A/A 9.100 + 8.555 (n=29)
A/B 11.782 + 9.541 (n=23)
A0 9.196 +9.508 aAc.
A/D 6.718 + 8.979 (n=24)
B/B 9.875 + 8.066 (n=4)
o/0 8.800 + 7.387 B/D 4.500 (n=1)
bbb e
Parasitemia 9.137 + 8.963 (n=81)

n= ndmero de individuos analisados. *NUmero de parasitos por mm?® de sangue.

3.5. FREQUENCIA ALELICA E GENOTIPICA EM INDIVIDUOS NAO INFECTADOS
QUE RESIDEM EM AREA DE TRANSMISSAO DE Plasmodium vivax.

Foram analisados individuos nao infectados, que relataram se tiveram
ou nao episddio prévio de malaria. Portanto, foram analisados dois grupos, um que
nunca teve maldria e outro que relatou ter tido pelo menos um episddio de malaria.
Nos dois grupos foram identificadas as quatro formas alélicas descritas para o éxon

1 do gene MBL,, MBL*A, MBL*B, MBL*C e MBL*D. Na tabela 8, podemos observar
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que o alelo selvagem (MBL*A) foi mais freqiente que os alelos mutantes, em todos
0s grupos. As freqiéncias alélicas observadas entre 0 grupo que nunca teve e 0s
grupos que tiveram 1, 2, 3, 4 ou mais episodios variaram de 67,5% a 81,48%, sendo
que o grupo que relatou ter tido trés episddios apresentou a menor freqiéncia
alélica e o grupo que relatou ter tido dois episddios apresentou a maior frequéncia.

Em relacdo ao alelo selvagem MBL*B, a distribuicao das frequéncias
variaram de 10,25% a 18,94%, sendo que o grupo que relatou ter tido um episddio
apresentou a maior freqiéncia e o grupo que teve 4 ou mais episédios apresentou a
menor frequiéncia. Para o alelo MBL*C as frequéncias variaram de 2,5% a 3,85%, a
menor freqUéncia foi observada no grupo que relatou ter tido trés episédios de
malaria e a maior frequiéncia foi observada no grupo que teve 4 ou mais episddios.
No grupo que relatou dois episddios ndo observamos ocorréncia deste alelo. As
frequéncias do alelo MBL*D nos diferentes grupos variaram de 3,79% a 12,82%, a
menor frequéncia foi observada no grupo que relatou ter tido um episodio de
malaria e a maior freqiéncia também foi observada no grupo que teve 4 ou mais
episodios.

A comparacéao das frequiéncias alélicas mostrou que houve diferenca

estatisticamente significativa entre o grupo que teve um episédio e o grupo que teve
4 ou mais episédios (p= 0,0384; x2 = 8,402). Esta diferenca se deve a maior

freqUuéncia da variante MBL*D no grupo que teve mais episodios de malaria. As
diferencas observadas nos demais grupos nao foram estatisticamente significativas

(Tabela 9).
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Tabela 8 - Frequéncias alélicas do gene MBL, em individuos que residem em
area de transmissao de malaria distribuidas de acordo com o nimero de episédios

prévio de malaria.

Freqiiéncia dos alelos n (%)

Numero de episodios prévios de malaria/

Alelos Nunca teve 1 2 3 >4

VBL*A 143 (72,96) 99 (75,00) 44 (81,48) 27 (67,50) 57 (73,08)
uBLs 22 (14,80) 25(18,94) 05(9,26) 07 (17,50) 08 (10,25)
MBL*C 06 (3,06) 03 (2,27) 0 (0,00) 01 (2,50) 03 (3,85)
MBL*D 18 (9,18) 05 (3,79) 05 (9,26) 05 (12,5) 10 (12,82)
Total 196 (100) 132 (100) 54 (100) 40 (100) 78 (100)

n = numero de cromossomos

Com a finalidade de identificar uma possivel associacdo dos
polimorfismos descritos para o éxon 1 do gene MBL,, analisamos as freqUéncias
genotipicas nos grupos descritos acima. Na tabela 10, podemos observar a
distribuicdo dos gendtipos agrupados. O genétipo A/A foi o mais freqiente em todos
0S grupos, quando comparado com os genétipos A/O e O/O. O grupo que nunca
teve malaria e os grupos que tiveram 1 ou 4 ou mais episddios as frequéncias do
gendtipo A/A foram semelhantes. Nesses trés grupos as frequéncias desse
genotipo variaram de 51,28% a 56,12%. O grupo que relatou 2 episddios de malaria
apresentou a maior frequéncia (74,08%) e a menor freqliéncia ocorreu no grupo que

relatou 3 episédios de malaria (45,0%).
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Tabela 9 - valores de p e Y~ obtidos na comparagdo das frequéncias alélicas

distribuidas de acordo com o numero de episddios prévio de malaria.

Numero de Valores de pe x2
episodios 1 2 3 >4
p=0,2288 p=0,3888 p=0,8716 p=0,6417
Nunca teve 0 0 9 9
v = 4,321 ¥% = 3,019 ¥% = 0,707 v =1,678
p=0,1219 p = 0,2324 p = 0,0384
1 ¥? = 5,797 ¥® = 4,284 ¥ = 8,402
p=0,3348 p = 0,4302
? ¥ = 3,394 Y% = 2,760
p=0,7172
: ¥* = 1,350

As freqiiéncias do gendtipo A/O foram semelhantes nos grupos de
individuos que relataram 1, 3 ou 4 ou mais episédios, variaram de 45,0% a 46,96%.
No grupo que nunca teve maléria a frequéncia desse gendtipo foi 33,67%. A maior
frequéncia foi observada no grupo que relatou 1 episédio de maléaria (46,96%) e a
menor freqléncia ocorreu no grupo que relatou 2 episdédios de maléaria (14,81%).
Para o gendtipo O/O, as frequéncias variaram de 1,52% a 11,11%, a menor
freqUéncia foi observada no grupo que relatou ter tido 1 episdédio de maléaria e a

maior frequéncia foi observada no grupo que teve 2 episddios de malaria.
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A comparacdo das freqléncias genotipicas mostrou que houve
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo que nunca teve maléaria e o
grupo que teve 1 episddio (p = 0,041; x2 = 6,38), esta diferenca se deve a
freqUéncia do gendtipo mutante heterozigoto O/O. As diferencas observadas nas
freqUéncias genotipicas entre o grupo que teve 2 episddios foram estatisticamente
significativas quando comparadas com o grupo que teve 1 episodio (p = 0,040;
x2 = 11,04) e com o grupo que teve 4 ou mais episddios (p = 0,043; x2 = 6,27)

(Tabela 12).

Tabela 10 - FreqlUéncias genotipicas em analise com gendtipos agrupados em
individuos que residem em area de transmissdo de maldria distribuidas de acordo

com o numero de episddios de malaria.

Freqgiiéncia dos genétipos n (%)

Numero de episodios prévios de malaria

Genotipos Nunca teve 1 2 3 >4
A/A 55 (56,12) 34 (51,52) 20(74,08) 09 (45,00) 20 (51,28)
A/O 33(33,67) 31(46,96) 04 (14,81) 09 (45,00) 17 (43,59)
0/0 10 (10,21) 01(1,52) 03 (11,11) 02(10,00) 02 (5,13)

Total 98 (100) 66 (100) 27 (100) 20 (100) 39 (100)

n = ndmero de individuos
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Em uma andlise mais detalhada, considerando os gendtipos
relacionados ao polimorfismo em estudo, podemos observar na tabela 11 que, em
todos os grupos analisados, o gendtipo selvagem em homozigose foi mais
prevalente que em heterozigose, como mostrado anteriormente na andlise com
genotipos agrupados. O gendtipos A/B apresentou freqiiéncia semelhante no grupo
que nunca teve malaria e nos grupos que tiveram 3 ou 4 ou mais episddios. O grupo
que teve 2 episddios apresentou a menor freqiéncia (11,11%) e o que teve 1
episddio apresentou a maior freqiéncia (34,85%).

Nos grupos analisados, as frequéncias dos gendtipos selvagens
heterozigotos, A/C e A/D, variaram de 3,7% a 15,39%. O gendtipo A/C nao foi
observado no grupo que apresentou 2 episddios de malaria. O genétipo B/B foi
observado em todos os grupos, exceto no que teve 4 ou mais episédios, as
frequéncias variaram de 1,52% a 5,00%. O gendtipo D/D ocorreu em todos os
grupos, exceto no que teve 1 episodio, as freqiéncias variaram de 5,00% a 7,41%.

A comparacdo entre os grupos mostrou que houve diferenca

estatisticamente significativa entre o grupo que teve 1 episédio e o grupo que teve 2
episodios (p = 0,028; x2 = 12,52). Esta diferenca também foi observada na analise

com gendtipos agrupados (Tabela 12).
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Tabela 11 - FreqUéncias dos gendtipos do gene MBL, em individuos que residem
em area de transmissao de malaria distribuidas de acordo com o nUumero de

episddios de malaria.

Freqiiéncia de gendtipos n (%)

Numero de episodios prévios de malaria

Genotipos Nunca teve 1 2 3 >4
A/A 55 (56,12) 34 (51,52) 20 (74,08) 09 (45,000 20 (51,28)
A/B 21 (21,43) 23 (34,85) 03 (11,11) 05(25,00) 08 (20,51)
A/C 06 (6,12) 03 (4,54) 0 (0,00) 01 (5,00) 03 (7,69)
A/D 06 (6,12) 05 (7,57) 01 (3,70) 03 (15,0) 06 (15,39)
B/B 04 (4,09) 01 (1,52) 01(3,70) 01 (5,00) 0 (0,00)
D/D 06 (6,12) 0 (0,00) 02 (7,41) 01 (5,00) 02 (5,13)

Total 98 (100) 66 (100) 27 (100) 20 (100) 39 (100)

n = ndmero de individuos

No grupo de individuos nado infectados e que residem em area de
transmissao de malaria exclusiva por P. vivax, analisamos as frequéncias alélicas e
genotipicas em relacdo ao tempo decorrido do ultimo episddio de malaria. Esta
analise foi realizada com as informacdes fornecidas pelos participantes do estudo.
Os grupos foram separados de acordo com a distribuicdo temporal do ultimo
episddio, compondo, assim, cinco grupos; conforme tiveram o ultimo episddio ha
menos de 1 més, e nos periodo de 1 e 6 meses, 7 € 12 meses, 13 e 24 meses ou

ha mais de 24 meses.



Tabela 12 - Valores de p e x2 obtidos na analise estatistica para comparagédo das freqiéncias de gendtipos do

éxon 1 do gene MBL, entre os grupos que apresentaram diferentes nimero de episédios de malaria.

Comparacao entre os grupos (valores de pe x2 )

Analise com os genétipos agrupados

Analise com os genétipos nao agrupados

*Grupos 1 2 3 >4 Grupos 1 2 3 >4
Nunca P=0,041 p=0157 p=0613 p=0429| y- p=0,156 p=0514 p=0.807 p=0465
teve X°=638 x2=369 x2=097 ¥%*=169| teve X°=7.99 x’=424 x*=229 %*=4,60
p=0,040 p=0,191 p=0,553 p=0,028 p=0,346 p=0,183
1 x*=11,04 ¥*=331 %x*=1,218| 1 x*=12,52 ¥*=560 %°=753
p=0,068 p=0,043 p=0296 p=0,160
2 =537 %*=627| 2 x*=6,09 x>=7,92
p = 0,750 p = 0,803
’ x® = 0,57 ’ x’ =232

* divididos conforme o numero de episédios
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Na tabela 13, podemos observar que todos os grupos analisados
apresentaram as formas alélicas MBL*A e MBL*B. O alelo MBL*C nao foi
identificado em dois grupos, o que teve o ultimo episddio no periodo entre 7 e 12
meses e 0 que teve malaria no periodo entre 13 e 24 meses. O alelo MBL*D
também néo foi identificado em dois grupos, o que teve o ultimo episddio a menos
de um més e o0 grupo que teve malaria no periodo entre 13 e 24 meses. O alelo
selvagem (MBL*A) foi o mais freqliente em todos os grupos comparados com 0s
alelos mutantes, as frequéncias alélicas observadas foram semelhantes entre os
grupos que tiveram o ultimo episédio ha menos de 1 més, e entre 13 e 24 ou mais
de 24 meses. As freqliéncias nesses grupos variaram de 76,0% a 93,75%. O grupo
que relatou ter tido malaria entre 13 e 24 meses apresentou a maior freqiéncia
(93,75%) e o grupo que teve malaria entre 7 e 12 meses apresentou a menor
freqUéncia deste alelo (53,33%). No grupo que teve malaria no periodo entre 6 e 12
meses a frequiéncia foi 68,18%.

Nos diferentes grupos a distribuicdo das frequiéncias do alelo mutante
MBL*B, variou de 6,25% (periodo entre 13 e 24 meses) a 20,0% (menos de 1 més e
entre 7 e 12 meses). Nos grupos que tiveram malaria no periodo entre 1 e 6 meses
e mais de 24 meses, as frequéncias do alelo MBL*B foram semelhantes (13,64% e
13,39%, respectivamente). Para o alelo MBL*C as freqUéncias encontradas foram
2,68%, 3,03% e 4,0%, nos grupos que tiveram episdédio a mais de 24 meses, no
periodo entre 1 e 6 meses e ha menos de 1 més, respectivamente. O alelo MBL*D
foi detectado em trés grupos e com ampla variacdo. A maior freqiéncia ocorreu no

grupo que teve maldria no periodo entre 7 e 12 meses (26,67%) e a menor
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freqUéncia ocorreu no grupo que teve malaria ha mais de 24 meses (3,57%). A
freqUéncia deste alelo no grupo que teve maldaria no periodo entre 1 e 6 meses foi

15,15%.

Tabela 13 - Frequéncias alélicas do gene MBL, em individuos nao infectados por
P. vivax que residem em area de transmissao distribuidas de acordo com o tempo

decorrido apds o ultimo episédio de malaria.

Freqiéncia de alelos n (%)
Alelos/ Tempo

<1 més 1-6m 7 —-12m 13 -24m >24m

38(76,00) 45 (68,18) 16 (53,33) 15(93,75) 90 (80,36)

MBL*A

VBL'B 10 (20,00) 09 (13,64) 06 (20,00) 01 (6,25) 15 (13,39)

WBL*C 02(4,000 02(3,03) 0(0,000  0(0,000 03 (2,68)

VBL'D 0(0,000 10(15,15) 08(26,67) 0(0,000) 04 (3,57)
Total 50 (100) 66 (100) 30 (100) 16 (100) 112 (100)

m= meses, n = nimero de individuos.

A comparacéao das frequiéncias alélicas mostrou que houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo que teve malaria ha menos de um més e
0S grupos que tiveram malaria no periodo entre 1 e 6 meses (p= 0,0064; G =
12,2927) ou entre 7 e 12 meses (p= 0,0003; G = 19,0492). Também foram
significativas as diferengcas observadas entre o grupo que teve malaria no periodo

entre 7 e 12 meses e 0 grupo que teve no periodo entre 13 e 24 meses (p=0,0131;
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G = 10,7558) ou ha mais de 24 meses (p= 0,0011; G = 16,0751). As demais

diferencas observadas ndo foram estatisticamente significativas (Tabela 14).

Tabela 14 - Valores de p e G obtidos na comparacao das freqtiéncias alélicas

distribuidas de acordo com o tempo decorrido ap6s o ultimo episédio de malaria.

Tempo Valoresde pe G
(meses) 1-6 7-12 13-24 >24
p = 0,0064 p =0,0003 p = 0,3540 p =0,2450
<1
G=12,2927 G =19,0492 G = 3,2544 G =4,1570
16 p=0,2484 p=0,0731 p = 0,0540
G =4,1235 G =6,9628 G =7,6412
p=0,0131 p =0,0011
7-12
G = 10,7558 G = 16,0751
=0,4158
13-24 P
G =2,8474

Com a finalidade de identificar uma possivel associacdo dos
polimorfismos descritos para o éxon 1 do gene MBL, e o tempo decorrido apo6s o
ultimo episédio de maléria, analisamos as frequéncias genotipicas nos grupos
descritos acima. Na tabela 15, apresentamos a distribuicdo dos gendétipos
agrupados. Os genoétipos A/A e A/O foram detectados em todos os grupos. As
frequéncias do gendtipo homozigoto A/A variaram de 33,33% (grupo que teve
malaria no periodo entre 7 e 12 meses) a 87,50% (grupo que teve malaria no

periodo entre 13 e 24 meses). Os grupos que relataram terem tido malaria ha
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menos de um més, entre 1 e 6 meses ou ha mais de 24 meses as frequéncias
desse alelo foram 52,0%, 42,43% e 62,5%, respectivamente.

As freqUéncias do gendtipo heterozigoto O/O variaram de 12,50%
(grupo que teve maléria no periodo entre 13 e 24 meses) a 51,51% (grupo que teve
malaria no periodo entre 1 e 6 meses). Os grupos que relataram terem tido maléria
ha menos de um més, entre 7 e 12 meses ou hd mais de 24 meses as freqiéncias
desse alelo foram 48,0%, 40,0% e 35,71%, respectivamente.

A comparacgao das frequéncias dos genétipos agrupados mostrou que
houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo que teve malaria ha
menos de 1 més e o grupo que teve malaria no periodo entre 7 e 12 meses
(p=0,012 G = 8,740). Também houve diferenca significativa entre o grupo que teve
malaria no periodo entre 1 e 6 meses e 0 grupo que teve malaria no periodo entre
13 e 24 meses (p = 0,0049; G = 6,014). Este ultimo grupo também foi diferente do
grupo que teve malaria ha mais de 24 meses (p = 0,006; G = 2,338) (Tabela 17).

Em uma andlise mais detalhada, considerando os gendtipos
relacionados ao polimorfismo em estudo, podemos observar na tabela 16, que o
genodtipo selvagem em homozigose foi o gendtipo mais prevalente em todos os
grupos analisados, conforme apresentado anteriormente na analise com gendétipos
agrupados. As freqiéncias do gendtipo A/B variaram de 12,50% (grupo que teve
malaria no periodo entre 13 e 24 meses) a 40,0% (grupo que teve malaria ha
menos de 1 més). Nos demais grupos as freqiéncias foram semelhantes, sendo

que o0s grupos que relataram terem tido malaria no periodo entre 1 € 6 meses, 7 e
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12 meses ou ha mais de 24 meses apresentaram as frequéncias 21,21%, 26,67% e

23,211%, respectivamente.

Tabela 15 - Freqléncias genotipicas do gene MBL, (gendtipos agrupados) em
individuos néo infectados por P. vivax que residem em d&rea de transmissao

distribuidas de acordo com o tempo decorrido ap6s o ultimo episddio de malaria.

Freqiiéncia dos genétipos
Gendtipos Tempo decorrido apos o ultimo episodio (meses)
<1 1-6 7-12 13-24 >24
AA 13 (52,00) 14 (42,43) 05(33,33) 07(87,50) 35 (62,50)
A/O 12 (48,00) 17 (51,51) 06 (40,00) 01 (12,50) 20 (35,71)
0/0 0 (0,00) 02 (6,06) 04 (26,67) 0 (0,00) 01 (1,79)
Total 25 (100) 33(100)  15(100) 08 (100) 56 (100)

n = numero de individuos analisados

O gendtipo A/C ocorreu em trés grupos e as freqiéncias foram
semelhantes. As freqléncias observadas nos grupos que relataram terem tido
malaria a menos de 1 més, no periodo entre 1 e 6 meses ou ha mais de 24 meses
foram 8,0%, 6,06% e 5,36%, respectivamente. O gendtipo mutante A/D também
ocorreu em trés grupos. As freqiéncias observadas nos grupos que relataram terem
tido malaria no periodo entre 1 e 6 meses, entre 7 e 12 ou ha mais de 24 meses

foram 24,24%, 13,33% e 7,14%, respectivamente.
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O gendtipo mutante B/B também foi observado nesses mesmos
grupos. As frequéncias observadas nos grupos que relataram terem tido malaria no
periodo entre 1 e 6 meses, entre 7 e 12 ou ha mais de 24 meses foram 3,03%,
6,67% e 1,79%, respectivamente. O gendétipo D/D ocorreu em apenas dois grupos,
porém as freqténcias foram muito diferentes. No grupo que teve malaria no periodo
entre 1 e 6 meses a frequéncia encontrada foi 3,03%, enquanto que no grupo que
teve malaria no periodo entre 7 e 12 meses a freqiéncia deste gendtipo foi 20,0%.

Na tabela 17, podemos observar o resultado da analise realizada para
comparar as frequéncias genotipicas nos diferentes grupos. Esta comparacao
mostrou que houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo que teve
malaria ha menos de um més e os grupos que tiveram maldria no periodo entre 1 e
6 meses (p= 0,010; G = 13,325) ou entre 7 e 12 meses (p= 0,010; G = 14,903).
Também foram significativas as diferencas observadas entre este Ultimo grupo e o
grupo que teve malaria ha mais de 24 meses (p= 0,014; G = 14,117). As demais
diferencas observadas ndo foram estatisticamente significativas.

As diferencas observadas entre o grupo que teve malaria no periodo entre 7 e 12
meses e 0s grupos que tiveram malaria h4 menos de um més ou ha mais de 24

meses também foram observadas na analise com genétipos agrupados.
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FreqUéncia de gendtipos do gene MBL, em grupos individuos nao

infectados por P. vivax que residem em area de transmissao distribuidas de acordo

com o tempo decorrido apéds o ultimo episddio de malaria.

Freqiiéncia dos genétipos

Gendtipos Tempo decorrido apos o ultimo episodio (meses)
<1 1-6 7-12 13-24 >24

A/A 13 (52,00) 14 (42,43) 05 (33,33) 07 (87,5) 35 (62,50)
A/B 10 (40,00) 07 (21,21) 04 (26,67) 01 (12,50) 13 (23,21)
A/C 02 (8,000 02(6,08) 0 (0,00) 0 (0,00) 03 (5,36)
A/D 0(0,00) 08 (24,24) 02(13,33) 0 (0,00) 04 (7,14)
B/B 0(0,000 01(3,03) 01(6,67)  0(0,00) 01 (1,79)
D/D 0(0,00)  01(3,03) 03(20,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Total 25(100)  33(100)  15(100) 08 (100) 56 (100)
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Tabela 17 - Valores de p e G obtidos na analise estatistica para comparacao das freqtiéncias de gendtipos do éxon

2 do gene MBL, entre os grupos que apresentaram diferentes tempos ap6s o ultimo episédio de malaria.

Comparacao entre os grupos (valores de pe G)

Tempo Analise com os genétipos agrupados Tempo Analise com os genétipos nao agrupados
(meses) 1-6 13-24 > 24 (meses) 1-6 7-12 13-24 > 24
p=0276 P=0,012 p=0.164 ,_¢ 406 p=0020 P=0010 p=0555 ,_q303g
< G=2569 G=8740 G=3605 G-1,705 < G=13,325 G=14903 G=3954 G-5822
p=0,158 p=0,049 p=0,144 p=0303 ,_g172 P=0,152
1-6 G=3683 G=6,014 G=3869| 16 G=6,023 G-=7710 G=8,061
p=0,021 p=0,006 p=0,134 p=0,014
7-12 G=7,677 G=9,983| 7-12 G=8,415 G=14,117
p=0,310 p=0,673
13-24 13-24
G =2,338 G =3,174
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4. DISCUSSAO

Neste estudo analisamos a frequéncia de polimorfismos no éxon 1
do gene 2 da Lectina Ligadora de Manose (MBL) em individuos expostos a
maldria causada por Plasmodium vivax. A MBL é uma proteina da familia das
colectinas, que possui um papel fundamental na imunidade inata, atuando na
fagocitose direta ou indireta, através da ativacdo do complemento pela via das
lectinas (Matsushita & Fuijita, 1992; Thiel et al., 1997; Matsushita et al., 2000).

Estudos realizados em diversas populacdes tém mostrado que o
polimorfismo no éxon 1 do gene MBL; influencia nos niveis séricos da proteina
(Lipscombe et al., 1992; Madsen et. al., 1994; Steffenssen et al., 2000; Lee et al.,
2004). Os alelos variantes MBL*B, MBL*C e MBL"D tém sido associados a maior
susceptibilidade as diversas infeccées, causadas por bactérias, virus e
protozoarios. Por outro lado, em algumas populacdes, esses mesmos alelos
podem ter um efeito protetor contra determinados agentes infecciosos, uma vez
que os baixos niveis de MBL diminuem a capacidade de opsonizacao, e assim, a
entrada desses agentes nas células hospedeira ndo seria favorecida (revisto por

Dommett et al., 2006).

Em 1992, Garred e colaboradores demonstraram que o nivel de MBL
determinado no soro de individuos dinamarqueses homozigotos para o alelo
MBL*A foi 1,2ug/mL, enquanto que em individuos heterozigotos que
apresentavam a mutacao no cédon 54 (alelo MBL*B), a concentracédo da proteina

foi de 0,2ug/mL. Desta forma, o gendtipo pode ser um dos indicadores da
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concentragdo da MBL na circulacdo. Em relacdo a esses niveis séricos de MBL,
Madsen e colaboradores (1994) relataram que 90% dos individuos que sao
homozigotos para o tipo selvagem do gene estrutural (*A) apresentam
concentragdes variaveis de MBL superiores a 0,6ug/mL, enquanto que 85% dos
heterozigotos para esse gene apresentam variacoes nos niveis de MBL
circulantes menor que 0,6pg/mL.

A ligagcdo da MBL as hemacias infectadas por Plasmodium
falciparum foi comprovada, utilizando ensaios com marcacgao de glicoproteinas do
parasito. O principal carboidrato neste protozoario € a ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPl), sintetizada nos estagios de trofozoita, merozoita e
esquizonte, durante a maturacao (Gerold et al., 1994). Entretanto, ainda nao esta
bem estabelecido se essa ligacdo é capaz de inibir o crescimento do parasito.
Assim, foi proposto que a MBL pode cooperar com o macrofago, favorecendo a
fagocitose e atuando na detoxificacdo de componente glicosilados, como as
toxinas produzidas na malaria (Klabunde et al., 1998). Devido as restricdes para
estabelecer cultivo de P. vivax ainda ndo ha na literatura relatos sobre a
participacdo da MBL na maléaria causada por P. vivax.

Inicialmente analisamos o polimorfismo em individuos infectados e
ndo infectados. No grupo de individuos que apresentavam o primeiro episédio de
maldria por P. vivax verificamos que a freqiéncia das formas alélicas MBL"A,
MBL*B e MBL*D foram 64,20%, 19,75% e 16,05%, respectivamente. Entre esses

individuos observamos que o alelo MBL*C n&o ocorreu. Em outros dois estudos
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que analisaram tais polimorfismos em individuos infectados por P. falciparum o
alelo MBL*C foi encontrado, mas o alelo MBL*D estava ausente (Bellamy et al.,
1998; Luty et al., 1998).

A distribuicao das frequéncias alélicas no grupo de individuos
infectados foi diferente da distribuicdo observada no grupo de individuos néo
infectados. As comparacgodes foram realizadas entre o grupo infectado e um grupo
nao infectado que relatou nunca ter sido exposto a malaria e entre outro grupo néao
infectado, mas que relatou ter tido um ou mais episddios da doenca. Estas
diferencas ocorreram devido a maior freqiéncia do alelo MBL*D no grupo
infectado.

Nas populagdes em geral, o alelo MBL*D tem ocorrido com
freqUéncias baixas (5%) (Garred et al., 1996). No presente estudo, este alelo foi
detectado em heterozigose na frequiéncia de 15,43% no grupo de primoinfectados.
Esse aumento comparado com a literatura pode ser explicado devido os pacientes
primoinfectados serem individuos provenientes de diversas localidades, os quais
procuravam atendimento no Instituto Evandro Chagas e relatavam que esse era o
primeiro episdédio da doenca. O grupo controle foi constituido por individuos
residentes em uma mesma area endémica para maldria causada por P. vivax (llha
do Cotijuba, Belém, Para). Essa diferenca de origem e selecdo dos individuos
participantes do estudo pode ter contribuido para a maior a freqiéncia do alelo
MBL*D no grupo infectado, visto que nédo sao procedentes da mesma regiao e

podem apresentar diferencas genéticas.
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O alelo MBL*C mostrou-se ausente somente no grupo de infectados.
A auséncia deste alelo também foi verificada em outro estudo realizado com
individuos da populagéao de Belém, Para (Vallinoto et al., 2006).

Os individuos infectados apresentaram maior freqiéncia do genoétipo
heterozigoto A/O (568,03%), enquanto as freqiéncias dos genédtipos homozigotos
selvagem (A/A) e mutante (O/0), foram 35,80% e 6,17%, respectivamente. No
grupo de individuos ndo infectados o alelo selvagem em homozigose (A/A)
ocorreu em maior freqiéncia. Entre os individuos ndo infectados com ou sem
relato de episddio prévio de maléaria, a freqliiéncia desse gendtipo foi 54,61% e
56,12%, respectivamente. Bellamy e colaboradores (1998) analisaram a
frequéncia dos gendtipos da MBL em individuos de Gambia infectados por P.
falciparum e ndo observaram diferenga entre individuos infectados e né&o
infectados. Em estudo realizado também na Africa, mas em Gabdo, Luty e
colaboradores (1998) analisaram o polimorfismo e o nivel plasmatico da MBL em
individuos com malaria causada por P. falciparum e observaram que 38,0%
apresentavam pelo menos uma mutagdo. Entretanto, nesse estudo nao foi
realizada a comparag&o com individuos néo infectados.

No grupo infectado, observamos que 64,2% dos individuos
apresentaram pelo menos uma mutacdo. Portanto, a freqiéncia das formas
variantes foi maior que a observada entre individuos africanos infectados por
P. falciparum. Deve ser ressaltado que a freqUéncia de variantes alélicas
encontrada no grupo infectado por P. vivax também foi maior que a descrita por

Vallinoto e colaboradores (2006), que analisaram amostras de individuos de
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Belém, Para, infectados e nao infectados pelo HIV-1, e observaram que as
freqUuéncias de individuos que apresentaram pelo menos uma mutagcdo variaram
de 48,3% a 50,5%.

Em 2003, outro estudo também investigou a freqiiéncia das variantes
alélicas em 551 criangas africanas de Gana, e ndo encontrou diferengas entre
infectados e nao infectados por P. falciparum. Nesse estudo a freqiéncia de
mutagdo encontrada no grupo infectado foi 53,6%, sendo o alelo MBL*C o mais
frequente. Os nossos resultados mostraram maior freqUéncia das variantes
alélicas e houve diferenga entre infectado e n&o infectado, devido a ocorréncia do
gendtipo A/D entre os infectados. Para analisar essas diferengas devemos
considerar que os individuos incluidos no nosso estudo sédo primoinfectados por P.
vivax e com diferencas quanto a miscigenacdo da populacdo. Além disso, 0s
primoinfectados foram selecionados dentre os infectados por P. vivax que
relatavam terem tido episodio prévio de malaria. Esta selecao pode ter contribuido
para essa diferenca. Ainda nao foi avaliado se individuos infectados por P. vivax,
seja a primeira infeccdo ou nao, apresentam frequéncias alélicas e genotipicas
diferentes dos né&o infectados.

ApGs observarmos esta diferenca entre os grupos primoinfectado e
ndo infectado, analisamos se as variantes alélicas encontradas no grupo de
individuos infectados estariam associadas com a maior intensidade dos sinais e
sintomas. Em relagdo aos sinais ndo foi possivel correlacionar a intensidade com
os alelos e genodtipos, visto que somente um paciente apresentou sinais

classificados, de acordo com os escores, como intenso, e a comparacao entre
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sinais leve e moderado nao apresentou diferenca. Em relagcdo aos sintomas,
observarmos que houve diferenga entre os individuos que apresentaram
sintomatologia leve e intensa, sendo que o0 grupo leve apresentou maior
frequéncia do alelo MBL*A e o grupo intenso maior freqiéncia do alelo MBL*B
(mutacao no cdédon 54). Este polimorfismo pode reduzir os niveis séricos de MBL
e favorecer a manifestagcdo de sintomas mais graves, visto que na malaria a
sintomatologia esta relacionada tanto a densidade parasitaria, quanto a resposta
imune decorrente da imunidade especifica, portanto, a maior exposicao favorece a
fisiopatologia da malaria. Este é o primeiro relato da associacéo de polimorfismos
no gene MBL com sintomas da maléria causada por P. vivax.

Luty e colaboradores (1998) compararam individuos com maléaria
severa e moderada causada por P. falciparum e observaram que cerca de 35%
dos individuos com maldria severa apresentavam niveis de MBL menor que
200ug/mL, enquanto no grupo com malaria moderada apenas 19% apresentavam
a concentracdo de MBL nesta faixa, na fase aguda da doenca. Entre os individuos
com MBL abaixo dessa concentracdo 85% apresentavam pelo menos uma
mutacdo no gene que codifica esta proteina. Os individuos com maléaria severa
apresentaram maior freqiéncia dos polimorfismos nos cédon 54 (MBL*B) e 57
(MBL*C), quando comparados com os individuos com malaria moderada (Luty et
al., 1998). Portanto, os nossos resultados estdo de acordo com Luty e
colaboradores (1998) que mostraram associagdo dos alelos variantes com a

maldria grave e baixos niveis séricos de MBL, considerando a analise relacionada
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a genotipagem, visto que os niveis séricos de MBL nao foram analisados. Na
literatura, ainda ndo ha relatos acerca dos niveis de MBL em individuos infectados
por P. vivax.

Em 2003, Garred e colaboradores analisaram o polimorfismo do
gene MBL em individuos infectados por P. falciparum com diferentes
manifestacdes clinicas. Foram comparados trés grupos, um grupo com maléria
cerebral, um com anemia severa e outro com malaria ndo complicada. A
distribuicdo dos gendtipos foi semelhante nos trés grupos, indicando que nao
houve associacdo de um determinado gendtipo com a maior susceptibilidade ao P.
falciparum. Os grupos apresentaram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.
Portanto, os nossos resultados nédo estdo de acordo com Garred e colaboradores
(2003). Esta diferenca pode ser atribuida as diferencas na fisiopatologia da
malaria causada por espécies diferentes de Plasmodium.

A mutacdo no cédon 54 (alelo MBL”B) altera os niveis séricos de
MBL, pois esses estariam mais baixos e causariam um defeito na opsonizacao e
na fagocitose do sistema imune do hospedeiro (Lee et al., 2004). Luty e
colaboradores (1998) ao pesquisarem os niveis de MBL e o polimorfismo do gene
em individuos com maldria causada por P. falciparum, verificaram que o0s
pacientes que apresentavam esta mesma mutagao apresentavam malaria severa.
Os nossos resultados também mostraram claramente que o genétipo em
heterozigose (A/B) foi mais frequente entre os individuos que apresentaram
sintomatologia intensa. Esse gendtipo também foi associado a maior densidade

parasitaria entre os individuos infectados.
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Analisamos se os polimorfismos encontrados estavam relacionados
com o aumento da densidade parasitaria e observamos que os individuos
portadores do alelo selvagem e os portadores de alelos com mutagdes
apresentaram niveis de parasitemia semelhante. Porém, os individuos com
mutagado no codon 54 (gendtipo A/B) apresentaram parasitemias mais altas que os
individuos com mutag¢do no cdédon 52 (genétipo A/D). Com base nesse resultado,
podemos inferir que as variantes podem alterar os niveis de MBL com diferente
intensidade, dependendo da mutacado, e, conseqlentemente, a sua participacao
no controle da parasitemia.

Em relacdo a mutacao no cddon 52, os nossos resultados devem ser
analisados com base nas observacoes que a concentracdo da proteina MBL em
individuos portadores desta mutacdo (MBL*D) é semelhante a concentracao
observada na auséncia de qualquer mutacao (genétipo selvagem), e que mesmo
com esta mutacao a proteina é produzida mantendo os arranjos dos oligdmeros
estaveis, semelhantes aos arranjos da proteina normal, conferindo uma ligacao
eficaz e capaz de ativar o sistema complemento (Garred et al., 2003). Assim,
devemos considerar que a maior freqliéncia de genétipos A/D encontrada no
grupo infectado, pode representar um aspecto favoravel para os mecanismos da
imunidade inata do hospedeiro. Os nossos resultados relacionados a densidade
parasitaria confirmam esta proposicao, visto que o genétipo A/D foi relacionado a
menor parasitemia e o genétipo A/B a parasitemias mais altas.

Garred e colaboradores (2003) mostraram que a MBL se liga ao

P. falciparum e observaram que as variantes em homozigose estavam associadas
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ao aumento na densidade parasitaria. No nosso estudo foi possivel verificar
diferencas entre variantes em heterozigose. Em relacdo ao P. vivax, até o
momento n&o existe nenhum relato na literatura.

A consequiéncia biologica da presenca dos heterozigotos A/B e A/D
ainda nao esta muito clara, todavia, ja foi demonstrado que individuos portadores
desses genobtipos sdo capazes de produzir niveis normais da MBL, devido a
expressao do alelo MBL*A, associado a presenca de haplétipos normais da regiao
promotora do gene (Juliger et al., 2000). Porém, um estudo recente demonstrou
que a concentracao sérica de MBL foi maior em pacientes portadores de mutagao
A/D, sugerindo que o efeito deste alelo possa ser diferente, comparado com os
gendtipos heterozigotos para as variantes MBL*B e MBL*C. Portanto, observou-se
gue esses genotipos estavam associados ao maior risco de susceptibilidade a
infeccdo, devido os baixos niveis de MBL circulante no sangue, enquanto o A/D
estava associado ao menor risco (Garred et al., 1997a; 2003; Wallis, 2002). Os
resultados obtidos no nosso estudo estdo de acordo com a analise que propde
que a variante alélica MBL"B altera o nivel sérico da MBL, podendo contribuir para
maior suscetibilidade a malaria, visto que o gendtipo A/B ocorreu em associagcao
com a sintomatologia intensa e maior densidade parasitaria. Também esta de
acordo com a analise que propde que a variante alélica MBL*D pouco altera os
niveis de MBL, visto que o gendtipo A/D ocorreu em associacdo com menor
densidade parasitaria. Porém, n&o verificamos associagdo com sintomatologia

leve.
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No grupo de individuos nao infectados, analisamos se os genétipos
estavam associados com o numero de episddios e observamos que o grupo que
teve um episddio apresentou frequiéncias alélicas diferentes do grupo que teve 4
ou mais episddios. A diferenca mais evidente foi observada na freqiéncia do alelo
MBL*D, no grupo que relatou ter tido mais episédio de malaria. Deve ser
destacado que esses individuos nao estavam infectados, portanto nao foi possivel
verificar se nesse grupo esta mutagdo pode estar associada ao fato de ter mais
episddios, mas com a parasitemia mantida em niveis mais baixos.

Na analise com gendétipos agrupados observamos que a distribuicao
do grupo que nunca teve maléria foi diferente da distribuicdo do grupo que teve
um episédio. As mutacdes em homozigose e heterozigose ocorrem com maior
freqUéncia no grupo que nunca teve maléria. Nesse caso, as mutagdes nao estdo
associadas a maior suscetibilidade. O grupo que teve um episoddio também foi
diferente do grupo que teve dois episodios, sendo que 0 grupo que teve um
episddio apresentou maior freqliéncia das mutacbes em heterozigose e no grupo
mais exposto as mutacées em homozigose foram mais freqientes. O grupo que
teve dois episddios também foi diferente do grupo que teve 4 ou mais episodios.
Na andlise com genoétipos ndo agrupados apenas a diferenca entre o grupo que
teve um episddio e o0 que teve dois episodios foi confirmada, sendo que o grupo
que teve dois episddios apresentou mais mutagées em homozigose que 0 grupo
que teve um episddio. Se estas mutacdes interferem nos niveis séricos de MBL na

malaria causada por P. vivax ainda é uma questao para ser esclarecida.
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O tempo decorrido apds o ultimo episddio foi outro parametro
analisado para verificar se as mutacées poderiam favorecer exposicbes mais
freqUientes a malaria. Nesta andlise, observamos que os individuos que tiveram
malaria a menos de um més apresentaram diferencas alélicas, quando comparado
com os que tiveram no periodo entre 1 € 6 meses e 7 e 12 meses. Entretanto, esta
associacao nao foi verificada a medida que aumentava o tempo decorrido apds o
ultimo episddio. Também observamos que os individuos que tiveram malaria no
periodo entre 7 e 12 meses apresentaram distribuicdo de alelos diferentes,
quando comparado com o0s que tiveram no periodo entre 13 e 24 e ha mais de 24
meses. Neste caso, os individuos que tiveram maldria mais recentemente
apresentaram o alelo MBL*D.

Esta observagéo deve ser melhor analisada, visto que ainda n&o foi
possivel esclarecer se a presenca desse alelo pode apenas controlar a
parasitemia, mas ndo prevenir a infeccdo. Assim, outras analises serdo
necessarias para esclarecer se a presenca do alelo MBL*D pouco altera os niveis
sericos, mantendo o papel protetor da MBL ou se tem participagdo na opsonizacgao
que poderia favorecer, tanto a infeccdo como a manutencdo de baixas
parasitemias, estabelecendo, assim, uma relacdo parasito/hospedeiro mais
estavel.

Na analise com gendtipos agrupados, os resultados mostraram que
os grupos foram muito diversos em relacédo as frequéncia genotipicas e o tempo
decorrido ap6s o episddio de malaria. Na analise com gendtipos ndo agrupados

esta observacao foi confirmada.
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Este estudo € a primeira andlise das frequiéncias dos polimorfismos
do éxon 1 do gene MBL, em individuos infectados por P. vivax, bem como
avaliacdo do impacto desses polimorfismos na intensidade dos sintomas, na
densidade parasitaria e na cooperacao para prevenir e/ou controlar a infecgdo em

individuos expostos naturalmente a malaria.
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CONCLUSOES

. No grupo de individuos que apresentaram o primeiro episdédio de malaria por
P. vivax as frequéncias das formas alélicas MBL*A, MBL*B, MBL*C e MBL*D
foram 64,20%, 19,75%, 0,0% e 16,05%, respectivamente.

As formas alélicas MBL*B e MBL*D ocorreram com frequéncia semelhante no
grupo primoinfectado.

. A comparacao dos grupos infectado e controle, com exposicao prévia a malaria
ou néo, revelou que houve diferenca na distribuicdo das freqiéncias alélicas.
Esta diferenca foi devido a maior freqiiéncia do alelo MBL*B e MBL*D no grupo
infectado.

. A comparacao dos grupos infectado e controle revelou que houve diferenga na
distribuicdo das frequéncias genotipicas, agrupadas ou ndo agrupadas. No
grupo infectado o gendtipo A/O foi 0 mais freqlente e no grupo nao infectado
foi o gendtipo A/A. No grupo infectado o gendétipo A/D foi mais freqlente que
no grupo controle.

. A presenca de variantes alélicas n&o interferiu com a intensidade dos sinais
clinicos observados durante o primeiro episodio de maléria.

. No grupo infectado, a forma alélica MBL*A ocorreu em associagdo com a
sintomatologia leve e a MBL*B com a sintomatologia intensa.

. O gendtipo A/B foi cerca de trés vezes mais freqlente no grupo com
sintomatologia intensa que no grupo com sintomatologia leve. A densidade
parasitaria em individuos portadores desse genétipo foi maior que nos

individuos que apresentaram o gendtipo A/D.
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8. A comparacao das frequéncias alélicas no grupo de individuos nao infectados
mostrou que houve diferenca entre os individuos que tiveram um e os que
tiveram 4 ou mais episddios. Esta diferenca foi devido a maior freqiéncia da
variante MBL*D no grupo mais exposto a malaria.

9. O perfil de distribuicdo das frequéncias genotipicas variou entre individuos nao
infectados, distribuidos nos grupos que nunca teve malaria, teve um, dois ou 4
ou mais episodios de maldria, sendo que a frequéncia do gendtipo A/B
contribuiu para esta variagao.

10. O perfil de distribuigdo das freqUéncias alélicas variou com o tempo decorrido
apos o ultimo episddio e as freqléncias das formas alélicas MBL*B e MBL*D
contribuiram para esta variacao.

11.0 perfil de distribuicdo das frequéncias genotipicas variou com o tempo
decorrido apds o ultimo episddio e as frequéncias dos genoétipos A/A e D/D
contribuiram para esta variacao.

12.0 gendtipo selvagem em homozigose (A/A) foi mais freqliiente em individuos

que estavam ha mais tempo sem adquirir malaria.
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ANEXO |

* TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de pesquisa: “Malaria vivax: niveis parasitémicos e manifestacoes clinico-
laboratoriais relacionados ao fator de necrose tumoral-alfa”.

Coordenacao e responsabilidade dos pesquisadores Prof? Isabel Barroso Augusto da
Silva (médica) e Prof. Dr. José Maria de Souza (médico). Este estudo sera conduzido no
Ambulatério de Malaria do Instituto Evandro Chagas (IEC) e na Unidade Béasica de Saude
do Marco. B

I - INTRODUCAO

Vocé estd convidado a participar de um estudo clinico que ira verificar a
quantidade de parasitas da malaria no seu sangue, os sintomas, sinais e alteracoes
laboratoriais causadas pela malaria. N6s queremos saber como a doenga se comporta em
grupos de pacientes, de acordo com o nivel de parasitemia.

Ao longo do tempo, observamos que algumas pessoas podem apresentar
sintomatologia leve a moderada, enquanto outras tém quadros clinicos mais intensos. Por
isso resolvemos fazer esse estudo.

As informagbes fornecidas neste documento sao para esclarecer, o melhor
possivel, a nossa intencdo. Foram baseadas nas resolucbes n° 196/96 e 251/97 do
Conselho Nacional de Saude, que definem as normas para pesquisa com seres humanos.
As resolucdes estdo com a médica responsavel pelo estudo e disponiveis para os
pacientes.

Il - PROCEDIMENTOS

A partir de sua aceitagao vocé fara parte deste estudo. Independente da sua
aceitacdo, vocé recebera a medicacdo durante 7 dias e sera acompanhado por nossa
equipe, diariamente, durante suas consultas.

Neste estudo ndo sera usada nenhuma medicacdo nova para o tratamento da
malaria.

Vocé sera submetido a exames que normalmente s&o utilizados em nosso servigo,
mesmo que vocé nao participe do projeto: € o EXAME DE PESQUISA DE PLASMODIO
(“fura-dedo”), que vocé fara todos os dias, até que o seu resultado esteja negativo em 2
(dois) dias consecutivos, e ainda no 3¢ (terceiro), 7° (sétimo), 28° (vigésimo oitavo) dias
apds o inicio do tratamento e nos retornos mensais.

No estudo, também serdo realizados exames de sangue. Para isso, serao
retirados 15 ml de sangue da veia, no primeiro dia do atendimento, chamado de dia zero -
D0. Esse material servird para realizagdo dos seguintes exames laboratoriais:
Hemograma, reticuldcitos, contagem de plaquetas, aminotransferases, bilirrubinas totais e
fracoes, fosfatase alcalina, gama GT, sédio, potassio, glicemia, uréia, fator de necrose
tumoral e tipagem génica dos alelos TNF1 e TNF2.

Em todos os exames sera utilizado material descartavel.

CASO VQCE SINTA NECESSIDADE DE TOMAR ALGUM OUTRO TIPO DE
MEDICACAO, DURANTE O PERIODO DO ESTUDO, FALE ANTES CONOSCO. DA
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MESMA FORMA, QUALQUER SINTOMA OU SINAL QUE VOCE VENHA A SENTIR
DURANTE O ESTUDO, COMUNIQUE AO SEU MEDICO.

Il - POSSIVEL DESVANTAGEM: Coleta 15 mL de sangue, no primeiro dia.
IV- BENEFICIOS

Este estudo ira fornecer informagdes mais completas sobre a saude do paciente e
sobre as alteragbes causadas pela malaria, porque faremos uma avaliagéao dirigida, tanto
clinica como laboratorial.

No caso do paciente apresentar alguma alteracdo clinica ou laboratorial, além da
malaria, sera orientado quanto ao tratamento.

Havendo algum resultado alterado, clinico ou laboratorial, 0 exame sera repetido
até que se normalize.
V- INCENTIVOS

Apbs serem anotados no prontuario do paciente, os resultados dos exames serao
entregues aos pacientes.
VI - PARTICIPACAO )

Sua participacdo neste estudo € VOLUNTARIA. Vocé pode desistir a qualquer
momento. Neste caso, solicitamos apenas que explique seus motivos a médica
responsavel.

A relagdo com seu medico e seu tratamento nao serdo, de forma alguma, afetadas
se vocé nao participar ou mesmo interromper sua participacao. Antes e durante o estudo
vocé tem o direito de esclarecer quaisquer duvidas com a médica responsavel pelo
estudo ou outro membro da equipe de atendimento do Ambulatério de Malaria do IEC.

CASO CONCORDE EM PARTICIPAR, VOCE DEVERA SEGUIR ESTRITAMENTE
TODAS AS INSTRUCOES QUE VENHAM A SER DADAS PELA EQUIPE, CASO
CONTRARIO PODERA SER RETIRADO DO ESTUDO.

Tendo decidido por sua participacao no estudo, pedimos assinar e datar abaixo.
Declaro ter recebido informacoes satisfatorias referentes a minha participacao no
estudo acima referido.

Estou ciente dos beneficios e possiveis desvantagens provenientes deste estudo.

Sei também que posso deixar o estudo se assim o desejar, sem que a qualidade
dos cuidados médicos que me sao oferecidos seja afetada.

NOME DO PACIENTE (e do responsavel em caso de menor de 18 anos)

Assinatura do paciente ou responsavel (para pacientes abaixo de 18 anos)

(data) / /
NOME DO MEDICO: Isabel Barroso Augusto da Silva

ASSINATURA DO MEDICO - CRM/PA: 6552

Endereco: Av. Almirante Barroso, n° 492 — Marco CEP 66090-000 Telefones para contato:
211-4466 211-4432

* Este termo foi aplicado no momento da coleta das amostras que permaneceram
estocadas e serédo utilizadas neste estudo
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ANEXO I
FICHA EPIDEMIOLOGICA

MS/FUNASA/INSTITUTO EVANDRO CHAGAS
VIGILANCIA DA RESPOSTA DOS PARASITAS DA MALARIA

GUARDA/PN Lamina n® Data /1 Diagnéstico
Paciente
Registro Sexo Idade (Anos/Meses)Responsavel
Parentesco Fon

e
Endereco

Perimetro

Bairro

Local de Nascimento Cor da Pele
Peso

Ocupacao Principal Ocupacao

Alternativa

Localidade de Infeccao Municipio UF

Periodo de Permanéncia na Area Autoctonia? ( ) Sim ( ) Nao

Passado Nosologico: Vezes que teve malaria: Nunca ( ) 1x( ) 2x( ) 3x( ) 4x( ) 5xou+

()

Ultima vez Medicamento(s) utilizado(s) no Uultimo tratamento

Por quantos dias?

Outras Doencas: (Hepatite, Leishmaniose, D. Chagas, Amebiase, Esquistossomose, doencas
cronico-degenerativas,

etc.)
Alergia? Sim ( ) Nao ( ) Aque?

Quando adoece, usa remédio de farmacia ou caseiro? Ou

ambos?

Movimentagao do paciente: Nos ultimos 12 meses viajou ou pernoitou fora da localidade

onde reside?

Sim ( ) Nao ( ) Periodo _ Localidade
Municipio UF Motivo da Viagem Teve febre na
localidade onde dormiu? Sim ( ) Nao ( ) Quantos dias apds regressar?

Onde pernoitou havia alguém com febre? Nome
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Sinal ou sintoma clinico inicial Data inicio de sintomas

Droga (s) utilizada (s) no tratamento atual e
esquema:

Formulacao da droga (VO/IM/EV) Quantidade (Amp., Frasco, Comp.)

CONCLUSAO DO CASO/ RESPOSTA AO TRATAMENTO:
CURA RECRUDESCENCIA RECAIDA INDEFINIDO OBITO

INTERRUPCAO OU TROCA DE ESQUEMA

SINAIS E SINTOMAS REFERENTES AO QUADRO CLINICO E/OU DECORRENTES DE
INTOLERANCIA OU TOXICIDADE DEVIDAS AO MEDICAMENTO (OU ASSOCIACAO DE
DROGAS) EM ESTUDO.

Sinal/Sintoma / DIA DO | Dt D2 D3 D4 D5 D6 D7 DX DX

Febre

Calafrio

Cefaléia

Artralgia/
Lombalgia

Astenia / Mialgias

Tonteira

Zumbidos/ Surdez

InsOnia

Nauseas/ Vomitos

Dor Abdominal

Eructacao / Flatos

Diarréia

Coluria

Oliguria /Anuria

Palidez / Ictericia

Prurido /Alergia

Tosse / Dispnéia

Anorexia

Esplenomegalia

Hepatomegalia

Pressao Arterial

Freq. Respiratdria

Pulso

Temperatura Axilar

As informac6es deverao ser registradas segundo a convencao que se segue:
Ausente/Normal = 0 Alteracdo Discreta = 1 Moderada = 2 Severa = 3 Severissima = 4
Indefinida = IND
Visto do Médico(a), Enfermeiro(a) ou Estagiario(a)
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ANEXO il

PRONTUARIO MEDICO

Pesquisa: “Malaria vivax: manifestacoes clinicas e laboratoriais relacionadas ao
fator de necrose tumoral alfa”.
Médica responsavel: Isabel Barroso Augusto da Silva

Atendimento DO — data:

ldentificacao do paciente N°do prontuario:
Nome:

Idade: Sexo: Cor: Estado civil:

Naturalidade: Procedéncia:

Profissao principal: Secundaria:

Endereco atual:
Endereco anterior:

Queixa principal, duracao e historia atual

Antecedentes patolégicos
Doencas da infancia, adolescéncia, vida adulta e atuais (infeccées, doencas

cronicas, internamentos, medicamentos utilizados)



Malaria (dados epidemiolégicos)

Historia social
Condicoes habitacionais

Exame fisico

Estado geral: Fécies: Temperatura:

Peso: Altura:

Pele e faneros:

Mucosas:

Estado mental:

Ganglios:

Pulsacgao: Presséo arterial:
Caracteres étnicos

130
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Exame do abdémen

Exame da gota espessa - lamina n° ............. Data: ....... [ennnmnnns J
Parasitemia; cuveuereeesiresssrmnssrresssrmsssrrasssrnnnns

B = =1 10 = (S
Exames laboratoriais solicitados em: ........ A I

Exames laboratoriais — Resultados

Hem.

Hgb |Hto |Vem |Hem [Chem |Leuc |[Neutseg |Bast |Eos Linf Mon Retic.

Plaq

Na |[K |yGT |F.Alc [TGO |TGP |[BTeF |[Gli |Uréia |FNT-o |[TNF1 |[TNF2
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ANEXO IV

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS DO CENTRO DE
CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

A: Prof2. Dra. Maristela Gomes da Cunha
Carta: 064/06 CEP-CCS/UFPA
Belém, 07 de julho de 2006.

Senhora Pesquisadora, temos a satisfacao de informar que seu projeto
de pesquisa intitulado “Polimorfismo do éxon 1 do gene MBL; (Lectina Ligadora e
Manose) em individuos expostos a Malaria causada por Plasmodium vivax sob o
protocolo n® 058/06 CEP-CCS/UFPA, foi apreciado e aprovado na reunido do dia
30 de Dezembro de 2006. Vocé tem como compromisso a entrega do relatério até
dia 30 de Dezembro de2006 no CEP-CCS/UFPA, situado no Campus Universitario
do Guama n complexo de sala de aula do CCS - sala 13 (altos), em frente ao
estacionamento do Curso de Odontologia.

Atenciosamente,

Prof. MsC. Wallace Raimundo Araujo dos Santos
Coordenador do CEP-CCS/UFPA

Comité de ética em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para
(CEP-CCS/UFPA) — Complexo de Sala de Aula/CCS — Sala 14 — Campus Universitario, n° 1,
Guama — CEP: 66.075-110 — Belém-Para. Tel./Fax: 3201-8028 e-mail: cepccs@ufpa.br




