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RESUMO

A lectina ligante de manose (MBL) é uma proteina considerada de fase aguda com
importante papel na primeira linha de defesa do sistema imune inato, cujos niveis séricos
sdo determinados geneticamente. A MBL ativa a via da lectina do complemento, além de
mediar a opsonizacdo e fagocitose de microrganismos. Varios estudos associam os niveis
séricos de MBL a suscetibilidade ou resisténcia a agentes infecciosos entre eles o
Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose humana. Neste estudo, com o
objetivo de avaliar a ocorréncia de uma possivel associacdo entre os polimorfismos e a
tuberculose, avaliamos as freqii€ncias das mutagdes no éxon 1 do gene MBL em um grupo
de 167 pacientes com tuberculose, subdivididos em 3 grupos: pacientes com tuberculose
pulmonar, pacientes com tuberculose extrapulmonar, pacientes com tuberculose
multirresistente a drogas, e grupo controle com 159 profissionais da satude, negativos para
tuberculose. A identificacdo dos alelos MBL *A, *B, *C e *D foi realizada por meio da
reacdo em cadeia da polimerase, utilizando seqii€ncias de iniciadores especificos e posterior
digestdo enzimdtica. As andlises das freqiiéncias alélicas e genotipicas do éxon 1 ndo
mostraram qualquer diferenca significativa entre pacientes com tuberculose e grupo
controle (p>0,05). Ndo foram observadas associacdes significativas entre os grupos de
tuberculose pulmonar, extrapulmonar e tuberculose multirresistente a drogas, quando
relacionados entre si e ao grupo controle. Os dados obtidos em nosso estudo ndo
demonstraram evidencias de qualquer influéncia das variacdes do éxon 1 do gene MBL na
tuberculose ativa, sugerindo que os polimorfismos nessa regido do gene nio tem nenhuma

influencia na susceptibilidade a tuberculose.
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ABSTRACT
Mannose-binding lectin (MBL) is considered an acute phase protein with important role in
the first line of defense of the innate immune system, whose serum levels are genetically
determined. The MBL activates the lectin pathway of complement, and mediate the
phagocytosis of microorganisms and opsonization. Several studies have associated serum
levels of MBL to susceptibility or resistance to infectious agents including the
Mycobacterium tuberculosis, causative agent of human tuberculosis. Aiming to evaluate
the occurrence of a possible association between MBL gene polymorphisms and
tuberculosis, it was evaluated the frequencies of mutations in exon 1 of MBL gene in a
group of 167 TB patients, divided into 3 groups: patients with pulmonary tuberculosis, with
extrapulmonary tuberculosis, patients with multiresistant tuberculosis to drugs and the
control group with 159 health professionals. The identification of alleles MBL*A, *B, *C
and *D was performed by polymerase chain reaction, using specific sequences of primers
and subsequent enzymatic digestion. The analysis of allelic and genotypic frequencies of
exon 1 did not show any significant difference between patients with tuberculosis and
control group (p> 0.05). There were no significant associations between groups of
pulmonary tuberculosis, extrapulmonary tuberculosis and multidrug drug among
themselves and when connected to the control group. Data from our study showed no
evidence of any influence of variations in the exon 1 of MBL gene in active tuberculosis,

suggesting that the gene polymorphism has no influence on susceptibility to tuberculosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 ALECTINA LIGADORA DE MANOSE (MBL)

O sistema imune inato € considerado a primeira linha de defesa do
hospedeiro contra agentes infecciosos que penetram as barreiras mecanicas (Fearon &
Lockley, 1996). Este € composto por proteinas soliveis e ligadas a membrana com
especificidade pré-definida aos padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) que,
em muitos casos, envolvem o reconhecimento de moléculas de carboidratos presentes em
diversos microrganismos. O sisttema imune adaptativo, por outro lado, funciona
subseqiientemente como uma importante ferramenta na geracdo de respostas especificas
contra agentes infecciosos. Embora sejam considerados como sistemas separados, 0s
componentes dos sistemas imune inato e adaptativo interagem, freqlientemente,
objetivando a eliminagdo do agente infeccioso (Fearon & Lockley, 1996).

Muitas evidéncias laboratoriais sustentam a importancia da Lectina Ligadora
de Manose (MBL) na ativacdo do sistema complemento, via imunidade inata (Petersen et
al., 2000), constituindo o primeiro componente de ativacdo da via das lectinas; atuando na
neutralizacdo de microorganismos patogénicos por um mecanismo independente de
anticorpos (Turner, 1996; Wallis & Cheng, 2000).

A MBL € encontrada no soro de mamiferos, sendo considerada uma proteina
de fase aguda (Ezerkowitz, 1998; Thiel et al., 1992) que, pertence a uma familia de
proteinas chamadas de colectinas, cuja secrecdo € efetuada pelo figado, sendo que, alguns

leucdcitos parecem, também, poder sintetiza-la (Ogden et al., 2001; Kilpatrick et al., 2003).
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Em recém-natos, a concentracio da MBL corresponde a 60% da encontrada em adultos
(Thiel et al., 1992). A concentracdo sérica da MBL varia significativamente, podendo ir de
0 a Spg/mL em individuos sauddveis (Presanis et al., 2003; Turner, 2003), com aumento de
2 a 3 vezes durante resposta de fase aguda (Thiel et al., 1992).

A principal func¢do biolégica da MBL € a opsonizagdo, pois suas estruturas
de coldgeno sdo ligantes para receptores de colectinas presentes nos fagdcitos, atuando
diretamente como opsonina (Holmskov et al., 1994; Summerfield et al., 1995; Turner,

1996).

1.1.1 A Estrutura da MBL

A MBL humana € composta por polimeros de até 6 subunidades, sendo que
cada mondmero é formado por 3 cadeias polipeptidicas idénticas, de 32 kD, ligadas por
pontes de dissulfeto, cada cadeia polipeptidica apresenta: um dominio terminal NH,, rico
em cisteina, uma seqiiéncia de segmento que se assemelha ao coldgeno, uma regido de
flexdo e um dominio de reconhecimento de carboidratos — CRD (figura 1). Os dominios
CDR conferem a molécula a capacidade de reconhecer residuos de carboidratos com
especificidade primdria para manose, fucose ou N-acetilglucosamina (Holmskov et al.,
1994; Summerfield et al., 1995; Ghiran et al., 2000; Kilpatrick et al., 2003; Jack et al.,
2003), através dos quais a MBL se liga aos diferentes patégenos ou superficies celulares.
Para a completa atividade funcional da MBL, € necessario que ela esteja no minimo na
forma de tetrAmero e que os trés dominios de ligacdo de lectina obedecam a distancias

constantes (45A) de separagdo entre si (Turner, 2003).
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Regido de ligacdo Regido similar Regidao de = Dominio de Reconhecimento de

Cruzada ao Colageno  Flexao Carboidrato
l
NH;, ' : - COOH-
, 21aa 59aa ., 30aa*. 118aa :
SH SH
D
SH

Figura 1 - Estrutura da cadeia polipeptidica da MBL madura (adaptado de Petersen et al.,
2001).

O padrao de reconhecimento da MBL € definido através da conformagado
espacial e do sentido de orientacdo de seu dominio de reconhecimento de carboidratos
(CRD), determinando o tipo de ligante da proteina, que sdo microrganismos com padroes
moleculares (PAMPs) com grande quantidade de manose e glicanos em sua superficie
celular (Jack et al., 2003).

Na superficie dos microrganismos, os residuos de ligacdo para MBL estao
dispostos em padrdes de ordem repetitiva. Acredita-se que esta conformagdo molecular
resulte em um alvo proprio para facilitar a ligacdo com a MBL, que apresenta distancia
entre seus sitios de cada subunidade com constincia de 45A; diferente dos padrdes
moleculares das células do hospedeiro, onde as glicoproteinas sdo limitadas e ndo
ordenadas de forma repetitiva, apresentando ainda padrdes moleculares com distincia de 20

a 30 A entre si Jack ez al., 2001).
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Figura 2 - Estrutura da formacao oligomérica da MBL (adaptado de Petersen et al., 2001).

Embora a afinidade de cada interagdo lectina-acicar seja de apenas 10°M
(Iobst et al., 1994), a oligomerizacdo da MBL permite uma dvida ligacdo aos carboidratos,
dada pela presenca de multiplos sitios que se ligam simultaneamente (Figura 2). Formas
com menor grau de polimerizagdo ligam-se com menos avidez aos acucares, além de
apresentarem falhas na ativa¢do do complemento (Chen & Wallis, 2001).

A ativacdo do complemento pela via das lectinas exige a ligacdo da MBL,
através de sua regido colagenosa, com diferentes proteases denominadas de: MASP-1,
MASP-2, MASP-3 e a proteina de 19KDa, sMAp ou MAp19 (Turner, 1996; Peterson et al.,
2001; Rossi et al., 2001). A MBL circula no sangue associada a estas proteinas em um
complexo em forma de zimogénio da serino protease MASP, apresentando a mesma
estrutura modular de Clr:Cls. Esta via, de recente reconhecimento, decorreu da observacao
de que, microorganismos podiam ativar a via do complemento na auséncia de anticorpos,
independente da via alternativa. Quando a MBL se liga aos grupamentos de manose

terminais presentes nos carboidratos bacterianos, por exemplo, a MASP1 e a MASP2 sao
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ativadas e continuam a ativar a cascata do sistema complemento, independente da presenca
do anticorpo. A MASP2 cliva C4 e C2, enquanto a MASPI cliva C3 e C2 (Petersen et al.,
2001; Schwaeble et al., 2002; Male, 2003; Prodinger, 2003; Janeway et al., 2005). O
componente efetor da via das lectinas é a MASP2, pois o complexo MBL-MASP2 ¢
suficiente na ativacdo do complemento, sendo responsdvel pela ativacdo direta de C3,
atuando como C3 convertase determinando, assim, uma ‘“via diferenciada”, a via das
lectinas, apesar de haver discordiancia quanto a este progndstico, por parte de alguns
autores (Schwaeble ef al., 2002).

A forma circulante da MBL € constituida por oligbmeros estruturados por
subunidades formadas pela associacdo de trés cadeias polipeptidicas, idénticas, de 32 kDa.
Cada cadeia polipeptidica é composta por um dominio de reconhecimento de carboidratos
(DRC), uma regido hidrofébica chamada de “flexdo ou dobradica”, uma regido colagenosa
e uma regido N-terminal rica em cisteina. As trés cadeias interagem através de suas regides
colagenosas formando uma tripla hélice. A regido hidrofébica de cada cadeia adota uma
forma espiralada e os dominios de reconhecimento de carboidratos apresentam
caracteristicas de proteinas globulares (Turner, 2003). O trimero é estabilizado por
interagdes hidrofobicas e pontes dissulfeto entre as regides N-terminais ricas em cisteina de
cada cadeia (Holmskov et al., 1994) e associa-se em oligdmeros de duas a seis subunidades
formando uma estrutura quaterndria com a aparéncia de um “buqué de tulipas”, cuja
estrutura tridimensional assemelha-se ao do componente Clq do sisttema complemento

(Holmskov et al., 1994; Hansen et al., 2004).
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1.1.2 O Gene da MBL

A variacdo na concentracdo sérica da MBL € atribuida a ocorréncia de
mutacdes no exon 1 e na regido promotora do gene da MBL (Figura 3). Este fato resulta em
defeitos na polimeriza¢do, levando a defici€éncia funcional, além de influenciar o nivel de
expressao da proteina (Presanis et al., 2003; Turner, 2003).

Os genes das colectinas humanas estdo todos situados no cromossomo 10
(q21-24) (Holmskov et al., 1994). O gene da MBL humana que codifica um produto
protéico chamado MBL-2 e compreende 4 exons e 3 introns (Figura 3). O exon 1 codifica o
peptideo sinal, a regido N-terminal rica em cisteina e parte da regido colagenosa, enquanto
o exon 2 codifica o restante da regido colagenosa. O exon 3 codifica a regido hidrofébica
espiralada conhecida como pescogo e o exon 4 o DRC (Turner, 2003)

As mutacdes estruturais do exon 1 (Figura 4) compreendem trocas de bases
nucleotidicas nos codons 52, 54 e 57 e sdo denominadas de variantes MBL* D (arginina
por cisteina ou CGT por TGT), MBL*B (glicina por 4cido aspartico ou GGC por GAC),
MBL*C (glicina por 4dcido glutdmico ou GGA por GAA), respectivamente. O alelo normal
¢ chamado de MBL*A (Lipscombe et al., 1992; Madsen et al., 1994; Garred et al., 2003).

Individuos que sdo homozigotos para um alelo mutante (O/O, onde O pode
ser B, C ou D) produzem quantidades de MBL no soro em concentragdes indetectaveis por
ELISA, enquanto os heterozigotos para a mutacdo (A/O) possuem concentracdes séricas
significativamente reduzidas quando comparados com individuos homozigotos (A/A) para

o alelo selvagem (Lipscombe et al., 1992).
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Exonl Exon2 Exon3 Exon 4
-550 221 +4

s ————f 11— -

H/L XY  P/O

A/D/B/C

LEGENDA

I Regido ndo-traduzida I Regido similar ao Coldgeno

u Peptideo sinal (20aa) - .
u Regido de dobradica

Regido de ligaca d ) )
H cgao de tigacao cruzaaqa n Dominio de reconhecimento de

carboidrato

Figura 3 — Representacdo esquemdtica do gene MBL demonstrando a ocorréncia das
mutagdes estruturais no exon 1 e funcionais na regido promotora do gene (Adaptado de
Kilpatrick, 2002).

Os sitios polimérficos da regido promotora (Figura 3) estdo nas posigdes -
550, -221 e +4 do gene da MBL e representam os loci H/L, X/Y e P/Q, respectivamente
(Madsen et al., 1995). Estes trés loci estdo intimamente ligados e, devido ao desequilibrio
da ligacdo, apenas sete haplotipos (HYPA, LYQA, LYPA, LXPA, LYPB, LYQC e HYPD)

sdo comumente encontrados.
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Variante C
Ruptura
Codon 54: Gly 2 Asp }

na
Variante B Gly-X-¥
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Desorganizacio estrutural
pela geracio de pontes

dissulfidricas aberrantes.

Figura 4 - Esquema demonstrando trés mutagdes no exon 1 do gene da MBL que geram

trés substituicdes de aminodcidos na regido colagenosa (Adaptado de Petersen et al., 2001).

O haplétipo HYP estd associado com concentragdes plasmaticas normais e
altas de MBL, enquanto que concentracdes baixas sdo freqlientemente associadas ao

haplétipo LXP (Madsen et al., 1998).
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1.1.3 MBL nas Doencas

Virios estudos associam os niveis séricos de MBL a suscetibilidade ou
resisténcia a agentes infecciosos. Super et al. (1989), observaram que a deficiéncia de MBL
no soro de humanos era a base para o defeito na opsonizacdo de microrganismos. Dois anos
depois, Tumer (1991) demonstrou que baixas concentragcdes da proteina estavam
associadas a infec¢Oes recorrentes na infancia. A partir dai, uma grande variedade de
afeccoes clinicas tem sido associada a deficiéncia de MBL, tais como: a suscetibilidade
aumentada para infecgdes bacterianas e virais (Eisen & Michinton, 2003), a aterosclerose
(Rugonfalvi-Kiss et al., 2002), leucemias (Schmiegelow et al., 2002) e até abortos
recorrentes (Christiansen et al., 1999). Entretanto, altas concentracdes de MBL podem
favorecer a infeccdo por alguns parasitas intracelulares como a Leishmania, que utiliza a
opsonizagdo por C3 e seu receptor para entrar na c€lula do hospedeiro. Assim, mecanismos
que diminuam a ativagdo do complemento, podem dificultar a entrada do parasita nas
células (Bonar et al., 2004).

A associacdo da deficiéncia de componentes da via cldssica do complemento
com doencas auto-imunes estd bem estabelecida (Fike, 1997; Turner, 2003). Diversos
estudos t€m relacionado os valores baixos de MBL ou a freqiiéncia aumentada dos alelos
mutantes em pacientes com doengas autoimunes (Lau et al., 1996; Sulivan et al., 1996;
Davies et al., 1997), sugerindo que uma associacdo similar a da via cldssica também possa
ocorrer com a MBL e a via das lectinas. Uma relacdo da MBL com doencas autoimunes
como o ldpus eritematoso sist€mico (Villarreal et al., 2001; Huang et al., 2003), a colite

ulcerativa, a doenca de Crohn (Rector er al., 2001; Seibold et al., 2004), a artrite
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reumatéide (Ip et al., 2000) e a sindrome de Sjogrens (Tsutsumi et al., 2001; Wang et al.,
2001), entre outras, tem sido demonstrada por diferentes autores.

Tais associacOes corroboram a hipétese de que a proteina possui um
importante papel na regulacdo da resposta imunoldgica envolvida nessas doencas.
Ademais, baixas concentragdes de MBL tém sido associadas a abortos espontineos. Essa
relacdo foi evidenciada em mulheres sadias e sugere uma resposta imune alterada no
ambiente fetal como o responsével pela susceptibilidade aumentada ao aborto (Kilpatrick et
al., 1995; Christiansen et al., 1999).

Alguns estudos sugerem que a MBL também € capaz de modular a
gravidade de doengas infecciosas como a AIDS (Garred et al., 1997; Mass et al., 1998) e
doengas auto-imunes como artrite reumatéide (Garred et al., 2000; Graudal et al., 2000; 1P
et al., 2000). Altos valores séricos de MBL podem conferir, em certas circunstancias,
desvantagens bioldgicas (Ezerkowitz, 1998; Turner & Hamvas, 2000) por exacerbar a
inflamacdo sistémica e local através da ativacdo do complemento e producdo de citocinas
inflamatorias (Jack er al., 2001; Fiane et al., 2003).

Diferentes autores demonstraram que altos valores de MBL podem estar
envolvidos na patogénese da complicacdo micro e macrovascular no diabetes mellitus tipo
1 (Hansen et al., 2004; Hovind et al., 2005), da lesdo cardiaca em pacientes com febre
reumdtica (Shafranski et al., 2004), na patogénese das manifestagdes renais da purpura de
Henoch-Schonlein (Endo et al., 2000), na nefropatia por IgA (Endo et al., 1998) e em

outras formas de glomerulonefrites humanas (Lhotta et al., 1999).
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1.2 ATUBERCULOSE

O microrganismo responsdvel pela tuberculose humana, o Mycobacterium
tuberculosis foi descoberto em 1882 por Robert Koch, que isolou e descreveu o bacilo,
conseguindo o seu cultivo e reproduzindo a doenca em animais de laboratério. Este bacilo
se apresenta sob a forma de bastonetes retos ou ligeiramente encurvados (Figura 5),
medindo de 0,2 - 0,5 uym de largura por 2 - 4 pm de comprimento, dispostos isoladamente,
aos pares ou em pequenos grupos (Melo, 2002).

As micobactérias s3o relativamente resistentes aos procedimentos
convencionais de coloracio e quando coradas com carbol-fucsina ndo podem ser
descoradas com dacido ou dalcool, e assim, sdo classificadas como bacilo alcool — 4cido
resistente. Esta caracteristica reflete a composi¢do incomum da parede celular, que contém,
grande quantidade de lipidios, que podem ser responsaveis pela resisténcia da micobactéria
a estresses ambientais, como ressecamento (Tortora et al., 2000). Todas as micobactérias
expressam um unico glicolipidio no envelope celular, que € chamado Lipoarabinomanose,
que é um fator de viruléncia em potencial que atua na moderacdo da resposta imune
(Stronmeieir & Fenton, 1999).

A infeccdo pelo M. tuberculosis ocorre através de goticulas de aerossois,
provenientes de pacientes com doenga em atividade, contendo microrganismos vidveis, que
sdo inalados por pessoa susceptivel a doenga (Melo, 2002). O bacilo cresce lentamente e
possui uma cépsula que o protege dos agentes quimicos. E, porém, facilmente destruido por

agentes fisicos como: calor, raios ultravioleta da luz solar e radiagdes ionizantes.
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Figura 5 - Fotografia mostrando o M.tuberculosis (seta), visualizagdo apds coloracio

Ziehl-Neelsen (Fonte: http://wikipedia.org/wiki/Tuberculose)

O M. tuberculosis possui a capacidade de duplicar sua populagdo em 18 a 48
horas, dependendo da maior ou menor oferta de oxigénio, do pH do meio e das facilidades
de nutrientes. Esse crescimento lento do bacilo condiciona um curso lento e a evolugdo
cronica para a doencga. Fora do parasitismo, sé consegue se desenvolver em meios de
cultura que reproduzam as condi¢des ambientais do hospedeiro, sendo aerébio estrito,
infectando os pulmdes onde se localiza preferencialmente pela presenca do oxigénio, o que
facilita sua multiplicacdo e a transmissdo em virtude da ligacdo do 6rgdo com o meio

externo (Melo, 2002).
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1.2.1 Epidemiologia da Tuberculose

Nos tultimos anos o nimero de casos de tuberculose recrudesceu em todo
mundo, sendo uma das razdes o advento da pandemia de AIDS, a alta correlagdo entre a
doenca e a pobreza e, mais recentemente, o aparecimento de cepas de M. tuberculosis
resistentes a drogas (TBMR). A multiresisténcia ¢ um fendmeno biolégico considerado
iatrogénico, ou seja, fruto de tratamento inadequado (Brasil, M.S., 2007). No Brasil,
considera-se TBMR a situacdo no qual o paciente € resistente a rifampicina e a isoniazida e

a um terceiro firmaco dos esquemas padronizados (Dalcolmo et al.; 2007).

O surgimento de cepas resistentes € preocupante, pois existem poucas
drogas efetivas contra a tuberculose, o que tornaria a doenca sem tratamento (Brasil, M.S.,
2002). Hoje, a tuberculose € reconhecida como uma das trés maiores doencas microbianas,
responsavel por 8 a 9 milhdes de novos casos anuais, apresentando 1,5 a 2,5 milhdes de

morte/ano (Kaufmann & McMichael, 2005).

Nos paises desenvolvidos, cerca de 40.000 mortes sdo devidas a tuberculose
e mais de 400.000 casos novos sdo descobertos a cada ano (WHO, 2007). Nesses paises, a
tuberculose € mais freqiiente entre as pessoas idosas, nas minorias étnicas e imigrantes
estrangeiros. Nos paises em desenvolvimento, atinge a todos os grupos etirios, com maior
predominio nos individuos economicamente ativos (Rufino, 2002). Com o surgimento, em
1981, da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS), vem-se observando,
tanto em paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento, um crescente nimero

de casos notificados de tuberculose em pessoas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia
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humana (HIV), isto, apesar dos indicadores oficiais terem relatado o declinio da doenga no
ultimo século, desde 1990 este declinio vem apresentando sinais de reversdao (WHO, 2007).
A associacdo (HIV/TB) constitui, nos dias atuais, um sério problema de satde publica,

podendo levar ao aumento da morbidade e mortalidade pela tuberculose (Rufino, 2002).

O Brasil ocupa o 16° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do total
de casos de tuberculose no mundo (WHO, 2007). Estima-se uma prevaléncia de 50 milhdes
de infectados com cerca de 111.000 casos novos e 6.000 6bitos ocorrendo anualmente.
Segundo dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN/MS), sdo
notificados anualmente 85 mil casos novos (correspondendo a um coeficiente de incidéncia

de 47/ 100.000 habitantes) no Brasil (Brasil, M.S., 2005).

O Estado do Pard, considerado como drea endémica, registra em média,
3.000 novos casos de tuberculose por ano. A maioria encontra-se nos municipios de
Altamira, Ananindeua, Belém, Breves, Itaituba, Marabd, Marituba, Paragominas,
Redencao, Santarém e Tucurui, que estdo inseridos na lista de 315 municipios priorizados

para o controle da tuberculose pelo Ministério da Saude (SESPA, 2007).

Estudos de vigilancia epidemioldgica baseados na positividade de testes de
hipersensbilidade tardia utilizando PPD (Derivado de Proteina Purificado) indicaram que
um ter¢o da populacdo mundial € infectada com M. tuberculosis, demonstrando que nosso
sistema imunoldgico € eficaz em conter o patégeno, mas ndo em erradica-lo (Glickman &
Jacobs, 2003), tornando-se imprescindivel o conhecimento das diferentes estratégias

moleculares desenvolvidas pelo M. tuberculosis que lhe conferem resisténcia as drogas
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utilizadas, bem como, o desenvolvimento de técnicas diagndsticas que possam detectar

essas resisténcias (Furin & Johnson, 2005).

1.2.2 Diagnéstico da Tuberculose

A prova mais especifica para o estabelecimento do diagndstico da doenga € o
encontro do bacilo (Afiune, 1996). O método padrio para o diagndstico da tuberculose é a
demonstracdo dele na bacterioscopia de secre¢des ou no isolamento em cultura. A limitacdo
principal da bacterioscopia € sua baixa sensibilidade; técnicas de cultura tradicionais em
meios sélidos (Figura 6) sdo mais sensiveis que bacterioscopia de secre¢cdes, mas requerem

até 2 meses para demonstrar a presenca de M. tuberculosis (Brasil, M.S., 2005).

Figura 6 - Colonias de M. tuberculosis em meio de cultura de Lowenstein Jansen

(Fonte:http://wikipedia.org/wiki/Tuberculose)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica molecular, cuja
escolha do DNA alvo e defini¢do dos primers dentro da seqiiéncia do DNA sdo fatores

determinantes da sua acuidade. Ela vem sendo utilizada como alternativa de alta
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sensibilidade e especificidade para o diagndstico rdpido de doengas infecciosas. No estudo
da tuberculose, essa técnica representa uma verdadeira revolugdo. Sua aplicacdo da-se em
qualquer area, desde a epidemiologia até a prevencdo, mas € no diagndstico que se faz

sentir sua grande importancia (Garcia-Quintanilla et al., 2002).

1.2.3 Imunidade ao Mycobacterium tuberculosis

A tuberculose € uma doenga infecciosa bacteriana, onde podemos observar,
no curso da infeccdo, a co-existéncia de imunidade protetora e hipersensibilidade
patoldgica, em que as lesdes sdo causadas principalmente pela resposta do hospedeiro, pois,
0 M. tuberculosis ndo produz nenhuma endo ou exotoxina conhecida (Abbas & Lichtman,
2005).

A infeccdo pelo M. tuberculosis pode ter trés desfechos: controle na porta de
entrada (gracas a imunidade inata), doenga ativa ou tuberculose latente. A maior parte dos
individuos infectados ndo desenvolve qualquer sinal de doenca em toda sua vida, mantendo
uma infeccdo latente. Na tuberculose latente, a infeccdo € contida pelos macréfagos
alveolares, o organismo controla, mas nio elimina a infeccio, os bacilos se multiplicam
lentamente no pulmdo e causam apenas inflamacdo moderada. O M. tuberculosis fica
dormente, replicando intermitentemente e com metabolismo alterado. A infec¢do estd sob
controle, mas ndo eliminada. Isso gera um reservatorio enorme de tuberculose (Silva et al.,
1995).

O diagnostico dos individuos com infec¢do latente € importante, uma vez

que estes apresentam risco de desenvolver a doenga, principalmente se expostos a
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condic¢des que favorecem o desenvolvimento de micobactérias, como co-infec¢ao com HIV
ou ainda quando da utiliza¢do imunosupressores (Lotch et al., 2007).

Na doenca ativa, a imunidade mediada por células é desenvolvida, cuja
interacdo de linfécitos e mondcitos culmina com a producdo de mediadores pro e anti-
inflamatérios, o M. tuberculosis € capaz de sobreviver dentro dos macréfagos porque
componentes de sua parede celular inibem a fusdo dos lissossomas com os vacuolos
fagociticos (Flynn & Chan, 2001). Muitos componentes da resposta imune parecem ser
necessarios ou importantes na resposta protetora. Estes incluem células TCD4+ e TCD8+,
citocinas como o IFN-y e o TNF- a e ativagdo de macréfagos (Flynn & Chan, 2001).

A ativacdo continua das células T, leva a formacdo de granulomas com
necrose central, denominada necrose caseosa, que € causada por enzimas lisossomais e
intermedidrios reativos do oxigénio. Acredita-se que a necrose sirva para eliminar
macrofagos infectados e para promover um ambiente andxico nos quais os bacilos nao
podem se dividir. Os granulomas caseosos e a fibrose que acompanham a inflamacdo
granulomatosa sdo as causas principais de les@o tecidual e de doenga clinica na tuberculose

(Abbas & Lichtman, 2005).

1.2.4 A MBL na Tuberculose

O M. tuberculosis € capaz de viver dentro de macrofagos transformando a
fagocitose num processo vital para a sua propria sobrevivéncia. Faz isso subvertendo o
processo anti-microbiano, usando os mecanismos que lhe permite a entrada no fagocito
para, em vez de serem dominados e eliminados por este, utilizid-lo como célula hospedeira.

Por isso, como exerce reduzida toxicidade para o hospedeiro, a patologia devida
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diretamente a acdo dos parasitas intracelulares € geralmente restrita, sendo mais importante
a que € originada pela agressdo citotoxica da prépria resposta do organismo a infeccao.
Virios aspectos da fisiologia dos macréfagos justificam a preferéncia do bacilo da
tuberculose pela localiza¢do intramacrofdgica, por resguarda-lo de fatores com atividade
anti-microbiana do sangue e fluidos extracelulares, como fatores do complemento e
anticorpos (Silva et al., 1995).

Assim, o processo de fagocitose representa o primeiro passo critico na
interacdo entre o M. tuberculosis e o fagdcito, envolvendo proteinas ligantes microbianas e
receptores da superficie do macréfago (Kang & Schesinger, 1998).

Virios genes especificos e seus produtos t€m sido sugeridos por contribuir
para a susceptibilidade ou a protecdo contra M. tuberculosis entre eles: a proteina natural de
resisténcia associada a macréfagos (Nrampl), o Receptor de Vitamina D (VDR) e a Lectina
Ligadora de Manose (MBL) (Soborg et al., 2003).

O envolvimento da MBL na fagocitose e na ativagdo do complemento por
patdgenos com acdo intracelular como Mycobacterium tuberculosis e Leishmania
braziliensis, evidenciam o papel opsonizante e ativador do complemento da MBL,
diretamente na superficie de patégenos (Ambrosio & Messias-Reason, 2005). BONAR et
al. (2005), evidenciaram, in vitro, que a fagocitose do M. tuberculosis é intensificada pela
presenca de MBL humana, sugerindo que, in vivo, a MBL facilitaria a entrada da bactéria
no fagdcito, estabelecendo a infeccdo.

Em um trabalho analisando individuos africanos, observou-se que a
suscetibilidade a tuberculose parece estar aumentada nos individuos que apresentam o

gendtipo homozigoto para as mutacdes do gene da MBL (Sumiya ef al., 1991). Em outro
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estudo foi levantada a hipotese de que as variantes alélicas do gene da MBL em
heterozigose, e que codificam baixas concentragdes séricas da proteina, estdo associadas
com protecdo contra a tuberculose, enquanto que gendtipos que codificam altas
concentracOes séricas de MBL e aqueles que conferem deficiéncia da proteina, ndo estdo
associados a protecdo contra a doenca (Soborg et al., 2003). Niveis séricos elevados de
MBL também foram relacionados com a patogénese da tuberculose e com uma relativa
desvantagem em infec¢des micobacterianas (Bonar et al., 2004).

Este estudo parte do principio de que as variantes alélicas do MBL podem
ter um papel direto na infec¢do pelo M. tuberculosis, especialmente nas diversas formas
clinicas da doenga. Ademais, considerando que até o presente ndo foi realizado nenhum
estudo de associacdo entre MBL e tuberculose em populagdes brasileiras, justifica-se a
necessidade da realizacdo de estudos que possam contribuir para conhecimento do real

impacto do polimorfismo do gene da MBL no progndstico da infeccdo pelo M. tuberculosis.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral

Investigar a associacdo entre o polimorfismo no gene da Lectina Ligadora de

Manose (MBL) nos pacientes portadores da infec¢io pelo Mycobacterium tuberculosis.

1.3.2 Objetivos Especificos

1) Descrever as freqiiéncias das mutacdes no éxon 1 do gene MBL nas
populagdes de pacientes com tuberculose e controle sem tuberculose;

i1) Descrever as freqiiéncias das mutacdes no éxon 1 do gene MBL em
individuos portadores de Tuberculose Pulmonar;

iii) Descrever as freqiiéncias das mutacdes no éxon 1 do gene MBL em
individuos portadores de Tuberculose Extra Pulmonar;

iv) Descrever as freqii€ncias das mutagdes no éxon 1 do gene MBL em
individuos portadores de Tuberculose Multirresistentes a Drogas;

v) Investigar a associacdo entre o polimorfismo no exon-1 do gene MBL

com as diferentes formas clinicas da Tuberculose.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. COLETA E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

2.1.1. Pacientes com Tuberculose

O grupo foi composto por 167 individuos, soronegativos para HIV-1,
portadores de tuberculose, diagnosticados de acordo com a classificagdo do CDC (Centers
for Disease Control and Prevetion), atendidos no Hospital Universitirio Jodo de Barros
Barreto (HUJBB), localizado na regido metropolitana de Belém. Estes pacientes foram
triados no Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital a partir das baciloscopias positivas
no escarro e/ou no lavado brdonquico e/ou cultura especifica para Mycobacterium
tuberculosis. Foram utilizadas as amostras de sangue coletadas durante o ano de 2006 e
2007, obtidas por demanda espontinea para os exames hematolégicos de rotina, coletadas
em sistema de colheita a vicuo, em tubos contendo EDTA como anticoagulante, sendo
estocadas a -20°C e, posteriormente, encaminhadas para realizacdo dos testes moleculares
no Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do
Para.

Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos a partir de seus respectivos
prontudrios arquivados no Departamento Arquivo Médico (DEMA) do Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto, onde estdo consolidadas as anotagdes relativas aos
exames fisicos, clinicos e laboratoriais.

Para efeito de comparagdo o grupo de pacientes foi subdividido de acordo

com as formas clinicas da Tuberculose: Pacientes com Tuberculose Multirresistente a
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Drogas (TBMR) com 34 individuos; Pacientes com Tuberculose Extra Pulmonar (TBEP)

com 34 individuos e Pacientes com Tuberculose Pulmonar (TBP) com 133 individuos.

2.1.2 Grupo Controle

Este grupo foi constituido de 159 individuos, profissionais de saude, de
ambos o0s sexos, soronegativos para HIV-1, sem Tuberculose ativa, monitorados
semestralmente por exames periddicos, que exercem atividade com exposi¢cdo freqiiente a
ambientes onde se realiza tratamento de pacientes com Tuberculose.

Destes 159 individuos foram obtidas amostras de sangue durante os anos de
2006 e 2007, coletadas em um sistema de colheita a vacuo, em tubos contendo EDTA como
anticoagulante. As amostras de plasma e de células foram separadas e congeladas a —20°C

até o momento do uso.

2.1.3 Comité de Etica em Pesquisa

O presente projeto foi submetido e aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Para (protocolo n° 034/06 CEP-CCS/UFPA), em obediéncia a resolucdo 196 do Conselho
Nacional de Saude, a qual trata das Diretrizes e Normas Regulamentares da Pesquisa

Envolvendo Seres Humanos.
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Todos os pacientes e individuos do grupo controle foram informados sobre o
projeto e aqueles que concordaram em participar assinaram um termo de consentimento
(anexo).

2.2 METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
2.2.1 Extracao do DNA

Foi utilizado o método de Fenol-Cloroférmio para extracdo de DNA total a

partir dos leucécitos do sangue periférico. O procedimento ocorreu de acordo com as

seguintes etapas:

- LISE DE HEMACIAS (Solucao A: Cloreto de Amdnio [1.0M], EDTA [0.1M], H,O

destilada; Soluc¢ao B: Bicarbonato de Amdnio [1.0M], H,O destilada).

1. Em um tubo de 2 mL adicionar 300 pL. de sangue e 900 pL de solu¢do de lise de
hemdcias.

2. Agitar por inversdo por 20 minutos.

3. Centrigugar (14.000 rpm) por 3 minutos.

4. Descartar o sobrenadante e acrescentar 900 pL de lise de hemdcias novamente.

5. Agitar por inversao por 20 minutos.

6. Centrigugar (14.000 rpm) por 3 minutos.

7. Descartar o sobrenadante.
- LISE DE LEUCOCITOS (Tris-HCI [100mM], EDTA [20mM], NaCl [200mM], SDS
0,5 %, H,0O destilada).

1. Acrescentar ao pellet 500 pL de lise de leucdcitos.
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Agitar no vortex até dissolver o pellet.

Incubar em “banho Maria” (55°C) por 30 minutos.

- PRECIPITACAO DE PROTEINAS (Acetato de Amoénio [7,5M], H,O destilada).

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

. Acrescentar 200 pL. de Solu¢do de Precipitagc@o de Proteinas.

Agitar brevemente no vortex.

. Levar ao banho maria (55°C) por 30 minutos.

. Centrifugar (14.000 rpm) por 10 minutos.

Transferir o sobrenadante para um tubo de 2 ml limpo. (Descartar o tubo com o
precipitado de proteinas).

Adicionar 500 pL. de Fenol-Cloroférmio dlcool isoamilico.

. Agitar por inversdo por 10 minutos.

Centrifugar (14.000 rpm) por 10 minutos.

Transferir o sobrenadante para um tubo de 2mL limpo.

Acrescentar ao sobrenadante 1,5mL de Isopropanol (2-propanol).

Visualizar o pellet de DNA. (Verificar conforme a quantidade de DNA formado a
quantidade de H,O para hidrata-lo).

Centrifugar (14.000 rpm) por 10 minutos.

Desprezar o sobrenadante.

Adicionar 200 pL de Etanol a 70% lavando a parede do tubo.

Desprezar o etanol e deixar secando até evaporar completamente o dlcool.

Adicionar H,O para hidrati-lo.
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2.2.2 Determinacio dos Polimorfismos no Exon 1

No presente trabalho foi utilizada a Reacdo de Cadeia de Polimerase (PCR)
para a amplificacdo de 120 pb do exon -1 do gene MBL, a partir do DNA de individuos
com baciloscopia positiva para tuberculose e de individuos controles com baciloscopia
negativa. As amplificacOes foram realizadas no equipamento termo-ciclador Mastercycler
Personal, Eppendorf.

A reacdo de amplificacdo foi realizada, em um volume de 50 pL contendo
500 ng de DNA extraido, 235 pM de cada ANTP, 5 pM de cada iniciador, KCI 50 mM,
MgCl, 2,5 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 0,5 U de Tag polimerase. O par de iniciadores
envolvido nesta reacao foi (mblEO1For) 5’-
CATCAACGGCTTCCCAGGGCAAGATGGG-3 e (mblE02) 5%
AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3" (Madsen et al., 1995; Tin et al., 2005).

Em cada reagdo de amplificacdo, apds a desnaturagdo 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.

As identificagdes dos alelos MBL*A, MBL*B, MBL*C e MBL*D foram
realizadas pela digestdo enzimdtica do produto amplificado (120pb) usando-se as
endonucleases de restricdo Banl, Mboll e Mwol. A Banl atua no c6don 54 clivando o alelo
MBL*A em dois fragmentos (86 pb e 34 pb). A Mboll cliva especificamente o alelo
MBL*C no c6don 57 em dois fragmentos (77 pb e 43 pb) e a enzima Mwol atua no cédon

52 clivando o alelo MBL*A em dois fragmentos (92 pb e 28 pb) (Tin et al., 2005).
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Quanto as condicOes das digestdes enzimadticas, as enzimas Banl e Mboll
atuam na temperatura de 37°C por um periodo de 3 horas e 30 minutos e 4 horas e 30
minutos, respectivamente. Com relagdo a Mwol, sua temperatura de acdo foi de 60°C, por

um periodo de 3 horas (Tin et al., 2005).

2.2.2.1 Eletroforese

Os produtos da amplificacdo e das digestdes enzimdticas foram visualizados
ap0s eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 2%, em tampao TAE 1x (TAE
40x estoque — TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL dgua
deionizada), contendo 5 UL de brometo de etidio (10mg/mL), mediante a utilizacdo de

transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.3 METODOS ESTATISTICOS

Os célculos do equilibrio de Hardy-Weinberg e das freqiiéncias alélicas e
genotipicas do gene da MBL no grupo de pacientes infectados pelo Mycobacterium
tuberculosis foram efetuadas por meio do programa Tools For Population Genetic Analyses
— TFPGA 1.3v (Miller, 1997).

A avaliacdo das associagdes entre a prevaléncia das mutagdes no gene MBL,
os aspectos clinicos da infeccdo foi efetuada pelo teste de y2 usando-se o programa

BIOSTAT 5.0 (Ayres et al., 2007).
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3. RESULTADOS

Na avaliagdo das freqiiéncias alélicas do éxon 1 do gene MBL (Tabela 1) foi
possivel observar a maior prevaléncia do alelo MBL*A nos dois principais grupos
analisados (pacientes com tuberculose com freqiiéncia de 0,707 e grupo controle com
freqiiéncia de 0,723). Para o alelo MBL*B foi verificada freqiiéncias de 0,228 nos pacientes
com tuberculose e de 0,230 no grupo controle. O alelo MBL*C, nos pacientes com
tuberculose, apresentou freqiiéncia de 0,026 e freqiiéncia de 0,014 no grupo controle. Com
relacdo ao alelo MBL*D, foi observada uma freqiiéncia de 0,039 para pacientes com
tuberculose e de 0,032 no grupo controle. A distribuicdo das freqiiéncias alélicas entre os
grupos analisados foi muito parecida, ndo sendo observadas diferencas estatisticamente
significativas.

Avaliando-se a distribuicao alélica, foi demonstrado que a freqiiéncia do
alelo MBL*A foi predominante em ambos os grupos quando comparado o alelo MBL*O (O
representa qualquer uma das trés variantes alélicas B, C e D), porém as diferencas ndo
foram estatisticamente significativas como observado pelo valor de p (Tabela 1).

Foram evidenciados seis diferentes gendtipos: AA, AB, AC, AD, BC, BD, nos
grupos analisados (Tabela 2). O genétipo AA, foi o de maior freqiiéncia, tanto no grupo de
pacientes com tuberculose — TB (0,611) como no grupo controle — GC (0,635), seguido
respectivamente com valores decrescentes dos genotipos: AB (TB: 0,299; GC: 0,302); AD
(TB: 0,048; GC: 0,038); AC (TB: 0,024; GC: 0,012); BC (TB: 0,012; GC: 0,006) e BD

(TB: 0,006; GC: 0,000).
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Tabela 1 - Distribui¢do das freqiiéncias alélicas do gene MBL na populacdo de pacientes

com Tuberculose e Grupo Controle.

Pacientes TB Controle 2

Alelos n (%) n (%) X p
MBL *A 164 (70,68) 157 (72,35)
MBL *0 68 (28,29) 60 (27,64)
MBL *B 53 (22,84) 50 (23,04)
MBL *C 6 (2,58) 3(1,38)
MBL *D 9 (3,87) 7(3,22)
Total 232 (100) 217 (100) 0,990 0,8037

Outra forma de avaliacdo genotipica realizada para comparacdo entre 0s
grupos considerou trés genoétipos: AA, AO e OO. Onde A € o alelo normal e O representa
qualquer uma das trés variantes alélicas (B, C e D). Observou-se por esta avaliacdo a maior
freqiiéncia do gendtipo AA em ambos os grupos TB e GC, com freqiiéncias de 0,611 e
0,635, respectivamente. O gendtipo AO apresentou freqiiéncias de 0,371 no grupo TB e de
0,352 no GC. O gendtipo OO (Homozigoze para variantes alélicas) apresentou freqiiéncias

de 0,018 no grupo TB e de 0,012 no GC (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicdo das freqiiéncias genotipicas do gene MBL no grupo de pacientes

com Tuberculose e no Grupo Controle.

Genéti Pacientes TB Controle
enotipos n (%) 1 (%)
AA 102 (61,07) 101 (63,52)
AO 62 (37,12) 56 (35,22)

AB 50 (29,94) 48 (30,18)
AC 4 (2,39) 2 (1,25)
AD 8 (4,79) 6 (3,77)
00 31,79 2 (1,25)
BC 2 (1,19) 1(0,62)
BD 1 (0,59) 1(0,62)
Total 167 (100) 159 (100)

As similaridades nos resultados evidenciadas pelos valores numéricos
indicaram nao haver diferenca estatisticamente significante entre os grupos correlacionados
(Tabela 2).

Vale ressaltar que na andlise das distribui¢des genotipicas foi verificada
concordancia ao equilibrio de Hardy-Weinberg a partir dos desvios entre as proporgdes
genotipicas observadas e as esperadas em ambos os grupos (p>0,05).

Quando comparamos as freqiiéncias genotipicas do grupo de pacientes com
Tuberculose Extra Pulmonar (TEP) com aquelas do Grupo Controle (GC), o genétipo AA

apresentou freqiiéncias de 52,94% e de 63,52%, respectivamente. Para o genétipo AB, a
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maior freqiiéncia foi observada para os pacientes com tuberculose extra pulmonar
(44,11%), quando comparado ao grupo controle (30,18%). Os genétipos AC, AD e BD, nao
foram observados nos pacientes com TEP, sendo observados em baixas freqiiéncias no GC.

O gendtipo BC esteve presente em ambos 0s grupos com baixa freqiiéncia (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo das freqiiéncias genotipicas do gene MBL no grupo de pacientes

com Tuberculose Extra Pulmonar (TEP) e no Grupo Controle (GC).

Genétipos TB Extra pulmonar Controle
n (%) n (%)
AA 18 (52,94) 101 (63,52)
AO 15 (44,11) 56 (35,22)
AB 15 (44,11) 48 (30,18)
AC - 2 (1,25)
AD - 6 (3,77)
00 01 (2,94) 2 (1,25)
BC 1(2,94) 1 (0,62)
BD - 1(0,62)
Total 34 (100) 159 (100)

Quando da analise dos genétipos agrupados na correlacdo dos grupos TEP e
GC, vale salientar que o gen6tipo AO foi mais freqiiente no grupo TEP (44,11%,) do que no

GC (35,22%), o mesmo acontecendo para o gendtipo OO (Tabela 3).
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A freqiiéncia alélica individualizada demonstrou predominio do alelo A nos grupos de
pacientes com tuberculose extra pulmonar e grupo controle quando relacionados com alelo

O, porém ndo foram demonstradas diferencas significativas entre os grupos (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicdo das freqiiéncias alélicas do gene MBL no grupo de pacientes com

Tuberculose Extra Pulmonar (TEP) e no Grupo Controle (GC).

TB Extra pulmonar Controle 2
A 51 (75,00) 258 (81,13)
0 17 (23,00) 60 (18.,86)
Total 68 (100) 318 (100) 1,319 0,2507

Nas tabelas 5 e 6 foram correlacionados os dados dos pacientes com
Tuberculose Pulmonar (TP) e Grupo Controle (GC), onde a presenca dos mesmos
genotipos foram verificados em ambos os grupos (AA, AB, AC, AD, BC e BD), destacando-
se o genodtipo AB com freqiiéncia maior no grupo controle (30,18%) do que nos pacientes
com tuberculose pulmonar (26,31%), e os gendtipos AC e AD que apresentaram, nos

pacientes com TP aproximadamente o dobro das freqiiéncias observadas no GC (Tabela 5).
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Tabela S - Distribuicdo das freqiiéncias genotipicas do gene MBL no grupo de pacientes

com Tuberculose Pulmonar e Grupo Controle.

Genétipos TB Pulmonar Controle
n (%) n (%)
AA 84 (63,15) 101 (63,52)
AO 47 (35,33) 56 (35,22)
AB 35(26,31) 48 (30,18)
AC 4 (3,00) 2 (1,25)
AD 8 (6,01) 6 (3,77)
00 2 (1,50) 2 (1,25)
BC 1 (0,75) 1 (0,62)
BD 1 (0,75) 1 (0,62)
Total 133 (100) 159 (100)

Na avaliacdo genotipica considerando os gendtipos: AA, AO e OO (Tabela
5), foram observados os mesmos valores absolutos de freqiiéncias em ambos os grupos, nao
se destacando nenhuma prevaléncia genotipica individual a considerar.

Quando da avaliacdo alélica unitaria, as prevaléncias nos dois grupos,
apresentam similaridade nas freqiiéncias tanto para o alelo A como para o alelo O (Tabela

6).
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Tabela 6 - Distribuicdo das freqiiéncias alélicas do gene MBL no grupo de pacientes com

Tuberculose Pulmonar (TP) e Grupo Controle (GC).

Alelos TB Pulmonar Controle 2
n (%) n (%) X p
A 215 (80,82) 258 (81,13)
0] 51 (19,17) 60 (18,86)
Total 266 (100) 318 (100) 0,009 0,9255

As tabelas 7 e 8, correlacionam os grupos de pacientes com Tuberculose
Pulmonar (TP) e Tuberculose Extra Pulmonar (TEP), onde o genétipo AA apareceu com
maior prevaléncia em ambos os grupos, porém sendo predominantemente maior no grupo TP
(63,15%), do que no TEP (52,94%). O gendtipo AB foi o segundo maior em prevaléncia em
ambos os grupos, porém sendo percentualmente maior na TEP (44,11%), do que na TP
(26,31%). Os gendtipos AC e AD, s6 foram observados na TP (AC: 3,0%; AD: 6,00%), ndao
ocorrendo no grupo de TEP (Tabela 7).

Quando comparamos as freqiiéncias genotipicas agrupadas entre o0s
pacientes com TP e TEP (Tabela 7), os genotipos AA e AO, foram os mais freqiientes em
ambos 0s grupos, com percentuais mais elevados no grupo TP (63,15%) do que no TEP
(52,94%), porém observamos a inversao no genétipo AQO, com valor maior para TEP

(44,11%), do que na TP (35,33%).
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Tabela 7 - Distribuicio das freqiiéncias genotipicas do gene MBL no grupo de pacientes

com Tuberculose Pulmonar (TP) e Tuberculose Extra pulmonar (TEP).

Genétipos TB Pulmonar TB Extra pulmonar
n (%) n (%)
AA 84 (63,15) 18 (52,94)
AO 47 (35,33) 15 (44,11)
AB 35 (26,31) 15 (44,11)
AC 4 (3,00) -
AD 8 (6,01) -
(0]0] 2 (1,50) 01 (2,94)
BC 1 (0,75) 1(2,94)
BD 1(0,75) -
Total 133 (100) 34 (100)

Avaliando-se os resultados das distribuicdes alélicas (Tabela 8), foi observado
que o alelo A predominou percentualmente na TP (80,82%), contra (75,00%) de TEP,
observando-se o predominio do alelo O, no grupo TEP (23,00%) em comparacio ao TP
(19,57%), nao resultando, porém, em diferencas significativas nas andlises estatisticas

aplicadas.
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Tabela 8 - Distribuicdo das freqiiéncias alélica do gene MBL no grupo de pacientes com

Tuberculose Pulmonar (TP) e Tuberculose Extra pulmonar (TEP).

Alelos TB Pulmonar TB Extra pulmonar 2
n (%) n (%) t P
A 215 (80,82) 51 (75,00)
0 51 (19,17) 17 (23,00)
Total 266 (100) 68 (100) 1,134 0,3701

Quando consideramos a pesquisa das freqii€ncias genotipicas no grupo de
pacientes TBMR correlacionando ao GC, obtivemos uma maior prevaléncia do genétipo
AA em ambos os grupos.

O genétipo AA apresentou freqii€ncias de 63,52% no grupo controle e de
61,76% no grupo TBMR. Predominio do gendtipo AB também foi observado no GC
(30,18%) quando comparado ao grupo de TBMR (23,52%) (Tabela 9).

Nestes grupos o gendtipo AD foi o que apresentou a terceira maior
freqiiéncia (Tabela 9), com valores mais significativos no grupo TBMR (11,76%) do que

no GC (3,77%).
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Tabela 9 - Distribuicdo das freqiiéncias genotipicas do gene MBL no grupo de pacientes

com Tuberculose Multi Droga Resistente (TBMR) e Grupo Controle (GC).

Genétipos TBMR Controle
n (%) n (%)
AA 21 (61,76) 101 (63,52)
AO 12 (35,29) 56 (35,22)
AB 8 (23,52) 48 (30,18)
AC - 2 (1,25)
AD 4 (11,76) 6 (3,77)
00 12,94) 2 (1,25)
BC - 1 (0,62)
BD 1(2,94) 1 (0,62)
Total 34 (100) 159 (100)

Na avaliagdo genotipica realizada para comparacdo entre 0S grupos

considerando os gendtipos: AA, AO e OO, foi observada, também, uma maior prevaléncia

do gendtipo AA em ambos os grupos TBMR e GC, com freqiiéncias de 0,618 e 0,635,

respectivamente. O gendétipo AO apresentou freqiiéncias de 0,353 no grupo TBMR e de

0,352 no GC. No gendtipo OO as freqiiéncias foram de 0,029 para o Grupo de TBMR e de

0,012 para o GC, observando-se uma tendéncia de maior freqiiéncia no Grupo de TBMR,

porém, sem que as diferencgas fossem estatisticamente significantes (Tabela 9).
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Tabela 10 - Distribuicdo das freqiiéncias Alélicas do gene MBL no grupo de pacientes com

Tuberculose Multi Droga Resistente (TBMR) e Grupo Controle (GC).

Alel TBMR Controle 2
o8 n (%) n (%) X P
A 54 (79,41) 258 (81,13)
0] 14 (20,58) 60 (18,86)
Total 68 (100) 318 (100) 0,107 0,7436

Os resultados das distribuigdes alélicas unitdrias indicaram que o alelo A teve
maior predominio nos individuos do grupo controle (81,13%) contra (79,41%) do grupo com
TBMR, invertendo-se estes valores para o alelo O, onde a maior prevaléncia foi observada no
grupo com TBMR (20,58%), em comparacdo ao grupo controle (18,86%), ndo resultando,

porém, em diferencas significativas nas andlises estatisticas aplicadas (Tabela 10).

4, DISCUSSAO

No presente estudo a distribui¢do das formas alélicas e genotipicas do éxon
1 do gene MBL em pacientes com tuberculose e grupo controle, apresentou semelhang¢a nas
distribuicdes de freqiiéncias descrita em outros estudos, em que hd o predominio da
freqiiéncia alélica MBL *A, seguida de ocorréncia decrescente das formas alélicas MBL *B,
MBL *D e MBL *C, como visto em populacdes chinesas (Liu et al, 2006), japonesas
(Matsushita er al, 1998), australianas (Tumner et al, 2000), brasileiras (Vallinoto et al,

2006), e em vérias outras populagdes (Garcia-Laorden et al, 2006), Estes resultados ja eram
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esperados, pois corroboram com estudos populacionais onde foram definidas estas
tendéncias de distribuicdo alélica, que sdo reflexo de fatores como taxa de mutacdes,
migracdo humana e pressdo ambiental, atuando sobre a dindmica génica das populagcdes
(Casanova & Abel; 2004).

Os efeitos da mutacdo no éxon 1 do gene MBL, acredita-se, pode produzir
oligomerizacOes unicas que direcionariam para uma deficiéncia funcional sobre a producdo
continua da proteina com a formagdo de baixos niveis de MBL sérica (Madsen et al, 1998).

Poucos estudos tém examinado a deficiéncia de MBL associada com a
susceptibilidade a tuberculose (Berrington & Hawn, 2007), e os dados até hoje publicados,
indicam a existéncia de um paradoxo quanto a atividade desta proteina em relacdo a
susceptibilidade para esta doenca (Dommett et al, 2000).

Soborg et al. (2003), avaliando o polimorfismo do gene da MBL em
pacientes com tuberculose clinica, destacou que o decréscimo dos niveis séricos de MBL é
freqliente em diferentes populacdes, estando as variagdes alélicas associadas ao aumento do
risco e/ou severidade de diferentes tipos de infec¢do (Summerfield et al, 1997; Garred et al,
1997).

Nossa avaliagdo das mutacdes polimorficas no éxon 1 do gen MBL, ndo
encontrou diferenca significativa entre o grupo de pacientes com tuberculose € o grupo
controle que indicasse estar relacionado a alteracdes na susceptibilidade a tuberculose.

Em indianos, estudos demonstraram que a deficiéncia de MBL esta
associada ao aumento da susceptibilidade a tuberculose, e na Africa do Sul e na TanzAnia
estudos sugerem uma resisténcia a tuberculose para estas populagdes (Hoal-Van Helden et

al, 1999; Garred et al, 1997) .
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Na Dinamarca, resultados contraditérios foram observados, dependendo do
nivel de deficiéncia na produgdo desta lecitina, com um suave efeito protetor quando da
mutagdo no cédon 57 (MBL*C), ndo observado para outros alelos (Soborg et al, 2003).

Dahl et al. (2004), estudando os niveis séricos e o perfil genotipico da MBL
em 9245 individuos, observaram auséncia de correlacdo entre a deficiéncia desta proteina
com risco de infec¢do ou morbidade aumentada para outras doencas.

A heterogeneidade dos dados referentes a susceptibilidade a tuberculose por
deficiéncia de producdo de MBL sérica, relacionada ao polimorfismo genético desta
proteina, pode ser devido ao fato de o Mycobacterium tuberculosis ser uma bactéria
intracelular facultativa, que sofre a¢c@o do sistema imune inato, somente quando exposta ao
ambiente extracelular, onde uma série de receptores de superficie dos fagocitos ativados
pelo complemento, como os receptores de manose, o scanvanger ¢ os Toll-like, e que
participam da ativagdo dessas células fagocitdrias, as quais secretam citocinas induzindo a
infiltracdo de leucdcitos, caracterizando o processo inflamatério (Abbas & Lichtman,
2005), compensando desta forma uma possivel deficiéncia de MBL.

Fato importante a ressaltar, e que a grande maioria dos estudos relaciona a
tuberculose com co-infec¢des, principalmente com o Virus da imunodeficiéncia humana 1
(HIV) (Mombo et al, 2003; Garcia-Laorden et al, 2006; Alagarasus et al, 2007), quando da
avaliacdo desta patologia com a variacdo alélica da MBL, diferindo de nossa pesquisa, que
usou a sorologia positiva para HIV como critério de exclusdo para selecdo dos
participantes. Assim, os resultados de associa¢do encontrados em outros estudos, podem ser

em razao da infeccdo pelo HIV-1 estar associada ao polimorfismo do gene MBL, como esta
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amplamente descrito (Vallinoto et al, 2006), ao invés de ser em decorréncia da relacdo entre
a variabilidade genética da MBL e a infec¢@o pelo M. tuberculosis.

Nosso estudo levou em consideracdo, para efeito de andlise, a estratificacao
da populacdo de pacientes doentes com tuberculose, separando-os pelas caracteristicas
patoldgicas em Tuberculose pulmonar (TBP) e Tuberculose extra pulmonar (TBEP).

A doenca pulmonar € a forma mais comum da tuberculose em dreas onde a
tuberculose continua a ser comumente transmitida. Em dreas onde ha predominio de casos
de reativacdo, a distribuicdo parece ser completamente diferente com alta proporcdo de
tuberculose extra pulmonar (Barker, 2008).

No presente estudo a andlise da variacdo polimoérfica do éxon 1 do gene
MBL em pacientes com tuberculose pulmonar e tuberculose extra pulmonar, quando
relacionados entre si e ao grupo controle ndo demonstrou diferengas significativas.

Estudo recente publicado por Sevaraj et al. (2006), avaliando pacientes do sul
da India, co-infectados com HIV-1 e Mycobacterium tuberculosis, encontrou resultados
significativos para o gendtipo AA em pacientes com HIV e tuberculose extra pulmonar,
sugerindo que o gendtipo AA possa estar associado a susceptibilidade para tuberculose
extra pulmonar em pacientes infectados com HIV-1, ressalta-se que neste trabalho nao
houve diferengas nas freqiiéncias genotipicas quando avaliados pacientes infectados com
HIV e ndo infectados para tuberculose.

Cosar et al. em (2009), analisando as freqiiéncias alélicas e genotipica da
MBL em criancgas turcas, com diferentes formas clinicas de tuberculose, observaram

decréscimo significativo nas freqiiéncias do genétipo AB e do alelo B, em pacientes com
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Tuberculose extra pulmonar, ndo encontrando diferencgas estatisticas quando relacionou os
pacientes com tuberculose pulmonar ao controle sauddvel.

Em nosso estudo nido observamos diferencas entre os grupos de pacientes
com tuberculose pulmonar e tuberculose extra pulmonar quando relacionados entre si e ao
grupo controle sauddvel. Vale ressaltar que a tuberculose é predominantemente uma doenga
pulmonar (80% dos casos no Brasil), sendo que o bacilo pode direcionar-se para corrente
sanguinea e infiltrar outros 6rgdos, causando a doenca extra pulmonar que cursa com
resposta adquirida do sistema imune (Teixeira et al, 2007). Esta segunda linha de defesa é
mediada por células, e as acOes dos macrofagos previamente ativados tendem a destruir o
bacilo, sendo que os antigenos do Mycobacterium tuberculosis ativam os linfocito T que
secretam citocinas (quimiocinas), que atraem os macrofagos ao sitio de infeccdo e os
ativam para eliminar as micobactérias (Rosemberg, 2001).

Como observamos o mecanismo imunitdrio da tuberculose encerra grande
complexidade de interacdes celulares e, apesar do conhecimento acumulado sobre eles
associado a patogénese da doenca, ndo hd uma completa compreensio sobre os
mecanismos de sinalizacdo, as respostas transcripcionais do hospedeiro e a adaptacido da
bactéria ao hospedeiro (Pinheiro et al, 2008), validando desta forma nosso intuito de avaliar
mecanismos imunolégicos associados a infec¢do ou a resisténcia desta doenca.

Outra avaliacdo realizada no presente estudo diz respeito a um grupo
estratificado de pacientes com Tuberculose Multi Drogas Resistentes (TBMR), que ndo
apresentaram variacOes alélicas significativas para as variantes do éxon 1 do gene MBL,

quando correlacionados com o grupo controle.
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A TBMR reflete de forma preponderante ndo a susceptibilidade do
hospedeiro e sim a caracteristica do patégeno frente as drogas utilizada no tratamento, e,
apesar da MBL estar ligada a imunidade do hospedeiro, existem estudos que indicam uma
resposta diminuida do sistema imune do hospedeiro aos antigenos de Mycobacterium
tuberculosis por portadores da TBMR, como nos estudos de Shahemabadi et al. (2007), que
observaram que a interleucina-10 em resposta aos antigenos lipideos estava aumentado nos
pacientes TBMR.

No Brasil, estudos demonstraram que pacientes com TBMR, apresentaram
baixa producdo de interferon gama, em resposta a proteina do Mycobacterium tuberculosis,
quando comparados a pacientes com tuberculose ndo resistente, antes e apds tratamento
(Fortes et al, 2005). Esses dados demonstram que a compreensdo do mecanismo
imunolégico envolvido nas diferentes formas clinicas e temporais da tuberculose envolve
uma série de fatores estando, sem duvida, o genético entre eles. Daf a razdo de se pesquisar
a acao do polimorfismo da MBL neste grupo de pacientes.

Como observamos, os dados obtidos em nosso estudo ndo demonstraram
evidencias de qualquer influencia das variacdes do éxon 1 do gene MBL na tuberculose
ativa, sugerindo que somente a seqiiéncia polimorfica desta regido tem pouca influencia na
doenca.

Ressalta-se que atualmente vdrios estudos tem utilizado uma série de
avaliacdes concomitante com as variantes do éxon 1, como anélise da variantes alélicas da
regido promotora, a quantificacio sérica da MBL, onde foram obtidos resultados

significativos em algumas populacdes (Soborg et al, 2003; Severaj et al, 2006).
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A variabilidade dos resultados pode ser atribuida a varios fatores incluindo a
etnia populacional, a falta de defini¢do dos casos controles, o pequeno tamanho amostral e
a genotipagem incompleta (Berrington & Hawn, 2007). Além de que, a imunidade
antituberculose ndo resulta de acdo especifica direta e precisa contra o Mycobacterium
tuberculosis, o ataque a este constitui processo de grande complexidade, variando sob acdo
de circunstincias diferentes, nem todas bem definidas e com interven¢do de multiplos
elementos (Rosemberg, 2001), dai a importancia de estudos em regido endémica como a
nossa, que aliem pesquisa genética e imunoldgica, permitindo esclarecer mecanismos, e
iluminar substancialmente o entendimento da regulacdio genética da MBL, na

susceptibilidade do hospedeiro para tuberculose.

5. CONCLUSOES

(1) As andlises das distribuicdes das freqiiéncias alélicas e genotipicas do

éxon 1 do gene MBL na populacio estudada ndo mostraram diferencas estatisticamente
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significativas, o que sugere a auséncia de associacdo entre os polimorfismos do éxon 1 e a

susceptibilidade a Tuberculose.

(i1) As distribuicOes alélicas e genotipicas do éxon 1 do gene MBL na
populagdo estudada ndo foram associadas a influencia especifica na Tuberculose Pulmonar
e Extra Pulmonar, sugerindo que as variantes alélicas ndo atuam nesta forma de

tuberculose.

(i11) As distribuigdes alélicas e genotipicas do éxon 1 do gene MBL na
populacdo estudada ndo foram associadas a influencia especifica na Tuberculose de
Pacientes Multiresistente a Drogas, sugerindo que as variantes alélicas ndo influenciam esta

forma de tuberculose.
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