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RESUMO

A lectina ligante de manose (MBL) é uma proteina plasmatica de fase aguda da imunidade
inata, com propriedade efetoras e reguladoras que desempenham um papel fundamental na
defesa do hospedeiro contra microrganismos patogénicos. A MBL exerce sua atividade por
meio da ativacdo do sistema complemento, mecanismos de opsonizacao e fagocitose, através
de sua capacidade de se ligar a carboidratos ricos em manose, fucose e glucosamina, presentes
na superficie celular de varios microrganismos patogénicos. Contudo, a presenca de variantes
genéticas no éxon 1 do gene MBL2 estdo associadas a baixas concentracGes plasmaticas da
proteina. Essas variacGes podem resultar em maior suscetibilidade as infecgdes, especialmente
em individuos imunossuprimidos. Este estudo teve como objetivo principal caracterizar o
polimorfismo do gene MBL2 e avaliar a possivel associagdo dos genotipos e niveis séricos da
proteina MBL com a susceptibilidade as infec¢cbes em pacientes portadores de Leucemia
Linfoide Aguda (LLA). Um total de 122 pacientes portadores de LLA atendidos na Fundagao
HEMOAM foram incluidos neste estudo. A genotipagem do éxon 1 do gene MBL2 foi
realizada por meio da técnica de PCR e digestdo por enzimas de restricdo (RFLP), seguida
pela dosagem dos niveis plasmaticos de MBL por meio de um ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Os resultados revelaram uma frequéncia maior do alelo MBL*A (0,37) nessa
populacdo de estudo, enquanto o alelo MBL*D (0,32) foi o mais frequente entre os alelos
variantes, seguido pelo alelo MBL*B (0.31). O alelo MBL*C néo foi encontrado. Contudo, ao
se considerar a frequéncia do alelo polimorfico O (presenca de B ou D) foi observada uma
frequéncia de 0,68. O gendtipo A/O (0,49) foi 0 mais comum e seus portadores apresentaram
maior nimero de infeccGes, seguidas do gendtipo O/O (0,38) e o gendtipo A/A (0,13). No
periodo de 2015 a 2023, um total de 239 infeccdes ocorreram na populacdo de estudo. As
infeccbes mais frequentes foram as parasitarias (n=103) e bacterianas (n=69). Além disso,
também foram observadas infeccdes virais (n=48) e fdngicas (n=19). Contudo, ndo foram
observadas associac@es significativas entre os niveis séricos da MBL, 0s tipos de gendtipos e
a suscetibilidade as infeccdes. Este estudo apresenta a primeira descricdo da variabilidade
genética do gene MBL2 em pacientes com LLA e sua associacdo com a suscetibilidade as
infeccbes. Os resultados obtidos contribuem para uma melhor compreensdo das bases
genéticas da resposta imunologica e sua relacdo com a salde e a doenca no contexto da LLA.

Palavras-chave: Lectina ligante de manose (MBL), gene MBL2, Leucemia Linfoide Aguda

(LLA), doencas infecciosas.
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ABSTRACT

Mannose-binding lectin (MBL) is an acute phase plasma protein of innate immunity, with
effector and regulatory properties that play a key role in host defense against pathogenic
microorganisms. MBL exerts its activity through the activation of the complement system,
mechanisms of opsonization and phagocytosis, through its ability to bind to carbohydrates
rich in mannose, fucose and glucosamine, present on the cell surface of several pathogenic
microorganisms. However, the presence of genetic variants in exon 1 of the MBL2 gene are
associated with low plasma concentrations of the protein. These variations can result in
greater susceptibility to infections, especially in immunosuppressed individuals. The main
objective of this study was to characterize the polymorphism of the MBL2 gene and to
evaluate the possible association of genotypes and serum levels of the MBL protein with
susceptibility to infections in patients with Acute Lymphoid Leukemia (ALL). A total of 122
patients with ALL treated at foundation HEMOAM were included in this study. Genotyping
of exon 1 of the MBL2 gene was performed using the PCR and restriction enzyme digestion
(RFLP) technique, followed by measurement of plasma levels of MBL using an
immunoenzymatic assay (ELISA). The results revealed a higher frequency of the MBL*A
allele (0.37) in this study population, while the MBL*D allele (0.32) was the most frequent
among the variant alleles, followed by the MBL*B allele (0.31) . The MBL*C allele was not
found. However, when considering the frequency of the O polymorphic allele (presence of B
or D) a frequency of 0.68 was observed. The A/O genotype (0.49) was the most common and
its carriers had the highest number of infections, followed by the O/O genotype (0.38) and the
A/A genotype (0.13). In the period from 2015 to 2023, a total of 239 infections occurred in
the study population. The most frequent infections were parasitic (n=103) and bacterial
(n=69). In addition, viral (n=48) and fungal (n=19) infections were also observed. However,
no significant associations were observed between MBL serum levels, types of genotypes and
susceptibility to infections. This study presents the first description of the genetic variability
of the MBL2 gene in patients with ALL and its association with susceptibility to infections.
The results obtained contribute to a better understanding of the genetic basis of the immune
response and its relationship with health and disease in the context of ALL.

Keywords: Mannose-binding lectin (MBL), MBL2 gene, Acute Lymphoid Leukemia (ALL),
infectious diseases.
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1. INTRODUCAO

A lectina ligante de manose (MBL) € uma proteina pertencente a familia das
colectinas produzida no figado, dependente de calcio e apresenta um dominio de colageno,
agindo no reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMP). A MBL
atua como importante receptor no combate a microrganismos patogénicos, principalmente via
ativacdo do sistema complemento(1). Esta proteina também desempenha um papel importante
na opsonizacdo de células hospedeiras microbianas e anormais, caracterizando um efeito
protetor contra diversas infec¢des, bem como contra o desenvolvimento de algumas doencas

malignas (2).

No entanto, os niveis altos de MBL na corrente sanguinea podem estar relacionados
com inflamacdo excessiva ou cronica, 0 que pode resultar em dano ao organismo, visto que
em alguns casos, esse processo inflamatério pode ocasionar carcinogénese, podendo evoluir
para faléncia de 6rgéos (3). A deficiéncia na via da lectina € comum no sistema complemento,
afetando cerca de 20% da populacdo humana. Essa deficiéncia esta relacionada as
modificagcdes genéticas, implicando diretamente no desenvolvimento e no prognostico de

varias doencas (4).

A MBL apresenta trés variacbes no alelo selvagem do gene MBLZ2, localizadas no
cddon 52, 54 e 57, que dao origem a trés modificagdes classificadas em MBL D, MBL B, MBL
C, respectivamente (5). As combinacbes dessas variacdes alélicas podem ocasionar
deficiéncia sérica de MBL e, consequentemente, suscetibilidade as infec¢bes por varios
patdgenos. Embora os polimorfismos do gene MBL2 possam ser clinicamente despercebidos,
as baixas concentrac@es sericas de MBL podem causar defeitos de opsonizacdo e de ativacao
do sistema complemento. Estas deficiéncias podem resultar no aumento da susceptibilidade
as doencas infecciosas, principalmente em individuos imunodeprimidos, como pacientes
portadores de Leucemia Linfoide Aguda (LLA) (6,7).

A LLA é caracterizada pela proliferacdo desordenada de células progenitoras linfoides
no sangue, medula éssea e outros locais extramedulares. Embora a LLA acometa tanto adultos
quanto criancas, 80% dos casos ocorre em individuos com idade entre 2 a 10 anos (8). Sua

sintomatologia pode ser inespecifica, apresentando um conjunto de sinais de insuficiéncia da



medula 6ssea, como anemia (9). O diagndstico é estabelecido pela pesquisa de linfoblastos no
sangue e da sua producdo na medula 6ssea (10). A presenca de 20% ou mais de linfoblastos
na circulacdo é a principal caracteristica clinica na LLA (11). Os exames comumente
utilizados para a investigagdo séo imunofenotipagem, feito por meio de citometria de fluxo e
teste citogenético, além do hemograma e exames imunogenético (12).

Na LLA sdo observadas mdaltiplas alteracdes genéticas incluindo aneuploidia,
delecdes, insercbes e rearranjos cromossdmicos. Essas alteracfes genéticas sdo responsaveis
por desregular a expressdo génica ou induzir a producdo de proteinas de fusdo quiméricas
(13). Muitas dessas alteracOes interferem em processos celulares importantes, como:
regulacdo da linhagem linfoide; impede a supressdo tumoral atraves da via da proteina
supressora de tumor TP53; interfere no metabolismo de nucleotideos; e prejudica a regulagédo
do desenvolvimento e diferenciagdo de células hematopoiéticas (14). Além disso, fatores
imunogenéticos relacionados ao aumento da susceptibilidade as infec¢bes, como a presenca

de variantes no gene MBL2, podem influenciar diretamente o curso clinico da LLA (15).

Diante disso, esse estudo tem como objetivo principal caracterizar os alelos e
genotipos do gene MBL2 em pacientes portadores de LLA atendidos na fundacdo HEMOAM.
Os dados gerados por este estudo podem contribuir para uma melhor compreensdo sobre a
relacdo entre caracteristicas imunogenéticas e a suscetibilidade as infeccbes em pacientes
portadores de LLA.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Imunidade inata

A imunidade inata consiste em diversas moléculas sollveis, barreiras fisicas,
quimicas, bioldgicas e células especializadas que estdo presentes no sangue e nos tecidos,

sendo responsaveis pela primeira linha de defesa do organismo humano (16,17).

As barreiras fisicas ou epiteliais sdo responsaveis por bloguear a entrada de diferentes
microrganismos no corpo através de moléculas antimicrobianas presentes nas superficies das
células epiteliais (16). As células sentinelas teciduais, incluindo macrofagos, células
dendriticas e mastocitos, possuem a funcdo de detectar microrganismos e iniciar as respostas
contra agentes estranhos. Ja os neutrofilos, macrofagos, natural killer, dentre outras células
que contém sensores citosolicos e receptores de reconhecimento padrdo (RRPS), por exemplo
os receptores Toll-like (TLRs), sdo capazes de se ligar aos padrdes moleculares associados a

patogenos (PAMPS) para gerar uma resposta imunologica (18).

Os RRPs sdo importante componentes da imunidade inata, pois sdo capazes de ativar
mecanismos como a fagocitose, apoptose, liberacdo de citocinas, quimiocinas, mediadores da
inflamacéo, sintese de proteinas da fase aguda e ativacdo do sistema complemento (Figura 1)
(16,19). Esses receptores estdo presentes na membrana celular ou no interior dos macrofagos,
neutrofilos e células dendriticas (DCs) (16). Além desses, existem outros receptores presentes
nas células dos fagocitos, como os do tipo NOD (nucleotide-binding oligomerization
domain), capaz de identificar danos ou infec¢bes no citoplasma celular, N-metil-formilados,
capaz de reconhecer peptideos bacterianos contendo residuos de metionida, e o receptor do

tipo Scavenger, envolvido na fagocitose (16).

Os PAMPs sdo por exemplo lipopolissacarideo bacteriano (LPS), acidos lipoteicdicos,
mananas, peptidoglicano, glucanos, DNA bacteriano e RNA de fita dupla presentes nos
microrganismos (20). Ressalta-se que os PAMPS sdo produzidos apenas por patdgenos
microbianos, suas estruturas sdo essenciais para a sobrevivéncia ou patogenicidade dos

microrganismos e sdo invariaveis em suas classes (19).

As interleucinas, citocinas, imunoglobulinas (FcyR), moléculas de reconhecimento

padrdo como a proteina C reativa (PCR), proteina amil6ide sérica (SAP), também sdo partes



integrantes da imunidade inata. Além disso, um conjunto de mais de 30 proteinas termolabeis
denominado de sistema complemento € parte essencial da imunidade inata, pois atua

diretamente na eliminagéo de processos infecciosos e na manutencdo da homeostase (21-23).
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Figura 1. Localizacdo celulares de receptores de reconhecimento padrdo do sistema
imune inato. Fonte: Abbas et al., (2019).

2.2 Sistema complemento

O Sistema Complemento (SC) é um importante componente da imunidade inata,
constituido por uma diversidade de proteinas plasmaticas que tém por funcdo a opsonizacéao
de microrganismos, recrutamento de células fagociticas para locais de infec¢do e, em alguns
casos, destruicdo direta de microrganismos (16). A ativacdo do SC envolve trés vias distintas:
a via classica, a via alternativa e a via da lectina (24). O SC ¢é ativado quando suas proteinas
reconhecem moléculas especificas nas superficies microbianas e apds a ativacdo destas vias,
se inicia uma cascata proteolitica, onde uma enzima precursora inativa, chamada de
zimogeénio, se torna uma protease ativada que por sua vez serd capaz de induzir a atividade
proteolitica da proxima proteina da cascata (16,25) .



A via cléssica é iniciada por meio da ligacdo do componente C1q a duas moléculas da
imunoglobulina 1gG ou a uma IgM (26). O resultado dessa ligacéo ativa as proteases R (C1r)
e S (C1s), que por sua vez clivam os componentes C2 e C4 que estdo envolvidos na mudanca
de permeabilidade vascular. A ativacao dessas proteases resulta na clivagem dos componentes
C2 e C4 em fragmentos menores, C2b e C4a, e em fragmentos maiores, C2a e C4b. A
formacdo do complexo C4bC2a constitui a C3 convertase da via classica que ira clivar C3 em
C3a e C3b. A molécula C3b liga-se ao complexo C4bC2a na superficie do microrganismo
originando o complexo C4bC2aC3b (C5) (27). A ativacdo desta via esta relacionada a
imunidade humoral, pois depende da ligacdo de antigeno-anticorpo (16,18).

A via alternativa é ativada por hidrolise espontanea de C3 que apds a clivagem, gera
C3a e C3b. Essa clivagem exp6e uma ligacdo tioéster do fragmento C3b, favorecendo a
ligacdo covalente da molécula C3b com a superficie dos microrganismos (16,28). Em seguida
a molecula C3b se associa ao fator B, que por sua vez, sera clivado em Ba e Bb pelo fator D.
O complexo formado apos essas clivagens € denominado C3bBb ou C3 convertase da via
alternativa, que por sua vez, ird clivar outra molécula C3, que dara origem ao complexo

C3bBbC3h. A estabilidade desse complexo se da pelo fator P, properdina (29).

A via da lectina é ativada por meio da ligacdo da MBL plasmatica na superficie de
microrganismos. A MBL é capaz de reconhecer glicolipideos e glicoproteinas microbianas
(30). Quando ocorre a ligagdo da MBL ao microrganismo, acontece a ativacdo de duas serinas
proteases chamadas de MASP1 e MASP2, as quais possuem funcbes semelhantes das
proteases C1r e C1s da via classica e que segue a mesma cascata de ativacdo como descrito
acima (16,31).

O ponto de convergéncia de todas as vias do complemento é o complexo C3. O
componente C3 convertase realiza uma clivagem da principal proteina do SC, a C3, que por
sua vez ira produzir a C3a soltvel e C3b. A por¢do maior, C3b, se liga na superficie do
microrganismo atuando como uma opsonina induzindo a fagocitose dos microrganismos (32).
Enquanto que o fragmento C3a € utilizado na modulacdo da inflamacdo através dos
neutréfilos e da degranulacdo dos mastdcitos, aumentando a permeabilidade vascular e dessa

forma promovendo o extravasamento de fluidos plasmaticos para o local da infeccao (16,33).



Por meio de diversas ligacbes de componentes C3b nas superficies dos
microrganismos, acontece a formacao do complexo C4bC2aC3b, denominado C5 convertase.
A C5 convertase por sua vez, produz dois fragmentos a Cha e C5b (32). A C5a é uma
anafilotoxina que participa na ativacdo da inflamacéao recrutando neutréfilos para o local (25).
A C5b, se liga na superficie dos microrganismos, iniciando a formagdo do complexo de
ataque a membrana (MAC) com os componentes C6 e C7 na bicamada lipidica da membrana
celular, resultando no complexo C5bC6C7, que por sua vez favorece a ligagcdo do componente
C8, e por fim ocorre a polimerizagdo do componente C9 (16). O MAC utiliza a bicamada
fosfolipidica para promover a lise osmética do patdgeno (Figura 2) (16,25).
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Figura 2. Vias de ativacdo do sistema complemento, formacdo do complexo C3 convertase,
responsavel por desencadear as primeiras etapas do sistema complemento e formacdo do
complexo C5 que dard inicio ao complexo de ataque a membrana (MAC), responsavel pela
fagocitose e morte celular do invasor. Fonte: Abbas et al., (2019).

2.3 Lectina ligante de manose (MBL)

O primeiro relato da MBL ocorreu em 1968, quando foi verificado a acdo opsonizante
dessa proteina em uma menina que sofria de dermatite atopica e infeccdes recorrentes com
defeitos na fagocitose (34). A MBL é sintetizada pelo figado e secretada na corrente
sanguinea, sendo classificada como lectina célcio-dependente (35). Essa proteina apresenta
uma regido rica em colageno e outra com afinidade aos carboidratos. Além de participar da

ativacdo de uma das vias do SC, a MBL também atua na opsonizacdo, modulacdo da



inflamacdo, remocao de células apoptéticas e inducdo da fagocitose de microrganismos (36).
Para ativar o SC, a MBL precisa estar acoplada a diferentes serinas proteases chamadas de
MASP1 e MASP2 as quais formam um complexo, capaz de se ligar ao patdgeno e iniciar a
cascata de proteinas do SC como ja descrito. A ativacdo da cascata induz a fagocitose do

patdgeno pelas células apresentadoras de antigenos (Figura 3) (37).
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Figura 3. Ativacédo do sistema complemento atraves da via da lectina. Fonte: Luo (2014).

2.3.1 Estrutura e genética da MBL

A proteina MBL é composta por até 6 polimeros que sdo ligados por ponte de
dissulfeto onde cada cadeia polipeptidica apresenta diferentes regifes: uma regido rica em
cisteina, dominio N-terminal NH,, um dominio de coldgeno, uma regido denominada de
pescoco, caracterizada por um dominio de espiral a-helicoidal curto e um dominio de
reconhecimento de carboidratos (CRD) (Figura 4) (38).
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Figura 4. Estrutura da cadeia polipeptidica da MBL e suas regifes estruturais. Fonte:
Adaptado de Luo (2014).

A unidade bésica funcional da MBL consiste em 3 cadeias polipeptidicas que formam
uma tripla hélice de 32kDa estabilizada por interacdo hidrofébicas e ligagdes dissulfeto dentro
da regido rica em cisteina (1). Por meio do CRD ¢ realizada a ligagdo com os carboidratos
especificos que estdo presentes nas paredes celulares dos patdgenos, como por exemplo a
mannose ou N-acetilglucosamina. Por essa habilidade, a MBL é pertencente ao grupo de

moléculas de reconhecimentos de padrdes (PRMs) (figura 5) (39).
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Figura 5. Estrutura da formacdo oligomérica da proteina MBL. Fonte: Adaptado de Luo
(2014).

Os pesquisadores Taylor e Sastry identificaram a estrutura genética da proteina MBL
no ano de 1989 (40). Naquele ano, foi realizada a clonagem e sequenciamento do gene MBL
humano, o gene MBL1 (um pseudogene) e o gene MBL2, o qual esta localizado no
cromossomo 10q11.1-g21. O gene MBL2 é constituido por 4 éxons separados por 3 introns de
600, 1300 e 800 pares de base (pb), respectivamente (41).



2.3.2 Polimorfismo do gene MBL?2

O éxon 1 corresponde ao dominio rico em cisteina capaz de codificar o peptideo sinal,
responsavel pela formagdo da tripla hélice da estrutura de coladgeno e possui 3 alelos variantes
(42). O éxon 2 codifica o restante da parte colagenosa rica em glicina, o éxon 3 est& presente
na regido do pesco¢o, uma regido espiralizada a-hélice, o éxon 4 é responsavel pelo dominio
de ligacdo de carboidratos (DRC) em forma de uma configuracéo globular (43).

As variantes estruturais do éxon 1 compreendem alteraces em trocas de bases
nitrogenadas nos codons 52, 54 e 57 e sdo referidas como variantes MBL*D (rs5030737),
caracterizada pela troca da arginina por cisteina (codon CGT por TGT), MBL*B (rs1800450)
caracterizada pela troca de glicina por &cido aspartico (codon GGC por GAC) e MBL*C
(rs1800451) caracterizada pela troca de glicina por &cido glutdmico (c6don GGA por GAA).
Esses alelos sdo chamadas coletivamente de O, enquanto que o alelo A € o tipo selvagem,
denominado de MBL*A (Figura 6) (44).

O alelo A em homozigose esta relacionado aos niveis normais de MBL. Contudo, a
heterozigose com algum alelo polimérfico pode resultar na diminuicdo da concentracéo
sérica de MBL em até 10% (15). Quando hd homozigose de polimorfismos da regido
estrutural (O/0), € possivel observar niveis de MBL sérico diminuidos em até 90%, sendo

dificilmente detectados em ensaios imunoenzimaticos (45).
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Figura 6. As diferencas estruturais conforme o alelo variante. Fonte: Adaptado de Auriti et
al., (2017).

Polimorfismos na regido do éxon 1 do gene MBL2 sdo comumente encontrados na
populacdo mundial, atingindo principalmente pessoas brancas. O alelo MBL*B esta presente
principalmente na populacdo europeia (26%) caracterizando baixas concentracdes de MBL

sérica, enquanto que o alelo MBL*C ocorre na populacdo da Africa Subsaariana (50%) (46).

2.3.3 Relacéo entre o polimorfismo do gene MBL2 e a susceptibilidade as infec¢bes

Existem vérias associa¢fes do polimorfismo do gene MBL2 e a susceptibilidade as
infeccBes, como é o caso da associacdo com a infeccdo pelo virus linfotrépico T humano 1

(HTLV-1), um retrovirus que pode causar doencas graves como a leucemia de células T (47).

No estudo de Coelho et al., (2013) foi observado que a deficiéncia de proteases
envolvidas na ativacdo da via da lectina gerava suscetibilidade a infeccdo por HTLV-1 (47).
Em outro estudo sobre a associa¢do do polimorfismo do MBL em pacientes com HCV, foi
observado que a frequéncia dos genétipos YA/YO foi maior em pacientes com HCV em

comparagdo com o grupo controle saudavel. O estudo sugeriu que o polimorfismo da regido
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promotora do gene MBL2 estd associado ndo somente ao aumento da susceptibilidade a
infeccdo pelo virus da hepatite C, mas também com o progndstico da doenga e a resposta ao
tratamento (42).

No estudo de Das (2015) realizado na india com 336 individuos com maléria grave,
foi observado alta prevaléncia do polimorfismo B e Y-221 do gene MBL2, 0s quais estavam
associados a maior suscetibilidade a disfuncGes em diferentes 6rgdos em pacientes acometidos
com maléria por Plasmodium falciparum (48). Em um estudo realizado com 279 pacientes
vietnamitas acometidos com dengue grave, foi observado a associagdo dos polimorfismos B e
-550 H/L com a infeccdo (49).

Essa associagdo dos niveis séricos de MBL e suscetibilidade as infecges também é
observada em pacientes imunodeprimidos, como apresentado em um estudo realizado com 75
pacientes com LLA, onde verificou-se que 65% dos pacientes com niveis diminuidos de MBL
apresentavam 2 ou mais episddios de infeccdes. O estudo sugeriu que baixos niveis de MBL
sérico esta relacionado a um aumento da suscetibilidade as infecgdes oportunistas em

pacientes imunodeprimidos (50).

Em um outro estudo realizado com 44 criangas portadoras de LLA gue apresentaram
142 episodios de neutropenia febril e 92 infec¢cdes bacterianas, observou-se que o aumento de
duracdo de neutropenia febril e a suscetibilidade, principalmente, as infeccbes bacterianas

estaria associados com a deficiéncia de MBL sérica (46).

No estudo de Ferenc et al. (2016) realizado com 54 pacientes oncohematologicos foi
observado a associacdo dos genotipos AY/AY e AY/AX a uma diminuicdo na duracdo de
febre. Por outro lado, os gendtipos relacionados a niveis séricos inferiores (AX/AX, AY/O,
AX/O ou O/O) foram associados ao aumento da duracdo de neutropenia febril. Diante dos
resultados, foi sugerido que os gendtipos de MBL2 podem influenciar no curso da neutropenia

febril em pacientes imunodeprimidos (51).

Apesar da existéncia de diversos estudos relacionados a niveis de MBL séricos e suas
associacOes com a suscetibilidade as infec¢des, ndo ha estudos imunogenéticos no Estado do

Amazonas com 0 objetivo de caracterizar o polimorfismo do gene MBL2 em pacientes
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imunocomprometidos, como portadores de LLA e seus possiveis impactos na suscetibilidade

as doengas infecciosas.

2.4 Leucemia linfoide aguda (LLA)

A doenca maligna LLA é resultado da proliferacio descontrolada de linfocitos B ou T
na medula dssea e circulagdo sanguinea (52). A producdo desordenada de linfocitos contribui
para a substituicdo de elementos celulares da medula dssea, sangue periférico e outros 6rgdos
linfoides. A LLA é responsavel por 2% das neoplasias linfoides diagnosticadas nos Estados
Unidos e 2,6% das leucemias no Brasil (53,54). A incidéncia de LLA é maior em homens de
pele branca e paciente com Sindrome de Down (54).

A linhagem B ¢é a mais presente na LLA, sendo a forma mais comum na infancia e
compreende mais de 20 subtipos conforme a idade e perfis distintos de expressdo génica,
como a expressdo do gene BCR-ABL (52). LLA-B expressa antigenos especificos de células
B, como por exemplo CD19, CD20, CD22, CD24, CD79a (55). As principais alteracdes
genéticas envolvidas na linhagem B da LLA sdo aneuploidia, rearranjos que desregulam
oncogenes e mutagdes. Todos essas alteracGes prejudicam o desenvolvimento linfoide, a

hematopoiese, a sinalizacao da quinase e a regulacdo da cromatina (56).

O acometimento das células T na leucemia linfoide aguda (LLA-T) é caracterizada
por diversas alteracBes nas vias regulatorias, atingindo principalmente a expressdo de fatores
de transcricdo, sinalizacdo de NOTCHL1/MYC e o gene de receptor de célula (TCR), mas
comumente 0 TCRa (14ql1.2) e TCRP (7q35) (55,57). A LLA-T expressa antigenos
especificos para células T, como o CD2, CD3, CD4, CD5, CD6, CD7, CD8 e também CD1a,
CD10, CD34, CD99 (58). Essas alteracdes foram caracterizadas com a ajuda do perfil de
expressdo génica, onde pdde-se classificar mais de 90% dos casos de LLA-T em subgrupos
(55). Os subgrupos de LLA sdo classificados de acordo com a desregulacdo de fatores de
transcricdo, os quais geram resultados em variantes estruturais ou mutacdes nos genes
TAL1, TAL2, TLX1, TLX, HOXA, LMO1/LMO2, LMO2/LYL1 ou NKX2-1 (59).

A LLA apresenta sintomas muito semelhantes aos de anemia, trombocitopenia e
neutropenia. Esses sintomas estdo intimamente relacionados aos defeitos na producéo das

células de defesa na medula dssea (60). A febre, suores noturnos, sintomas envolvendo o
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sistema nervoso central (SNC) e a perda de peso também costumam estar presentes em

pacientes com leucemia linfoide aguda variando de acordo com os subtipos (61).

Conhecer os subtipos de LLA é indispensavel para a classificagdo de risco e a
escolha das terapias (52). Conforme a classificacdo Franco-Ameérico-Britanica (FAB), a LLA
é dividida em trés subtipos, a L1, L2 e L3. O subtipo L1 apresenta-se por células de tamanho
pequeno e padronizado, com escassez de citoplasma e com seu nicleo discoide, porém, bem
estruturado (62). O subtipo L2 ndo apresenta padrées em suas formas e sdo maiores com
relagdo ao subtipo L1. O nucleo se mostra irregular e semelhante ao citoplasma (52). As
células do subtipo L3 tém forma idéntica e tamanho padrdo, com o nucleo oval ou redondo,
apresenta vacuolos no citoplasma e sdo normalmente maiores que as células do subtipo L1. A
FAB ainda considera 0s seguintes parametros: relacdo nucleo citoplasma, presenca e nimeros
de nucléolos, regularidade da membrana nuclear e tamanho da célula (Figura 7) (62,63).

A

Figura 7. Subtipos de Leucemia Linfoide Aguda de acordo com a FAB. (A) célula
cancerosa, (B) célula tipo L1, (C) célula tipo L2, (D) célula tipo L3. Fonte: Shafique (2018)

No ano de 2016 foi publicada a quarta edicdo da classificacdo pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) de tumores e tecido hematopoiéticos e linfoides, em colaboracéo
com a Sociedade de Hematopatologia e a Associacdo Europeia de Hematopatologia. A
ocasido reuniu mais de 100 profissionais. Entre eles estiveram presentes patologistas,
hematologistas, oncologistas e geneticistas de todo o mundo. A revisdo da quarta edigdo
seguiu 0s mesmos principios das anteriores e esta alinhada nos seguintes critérios:
caracteristicas clinicas, morfologia, imunofenotipagem, citogenética e genética molecular
(Tabela 1). O objetivo desta reunido foi apontar as inovagdes e descobertas recentes sobre

neoplasias mieloides, linfoides e leucemia aguda (58).

Tabela 1. Classificacdo da OMS (2016) para leucemias linfoides agudas.
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Neoplasia de células Linfoide

Leucemias agudas de linhagem ambigua

Leucemia aguda indiferenciada

Leucemia aguda de fen6tipo misto (MPAL) comt (9; 22) (q34.1; q11.2); BCR-ABL1
MPAL com t (v; 11923.3); KMT2A reorganizado

MPAL, B / mieloide, NOS

MPAL, T / mieloide, NOS

Leucemia linfoblastica B / linfoma

Leucemia / linfoma linfoblastico B, NOS

Leucemia / linfoma linfoblastico B com anormalidades genéticas recorrentes
Leucemia / linfoma linfoblastico B comt (9; 22) (q34.1; q11.2); BCR-ABL1
Leucemia / linfoma linfoblastico B comt (v; 11923.3); KMT2A reorganizado
Leucemia / linfoma linfoblastico B comt (12; 21) (p13.2; q22.1); ETV6-RUNX1
Leucemia / linfoma linfoblastico B com hiperdiploidia

Leucemia B-linfoblastica / linfoma com hipodiploidia

Leucemia / linfoma linfoblastico B comt (5; 14) (g31.1; q32.3) IL3-IGH
Leucemia / linfoma linfoblastico B comt (1; 19) (q23; p13.3); TCF3-PBX1
Entidade provisoria: leucemia / linfoma linfoblastico B, semelhante a BCR-ABL1
Entidade provisoria: leucemia / linfoma linfoblastico B com iAMP21

Leucemia T-linfoblastica / linfoma

Entidade provisoria: leucemia linfoblastica precursora de células T precoce
Entidade provisoria: leucemia / linfoma linfoblastico de células natural Killer (NK)

Fonte: Arber et al. (2016)

A presenca de alteracGes no nimero de cromossomos (aneuploidia) esta presente em
50% dos casos de leucemias agudas infantis, 20-30% das criangas apresentam hiperdiploidia
alta e em 1% das criancas com LLA esta presente a hipodiploidia baixa (31-39 cromossomos).
O cromossomo 21 é frequentemente mais afetado pelo ganho de cromossomos e cerca de 90%
dos pacientes com hiperdiploidia alta ja tiveram trissomia ou tetrassomia nesse cromossomo
(64).

A hiperdiploidia est4 associada a mutacfes em proteinas Ras, que podem originar
genes como NRAS, envolvido na leucemia mieloide cronica (LMC), além de modificacbes na
cromatina e a resultados desfavoraveis no progndstico (65). Em contrapartida, a hipodiploidia

é altamente recorrente em individuos com LLA com ocorréncia de delecdo do gene IKZF2 ou
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mutacdes no gene TP53, assim como esta associada a um progndstico ruim (66). Além das
alteracbes numéricas, anormalidades estruturais também estdo presentes, como ETS variante
6, um fator de transcri¢do relacionado a Runtl (ETV6-RUNX1), que ocorre em 15-25% dos
pacientes com leucemia linfoide aguda (67). Outra translocagdo muito comum €é o fator de
transcricdo 3 — PBX homeobox 1 (TCF3-PBX1), causada por t (1;19) (g23; p13) observada
em 5-10% das pessoas com LLA. Essas translocagbes implicam diretamente na resposta do

paciente ao tratamento (68).

2.4.1 Epidemiologia das leucemias

A estimativa mundial mostra que ocorreram 474,5 mil casos sendo 269,5 mil novos
casos de leucemia na populacdo masculina, com um risco de 6,3/200 mil homens e 205 mil
novos casos em mulheres, cerca de 4,5/100 mil, no ano de 2020 (69). A maior incidéncia de
casos de leucemias esta concentrada em paises com altos indices de desenvolvimento humano

como: Australia, Nova Zelandia, Estados Unidos, Canada e grande parte da Europa (70).

No Brasil, estima-se um total de 5.920 mil novos casos de leucemia em homens e
4.890 mil novos casos de leucemia em mulheres para o triénio 2020-2022, sendo 5,67/100 mil

entre homens e 4,56/100 mil entre as mulheres (Figura 8) (53).

Mulheres
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Figura 8. Taxa de incidéncia ajustada para casos de leucemia por 100 mil homens e
100 mil mulheres, estimados para o0 ano de 2020. Fonte: Dieguez (2019).
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Dentre os mais frequentes canceres na populacdo masculina, sem considerar 0s
tumores de pele ndo melanoma, a leucemia é o 5° cancer mais frequente na regido Norte do
Brasil (4,45/100mil). A mortalidade para o ano de 2017 foi de 4.795 mil 6bitos, sendo
4,75/100 mil entre homens e de 4,25/100 mil entre mulheres (71). No ano de 2020, o
Amazonas apresentou uma taxa estimada de leucemia de 5,78/100 mil entre os homens e
4,86/100 mil entre as mulheres (71).

A cidade de Manaus foi classificada em 2° lugar com maior taxa de incidéncia de
leucemias infantis no ano de 2010. No ano seguinte, a capital amazonense ocupou 0 primeiro
1° com maior taxa de incidéncia do Brasil, apresentando 76,8 casos por milhdo de habitantes,
aumentando para 87,1 milhdes de casos em 2016 (72—74). Em 2020 a incidéncia estimada de
casos de leucemias em Manaus, foi de 6,18/100 mil entre homens e 5,75/100 mil entre
mulheres (53).

Por existir apenas uma Fundacdo de Vigilancia Hematolégica no Amazonas
(FHEMOAM) e pela grande extensdo territorial da regido amazodnica, o centro enfrenta

desafios relacionados a subnotificacdes de novos casos de leucemias infantis no estado (74).

2.4.2 Imunopatogenia da LLA

Na LLA é comum expressdes de genes que sdo capazes de transformar o fendtipo
celular, resultado da ocorréncia de transloca¢des, mutacoes e dele¢bes cromossdémicas, como
ja mencionado (75). Muitos dos produtos dessas alteracdes sdo fatores de transcri¢do, aos
quais tem a capacidade de interagir com o DNA, ocasionando uma interferéncia nas cascatas
regulatorias do crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia de células sanguineas normais.
Tais alteragdes contribuem com a expressdo de genes supressores de tumores, 0 que
favorece a desregulacéo do sistema imunoldgico nos combates a diferentes infecgbes (76). As
infeccdes sdo bastantes associadas ao desenvolvimento de LLA e segundo os modelos de Mel
Greaves e Leo Kinlen isso pode se dar por meio de infeccdes de origem tardia ou atraves de

interacdes de populagdes infectadas com populagdes sadias (77,78).

Segundo Mel Greaves (2018), o desenvolvimento de LLA passa por duas fases

diferentes. A primeira fase ocorre in Gtero com a formacdo de gene pré-leucémico, resultado
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de alteragBes cromossdémicas como hiperdiploidia. A segunda fase se da pela aquisicdo de
modificacbes genéticas secundarias a partir das primeiras semanas apds o parto, como € o
caso da fusdo de genes (ETV6-RUNX1). Acredita-se também que as repostas imunoldgicas
anormais a processos infecciosos, como o aumento da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias
de maneira desordenada podem resultar em mutacOes relacionadas ao desenvolvimento de
LLA (79).

A variante ETV6-RUNX1 foi estudada em modelos como zebrafish, camundongos e
em células animais para avaliar seu papel na LLA (80-82). O gene RUNX1 codifica a
subunidade o do fator que regula independentemente a formagdo das células hematopoiéticas.
A fusdo quimerica ETV6-RUNXL desregula o processo de hematopoese desfavorecendo a
criacdo e maturacdo de células imunes e seus fatores de crescimento, como por exemplo, a
interleucina IL-2 responsavel pela proliferacdo de células T com efeitos antitumoral e
microbiano (83). Os modelos sugeriram o envolvimento do gene ETV6-RUNX1 como um
oncogene fraco, estando relacionado com a proliferagdo ou sobrevivéncia de células pr6-B ou
pré-B (84). As células ETV6-RUNX1* LLA expressam receptores funcionais de eritropoietina
(EPO) e em modelos de celulas humanas e animais observou-se que esses receptores podem
favorecer um sinal de sobrevivéncia para ETV6-RUNXL, resultando em expressdo de células
pré-leucemicas (85). A fusdo de ETV6-RUNX1 € insuficiente para o desenvolvimento de
LLA, no entanto os clones desse gene associados a outras mutac@es, incluindo o Cdkn2a e
Pax5 podem progredir para LLA (86,87).

Leo Kinlen, médico e epidemiologista, apds verificar um aumento significativo de
casos de LLA prdéximo as usinas nucleares no Reino Unido, prop6s que o0s casos fossem
ocasionados por uma sintomatologia rara ou anormal a uma infeccdo de baixa patogenicidade,
supostamente viral, em uma populacdo que migrou para a zona rural do Reino Unido (88,89).
O epidemiologista sugeriu que onde ocorreu o influxo de adultos e familias infectados em
zonas mais isoladas como as rurais, a taxa de incidéncia de infeccdes foi aumentada,

principalmente em pessoas com menos de 25 anos (77,89).

As hipoteses de Greaves e Kinlen ganham mais evidéncia quando associadas a
mecanismos celulares do sistema imunolégico. Um exemplo desses mecanismos sdo as
alteracbes nas respostas de células T (78). Essas respostas alteradas podem resultar na

excessiva liberacdo de quimiocinas e citocinas envolvidas na inflamacdo, como as
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interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8, aumentando dessa forma a acdo inflamatdria, contribuindo
com a producdo e morte programada de células de defesa e suprimindo a hematopoese (16).
Uma vez que hd uma desregulacdo no sistema imunoldgico, as células pré-leucémicas
aumentam a proliferacdo de seus clones. Essa expanséo de células pré-leucémicas, resulta em
mutacdes secundarias espontaneas ou resultantes da acdo de radicais livres (ROS). Por
consequéncia dessa proliferacdo, ocorrem erros no processo inflamatorio, aos quais estdo
associados com o0 aumento ou diminuicdo de agentes inflamatérios, dando origem a um

estresse proliferativo (figura 9) (78).
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Figura 9. Um modelo de selecdo de células pré-leucémicas derivadas de uma infeccdo por
estresse proliferativo. Os clones pré-leucémicos TEL-AML1, estdo envolvidos na supressdo do
processo de hematopoese, o que contribui para 0 aumento da quantidade de células imaturas
na circulacdo, as quais sdo incapazes de combater, de forma eficaz, as infeccdes e com isso 0s
seus clones sdo proliferados causando um crescimento seletivo dando origem a leucemia
linfoide aguda. Fonte: adaptado de Greaves et al., (2006).

O estresse proliferativo, proveniente de uma desregulacdo, precisa ser diminuido e
para isso o sistema imune dispde de ferramentas responsaveis pela regulacdo e homeostasia
do organismo, chamadas de checkpoints (90). Como por exemplo o antigeno linfocitario T
citotoxico (CTLA-4) e a via de apoptose constituida pelas proteinas PD-1 e seus ligantes PD-
L1 e PD-L2 (90). Os checkpoints desempenham papéis importantes na inibicdo e estimulacédo
de atividades das células T, além de serem importantissimos na tolerancia imunolégica (91).
Entretanto, varios tipos de céanceres possuem a capacidade de anular essas respostas

regulatorias, um exemplo séo as leucemias. Muitos checkpoints sdo inibidos na LLA devido a
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alta carga tumoral e proliferacdo celular. Essas neoplasias hematologicas acabam se

estabelecendo antes mesmo da acdo dos checkpoints (90).

2.4.3 LLA e susceptibilidade as infecgdes

A sobrevida dos pacientes com LLA vem aumentando com a utilizagdo dos atuais
protocolos de tratamentos (92). No entanto, a intensificacdo das doses medicamentosas esta
associada ao aumento das infecgdes (93). De acordo com O’Connor e colaboradores (2014), a
frequéncia de mortes é equivalente a 2-4% dos pacientes e a principal causa sao
principalmente as infec¢es bacterianas (93). Fatores como Sindrome de Down, sexo
feminino e intensidade medicamentosa na quimioterapia estdo relacionados ao aumento do

risco de mortalidade (94).

As medicacdes podem ser substituidas de acordo com a necessidade de cada paciente,
no entanto, uma simples mudanca dos medicamentos administrados na fase de inducdo pode
acarretar em uma elevagdo do indice de mortes, como é o exemplo da troca de prednisona
(40mg/m? diariamente) por dexametasona (6mg/m? diariamente), cuja mudanca ocasionou

em quatro mortes toxicas no estudo de Hurwitz et al., (2000) (95).

Individuos acometidos com LLA, imunossuprimidos devido ao tratamento
quimioterapico, estdo suscetiveis ao desenvolvimento de neutropenia em decorréncia de
infeccbes oportunistas que podem ocorrer também em decorréncia da influéncia de
polimorfismos existentes nos gene de algumas citocinas, como por exemplo a IL-10, IL-15 e
TFNa (96). As principais causas que levam a neutropenia na corrente sanguinea sao infeccoes

por bactérias, virus e fungos (97).

Em estudo realizado por Joyce e colaboradores (2015), 197 pacientes apresentaram
587 episodios de neutropenia febril e os microrganismos encontrados foram: uma proporc¢édo
igual de bactérias gram-positivas e gram-negativas (36,4%), virus (17,4%) e fungos (8,4%)
(97).

Em uma outra pesquisa feita por Inaba e colaboradores (2017) com 419 pacientes com
LLA em tratamento, foi relatado 1107 ocorréncias de neutropenia febril, seguida por

infeccBes no trato respiratorio superior (389 casos), no ouvido (151 casos), na corrente
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sanguinea (147 casos) e no trato gastrointestinal (147 casos) (98). O quadro de neutropenia
febril e as outras infeccbes foram maiores na fase de inducdo e reinducdo. As infeccdes
labiais, do trato gastrointestinal, urinario e fungicas, também estavam presentes nesta fase
(98).

A IL-10 é uma importante citocina envolvida nas respostas anti-inflamatdrias,
produzida por células Th2, macr6fagos, mondcitos ativados entre outros (99). Essa citocina
apresenta 3 polimorfismos na sua regido promotora: -1086, -819 e -592. O polimorfismo -819
e -592, foram associados a desregulacdo da producéo de IL-10 e sugeriram que esses SNPs,
estdo envolvidos na producdo de niveis altos dessa citocina(99). Segundo Ding et al., (2013),
o polimorfismo -592 contribuiu para a suscetibilidade ao cancer gastrico e ao linfoma de néo-
Hodgkin (100).

A interleucina IL-15 € um importante componente do sistema imunoldgico e esta
envolvida na ativacdo e diferenciacdo de células natural killer, linfécitos T e B, bem como a
manutencdo de células T de memoria (101). Alem disso, desempenha um papel importante na
hematopoese, controlando a sobrevivéncia, diferenciacdo e proliferacdo de células normais e
leucémicas (102,103). Alguns estudos demonstraram associacdo de niveis altos de IL-15 ao
crescimento de células tumorais e sua infiltracdo em orgdos (103,104). A IL-15 possui 5
polimorfismos, e no estudo de Dandan e et al., (2010), os haplotipos ACAC, CAGT e CCAT
foram associados ao desenvolvimento de LLA em adultos, enquanto que o haplotipo CCAT
conferiu suscetibilidade a LLA-T (105).

O fator de necrose tumoral alfa, TNFa, ¢ uma citocina pro-inflamatéria envolvida na
inflamacéo sistémica, diferenciacdo e proliferacdo de células do sistema imunologico (106).
Ela é produzida por macréfagos, linfocitos T e B, neutréfilos e também por fibroblastos,
células do musculo liso dentre outras (107). A TNFa possui um polimorfismo na regido
promotora, na posicdo -308. O estudo realizado por Power et al.,, (2007), observou a
associacdo do polimorfismo -308 A/A e a progressdao da Sindrome Mielodisplasica (107).
Segundo Wunderik e colaboradores (2003), os pacientes em quimioterapia apresentam maior
suscetibilidade as infeccdes e a presenca do polimorfismo -308 pode agravar os sintomas de

pacientes com linfoma (108).
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O quadro de infeccdo pode ser explicado pelo estado deprimido do sistema
imunolégico inato (109). Essa alteragdo pode estar envolvida com as suas vias de defesa,
como por exemplo, a via da lectina, dependente da proteina lectina ligante de manose (MBL),
proteina responsavel pela opsonizacdo e ativacao do sistema complemento (109).

No estudo de Schmiegelow (2002), realizado em 137 criancas com LLA e 250
criancas saudaveis, foi observado que os gendtipos XA/O ou O/O, ligados a niveis baixos de
MBL sérico, estava associado a um risco aumentado de suscetibilidade a infeccbes e a
neutropenia febril (110).

Em um outro estudo realizado por Merlen (2015), com o objetivo de avaliar 0s niveis
de MBL e antitrombina (AT) plasméatica em pacientes submetidos a terapia com L-
asparaginase, foi observado que esse agente terapéutico prejudica a sintese de proteinas
plasmaticas. Os resultados deste estudo sugeriram que os niveis de MBL e AT séo diminuidos
em pacientes com LLA submetidos a terapias prolongadas de L-asparaginase, e que isso esta

relacionado ao risco aumentado de desenvolver trombose ou neutropenia febril (111).

Segundo Jack et al, (2001), a proteina MBL também influencia na producdo de
citocinas pelos leucocitos, e em pacientes submetidos a tratamento quimioterapico apresenta
diminuicdo dessa producéo, o que implica em um risco aumentado do desenvolvimento de

neutropenia febril e suscetibilidade as infeccbes (112).

Alteracdes nos niveis plasmaticos de MBL ou polimorfismos nesse gene podem estar
envolvidos com a suscetibilidade as infeccbes em pacientes leucémicos. Isso apoia a
importancia da avaliacdo dos niveis séricos destes pacientes e a caracterizacdo do
polimorfismo do gene MBL em nossa regido, afim de adquirir um melhor entendimento sobre

esses aspectos para contribuir com uma boa conduta clinica.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Caracterizar os polimorfismos do éxon 1 do gene MBL2 em pacientes portadores de
LLA e investigar a possivel correlacdo dos genotipos com o aumento da suscetibilidade as
infeccdes.

4.2 Especificos

v' Descrever as frequéncias dos alelos e gendtipos dos polimorfismos do éxon 1 do gene
MBL2 em pacientes com LLA;

v" Correlacionar os niveis séricos de MBL com os genétipos do éxon 1 do gene MBL2 na
populacdo estudada;

v Investigar a possivel associagdo entre os polimorfismos do éxon 1 do gene MBL2 e a

suscetibilidade as infec¢cdes em pacientes com LLA.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo exploratério descritivo. Foram utilizadas 122 amostras de
sangue de pacientes com leucemia linfoides aguda (LLA) atendidos na Fundagdo Hospitalar
de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas (FHEMOAM). As amostras ja foram
coletadas, uma vez que este estudo é continuidade de outra pesquisa envolvendo o perfil
sorologico de infecgdes virais nesses pacientes, ja finalizado. Para o armazenamento e
descarte das amostras, foram seguidas as diretrizes descritas na resolugcdo 079/2014 do
GHEMOAM.

Com o intuito de obter dados com informagdes clinicos acerca dos pacientes
envolvidos no estudo, foi efetuada uma pesquisa no banco de dados do HEMOAM, onde foi

investigado o histdrico clinico de cada paciente correspondente as amostras utilizadas.

Este estudo foi realizado no Laboratério de Virologia e Imunologia do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA) e na Fundacdo HEMOAM.

5.2 Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), sob CAAE: 25710819.0.0000.0009,
de acordo com o numero de parecer: 5.081.493, conforme o que determina a resolucéo
466/2012 do Conselho Nacional de Saude (CNS).

5.3 Extracdo do DNA

O DNA foi extraido in house, seguindo um protocolo padronizado, utilizando o
reagente Brazol (Fenol cloroformio), que ocorreu em duas etapas: etapa de extracdo e etapa de
precipitacdo do DNA. O processo de extracdo do DNA consistiu na utilizacdo de 200 uL de
buffy coat (papa de leucécitos) das amostras de sangue dos pacientes. Foi adicionada 400 uL
de Brazol a 4°C em um tubo contendo a amostra e apés a homogeneizacdo foi adicionada 100

uL de cloroférmio 4°C que também foi homogeneizado. Os tubos com as amostras e
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reagentes foram levadas para centrifugacdo por 12 minutos a 10.000 rpm em temperatura

ambiente.

Apds a centrifugacgdo outro tubo previamente identificado foi utilizado para o deposito
do sobrenadante. Nesse momento iniciou-se a segunda etapa do protocolo, a de precipitacao.
Foi adicionado 500 uL de Etanol 100% a 4°C na amostra extraida. Em seguida a amostras foi
homogeneizada durante 15 segundos no vortex. Em seguida o alcool foi descartado e foi
realizada novamente a adicdo de 500uL de alcool e seguiu igual a etapa anterior. Ap0s isso a
amostra foi colocada em um termo bloco a 56°C por 10 minutos com o intuito de realizar a
precipitacdo do etanol restante e permanecer o DNA purificado. Ao final foi adicionada dgua
estéril sem DNAse/RNAse para hidratacdo e posterior armazenamento. Com o intuito de
observar a quantidade de DNA extraido por ng, foi utilizado o equipamento NanoDROP
1000.

5.4 Investigacéo dos polimorfismos do éxon 1 do gene MBL2

5.4.1 Determinacéo dos Alelos MBL*A, MBL*B e MBL*C

Um fragmento de 349 pb do gene MBL2 (éxon 1) foi amplificado a partir do DNA de
pacientes com LLA. A reacdo de amplificagdo foi realizada com um volume total de 50 pL
contendo: DNA extraido (500 ng); dNTP (225 uM cada); iniciadores (5 uM cada); KCI (50
mM); MgCl (2,5 mM); Tris-HCI (pH 8,3; 10 mM); e Taq DNA polimerase (0,5 U) (113). O
par de iniciadores envolvido nesta reacao foi: mbIEO1 (5°-
AGTCGACCCAGATTGTAGGACAGAG-3’) e mblE02 (5°-
AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3’). A reacdo de amplificacdo ocorreu com um
ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos com a seguinte
configuracdo: 94 °C por 30 segundos; 58 °C por 60 segundos; e 72 °C por 120 segundos
(114).

A identificacdo da presenca dos alelos MBL*A, MBL*B e MBL*C foi realizada pela
digestdo enzimatica do produto amplificado (349 pb) utilizando as endonucleases de restri¢do
BshNI e Mboll. A endonuclease Banl sera responsavel por clivar o alelo MBL*A em dois

fragmentos (260 pb e 89 pb), enquanto o alelo MBL*B somente esteve presente caso nao
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houvesse a digestdo. A atividade da endonuclease Mboll, por sua vez, resultou no corte do
alelo MBL*C em dois fragmentos (279 pb e 70 pb) (114).

5.4.2 Determinacéo do Alelo MBL*D

Para a determinacdo do alelo MBL *D foi utilizada a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase - PCR com sequéncias de iniciadores especificos para a mutacdo *D (268pb). A
reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume total de 25 uL contendo: DNA extraido
(500 ng); dNTP (225 uM cada); iniciadores (5 uM), KCI (50 mM); MgCl, (1,1 mM); Tris-
HCI (pH 8,3; 10 mM); e 0,5 U de Tag DNA polimerase (0,5 U). A reacdo de amplificacdo
ocorreu com um ciclo de desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos com
a seguinte configuracdo: 94 °C por 20 segundos; 62 °C po 20 segundos; 72 °C por 30
segundos. Ao término, seguiu com 1 ciclo de extenséo final a 72 °C por 5 minutos. O par de
iniciadores envolvidos nesta reacao foi: sspMBP1la (5°-
CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG-3’) e 52-D (5-TCTCCCTTGGTGCCATCACA-
3”), responsaveis por amplificar as regides 617nt-640nt e 887nt-868nt, respectivamente
(113).

Com o objetivo de determinar a ocorréncia da mutacdo *D em homo ou heterozigose
com os alelos MBL*A, MBL*B e MBL*C, foi realizada uma segunda PCR utilizando as
mesmas condicOes descritas acima. Para esta segunda reacdo foi utilizada o seguinte par de
iniciadores: sspMPBla (5’-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAG-3’) e 52-ABC (5’-
TCTCCCTTGGTGCCATCACG-3") responsaveis por amplificar as regides 617nt-640nt e
887nt-868nt, respectivamente. A ocorréncia da variante *D foi determinada pela presenca do

fragmento de DNA amplificado.

5.4.3 Eletroforese

Os produtos das amplificacGes e digestdes enzimaticas foram visualizados apds
eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose (2%), em tampdo TAE 1x (TrisBase 1,6
M; Acetato de sédio 0,8 M; EDTA-Na, 40 mM/1000 mL &gua deionizada), corado com
brometo de etidio (10mg/mL), mediante a utilizagdo de transiluminador com fonte de luz

ultravioleta.
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5.5 Dosagem da MBL sérica

A concentracdo da proteina MBL sérica foi avaliada no plasma dos pacientes
utilizando um ensaio imunoenzimatico comercial (Invitrogen, EUA). O ensaio empregado foi
do tipo "sanduiche", em que a placa foi sensibilizada com um anticorpo anti-MBL. A primeira
etapa consistiu na diluicdo das amostras em uma propor¢do de 1:800, utilizando o diluente
fornecido no kit. Em seguida, os reagentes (biotina e estreptavidina) e os padrdes foram
diluidos de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Posteriormente, 100 puL das amostras e dos padrdes foram adicionados aos pogos da
placa para permitir a ligagdo com o anticorpo de captura imobilizado. Apos um tempo de
incubagdo de 2 horas e 30 minutos, seguido de lavagens, adicionou-se 100 pL de biotina, a
incubando por 1 hora a temperatura ambiente. Apos novas lavagens, adicionou-se 100 pL de
estreptavidina e incubou-se por 45 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, apos as
lavagens, acrescentou-se 0 substrato para reagir com o complexo formado e a placa foi
mantida em ambiente escuro durante 30 minutos, gerando um sinal mensuravel. Apés a
adicdo da solugdo de parada, a placa foi levada até o leitor de microplaca para a leitura em
450nm.

A intensidade desse sinal foi diretamente relacionada com a concentracdo de MBL na
amostra. A concentracdo por ng foi determinada por meio de uma interpolacéo utilizando os

padrdes fornecidos pelo kit, através do programa Prisma 8.

5.6 Analise Estatistica

As frequéncias dos alelos do gene MBL2 foram comparadas através do teste t de
Student ndo pareado para a amostra total de 122 pacientes com LLA. As associacdes entre 0s
alelos e fatores que predispdem a suscetibilidade as infec¢es foram medidas pela analise de
Odds Ratio (OR). Foi utilizado o chi-quadrado com correcdo de Yates para comparacfes da
frequéncia de cada alelo e genétipo estudado. Resultados com valores de p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Todos os testes foram feitos no programa
GraphPad Prism 8.
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6. RESULTADOS

6.1 Frequéncia alélica e genotipica do gene MBL2 na populacéo estudada

Neste estudo, foi analisado um total de 122 pacientes portadores de Leucemia Linfoide
Aguda (LLA) atendidos na Fundagdo HEMOAM. Dentre eles, 76 eram do sexo masculino e

46 do sexo feminino, com idades variando entre 2 e 63 anos.

Os resultados obtidos demonstraram que, para o codon 54 (rs1800450), a frequéncia
alélica do alelo selvagem MBL*A (0,37) foi maior em comparagdo com o alelo MBL*B (0,31),
conforme pode ser observado na Tabela 2. Quanto ao codon 52 (rs5030737), a frequéncia
observada do MBL*D (rs5030737) foi de 0,32, sendo a variante alélica mais prevalente. O
alelo MBL*C (rs1800451) néo foi detectado na populacédo estudada.

Tabela 2. Frequéncia alélica do éxon 1, gene MBL2 em pacientes portadores de LLA.

Alelos N (F*)
MBL*A 92 (0,37)
MBL*B 75 (0,31)
MBL*C -
MBL*D 77 (0,32)
Total 244 (1,00)

*F = frequéncia alélica

Ao se considerar a presenca de alelo polimérfico O (B ou D) foi observado uma
frequéncia de 0,63 (Tabela 3). Ao realizar a analise dos alelos em relacdo a homozigose ou
heterozigose, verificou-se que o gendtipo mais frequente foi o A/O (0,49) e o menos frequente
0 A/A (0,13). Ao realizar a soma dos genétipos A/O (0,49) e O/O (0,38), observou-se uma

frequéncia total de 0,87.

O alelo MBL*D foi observado com uma frequéncia de 0,63 quando em heterozigose

com qualquer outro alelo, ndo sendo encontrado em gendtipo homozigoto (Tabela 3). Quanto
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ao alelo MBL*B, sua frequéncia foi de 0,45 em heterozigose com qualquer outro alelo e de

0,08 no gendtipo heterozigoto.

Tabela 3. Variantes genotipicas e frequéncia alélica do éxon 1, gene MBL2 em pacientes

portadores de LLA.

N F*
Codon 52 ""AD" variante (rs5030737)
Genotipos
—/— 45 0,37
—/D 77 0,63
D/D 0 0,00
—/D + D/D 77 0,63
Codon 54 ""AB" variante (rs1800450)
Gendtipos
—/— 57 0,47
—/B 55 0,45
B/B 10 0,08
—/B + B/B 65 0,53
Total
Alelos
A 92 0,37
o) 152 0,63
Gendtipos
A/A 16 0,13
A/O 60 0,49
0O/0 46 0,38
A/O + 0/O0 106 0,87
O "="denota qualquer outro alelo

*F = frequéncia alélica

Ao realizar a estratificacdo dos resultados com base no sexo dos pacientes, constatou-

se que a frequéncia dos alelos MBL*A, MBL*B e MBL*D na popula¢do masculina foi de 0,22

0,18 e 0,21, respectivamente. Na populacdo feminina, essas frequéncias foram de 0,26, 0,20 e
25 0,17, respectivamente (Tabela 4). Nota-se que a variante alélica O (MBL*B ou MBL*D) foi

um pouco mais frequente em pacientes masculinos (0,39) em relacdo as pacientes do sexo

feminino (0,37). Ao analisar as frequéncias genotipicas, observou-se uma maior ocorréncia de

gendtipos heterozigotos (A/O). O gendtipo A/B foi mais frequente em mulheres (0,22) do que

em homens (0,12), enquanto o gendtipo A/D foi mais frequente em homens (0,35) do que em
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mulheres (0,30). Portanto, os genotipos heterozigotos (A/O) foi mais frequente entre os

homens (tabela 5).

Embora ndo haja uma associagdo direta entre a frequéncia do polimorfismo e a faixa
etaria, devido a sua natureza de heranca genética, este estudo realizou uma estratificacdo
sistematica das frequéncias alélicas e genotipicas de acordo com a faixa etaria, com o objetivo
de fornecer uma descri¢do detalhada dos dados obtidos (Tabela 4). Observou-se uma maior
propor¢do de individuos com idades entre 1 e 10 anos (n=62) na populacdo estudada,
enquanto a faixa etéria de 21 a 30 anos apresentou menor nimero de participantes (Tabela 4).
Foi identificada uma maior frequéncia do alelo MBL*A (0,27) na faixa etaria de 21-30 anos.
Quanto aos alelos variantes, o alelo MBL*B apresentou maior frequéncia entre individuos de
1 a 10 anos (0,21), enquanto o alelo MBL*D foi mais frequente em individuos com idades
entre 21 e 30 anos (0,26).

Ao avaliar as frequéncias genotipicas, verificou-se que o gendtipo B/D foi mais
frequente em individuos com idade entre 1 e 10 anos (0,32) e entre 11 e 20 anos (0,21). O
genotipo A/D apresentou maior frequéncia em individuos com idade entre 21 e 30 anos
(0,53). Em participantes com idade acima de 30 anos, foi observada uma maior frequéncia do
gendtipo B/D (0,35) (Tabela 5).

Tabela 4. Frequéncia alélica éxon 1, gene MBL2 em pacientes portadores de LLA em relagéo
a0 sexo e idade.

Alelos N (F*)
Pacientes N (%) A B D O
Sexo
Masculino 76 (62,30) 54 (0,22) 46 (0,18) 52(0,21) 98 (0,39)
Feminino 46 (37,70) 38(0,26) 29 (0,20) 25(0,17) 54 (0,37)
Idade
01-10 62 (50,82) 44 (0,22) 43(0,21) 37(0,18) 80 (0,39)
11-20 33 (27,05) 28(0,27) 18(0,17) 20(0,19) 38(0,37)
21-30 13 (10,66) 10(0,24) 5(0,12) 11(0,26) 16 (0,38)
>30 14 (11,47) 10(0,21) 9(0,20) 9(0,20) 18 (0,39)

*F = frequéncia alélica
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Tabela 5. Frequéncia dos gen6tipos do éxon 1 do gene MBL2 de acordo com o sexo e idade
da populagéo de estudo.

Gendtipos N (F*)

A/O 0/0
Pacientes N
(%) AA AB AD BB BD
Sexo
9 27 6 25
Masculino 76 (62,30) (0,12) 9(0,12) (0,35) (0,08) (0,33)
7 10 14 4 11
Feminino 46 (37,70) (0,15) (0,22) (0,30) (0,09) (0,24)
Faixa
etaria
8 11 17 6 20
01-10 62 (50,82) (0,13) (0,18) (0,27) (0,10)  (0,32)
6 13 4
11-20 33 (27,05) (0,18) 3(0,10) (0,39) (0,12) 7(0,21)
1
21-30 13 (10,66) (0,08) 1(0,08) 7(0,53) - 4 (0,31)
1
>30 14 (11,47) (0,07) 4(0,29) 4(0,29) - 5 (0,35)

*F = frequéncia dos genotipos

6.2 Niveis séricos de MBL de acordo com 0s genotipos

Né&o foi encontrada associacdo entre os niveis sericos de MBL e 0s genotipos, uma vez
que as diferencas observadas entre os genotipos A/A vs. A/O (p=0,577), A/O vs. O/O
(p=0,668) e A/A vs. O/O (p=0,420) ndo foram estatisticamente significativas (p>0,05) (Figura
10). No entanto, o genotipo A/A apresentou as maiores concentracdes de niveis séricos na
média entre os grupos (377,7 £ 257,4), seguida das concentracdes do genotipo A/O (344,8
195,2) e do gendtipo O/O (328,5 + 189,5).
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Figura 10. Correlagdo dos niveis sericos da proteina MBL com 0s genotipos gerais A/A,
A/O, O/O e estratificados A/B, A/D, B/B e B/D do éxon 1, gene MBL2.

6.2 Associacdo dos polimorfismos do exon 1 do gene MBL2 e a suscetibilidade as

infeccdes.

Um total de 239 casos de infec¢éo ocorreu na populacdo de estudo no periodo de 2015
a 2023 (Tabela 6). Dentre esses casos, 103 foram infeccdes parasitarias, 69 bacterianas, 48
virais, e 19 fungicas. Nao foi observado associacdo significativa entre a suscetibilidade as

infeccdes e 0s gendtipos encontrados na populacéo estudada (p>0,05).

Ao descrever as associacfes entre a presenca de polimorfismos no éxon 1 do gene
MBL2 e os tipos de infec¢bes em pacientes com LLA, observamos a prevaléncia de infeccdes
parasitarias 39 (37,86%) maior nos pacientes com o genotipo A/O em relacdo aos outros
genotipos, principalmente pacientes com o genétipo A/D, 26 (66,67%) (Tabela 6). De modo
semelhante aconteceu entre os pacientes portadores do genotipo A/B, onde se observou um
maior numero de infecgdes parasitarias 13 (33,33%). Além disso, observou-se uma maior
quantidade de infeccbGes parasitarias quando somados o0s genotipos polimérficos em
homozigose e heterozigose (O/O+A/O) 83 (80,58%), em relagdo a demais infecgcdes
associadas aos genotipos. No geral, as infeccbes parasitarias foram as mais frequentes em

todos 0s gendtipos.
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As infecgdes bacterianas foram observadas com maior frequéncia em pacientes
portadores do genotipo A/O (46,38%). Do total de 32 casos de infeccdo observados em
portadores do gendtipo A/O, 11 (34,37%) casos ocorreram em pacientes portadores do
genotipo A/B e 21 (65,63%) do genotipo A/D (Tabela 6). Além disso, foram identificados 27
casos (39,13%) de infeccbes bacterianas em pacientes com o gen6tipo O/O, sendo 17
(62,96%) portadores do genotipo B/D e 10 (37,04%) do gendtipo B/B.

Em relacdo as infeccBes virais, foi observada uma maior incidéncia em pacientes
portadores do gendtipo A/O, com um total de 21 (43,75 %) casos (Tabela 6). Desses casos, 11
(52,38%) ocorreram em pacientes com o gendtipo A/D e 10 (47,62%) em pacientes com 0
genotipo A/B. Além disso, foram observados 9 (18,75%) casos em pacientes com 0 gendtipo
O/0, sendo 4 (44,44%) casos em pacientes com o gendtipo B/B e 5 (55,56%) casos em

pacientes com o genotipo B/D.

Por outro lado, as infecc¢Bes fungicas foram menos frequentes em comparagdo com as
demais infeccBes. Semelhante as outras infeccOes, as infecgbes flangicas também
apresentaram uma maior frequéncia em pacientes com o genotipo A/O, com um total de 6
(31,58%) casos, sendo 3 (50,00%) casos em pacientes com o genétipo A/B e 3 (50,00%)
casos em pacientes com o genotipo A/D. Além disso, foram registrados 5 (26,31%) casos de
infeccdes fungicas em pacientes com o genotipo O/O, todos eles ocorrendo em pacientes com
0 gendtipo B/B. Né&o foi encontrada nenhuma infecgédo fungica em pacientes com o genotipo
B/D. A distribuicdo da quantidade de individuos infectados na populacdo do estudo, de

acordo com o tipo de infeccdo, pode ser observada na Tabela 6.

Tabela 6. Total de infec¢bes e individuos infectados de acordo com o tipo de infeccdo e
genadtipo.

Total de infectados  Total de infec¢des

Infeccdes (%) (%) OR (95% CI)* p**

Bacteriana

Homozigoto AA (n = 16) 6 (16,22) 10 (14,49) 1,45 (0,49-4,34) 0,344

Heterozigoto AO (n = 60) 16 (43,24) 32 (46,38) 0,71 (0,33—1,54) 0,252
AB (n =19) 4 (25,00) 11 (34,37) 0,64 (0,18-2,35) 0,368
AD (n =41) 12 (75,00) 21 (65,63) 1,55 (0,43-5,65) 0,368

Homozigoto OO (n = 46) 15 (40,54) 27 (39,13) 1,19 (0,54-2,62) 0,409
BB (n =10) 3 (20,00) 10 (37,04) 0,86 (0,19-3,92) 0,582
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BD (n =36) 12 (80,00) 17 (62,96) 1,17 (0,26-5,33) 0,582
AO+0O0 (n =106) 31 (83,78) 59 (85,51) 0,69 (0,23-2,06) 0,344
Total 37 (100,00) 69 (100,00) - -
Viral
Homozigoto AA (n = 16) 5 (20,83) 18 (37,50) 2,08 (0,65—6,69) 0,178
Heterozigoto AO (n = 60) 14 (58,34) 21 (43,75) 1,58 (0,64-3.,91) 0,22

AB (n =19) 6 (42,86) 10 (47,62) 1,90 (0,55-6,56) 0,239

AD (n =41) 8 (57,14) 11 (52,38) 0,53 (0,15-1,81) 0,239
Homozigoto OO (n = 46) 5 (20,83) 9 (18,75) 0,37 (0,13—1,06) 0,05

BB (n =10) 2 (40,00) 4 (44,44) 2,75 (0,39-19,30) 0,295

BD (n =36) 3 (60,00) 5 (55,56) 0,36 (0,05-2,55) 0,295
AO+00 (n =106) 19 (79,17) 30 (62,50) 0,48 (0,15-1,54) 0,178
Total 24 (100,00) 48 (100,00) - -
Parasitaria
Homozigoto AA (n = 16) 7 (14,58) 20 (19,42) 1,23 (0,43-3,57) 0,45
Heterozigoto AO (n =60) 22 (45,83) 39 (37,86) 0,80 (0,39—1,66) 0,341

AB (n =19) 6 (27,27) 13 (33,33) 0,72 (0,23-2,28) 0,398

AD (n =41) 16 (72,73) 26 (66,67) 1,39 (0,44—4,39) 0,398
Homozigoto OO (n = 46) 19 (39,59) 44 (42,72) 1,14 (0,54—2,41) 0,438

BB (n =10) 6 (31,58) 14 (31,82) 2,65 (0,63—11,20) 0,16

BD (n =36) 13 (68,42) 30 (68,18) 0,38 (0,09-1,58) 0,16
AO+00 (n =106) 41 (85,42) 83 (80,58) 0,81 (0,28-2,35) 0,45
Total 48 (100,00) 103 (100,00) — —
Fungica
Homozigoto AA (n = 16) 3 (30,00) 8 (42,11) 3,26 (0,75—14,20) 0,125
Heterozigoto AO (n = 60) 5 (50,00) 6 (31,58) 1,04 (0,28-3,78) 0,607

AB (n =19) 2 (40,00) 3 (50,00) 1,49 (0,23-9,75) 0,511

AD (n =41) 3 (60,00) 3 (50,00) 0,67 (0,10—4,39) 0,511
Homozigoto OO (n = 46) 2 (20,00) 5 (26,31) 0,39 (0,08—1,90) 0,196

BB (n =10) 2 (100,00) 5 (100,00) - -

BD (n =36) - - -
AO+0O (n =106) 7 (70,00) 11 (57,89) 0,31 (0,07-1,33) 0,125
Total 10 (100,00) 19 (100,00) — —

*ClI foi calculado pelo método de Woolf logit

**Teste exato de Fisher's

Ao investigar uma possivel associacdo entre 0s genotipos do éxon 1 do gene MBL2 e a

suscetibilidade as infec¢bes, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas

(p>0,05) (Figura 11). Além disso, uma analise de Odds Ratio (OR) revelou que os fatores de

exposicdo, seja um genotipo selvagem ou variante (A/O ou O/O), ndo apresentaram relacéo

ou associacdo com a suscetibilidade as infecgdes.
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Figura 11. Relacao entre os diferentes genotipos do gene MBL2, éxon 1 e a suscetibilidade as
infeccOes em pacientes com LLA.

Em relacdo aos agentes patogénicos, a bactéria Klebsiella pneumoniae foi a mais
predominante entre as infe¢gdes bacterianas, sendo responsavel por 20,29% dos casos. No que
diz respeito as infecc@es virais, a hepatite B (HBV) foi a mais comum, correspondendo a 15
casos (31,25%) das infecgdes virais. O protozoario Endolimax nana foi o mais prevalente,
responsavel por 25 casos (24,27%) de infeccBes causadas por protozoarios. Quanto as
infeccdes fungicas, o fungo Candida parapsilosis apresentou uma frequéncia significativa,
com ocorréncia em 8 casos (42,11%). Todos os patdgenos identificados estdo detalhados na
Tabela 7.

Tabela 7. Total de infeccdo de acordo com a espécie de microrganismo.

Infeccao Total (%)

Bacteriana 69 (28,87)
Acinetobacter baumannii 1(1,45)
Acinetobacter iwoffii 2 (2,90)
Enterobacter aerogenes 1(1,45)
Enterococcus faecium 1(1,45)
Escherichia coli 10 (14,49)
Klebsiella oxytoca 1(1,45)

Klebsiella pneumoniae 14 (20,29)



Kocuria kristinae 1(1,45)
Kocuria résea 1(1,45)
Pseudomonas aeruginosa 3(4,35)
Serratia marcescens 13 (18,84)
Staphylococcus aureus 5 (7,24)
Staphylococcus capitis 1(1,45)
Staphylococcus epidermidis 4 (5,79)
Staphylococcus haemolyticus 2 (2,90)
Staphylococcus hominis 1(1,45)
Staphylococcus lentus 1 (1,45)
Staphylococcus saprophyticus 3(4,35)
Staphylococcus xylosus 1 (1,45)
Stenotrophomonas maltophilia 2 (2,90)
Streptococcus faecalis 1 (1,45)
Viral 48 (20,08)
Hepatitis B virus (HBV) 15 (31,25)
Human alphaherpesvirus 1 (HSV 1) 2 (4,17)
Human alphaherpesvirus 2 (HSV 2) 2 (4,17)
Human herpesvirus 4 (EBV) 2 (4,17)
Human herpesvirus-5 (CMV) 9 (18,75)
Human T-lymphotropic virus (HTLV) 1 (2,08)
Rubivirus rubellae 8 (16,66)
SARS-CoV-2 9 (18,75)
Parasitaria 103 (43,10)
Ascaris lumbricoides 6 (5,83)
Blastocystis hominis 24 (23,30)
Endolimax nana 25 (24,27)
Entamoeba coli 6 (5,83)
Entamoeba hystolytica 7 (6,79)
Giardia lamblia 21 (20,38)
lodamoeba butschilli 6 (5,83)
Toxoplasma Gondii 6 (5,83)
Trichuris trichiura 2 (1,94)
Fungica 19 (7,95)
Candida ciferrii 2 (10,53)
Candida famata 1 (5,26)
Candida guilliermondii 4 (21,05)
Candida parapsilosis 8 (42,11)
Candida pelliculosa 2 (10,53)
Candida tropicalis 1 (5,26)
Cryptococcus laurentii 1 (5,26)

Total 239

35
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7. DISCUSSAO

A MBL é uma proteina essencial do sistema imunoldgico inato, desempenhando
funcbes bem definidas no combate a diversos microrganismos, por meio da ativagcdo do
sistema complemento (45). No entanto, é importante destacar que as variantes do éxon 1 do
gene MBL2 j& foram associadas ao aumento de suscetibilidade a diferentes infecgdes,
principalmente em individuos em situacdo de imunodepressao, como em pacientes portadores
de LLA, especialmente durante o curso de tratamentos quimioterapicos (30,68,115). Este
estudo descreve pela primeira vez a caracterizacdo do polimorfismo do éxon 1 do gene MBL2
e sua possivel associagdo com os niveis séricos de MBL e a suscetibilidade as infeccbes em
individuos portadores de LLA residentes no estado do Amazonas.

O nosso estudo identificou a presenca dos alelos MBL*A, MBL*B e MBL*D na
populacdo estudada, os quais se apresentam de forma comum na regido amazoénica (114,116).
O alelo MBL*A (0,37) foi observado com maior frequéncia, enquanto o alelo MBL*D (0,32)
foi mais comum entre as variantes alélicas seguido do alelo MBL*B (0,31). No entanto, ndo
ha evidéncias cientificas que sustentem um padrédo claro nas frequéncias alélicas do gene

MBL2 em pacientes com doencas hematologicas.

Um estudo recente conduzido por Oguz et al. (2023) teve como objetivo avaliar a
relacdo entre os alelos HLA-DRBL1 e as variantes do gene MBL2 em pacientes diagnosticados
com LLA na cidade de Istambul, Turquia. Nesse estudo, foram observadas frequéncias
significativas dos alelos MBL*A (82,2%) e MBL*B (17,4%). No entanto, as frequéncias
alélicas em pacientes com LLA ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas
em comparacdo com individuos saudaveis (117). Apesar das diferencas na populacdo de
estudo e contexto geografico, o estudo de Oguz et al. e 0 nosso estudo observaram uma maior
frequéncia do alelo MBL*A e menor do MBL*B em pacientes com LLA, indicando um

possivel padrdo comum nas frequéncias alélicas do gene MBL2.

Semelhantemente ao nosso estudo, uma pesquisa que examinou a relacdo entre o
polimorfismo do gene MBL2 e a ocorréncia de neutropenia febril em adultos suecos
submetidos a quimioterapia, observou a frequéncia mais elevada do alelo MBL*A (0,64).
Porém o mesmo estudo verificou uma baixa frequéncia do alelo variante MBL*D (0,11)

enquanto que em nosso estudo este foi o alelo variante mais frequente (0,32) (118). Os
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resultados oferecem informacBes importantes sobre as frequéncias alélicas dos alelos
MBL*A, MBL*B e MBL*D na populagédo estudada, com implicacbes potenciais para
pesquisas futuras sobre variabilidade genética do hospedeiro no contexto das doengas

hematoldgicas que possam contribuir com o manejo clinico do paciente.

A variante alélica MBL*C ndo foi identificada em nosso estudo. Resultado semelhante
foi relatado por Pontes et al. (2005), em um estudo realizado no estado do Para, também
localizado na regido norte do Brasil. Geralmente, a ocorréncia da variante MBL*C é
observada comumente em paises da regido subsaariana (114). A auséncia ou baixa frequéncia
da variante MBL*C do gene MBL2 na regido amazénica pode ser atribuida a fatores genéticos
e evolutivos especificos da populacdo local, como por exemplo, a miscigenacdo historica
ocorrida durante o periodo de colonizacdo, que trouxe consigo a contribuicdo genética de
diferentes grupos étnicos, como europeus, africanos e indigenas (116,119). No entanto, €
importante notar que a prevaléncia de variantes genéticas pode diversificar em diferentes
populacdes, podendo haver varias explicagdes possiveis para a baixa frequéncia da variante
MBL*C na regido amazé6nica (116,120-122).

O gendtipo mais prevalente na populacdo estudada foi A/O (0,49), seguido pelo
gendtipo A/D com uma frequéncia de 0,63 e 0 genotipo A/B com uma frequéncia de 0,45. O
genotipo A/A apresentou uma frequéncia de 0,13, enquanto o genotipo O/O ocorreu com uma
frequéncia de 0,38. Essas variacdes nas frequéncias genotipicas sdo consistentes com a
literatura cientifica, especialmente em relacdo a doencas hematologicas. Por exemplo, nesse
estudo sobre leucemia mieloide aguda, foi observada uma frequéncia mais elevada do
gendtipo A/A (64,1) e uma frequéncia mais baixa do genétipo O/O (17,7) (123).
Apresentando um padrdo diferente da frequéncia desses genétipos em relacdo ao que foi
encontrada na nossa populacdo. No contexto do mieloma multiplo, os pacientes do estudo
demonstraram frequéncias genotipicas de A/A (7,37) e B/B (8,81)(124). Mais uma vez,
observou-se uma variabilidade nas frequéncias encontradas em relacdo a literatura existente.
Esses resultados destacam a relevancia do presente estudo para a compreensdo das
frequéncias genotipicas na populacdo estudada, contribuindo para ampliar o conhecimento

sobre a relagdo entre os gendtipos A/O, A/D, A/B, A/A e O/O e suas implicagdes clinicas.

Em um estudo envolvendo pacientes com condi¢cBes onco-hematologicas, a maior

frequéncia genotipica encontrada foi A/A (58,3), seguida pela frequéncia do alelo A/O (36,1)
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(118). Outro estudo descreveu a frequéncia genotipo de pacientes com LLA em comparagao
ao grupo controle e os resultados revelaram que o gendtipo A/B (19,3%) foi mais prevalente
entre os pacientes com LLA em comparacdo ao grupo controle (14%). Por outro lado, em
relacdo ao gendtipo A/A, observou-se o inverso, com uma frequéncia de 71,9% no grupo com
LLA e 76,7% no grupo controle (117). Os resultados s&o consistentes com a literatura
cientifica existente, que também relata variagdes nas frequéncias genotipicas em diferentes
condi¢cdes onco-hematoldgicas. Em suma, os resultados alcangcados neste estudo consolidam a
relevancia das frequéncias genotipicas, destacando seu potencial como marcadores genéticos
para a compreensdao e manejo das doencas onco-hematoldgicas, em especial a doenca LLA.
Essa contribuicdo é fundamental para o avanco da ciéncia nessa area e pode levar a avangos

significativos no cuidado e tratamento dos pacientes afetados por essas condi¢cdes complexas.

Ao analisarmos a associacdo entre 0s genétipos do éxon 1 do gene MBL2 e a
suscetibilidade as infecgdes bacterianas, fungicas, virais e parasitarias ndo foi possivel
observar significancia. Entretanto, observamos uma maior frequéncia de infeccBes foi
encontrada em pacientes portadores do genétipo A/O, principalmente o A/D. Diferente dos
nossos achados, Pana et al. (2014) observaram que as variantes A/O do gene MBL2 estavam
associadas a um aumento na suscetibilidade a infeccbes bacterianas em criangas com

leucemia linfoide de células B. (46).

Em outro estudo, também foi possivel observar uma relacdo dos genotipos A/O e O/O
do gene MBL2 com um risco aumentado de pacientes oncohematolégicos desenvolverem
neutropenia febril ou infeccdes quando submetidos a quimioterapia (125). No estudo
conduzido por Summerfield e colaboradores (1997), revelou achados significativos
relacionados a suscetibilidade a quadros infecciosos. Foi observado que criancas com 0s
genotipos A/O e O/O apresentavam uma probabilidade duas vezes maior de desenvolverem
infeccbes quando comparadas as criancas com o genotipo A/A. Além disso, dos 17
participantes com o genotipo O/O, 13 criancas apresentaram infec¢fes mais graves (126). Por
fim, o estudo de Molle et al. (2006) observou que os pacientes portadores de mieloma
maltiplo (MM) que possuiam o genétipo A/A apresentavam um risco diminuido de

desenvolverem septicemia apos o transplante autélogo de células-troncos (127).

Por outro lado, de forma consistente com nossa pesquisa, outros estudos também

observaram resultados semelhantes (110,128). Holanda et al. (2014), identificaram uma
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maior frequéncia do gendtipo A/A, enquanto ndo foram observadas diferencas significativas
nas frequéncias dos alelos X/Y, H/L e A/O entre os grupos (p = 0,39, p = 0,12 e p = 0,5)
respectivamente em uma populacdo de pacientes com Leucemia linfoide cronica (129). Um
estudo que investigou criangas com LLA na fase de indugdo durante o tratamento de
quimioterapia, também ndo observou correlagbes significativas entre a frequéncia de
infecgdes e os polimorfismos no gene MBL2. Além disso, ocorreram quatro 6bitos, sendo que
dois desses individuos apresentaram o genotipo XA/O, o qual geralmente estd associado a
deficiéncia da proteina MBL (130). Entretanto, neste estudo ndo foi possivel avaliar o
polimorfismo nos loci H/L, X/Y e P/Q da regido promotora do gene MBL2 para investigar as
potenciais associacdes entre os hapl6tipos e os niveis séricos de MBL, bem como a
suscetibilidade a infecgdes.

A heterogeneidade dos dados existentes na literatura em relagdo a suscetibilidade a
infeccdo devido a deficiéncias na proteina funcional MBL pode ser parcialmente explicada
pela natureza de certos microrganismos, que atuam como patdgenos intracelulares facultativos
(131). Esses microrganismos enfrentam a resposta do sistema imunologico inato somente
quando s@o expostos ao ambiente extracelular (132). Como resultado, esse mecanismo pode
desempenhar um papel crucial ndo apenas na persisténcia bacteriana, mas também na

progressao das infecgdes.

A literatura cientifica atual ainda ndo apresenta um consenso sobre a associacdo entre
as variantes do gene MBL2 e a suscetibilidade a infeccGes em pacientes com doencas
hematoldgicas (133). Por isso, é importante salientar que embora ndo tenham sido
encontradas correlacdes significativas nesse estudo, outros fatores além dos polimorfismos do
gene MBL2 podem influenciar na suscetibilidade as infecgdes durante o tratamento de
quimioterapia e no curso da doenca LLA. Diversos outros componentes do sistema
imunoloégico como a atuacdo de citocinas pro-inflamatérias, acdo de imunoglobulinas e
receptores celulares, bem como fatores ambientais e o tipo de quimioterapia administrada,
podem desempenhar papéis cruciais nesse contexto (16). Diante disso, € importante a
realizacdo de estudos mais abrangentes, incluindo uma quantidade amostral maior e o
acompanhamento fidedigno do estado clinico desses participantes para uma melhor

compreensdo acerca desse tema.
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Em nosso estudo, observou-se que 0s pacientes com o genotipo A/A apresentaram
niveis mais elevados da proteina sérica MBL. Contudo, ndo foi observada nenhuma
associacdo significativa entre qualquer gendtipo e os niveis séricos da proteina MBL. Além
disso, os niveis plasmaticos da proteina MBL encontrados ndo demonstraram associa¢éo
significativa com a suscetibilidade as infeccGes, o que corrobora com os achados de Wong et
al. (2012) (118).

No entanto, outros estudos ja relataram a associacdo direta entre 0s niveis séricos da
MBL e aumento de suscetibilidade as infeccdes. Em um estudo realizado por Merlen et al.
(2015), foi observado que o uso da terapia com L-asparaginase resulta na reducdo dos niveis
séricos da proteina MBL. E essa diminuicdo foi associada a um maior risco de eventos
tromboticos e infeciosos em pacientes com LLA (111). Além disso, um estudo envolvendo
255 pacientes oncohematologicos submetidos a 569 ciclos de quimioterapia foi observado
uma maior incidéncia de quadros infecciosos em comparacdo com pacientes saudaveis. (134).
Os resultados destacam a complexidade da relacdo entre os niveis da proteina MBL e a
suscetibilidade as infec¢Bes. Essa associacdo reforca a importancia da avaliagdo dos niveis de

MBL como um potencial marcador de risco para infeccdes nesse contexto clinico.

Este estudo apresenta algumas limita¢es importantes. O tamanho da amostra utilizado
(n=122) foi restrito, o que pode ter afetado as analises estatisticas relacionadas a correlagédo
entre o polimorfismo do gene MBL2 e a suscetibilidade as infec¢des. Além disso, é relevante
mencionar que as amostras foram armazenadas por um periodo prolongado de cerca de 5
anos, 0 que pode ter impactado a disponibilidade de componentes essenciais da proteina
MBL. Essa condicdo pode ter influenciado a avaliacdo precisa dos niveis séricos plasmaticos
e sua associacdo com o0s genotipos estudados. Por fim, € importante ressaltar que houve um
acesso limitado aos dados dos pacientes, pois informacdes detalhadas sobre histérico clinico,

estado imunoldgico e tratamentos ndo estavam disponiveis.

Em resumo, de forma pioneira esse estudo descreveu a variabilidade genética do gene
MBL2 associada a infecces em pacientes com LLA no estado do Amazonas, Brasil. Os
alelos MBL*A, MBL*B e MBL*D foram identificados na populacdo estudada, sendo o alelo
MBL*D o alelo variante mais frequente. Gendtipos variantes em heterozigose (A/O),
especialmente o genotipo A/D, apresentaram maior prevaléncia de infecgdes. O genotipo A/A

revelou niveis elevados da proteina MBL no soro, apesar de ter uma representacdo limitada na
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amostra do estudo. Ndo foram encontradas diferencas significativas na associacdo entre
infecgdo, niveis séricos da proteina MBL e as variantes do gene MBL2 em pacientes com
LLA. Apesar da relevancia dos achados apresentados por este estudo, é essencial conduzir

investigacdes adicionais para obter uma compreensao abrangente desse cenario.
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8. CONCLUSAO

Este estudo marca o esforco pioneiro para elucidar a variabilidade genética dentro do exonl
do gene MBL2 e sua relagdo com infeccbes em pacientes residentes no estado do Amazonas
no Brasil, que séo afetados pela LLA. O alelo MBL*D foi o0 alelo variante mais frequente. A
frequéncia de episddios de infecgdes foi maior entre pacientes com os genétipos heterozigotos
variantes (A/O), especialmente o gendtipo A/D. Adicionalmente, nossos resultados mostraram
que os pacientes com LLA eram deficientes em niveis de MBL séricos e isso ndo estava
relacionado as variantes encontradas no exon 1. Embora sejam necessarias mais investigacdes
com amostras maiores para caracterizar a ligacdo entre o polimorfismo do exon 1 e a
suscetibilidade a infeccdo no contexto da LLA, este estudo oferece informacGes valiosas sobre
trés aspectos principais: a diversidade genética do gene MBL2, sua correlagdo potencial com
infeccOes e a intrincada interacdo entre os niveis séricos de MBL e a suscetibilidade a

infeccdo entre pacientes com LLA no Amazonia ocidental brasileira.
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