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RESUMO

A dermatite atopica apresenta elevada prevaléncia, principalmente nos paises
desenvolvidos, 0 que tem resultado em um importante problema de saude publica. Esta
tese consta de dois artigos. No primeiro, artigo de revisao sob titulo Lectina ligadora de
manose (MBL) e sua associacdo clinica com dermatite atdpica, objetivou-se rever
algumas das caracteristicas estruturais e funcionais da lectina ligadora de manose e sua
associagao clinica com a dermatite atépica. Para tanto, procedeu-se a revisao
bibliografica de trabalhos publicados entre 1980 e 2007, nas bases de dados Biblioteca
Nacional de Saude, BIREME, Lilacs, Medline, sobre vias do sistema complemento,
lectina de ligacdo a manose, alergias e dermatite atdpica, dos quais 48 foram utilizados.
Em sintese, os autores comprovaram que a lectina de ligagdo a manose é uma proteina
que se une aos carboidratos da superficie dos patdégenos e facilita o processo de
fagocitose, participando na modulacdo da inflamagéo, tanto como uma terceira via do
sistema complemento quanto por sua relacdo com a apoptose da barreira epidérmica.
Identificou-se que, embora a literatura apresente evidéncia razoavel da associagdo da
lectina de ligagdo a manose com doengas infecciosas e auto-imunes, sua relagdo com as
doengas alérgicas ainda suscita muitas duvidas e precisa ser confirmada. No segundo
artigo, sob titulo Aspectos clinicos da dermatite atdpica e variantes funcionais da proteina
ligadora de manose em criangas brasileiras (MBL-2), procedeu-se a estudo do tipo
exploratorio, comparando 131 criangas com dermatite atépica (média de idade 3,5 + 0,3
anos, variando de trés meses a 12 anos) a 165 individuos que nao apresentavam essa
doenga (idade média de 10 anos, variando entre quatro e 18 anos), atendidos no Instituto
Materno Infantil Prof. Fernando Figueira, Recife, Pernambuco, Brasil, no periodo de
Agosto de 2006 a Julho de 2008. Apds aprovagao do comité de ética e assinatura do
Termo de Consentimento Livre Esclarecido, procedeu-se a avaliagéo clinica da crianga e
da gravidade da dermatite atopica, pela conversdo em pontos da extensdo e da
severidade dos sinais e dos sintomas, empregando os critérios do SCORing Atopic
Dermatitis (SCORAD). As trés variantes alélicas do éxon 1 da MBL2 (nas posicoes 52, 54
e 57) foram genotipadas, assim como as variantes alélicas das regides promotoras H/L e
X/Y, empregando reagao de cadeia de polimerase. As freqiéncias alélicas e genotipicas
foram calculadas pela contagem direta génica e o teste de qui quadrado foi usado para
comparagao pareada em tabelas de contingéncia 2x2 e 3x2, em nivel de significancia de
5%. No grupo de criangas com dermatite atdpica, identificou-se freqiéncia
significantemente maior do alelo O, dos gendtipos AO e OO e de produtores defeituosos
(baixos e deficientes), quando se consideraram os promotores H/L e X/Y. Concluiu-se
que criangas com dermatite atopica apresentaram mais freqlientemente o alelo O e
gendtipos AO e OO, que se associaram aos niveis mais baixos de MBL, podendo ser
mais um fator da complexa etiologia da dermatite atépica.

Palavras-chave: Dermatite atopica. Alergia. Imunidade inata. Lectina de ligacéao a
manose. Polimorfismo.



ABSTRACT

Atopic dermatitis presents a high prevalence mainly in developed countries, resulting in an
important public health problem.

This thesis includes two articles. The first one, a revision article under the title: Mannan
binding lectin and its clinical association to atopic dermatitis aimed to proceed a
bibliographic revision of some structural and functional characteristics of mannose binding
lectin and its clinical association to atopic dermatitis. A bibliographic revision of articles,
published from 1980 to 2007, was performed in National Health Library, BIREME, Lilacs
and Medline databases, on complement system pathways, mannan binding lectin,
allergies and atopic dermatitis. Forty eight articles were used. The authors proved that
mannan binding lectin is a protein that binds to carbohydrates of pathogens surface and
facilitates the process of fagocitosis, participating in the modulation of inflammation as a
third pathway of complement system, as well as by its relation to apoptosis of epidermical
barrier. Although literature presents reasonable evidence of the association of mannan
binding lectin with infectious and auto-immune diseases, its relation with allergic diseases
still excites many doubts and needs to be confirmed. Within the second article, under the
title Clinical aspects of atopic dermatitis and functional variants of mannan binding lectin in
Brazilian children (MBL2), one has proceeded to an exploratory study comparing 131
children with atopic dermatitis (mean age of 3.5+0.3 years, varying from three months to
12 years old) to 165 individuals not presenting this disease (mean age equal to 10 years,
varying from four to 18 years old), attempted at Instituto Materno Infantil Prof. Fernando
Figueira, Recife, Pernambuco, Brazil, from August 2006 to July 2008. After Ethics
Committee approval and signature of Free Informed Consent Term, one has proceed to
clinical evaluation of children and severity of atopic dermatitis, by converting extension,
and severity of signs and symptoms in grades according to Scoring Atopic Dermatitis
(SCORAD) criteria. Three allelic variants of MBL2 exon1 (positions 52, 54 and 57) and
allelic variants of promoter regions H/L and X/Y were genotyped, by polimerase chain
reaction. Allelic and genotype frequencies were calculated by direct genic count and Qui
Squared test was performed for pairwise comparison using 2x2 and 3x2 contingency
tables, within 5% significance level. Children with atopic dermatitis had frequencies
significantly major of genotypes AO and OO, as well as of defective producers (low and
deficient), considering H/L and X/Y promoters. The author concluded that children with
atopic dermatitis more frequently presented allele O and genotypes AO and OO, which
were associated to lower levels of MBL, indicating that it may be one more factor of the
complex etiology of atopic dermatitis.

Keywords: Atopic dermatitis. Allergy. Innate immunity. Mannan binding lectin.
Polymorphism.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 — Representacédo esquematica das vias de ativacao do complemento 34
Figura |-2 — Estrutura em forma de tulipa da MBL...........ccciiiiieiiiiieeeeeen 35

Figura 1l-1- Modelo proposto para a participacdo da MBL na patogenia da
dermatite atOPICA. ... .eiii i e e 54



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - FreqUéncias das variantes do éxon-1 da MBL2 em 165 criangas do
grupo de comparacao e 131 criangas com dermatite atopica..........ccceeeveeeeeeeennnn. 50

Tabela 2 — Distribuicdo da gravidade da dermatite atépica segundo as variantes
alélicas do éxon 1 do gene da MBL2 em 131 Criangas ..........cccuveeeeeeeeiieiiiiiinnenn. 50

Tabela 3 — Frequéncia das variantes alélicas das regides promotoras e do éxon-1
do gene da MBL2, em 131 criangas com dermatite atdpica...........cccccceeveeerrnnnnns 51

Tabela 4 — Distribuicdo da gravidade da dermatite atopica segundo polimorfismo
das regides promotoras e do éxon 1 do gene da MBL2 em 131 criancas com
dermatite atOPICA. ... ceie e 51



LISTA DE SIGLAS

ABI® — Apllied Biosystems®

AMP — Monofosfato de adenosina

APC — Células apresentadoras de antigenos

C1qg - Fracao 1g do complemento

C1r— Fracéo 1r do complemento

C1s - Fracao 1s do complemento

CD — Dominio de grupos de linfécitos

CGC — Citosina-Guanina-Citosina

CRD — Dominio de reconhecimento de carboidrato

DA — Dermatite atdpica

Fc — Regiao ou fragmento cristalizavel de receptores de anticorpos localizados na
superficie de células de defesa

GAC — Guanina-Adenina-Citosina

HIV - Virus da imunodeficiéncia humana

HTLV — Virus linfotrépico de células T

IgE — Imunoglobulina E

IL - Interleucina

LES — Lupus eritematoso sistémico

MASP - Manose associada a serina-protease

MBL — Lectina ligadora de manose

MDC — Quemocina derivada de macréfagos

NF-Kb — Fator nuclear kappa B

NK — Linfécitos Natural Killer

PAMP — Padrbes moleculares associados a patdégenos

PGD E — Prostaglandina E

PRR — Receptores-padrao de reconhecimento

g11.2-9g21 — Genes da MBL localizados no brago longo do cromossomo 10



RNA — Acido ribonucléico

SCORAD - Pontuacao da dermatite atépica
Th2 — Linfécitos Th2

TLR — Receptores Toll like

TSST — Toxina da sindrome do choque toxico

LISTA DE SIMBOLOS

ng/mL — nanograma por mililitro



Publicacdes

Este estudo (pesquisa) deu origem até o momento a dois artigos, o primeiro ja
aceito pela RBM e o segundo enviado para a revista Allergy — European Journal
of Allergy and Clnical Immunology.

A pesquisa envolveu o Instituto Materno-Infantil Prof. Fernando Figueira, Recife-
Pernambuco, o Departamento de Medicina Tropical da Universidade Federal de

Pernambuco e o Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA.



SUMARIO

RESUMO ...ttt e e e e e e e et et e e e e e e e s et e e e e e e e e e e eannnreneeeaeeeeeannnn X
AB ST RA C T ... Xi
LISTADE FIGURAS ...ttt ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaees Xii
LISTA DE TABELAS ...ttt e e e e e e e e e eeaae s Xiii
IS N B ] [ 1 Xiv
LISTA DE SIMBOLOS ...ttt XV
REVISAO DA LITERATURA ... eecrse s s s s ssmccss s e s s e s s snmm s s s e e s s nnnnne 18
RefEréNCias.......ccooeeeieeieee JETT 26
ARTIGO | - LEC}TINA LIGADOFiA DE MANOSE (MBL) E ASS,OCIAQAO COM
DOENCAS ALERGICAS COM ENFASE NA DERMATITE ATOPICA ............... 28
RESUMO ... 30
INEFOAUGEO ... 30
A importancia da MBL na dermatite atdpica...........uueeeeiiiiiiiiiiiii e 32
IMUNIAAAE INALA ..ottt e et a e e e e a e e nnneas 32
Lo T g=T 1= Mo - o 1= (= SR 37
MBL e dermatite atopica. Qual @ rlACAO? ..........ocoeeeeeeeeeeeeeee e 38
(070 Yo [=Y = Too =T 10 F= LSRR 40
SUITIMEIY ettt e e et e e e e e e e e e e s e e e s s ae e e e e nnreee s 40
REfEIENCIAS. ... 41

ARTIGO Il - ASPECTOS QLiNICOS DA DERMATITE ATOPICA E VARIANTES
FUNCIONAIS DA PROTEINA LIGADORA DE MANOSE EM CRIANCAS

BRASILEIRAS (MBL-2)......coeeeeeeeeeeeeemmmmnssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnnnes 44
ADSITACT ... 46
1] oo (U T T PRSP UPPPPPPN 47
1Y =3 (o [0 PR 48
ReSURAAOS ... 49
DISCUSSAD .. 51
REfEINCIAS. ...t 55

CONCLUSAOD ... s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s 58
Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido ..., 60
Apéndice B - Modelo do Questionario - Dermatite atopica..........cccevruveeeeiiiieeei i, 62
Apéndice C — Artigo em idioma iNgIEs............ccoeiiiiiiiiiiiiiiii 65
ANEXO | — Aprovacao da Comisséo de Etica em Pesquisa........ccccccoviiiiiiiienniiinnnnns 76
ANEXO Il - Critérios diagnoésticos de Hanifin & Rajka para dermatite atépica.............. 77
ANEXO Il — Confirmacao de aceitagao da Revista Brasileira de Medicina — ISSN 0034-
4227 ST 78



REVISAO DA LITERATURA

Ja se passaram 60 anos desde que Sir Frank Macfarlane Burnet e John
McCrea identificaram trés inibidores séricos, denominados a, e v, capazes de
inativar o virus da influenza. Sao decorridos mais de 30 anos da caracterizacao
de o inibidor B ser a proteina lectina ligadora de manose (MBL), um componente
de imunidade inata. Nesse periodo, as pesquisas sobre MBL foram direcionadas
a quatro grandes areas: bioquimica, imunoquimica incluindo a genética molecular,
microbiologia e imunodeficiéncia, para investigacao clinica e caracterizacao de

suas fung¢des (Dommett et al., 2006).

A MBL é uma glicoproteina de alto peso molecular, formada por 248
aminodcidos e pertencente a familia das colectinas calcio-dependentes, com
estrutura e fungdo similares as do fator C1g da via classica do sistema
complemento (Annels et al., 2005, Ezekowitz, 1991, Schimiegelow et al., 2002,
Tsutsumi et al., 2005). E uma proteina pluripotente que auxilia na remocéo e
eliminacao de antigenos; é responsavel pela remocéao de células apoptéticas; liga-
se aos acucares da parede dos patdégenos promovendo uma opsonizacao,
facilitando a fagocitose pelos macréfagos, e é importante nos estagios inicias de
infeccdes (Cardinale et al., 2001, Dahl et al., 2004, Ezekowitz, 1991, Kronborg et
al., 2002, Nauta et al, 2002, Ryley et al., 1991, Tsutsumi et al., 2005,
Valdimarsson et al., 1998, Vasta et al., 1999). Esta lectina, por outro lado, ndo se
liga a superficie das células humanas normais porque nestas os acgucares

terminam em &cido sialico que ndo séo ligadores (Turner, 2003).

O nivel de MBL aumenta durante os trés primeiros meses de vida,
posteriormente se estabiliza aos niveis do adulto, parecendo ser um importante
componente do sistema de defesa antimicrobiano neste periodo, com significativo
papel no combate a infeccao (Thiel et al., 1995).

Cada individuo tem uma concentracdo plasmatica de MBL que lhe é

caracteristica, mas sua producédo hepatica é aumentada durante a fase aguda da
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resposta imune inata, quando forma um complexo com duas proteases
zimogénicas (MASP-1 e MASP-2) para se ligar a superficie do patégeno
(Casanova, Abel, 2004, Chen, Wallis, 2004, Shi-Qiang et al., 2005). Significa dizer
que a deficiéncia da MBL poderia levar a reducdao da fungdo de remocdo de
residuos e de antigenos levando a permanéncia destes no tecido afetado o que
poderia desencadear e até contribuir para a manutencao da resposta Th2 (Jack et
al., 2001).

Quanto aos estudos de genética molecular, a investigagdo dos genes
envolvidos na resposta imune a determinadas doengas (alérgicas, auto-imunes e
infecciosas) permitiu construir uma complexa rede de informacdes e tracar novos
caminhos tanto para o entendimento da sadde humana, como para o
desenvolvimento de métodos diagnésticos e tratamentos individualizados e

eficazes.

Esses estudos permitiram ainda identificar que o gene da MBL localiza-se no
brago longo do cromossomo 10 e pode apresentar trés variantes alélicas do gene,
que codificam proteinas estrutural e funcionalmente diferentes (Berron-Perez et
al., 2003, Kazunori et al., 2004, Turner, 1996). As variacoes alélicas no gene
foram identificadas nos cédons 52, 54 e 57 do éxon-1 da MBL, e nas posicdes -
550 (alelos H/L) e -221 (alelos X/Y) da regidao promotora (Hibberd et al., 1999,
Kronborg et al., 2002, Madsen et al., 1998).

Quanto as variantes alélicas do éxon-1 da MBL, os individuos podem ser
considerados como nao produtores de MBL — portadores de mutacédo nos dois
alelos, classificados como OO; produtores normais de MBL — ndo portadores de
mutacéao, classificados como AA (tipo selvagem) ou ainda baixos produtores —
portadores de mutacao em um alelo, denominados tipo heterozigoto AO (Boniotto
et al., 2001). O desequilibrio de ligagcao no polimorfismo de um Unico nucleotideo
na regiao promotora € no éxon-1 é responsavel pela ocorréncia de sete albtipos
(em contraste com as 64 possibilidades teoricamente possiveis), que estao
associados a concentracoes séricas progressivamente decrescentes de MBL
(Boldt et al., 2006).

Esses haplétipos tém sido associados com a predisposicdo ou a severidade

de varias doencas infecciosas, auto-imunes ou por imunodeficiéncia, na crianca e
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em individuos na idade adulta (Eisen, Minchincon, 2003, Kilpatrick, 2002), porque
a MBL liga o sistema imune inato humano ao sistema imune adaptativo (Ip et al.,
2004, Wallis, 2003). Essa ligacao ocorre quando as multiplas cabecas
reconhecedoras de carboidratos da MBL se ligam na superficie de uma grande
variedade de microorganismos, incluindo bactérias, fungos, virus e protozoarios,
gerando uma cascata de reacdes que ativam o sistema complemento (Ip et al.,
2004, Mullighan et al., 2000, Wallis, 2003).

Na imunidade inata, ha uma variedade de mecanismos efetores para
combater uma infecgdo, até que o antigeno possa ser reconhecido pelo sistema
imune adaptativo (Lima, 2004), constituindo o primeiro sistema de defesa (Turner,
1998). Dentre esses mecanismos estdo: a acdo das células dendriticas e das
células Natural Killer (NK), consideradas as principais células envolvidas nesse
sistema, e a ativacao do complemento pela via das lectinas (Cooper et al., 2004;
Sepulveda, Puente, 2000).

As células dendriticas atuam como apresentadoras de antigeno e tém
importante fungcado na inducédo da resposta imune adaptativa (Geijtenbeek et al.,
2000). Na superficie das células apresentadoras de antigenos, encontram-se 0s
receptores padrdo de reconhecimento (PRR) que identificam os padrdes
moleculares associados ao patégeno (PAMP) presente na estrutura do
microrganismo. Juntamente com esse reconhecimento entre PRR e PAMP, a
ligacdo das citocinas pro-inflamatérias as células de Langerhans parece ser de
fundamental importancia, pois ativa tanto o processamento do antigeno como
também sua migragdo para os linfonodos. Durante a migragédo, as células de
Langerhans tornam-se maduras e altamente especializadas na apresentagdo do
antigeno via complexo maior de histocompatibilidade classe Il e capazes de ativar
as células T naive nos linfonodos, fazendo com que eles migrem pela via eferente
para o sitio de infeccdo, mais especificamente para os queratindcitos, como

células T efetoras (Ezekowitz, 2003).

As células NK podem matar células alvo, uma variedade de virus, fungos,
bactérias e parasitas, tanto pelo contato direto na auséncia de um anticorpo,
como também pela citotoxidade celular dependente de anticorpo (Cooper et al.,
2004).
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O sistema de complemento (SC) consiste num arranjo multimolecular
complexo e altamente evoluido, que nao apenas protege o individuo dos
microorganismos, mas também contribui na ativacdo e regulacdo de outros
sistemas, especificamente o sistema imunoldgico adaptativo, atuando na resposta
imunoldgica clonal (Gadjeva et al., 2004, Janeway et al., 2002). A ativacao do
complemento pela via das lectinas decorre de uma intima associagdo entre
manose e serina-protease, originando a proteina manose associada a serina-
protease (MASP). A ligacdo da MASP ocorre no dominio rico em cisteina da MBL
de modo que circulam como um complexo. A MBL ao reconhecer os carboidratos
dos patdgenos, principalmente manose, N-acetilglucosamina e fucose, realiza a
auto-clivagem da MASP de forma que a porcao que permanece associada a MBL
ativa o sistema complemento através da clivagem de seu componente C4,
promovendo: resposta inflamatéria, lise celular, aumento da fagocitose pela
opsonizacao de antigenos particulados, neutralizagédo viral, além de solubilizacéo

e clareamento de complexos imunolégicos (Dodds, 2002).

A caracterizacéo das fun¢des da MBL nas infecgdes bacterianas e virais por
meio de investigacdes clinicas tem sido tema de diversos trabalhos. Hiberd et al.
(1999), ao observarem que, em criangcas com doenca meningocdcica, a propor¢ao
de individuos homozigotos para alelos variantes de MBL foi maior que nos
controles, justificam esse resultado pelo fato de a imunidade inata responder pela
protecdo contra a Neisseria meningitidis no periodo anterior ao da producao de
anticorpos especificos. Assim, individuos deficientes nos componentes da via
alternativa do sistema complemento sdo mais susceptiveis a doenca
meningococica como também para outras infeccdes recorrentes, mesmo na

presenca de anticorpos especificos.

Jack et al. (2001) atribuem a MBL funcdo na modulagcdo da resposta
imunoldgica ao constatarem que concentracao baixa de MBL atua como protetora
para a evolugdo mais grave de infecgdes por patébgenos extracelulares, porque
promove reducdo da liberagcdo de citocinas pro-inflamatérias e, portanto, da
resposta inflamatéria. Essa constatacdo também foi comprovada para a infecgao
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

A resisténcia a infeccdo por HIV-1 tem sido explicada por altas
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concentragdes de MBL, entretanto, uma vez infectados, tais individuos podem ter
evolucao mais rapida da doenca. Este aspecto paradoxal da MBL tem sido
explicado por sua habilidade em ativar a via classica do complemento na particula
do HIV. Os estudos mostram ainda que a regido promotora do gene MBL2
influencia na transmissdo vertical do HIV e no curso da infeccao perinatal
(Boniotto et al., 2001, Crovella et al., 2004, Madsen et al., 1995, Vallinoto et al.,
2005). Pontes et al. (2005) referem uma forte associacao entre o polimorfismo do
gene MBL e a infecgéo pelo virus HTLV, sendo mais susceptiveis a ela os baixos
produtores de MBL.

A fungédo da MBL nas doencgas auto-imunes tem sido alvo de controvérsia.
Demonstrou-se que a alta freqtiéncia de polimorfismo da MBL esta correlacionada
com a fisiopatologia do lupus eritematoso sistémico (LES) e da doenca celiaca,
visto que baixos niveis de MBL parecem ser um fator de risco por interferirem na
remocao dos residuos celulares, estimulando o sistema imune a responder contra
as proprias moléculas (Jack et al., 2001, Janeway et al., 2002). No entanto
Takahashi et al. (2005) relatam que, apesar do polimorfismo do gene da MBL2
influenciar na susceptibilidade para o LES, ndo tem efeito direto nas
caracteristicas da doenca.

Muito ja se sabe sobre a deficiéncia da MBL e o seu polimorfismo na génese
e no agravamento de quadros infecciosos e auto-imunes. Papéis tao abrangentes,
em doencas de carater tao diverso levam a questionamentos acerca do possivel
papel do polimorfismo da MBL também na DA, dai a proposta do presente estudo
de contribuir para melhor compreensao do papel desta lectina. Pelo fato de a MBL
também ser uma molécula imunomoduladora da inflamacdo e ter um papel
fisiolégico importante em criancas, na faixa etaria em que a DA é mais freqlente,
a associacao desta lectina na etiopatologia da doenca é uma possibilidade que
deve ser investigada.

A DA é considerada polo inflamatério da diatese atopica, visto que, em geral,
os sintomas de DA antecedem a asma e a rinite, sugerindo que a DA é o ponto de
inicio para as demais doencas alérgicas. Isso tem levado os pesquisadores a
aventar a possibilidade de uma marcha atoépica, caracterizada por uma sequéncia
progressiva de sinais clinicos de DA, asma e rinite alérgica, com alguns sintomas

predominando a medida que outros vao desaparecendo (Boguniewicz, Leung,
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2006, Spergel, Paller, 2003).

E uma doenca de diagnéstico eminentemente clinico, embasado na
presenga de um conjunto de sintomas e sinais maiores e menores, dentre os
quais prevalecem: prurido, dermatite crénica que se reativa periodicamente,
diminuicdo da resisténcia a infecgdes cutaneas, em presenca de historia familiar
de atopia, embora seja necesséaria a presenca da lesdo eczematosa, em algum
momento da doenca, para o seu diagnéstico (Lima, 2004, Sampaio, Rivitti, 1998,
Sanz, 2000, Vivier, Mckee, 1997). A DA determina um quadro de desconforto em
guem a possui e em seus familiares, ndo s6 por seus aspectos clinicos e pelo
prurido que ocasiona, mas também por interferir nas atividades diarias e no sono
(Cohen, 2000).

Ainda nos dias atuais, a DA suscita questionamentos de pesquisadores em
todo o mundo (Boguniewicz, Leung, 2006, Folster-Holst et al., 2006), inclusive nos
paises desenvolvidos, onde sua prevaléncia vem aumentando nos ultimos vinte
anos em detrimento das doencas infecciosas, com uma estimativa de 10% a 15%
(Folster-Host et al., 2006, Janeway et al., 2002, Lima, 2004).

Sua natureza multifatorial engloba complexo mecanismo neuro-imuno-
endécrino (Janeway et al., 2002, Lima, 2004, Sampaio, Rivitti, 1998). Dentre os
fatores ndo imunolégicos de sua génese estdo: alteracbes metabdlicas no
metabolismo dos hidratos de carbono e dos acidos graxos essenciais, deficiéncia
de acido linoleico; fatores fisioldgicos, como alteragcdes do manto lipidico e xerose
cutdnea, e fatores farmacolégicos como a diminuicdo do efeito inibitério das
catecolaminas, diminuicdo dos niveis AMP ciclico (Sampaio, Rivitti, 1998, Vivier,
Mckee, 1997).

Atualmente, é considerada doenca de relevante interesse na area de
imunologia clinica, devido a complexidade de seu mecanismo imunopatolégico,
gue envolve a imunidade inata e a adaptativa. O marcador patognoménico de DA
€ a infiltracao do tecido afetado por linfécitos Thy, principalmente na fase aguda,
podendo-se encontrar alguns linfocitos Thy na fase crénica (Grumach, 2000,
Sanz, 2000). Considera-se que a interleucina 4 (IL-4) esteja diretamente implicada
no mecanismo patogénico da dermatite atépica por atuar sobre os linfécitos B
aumentando a expressdao de antigenos de superficie (MHCII e CD23) e
contribuindo, de modo importante, na producao de imunoglobulina E (IgE), por
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meio da conversdo de linfécito B em células produtoras desta imunoglobulina
(Grumach, 2000). A IgE leva a formacao de imunocomplexos circulantes e em
deposito na pele, capazes de reagir com receptores Fc do macroéfago, células de
Langerhans e células T, mantendo a liberagdao de leucotrienos, PGD-E e
linfoquinas (Rosen, Geha, 2002).

A célula T, quando ativada na DA, ird produzir grande quantidade de
interferon, que ao ativar os macrofagos, promove a expressdao de moléculas de
adesdo nas células endoteliais e epiteliais, devido a acdo também dos fatores
estimuladores da formacéao de colénias. Concomitantemente ocorre degranulagao
continua ou intermitente dos mastocitos, com liberacdo de varios mediadores:
PGD2, histamina, leucotrienos que agravam o eritema, o prurido e a destruicao
tissular (Ellis et al., 2003, Sampaio, Riviti, 1998). O aumento da IL-5 reduz a
apoptose celular, resultando na sobrevida de eosindéfilos e macroéfagos na pele,
sendo esta uma das possiveis explicagdes da cronicidade da doencga (Grumach,
2000, Lima, 2004).

Admite-se ainda a possivel participacdo de antigenos bacterianos,
particularmente do Staphyloccocus aureus atuando na patogenia da dermatite
atopica, através da liberacdo de superantigenos TSST —1 (toxic shock syndrome
toxin-1), que sao moléculas capazes de induzir alteragées nos linfocitos T.
(Janeway et al., 2002).

Na DA, ocorre também uma depressdao da imunidade celular, evidente na
susceptibilidade a infecgbes virais, bacterianas e fangicas. Aparentemente a
populagao linfocitaria esta diminuida, inclusive de linfocitos T supressores (CD8).
Ocorre ainda reducao da capacidade de lise de células TCD8, da citotoxicidade
das células NK até da citotoxicidade mediada por anticorpos (Lima, 2004,
Sampaio, Rivitti, 1998). Na imunidade inata, ha alteragdo na quimiotaxia dos
neutrofilos, mondcitos e macréfagos, que mostram redugdo da fagocitose com

favorecimento da colonizacao cuténea por estafilococos.

A DA ainda representa um desafio para os cientistas que buscam uma
terapéutica eficiente que evite a recrudescéncia da doenca, mas esbarram na sua
fisiopatologia que é complexa e multifatorial; envolve vérias éareas do

conhecimento como imunologia, biologia molecular, bioquimica e genética, o que
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torna fascinante e instigante a tentativa de desvendar cada pequena parte deste
mistério.

Na literatura pesquisada até o momento, foi encontrado apenas um trabalho
relacionando MBL com DA, apesar disso o papel e importancia dessa proteina
nas doencgas infecciosas, auto-imunes e alérgicas é referido por diversos autores.
Por analogia, € possivel que possa ter importancia também na DA, justificando o
interesse em contribuir para um melhor conhecimento da complexa
etiofisiopatologia desta doenca. Concentramos nossa pesquisa na imunidade
inata, com a pergunta: existe associacdo do polimorfismo do gene MBL-2 com a

DA em criangas brasileiras?

Nosso objetivo principal foi tentar responder a esse questionamento e
secundariamente comparar a freqiéncia do genétipo, do polimorfismo das
variantes alélicas do éxon-1 e da regidao promotora do gene MBL-2 de pacientes
com DA a um grupo de individuos sem DA e comparar a freqiéncia do gendtipo

MBL-2 de pacientes com DA leve aqueles com DA moderada ou grave.

Esta tese esta apresentada sob forma de dois artigos. O primeiro artigo, sob
titulo Lectina ligadora de manose (MBL) e associacdao com doencas alérgicas
com énfase na dermatite atopica consistiu numa revisdo de algumas
caracteristicas estruturais e funcionais da lectina ligadora de manose e suas
associagdes clinicas com a dermatite atdopica. O artigo ja foi aceito para
publicacdo na Revista Brasileira de Medicina (Anexo lll).

O segundo artigo, sob tema Dermatite atopica e variantes funcionais da
proteina ligadora de manose em criancas brasileiras (MBL-2), teve por
objetivo investigar em pacientes com dermatite atépica a presenca das variantes
funcionais da proteina ligadora de manose (MBL-2) e a persisténcia desse padrao
nos pacientes com as formas mais graves da doenca. O artigo foi encaminhado
para publicacdo na revista Allergy — European Journal of Allergy and Clinical
Immunology, registrado sob n®. ALL-2008-00928.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Materno Infantil Professor Fernando Figueira, sob n° 773, em 04 de
Agosto de 2006 (Anexo ).
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Resumo

A dermatite atopica € doenca inflamatdria cronica, que cursa com periodos de acalmia e
exacerbacdo e apresenta aumento da prevaléncia, principalmente nos paises desenvolvidos,
o que tem resultado em um importante problema de saide publica. Objetivo: Revisao
bibliografica dos dados relacionados a associacao de lectina de ligacdo a manose e doengas
alérgicas, com énfase na dermatite atdpica. Sintese dos dados: A lectina de ligagdo a
manose ¢ uma proteina que se liga aos carboidratos da superficie dos patégenos e facilita o
processo de fagocitose, participando na modulacdo da inflamacdo e da apoptose.
Conclusdo: Embora a literatura apresente evidéncia razoavel da associacdo da lectina de
ligacdo a manose com doengas infecciosas e auto-imunes, sua relacio com as doencas
alérgicas ainda suscita muitas ddvidas e precisa ser confirmada, porque o entendimento da
funcdo dessa proteina nestas doencas ainda € escasso. Em relagdo a dermatite atépica, ha
apenas dois trabalhos publicados.

Palavras-chave: Dermatite atopica. Alergia. Imunologia. Lectina de ligacao a manose.
Polimorfismo

Introducao

A dermatite atépica (DA) € uma doenca inflamatdria pruriginosa, cronica,
que cursa com periodos de acalmia e exacerbagdo. Tem etiopatogenia multifatorial,
englobando um complexo mecanismo neuroimunenddcrino e fatores ambientais, no qual,
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em alguns casos, ha alérgenos alimentares envolvidos *~™".

O diagnéstico € eminentemente clinico, baseado nos critérios de Hanifin-
RajkaS, com sintomas e sinais principais e secunddrios. As condi¢des principais sao:
prurido, cuja presenca € condicdo essencial para o diagnéstico; dermatite crOnica, que se
reativa periodicamente e histéria de atopia pessoal e familiar. A morfotopografia lesional,
ou seja, a distribuicdo e a morfologia das lesdes variam segundo as faixas etdrias. Em
lactentes, a DA tem carater principalmente inflamatorio e atinge de forma preferencial a
face e as regides extensoras dos membros, enquanto, em criangas maiores e adolescentes,
apresenta-se com menor grau de inflamagdo e maior liquenificagdo, atingindo, sobretudo,
as regides flexurais. As condi¢des secunddrias sdo representadas por: xerose, ptiriase alba,
ceratose pilar e palmo-plantar, palidez, eritema facial, dupla prega infra-orbital,

hipersensibilidade alimentar, dermografismo branco e tendéncia a infec¢des cutaneas. O
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acometimento infeccioso da pele é comum devido a redug¢do da imunidade celular,
resultando em crescimento bacteriano exacerbado, sobretudo de Staphilococcus aureus,

fungos e virus’.

Apesar de a maior parte dos aspectos clinicos da dermatite atopica ser
conseqiiéncia direta de anormalidades da imunidade adquirida e de disfun¢des da barreira
da pele, a imunidade inata também estd alterada nessa enfermidade, do que derivam as
infeccdes cutdneas secunddrias por virus, bactérias e fungos nesses pacientes’. A
imunidade inata representa todos os mecanismos congénitos de defesa, que protegem o
individuo imediatamente contra quaisquer substincias ou formas vivas potencialmente
prejudiciais. Os receptores congénitos de patdgenos, expressos em todas as células
imunoldgicas, percebem bactérias e virus por um mecanismo padrao tnico, que tem como
vantagem o baixo risco de desenvolvimento de auto-imunidade, mas a desvantagem de nao

haver melhora da imunidade pela exposi¢ao repetida ao patégeno7’8’9.

Dentre as proteinas do sistema imunolégico inato, estd a subfamilia das
colectinas, que possuem na molécula uma regido de coldgeno e outra composta por
dominios de lectina. Essa subfamilia € formada pelas proteinas surfactantes pulmonares e
pela lectina de ligacdo a manose (MBL — mannose binding lectin), que se liga aos
carboidratos N-acetil-D-glicosamina, manose, N-acetil-manosamina, fucose e glicose,
presentes numa grande variedade de virus, bactérias, fungos e protozodrios em cujo

envoltdrio estejam presentes esses actcares'’.

Associada as alteragdes da imunologia inata, as disfungdes da barreira
epidérmica s@o um dos principais aspectos na fisiopatologia da dermatite atdpica,
dependente do aumento da perda hidrica trans-epidérmica derivada de alteracdes protéicas
e lipidicas. De acordo com os conhecimentos atuais, a dermatite atopica parece derivar de
uma sensibilizacdo trans-epidérmica a alérgenos na infancia precoce, que seria um pré-
requisito para o aumento especifico de imunoglobulina E (IgE), constatada apds a
maturacdo imunoldgica. A fragilidade da barreira epidérmica permite o contato entre os
alérgenos e o sistema imunoldgico e influencia o desenvolvimento da dermatite atdpica e a

marcha atépica'’.

z

O objetivo deste artigo € rever algumas das caracteristicas estruturais e
funcionais da lectina de ligacdo a manose e suas associagOes clinicas com a dermatite

atopica.
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A importancia da MBL na dermatite atopica

Os pacientes com dermatite atopica sao mais susceptiveis a infec¢des virais,
bacterianas e fingicas, assim como a doencas inflamatdrias da pele. A deficiéncia de MBL
foi inicialmente reconhecida como um defeito de opsonizacdo nas criancas que
apresentavam infeccOes freqiientes e inexplicadas de dificil controle. A observacdo desses
casos alertou os pesquisadores para a relacdo entre dermatite atdpica e defeito congénito
imunolégico®.

A pele, como outros 6rgdos de interface com o meio ambiente controla a
integridade do organismo provendo-lhe a primeira linha de defesa assim como as respostas
imunoldgicas adaptativas para prevencdo e controle da invasdo microbiologica. Os
mecanismos desenvolvidos durante a evolugao foram adaptados a uma grande variedade de
estratégias dos agentes agressores para atacar a pele. Por este motivo, os mecanismos de
defesa epidérmicos e dérmicos envolvem multiplos tipos celulares e vias moleculares. Os
principais componentes de prote¢do sdo: a imunidade inata por meio das MBL, das
proteinas de ligacdo nucleotideo com dominio de oligomerizagao, os receptores Toll-like,

assim como a barreira epidérmica'>'>',

Imunidade Inata

O sistema imunoldgico estd dividido em inato e adaptativo. A imunidade
adaptativa depende do encontro entre as células apresentadoras de antigeno e os patégenos,
para desencadear a resposta imunoldgica pelas células T e B maduras, o que pode levar
alguns dias apds o nascimento. A imunidade inata estd geneticamente codificada e
constitui-se de receptores e proteinas antimicrobianas que permitem resposta imediata aos

patégenos, oferecendo protecio critica enquanto a resposta adaptativa matura'.

A imunidade inata consiste na primeira linha de defesa contra bactérias,
virus, fungos e protozodrio e se encontra presente de forma universal nos organismos. Os
receptores da imunidade inata foram desenvolvidos durante o processo de evolucdo, em
passos seqiienciais, enquanto os receptores das células da imunidade adquirida foram

desenvolvidos durante os rearranjos gé€nicos, derivados da recombinagdo genética e do
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contato com patdgenos . No entanto, deve-se ressaltar que, in vivo, os dois sistemas

atuam harmonicamente e intimamente ligados.

O sistema imune inato usa uma diversidade de receptores que reconhecem o
agente agressor, sinalizam as respostas induzidas pela inflamacdo e facilitam o
recrutamento de novas células efetoras do que resultard a resposta imune adaptativa.
Alguns dos receptores de imunidade inata também estimulam a fagocitose diretamente,
outros a promovem através da opsonizag@o ou ainda podem facilitar a ativacdo do sistema

complemento”.

O sistema complemento desempenha funcdes de destaque na imunidade
inata e adaptativa, com capacidade de reconhecer o préprio do ndo préprio e reagir contra o
estranho ao organismo. Assim sendo, reconhece antigenos e € efetivo no mecanismo de
defesa contra a infeccdo inicial'®. Sdo consideradas trés vias principais de ativacdo do

complemento: a cldssica, a alternativa e a da lectina de ligagdo a manose (MBL)'®.

O primeiro componente do sistema complemento € a fracdo Clq, a qual faz
a conexao da resposta imune inata com a adaptativa humoral. A fracao C1q converte-se em
Clr e Cls, a qual desencadeia a ativagdo das fragdes C2 e C4. Ativadas, estas fragdes
conjugam-se para ativar a fragdo C3. Estes trés passos (Clg, C4 - C2 e C3) caracterizam o

-, . . . ~ 1
ponto de inicio das vias de ativagdo do complemento .

A via cléssica inicia-se pela ativacdo da fragdo Clq. Essa via pode ser
desencadeada pela ativacdo do complexo antigeno-anticorpo sobre Clq ou pela ligacdo

direta desta proteina com a superficie do antigeno, mesmo em auséncia de anticorpo' .

A via alternativa fornece uma op¢do de amplificacdo para as outras duas
vias e € iniciada por substancias localizadas na superficie de microorganismos que ativam

a fragdo C3 do complemento, gerando a disseminacao da resposta imune.

A via da lectina inicia-se pela ligacdo da MBL associada a serina-protease
(denominada MASP), independente da presenga de anticorpo, de complexos imunes e da
ativacdo da fracio C1?°. A MASP-2 ativa diretamente as fragdes C4-C2 do complemento.

A MASP-1 e 3 ativa a fragdo C3. (Figura 1)



34

MASP1 e
MASP3

VIA ALTERNATIVA

Ce6,C7,C8,C9

Figura 1.1 — Representaciio esquematica das vias de ativacio do complemento
FONTE: Adaptado de Dodds'®

O padrao de resposta da imunidade inata é rapidamente iniciado a partir do
reconhecimento de uma grande gama de padrdes regulares de perigo, representados por
peptideoglicanas e acido lipoteicdico da parede bacteriana, zimozan da parede fingica e
dupla hélice de RNA viral. As MBL reconhecem esses padrdes, desencadeiam o
mecanismo de opsonizacdo nos sitios extracelulares, assim como sua eliminacdo pelo

recrutamento de fatores antimicrobianos, como o sistema complement09.

A MBL apresenta maior importancia na janela de vulnerabilidade
imunolégica do lactente, quando desaparecem os anticorpos maternos e estes individuos
encontram-se na fase de hipogamaglobulinemia fisioldgica, por ainda ndo serem capazes
de produzir de forma plena os seus proprios anticorpos. No entanto, em todas as idades,

representa o mecanismo de proteco nos estagios iniciais de infecgdes'’.

A MBL, sob forma de tetrameros, pentameros ou hexameros da estrutura
basica, reconhece oligossacarideos ricos em manose ¢ em N-acetil glicosamina presente na

superficie de grande parte dos patdgenos e, assim, promove a opsonizagdo e facilita a
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fagocitose do patégeno pelos macrofagos. Auxilia ainda na remogdo de células
apoptéticas. A MBL néo se liga a superficie de células humanas normais, porque nestas o
acucar terminal é constituido de dcido sidlico, que ndo € reconhecido pelo dominio C

terminal'>*! (Figura 1.2).

Regiado de ligagao cruzada

Regido de colageno

3 4 ] E i
moléculas mp |  ——) Pescogo

Pepdideo ‘

(A) (B) (C) Dominio de
reconhecimento
de carboidrato

Figura I-2 — Estrutura em forma de tulipa da MBL

A unidade estrutural bésica (peptideo) (A), homotrimero de peptideos (estrutura bésica) (B) e forma da MBL
em tulipas, composta de vérias unidades bésicas (C) destacando: o dominio de reconhecimento de
carboidratos (CRD), a zona de interagdo com as proteinas MASP e as pontes dissulfetos

Fonte: Adaptado de Dommett et al. 19, 2006

Além da ligacdo a sacarideos via dominio de reconhecimento de
carboidratos, a MBL precisa se ligar as moléculas efetoras, pelo dominio N-terminal

usando o receptor colectina comum ao C1q para exercer suas funcdes>>.

A MBL exerce pelo menos quatro fungdes distintas: ativacdo do
complemento; promoc¢do de opssonofagocitose independente de complemento, por meio do
reconhecimento da regido de coldgeno por fagdcitos mononucleares; modulacdo da
inflamacdo num processo dose-dependente da liberacdo de citocinas pelos mondcitos e
promocdo de apoptose, por meio da ligacdo de células T e neutréfilos polimorfonucleares a

regiao CRD™.

Outra classe de lectinas sfo as ficolinas, estruturalmente relacionadas as

colectinas e que também envolvem o sistema complemento para permitir opsonizagao e
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fagocitose de microorganismos. Juntas, as colectinas e as ficolinas contribuem para a

sobrevivéncia da pele, auxiliando diretamente a destruir e erradicar microorganismos.

A sinalizagdo de eventos intracelulares inclui, dentre outras moléculas, os
receptores Toll like (TLR)". Esses receptores, presentes na superficie das células ou nos
endossomos, estimulados por padroes moleculares associados a patégenos (PAMP)
apropriados, transduzem um sinal que promove a translocacdo nuclear do NF-kB e a
transcricao de mediadores inflamatérios como fator de necrose tumoral alfa, interleucina-1,
interleucina-12, moléculas de adesdo endotelial e moléculas co-estimulatérias. A
importancia da resposta inflamatéria induzida pelos TLR € retirar os microorganismos,

antes que possam entrar no organismo.

Na pele, os ligantes TLR sdo necessdrios para ativacdo das células
dendriticas e, consequentemente, para o desencadeamento de sua habilidade para iniciar as

respostas da imunidade adaptativa®.

Cada um dos onze TLR humanos tem especificidade para um ligante
microbiano. Esses halotipos foram identificados em células epiteliais, incluindo
queratindcitos, assim como células apresentadoras de antigeno (de Langerhans e células
dendriticas), células endoteliais, mastdcitos e neutréfilos, envolvidos diretamente com o
inicio e a amplificacdo da resposta inflamatéria da pele, exacerbada na dermatite
atépica®1 21324,

A alteragdo da atividade do TLR-II devida a variagdo génica pode ser
responsavel pela reducdo da defesa microbiana e pelo aumento da inflamagao induzida por
PAMP em pacientes com dermatite atdpica. Teoricamente, a perda da funcdo de
polimorfos do TLR-II pode permitir a disseminacido das infec¢des na pele de pacientes
com dermatite atdpica, resultando num processo inflamatério mais grave. Por outro lado, o
aumento do polimorfismo pode ser responsavel, sozinho, pelo agravamento do processo

inflamatério na dermatite atGpica®.

Esses achados indicam que a ativacdo dos padrdes moleculares associados a
patégenos na dermatite atdpica pode ser importante de varias maneiras. Na fase inicial da
doenca, a redu¢do dos mecanismos de defesa mediados por PAMP acarreta maior carga
microbiana na pele. Nas fases subseqiientes, a inflama¢ao mantida pode derivar da ativagao

repetitiva dos TLR, agravando e mantendo a inflamacdo na dermatite atépica. Essa
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ativacdo também € considerada um sinal de perigo que induz a ativacdo e o envolvimento
do sistema imunoldgico adaptativo. Este sinal de perigo € reconhecido pelos linfécitos T
apés o processo de transi¢do da inflamagdo inata. Em resumo, a ativacdo das PAMP
acarreta a transicdo da informagdo imunoldgica inata para o sistema imunoldgico

. . ‘o . L 13
adaptativo, perpetuando o processo inflamatério na dermatite atdpica .

Barreira da pele

A epiderme funciona, pelo menos em parte como uma barreira de protecao,
principalmente devido ao estrato cérneo. O estrato corneo é formado por cornedcitos sem
lipideos e por uma matrix extracelular rica em lipideos (ceramidas, colesterol, 4cidos
graxos e ésteres de colesterol), a qual cria uma barreira capaz de manter a 4gua no corpo e
prevenir a entrada de patdégenos e alérgenos. A diferenciacdo terminal dos queratindcitos a
partir das células granulares, para cornedcitos € o ponto critico para manuten¢do dessa

.26
barreira®.

Durante essa diferenciacdo, os queratindcitos se movem da camada celular
basal da epiderme para a camada granular na qual se forma um envelope corneificado, na
camada mais externa da pele, dando origem as células mortas remanescente, 0s
cornedcitos. Esse envelope, uma estrutura protéica insolivel, € formado por clivagem da
profilagrina em vérios polipeptideos de filagrina, os quais ligam-se por meio das

: 8,12
transglutaminases™ .

A disfun¢do da barreira da pele, a pele seca, a reducao da secrec@o sebacea e
o aumento da perda transepidérmica de 4gua, na dermatite atdpica, possivelmente,
decorrem da reducdo das ceramidas, esfingolipideos constituintes das placas lamelares
presente nos espacos intercelulares do estrato corneo, em decorréncia da reducdo da

esfingosina’'?.

A alta colonizacdo da pele de pacientes atdpicos por bactérias que secretam
ceraminidase e em criangas com deficiéncia do sistema imunoldgico inato, promove a
reducdo de ceramida no estrato cérneo, assim como cepas secretoras de esfingomielinase,
promovem a quebra da esfingomielina em ceramida e fosforilcolina. A perda dessas

proteinas do estrato cérneo é responsavel pela quebra da barreira epidérmica na dermatite
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atépica. E importante enfatizar que o aumento da coloniza¢io pode depender, nesses

. A . . o 27
pacientes, de uma deficiéncia do sistema inato, principalmente das MBL"".

MBL e dermatite atdpica. Qual a relacao?

Os trabalhos referentes a associacdo de MBL e doencas alérgicas sao
escassos e ainda controvertidos; aqueles relativos a essa associacdo de dermatite atOpica

sdo ainda mais raros.

Embora as pesquisas recentes tenham permitido uma compreensdo melhor
de alguns mecanismos envolvidos na deficiéncia imunoldgica de pacientes com dermatite
atopica, alguns aspectos ainda ndo estdo elucidados. Isso pode ser porque as disfungdes da
barreira da pele, a imunidade inata e a adaptativa ndo coexistem, mas interagem num
processo complexo da imunobiologia da pele, parecendo determinar também a relacdo

entre MBL e doencgas alérgicas.

O papel da MBL em asma e atopia tem sido debatido na literatura, com
poucos estudos encontrando reducdo nos niveis de MBL e desenvolvimento de

hiperreatividade bronquica ou associagdo entre alguns alelos da MBL e asma em criancas.

Kaur et al.®® referem que a MBL, por ser uma molécula efetora da
imunidade inata, a qual modula os niveis de citocinas pro-inflamatdrias, quando em
quantidade elevada no plasma, pode ser um marcador para o aumento da gravidade das

doencas alérgicas incluindo asma e rinite.

Embora haja boas razdes para se supor que a MBL tem um significativo
papel na susceptibilidade e na fisiopatologia da asma, Wang et al.” sugerem que o
fenétipo da asma independe do gendtipo e tanto ele quanto Nagy et al.* concluem que a
variante baixo produtor de MBL (homozigotico 00), pode ter um importante papel na
susceptibilidade para asma em criancas, especialmente quando associado a infeccdo por

Clamydia pneumoniae.

Niveis muito baixos de MBL foram encontrados em trés membros de uma
familia turca que apresentava abscessos recorrentes, prurido e dermatite atépica, sugerindo
que a MBL poderia ter um papel no desenvolvimento da DA ou na susceptibilidade para

infeccdes, presente nesses pacientes com DA,
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Aittonienni™®, ao contrdrio de trabalhos prévios por ele pesquisados

relacionando baixos niveis de MBL com atopia, concluiu que, pelo menos em adultos, o

nivel de MBL nao estd mais baixo nos pacientes alérgicos. Recomenda, no entanto, que

estes resultados sejam interpretados com cautela.

Kaur er al.”® referem que, a depender do tipo de polimorfismo da MBL,
pode ocorrer alto ou baixo nivel desta proteina associado a variabilidade funcional do
sistema imune, o que pode levar a susceptibilidade para varias doencas. Baixos niveis de
MBL ocasionam resisténcia para doencas alérgicas. Niveis altos de MBL aumentam o
nimero de citocinas pré-inflamatdérias e podem acarretar um aumento das alergias. Por
isso, poderiam ainda ser consideradas um marcador clinico das doencas alérgicas

respiratorias. Enfim, este estudo enfatiza a necessidade de se explorar o papel da MBL e

sua associagdo na asma e alergia.

Outro estudo, realizado por Uguz et al.®, corroboram este achado ao
demonstrarem correlagdo entre nivel elevado de MBL no plasma e doencas alérgicas em

atividade, associadas ao aumento de eosinofilos.

Opinides contraditérias existem. Leung et al** referem que, apesar da
importancia da MBL na imunidade inata, o polimorfismo deste gene mostra apenas fraca
associacdo com asma e atopia em criangas. Muller et al.® referem que, apesar de um
potencial papel da MBL no desenvolvimento da atopia tenha sido discutido, a deficiéncia
de MBL nao representa um fator predisponente para desordens atdpicas em lactentes e
criancas. Mesmo assim, Staley er al.’® afirmam a existéncia de dados conflitantes em
relac@o a altos ou baixos niveis de MBL e susceptibilidade para asma e concluem haver
evidéncias de que a MBL apresenta um papel imunomodulatério na asma, levando a

predisposicao para forma mais grave da doenca.

Em relacdo a DA, ha dois trabalhos publicados que investigam associacao
de polimorfismo da MBL, um’’ em pacientes japoneses, no qual investigou-se a
probabilidade de a freqiiéncia alélica do c6don 54 do gene da MBL (onde ocorre a troca de
CGC para GAC) se associar com susceptibilidade para DA, num subgrupo de pacientes
com DA e asma (leve moderada ou grave) e em pacientes com ou sem histéria familiar de
DA ou asma. Concluiram que ndo havia diferenca significante entre os pacientes e 0s

controles, e, portanto, pela inexisténcia da associa¢do. No entanto os autores sugeriram a
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realizacdo de outros estudos, incluindo os cédons 52, 57 e a regido promotora, com um

nimero maior da amostra para auxiliar na obten¢do de dados confidveis.

O segundo™ estudo comparou a freqiiéncia dos cédons 52, 54 ¢ 57 do éxon
1 do gene da MBL-2 em 165 criangas com DA a 165 adultos-controles. Nos pacientes com
DA, houve uma freqii€ncia significantemente maior do alelo O, dos genétipos OO e DP e
da categoria de produtores deficientes de MBL2 (p<0,001). Concluiram os autores que a
presenca de um gendtipo de produtor deficiente de MBL?2 estd associada ao aumento da

susceptibilidade para DA em criangas brasileiras.

Consideracoes Finais

z

A dermatite atépica é um dos mais importantes assuntos em pesquisa
dermatoldgica com muitas vias patogénicas para serem elucidadas. O prejuizo da barreira
cutanea e o distirbio no sistema imune inato da pele parecem ser os aspectos chave para
sensibilizacdo aos alérgenos na infancia precoce. Toda tentativa para elucidacdo da
etiologia ou das causas etiolégicas sdo apoiadas na esperanca de uma terapéutica mais
eficaz para essa doenga que tanto aflige os portadores, familiares e profissionais de sauide,

principalmente nas formas graves e prolongadas.

Summary

Atopic dermatitis is a chronic inflammatory disease that attends a course with periods of
acalmia and exacerbation and presents increasing prevalence, mainly in developed
countries. This results in an important public health problem. Purpose: To precede a
bibliographic revision of data related to the association of mannose binding lectin and
allergic diseases, with emphasis on atopic dermatitis. Synthesis of data: Mannose binding
lectin is a protein that binds to carbohydrates of pathogens surface and facilitates the
process of fagocitosis, participating in the modulation of inflammation and apoptosis.
Conclusion: Although literature presents reasonable evidence of the association of
mannose binding lectin with infectious and auto-immune diseases, its relation with allergic
diseases still excites many doubts and needs to be confirmed, because the agreement of this
protein function in these diseases is still scarce. In relation to the atopic dermatitis, there
are only two published works.

Keywords: Atopic dermatitis. Allergy. Immunology. Mannose binding lectin.
Polymorphism.
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Abstract

Background: Although the influence of the deficiency and polymorphism of MBL-2 have
been extensively studied in infectious and auto-immune diseases, little is known about its
mechanism of action in atopic dermatitis. Methods: From August 2006 and July 2008, by
means of an exploratory study, 131 children with atopic dermatitis, aging from three
months to 12 years old were compared to 165 healthy children without this disease, aging
from four to 18 years old. The severity of disease was graded according to SCORAD
index. Exon 1 (A/O) and promoter regions of MBL-2 (H/L, X/Y) were determined by Real
Time PCR. Statistical analyzes were performed by determining genotypic frequencies by
Hardy-Weimberg theorem; qui squared test for paired comparisons, at a significance level
equal to 0.05, unicaudal. Results: Among children with atopic dermatitis, there was
significant predominance of O allele and AO / OO genotypes, when compared to healthy
group (%2 = 10.53; p=0.0012 and - %2 = 14.15; p<0.001, respectively). There was
significant predominance of deficient producers of MBL-2 among children with atopic
dermatitis ((}2 = 30.15; p<0.001). Conclusion: Low and deficient MBL-2 production was
significantly associated to atopic dermatitis, maybe due to a low clearance of apoptotic

cells and perpetration of tissue damage.

Key words: Atopic dermatitis. Mannose- binding protein. Innate immunity. Polymorphism.
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Introducao
A dermatite atépica devido a complexidade do mecanismo imunopatoldgico
suscita inimeros questionamentos e € considerada doenga relevante na area de alergia e

imunologia, tanto pelos aspectos clinicos quanto epidemiolégicos'~.

Os estudos sobre dermatite atdpica, no que se refere aos aspectos clinicos,
valorizam principalmente as anormalidades da imunidade adaptativa e humoral, assim
como as disfungdes da barreira cutanea, contudo a imunidade inata parece se encontrar
também alterada, e pode ser uma das explicacdes para a maior freqiiéncia de infecc¢des
secunddrias por virus, bactérias e fungos na pele destes palcientes3 . Existe uma lacuna em
relacdo a imunidade inata na dermatite atdpica, a qual comeca a ser desvendada, com o

advento da imunogenética.

A lectina ligadora de manose (MBL), uma molécula pluripotente capaz de
ativar o sistema complemento, apresenta estrutura e funcdo similares as do fator C1q da via

Lo 456,7
classica do complemento ~™".

O gene da MBL2 localiza-se no brago longo do cromossomo 10; pode
apresentar um polimorfismo com trés variantes, que codificam proteinas de diferentes
estruturas e fung()esg’g’lo. As variacOes alélicas foram identificadas nos cdédons 52, 54 e 57
do éxon-1 e nas posi¢cdes -550 (alelo H/L) e -221 (alelo X/Y) da regido promotora do gene

desta proteina11’12’13.

Com base no polimorfismo, os individuos podem ser classificados como:
baixos produtores de MBL — aqueles portadores de mutacao nos dois alelos, classificados
como OO; produtores normais — aquelas pessoas com mutacdo em um alelo, denominado
heterozigético AO e grandes produtores de MBL — que s@o os individuos nao portadores de

mutacdo, classificados como AA (tipo selvagem)'*.

Muito ja se sabe sobre a deficiéncia da MBL e do seu polimorfismo na
génese e no agravamento de quadros infecciosos e auto-imunes. A MBL € particularmente
importante nos estdgios iniciais de infec¢des e durante a janela de vulnerabilidade
imunolégica da crianca, momento em que desaparecem os anticorpos maternos' . E uma
molécula imunomoduladora da inflamacdo e apresenta papel fisioldégico importante em

crian¢as pequenas, faixa etdria em que a dermatite atopica é mais freqiiente. Assim sendo,
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a associacdo desta lectina na etiopatogenia da doenca € uma possibilidade que deve ser

investigada.

Questionando se os pacientes com dermatite atépica apresentam um padrao
genético de polimorfismo de MBL-2 diferente do padrao dos individuos sem DA, aventou-
se a hipotese de que as pessoas com dermatite atépica possam apresentar menor freqiiéncia
do polimorfismo tipo selvagem (padrao AA), que corresponde ao grande produtor de

MBL2.

Este artigo tem por objetivo investigar em criancas com dermatite atopica, a
presenca das variantes funcionais da proteina ligadora de manose (MBL2) bem como

investigar a persisténcia desse padrao nos pacientes com as formas mais graves da doenca.

Métodos

Por meio de estudo do tipo exploratério, procedeu-se a comparacdo entre
131 criangas com dermatite atépica e 165 criancas e adolescentes sadios, que nao
apresentavam dermatite atdpica, no periodo de Agosto de 2006 a Julho de 2008, atendidos
no Instituto Materno Infantil Prof. Fernando Figueira, Recife, Pernambuco, Brasil, e
submetidos a anamnese e exame fisico dirigidos para a investiga¢do de dermatite atdpica.
Apés a aprovacdo do Comité de ética em Pesquisa e a assinatura do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido, procedeu-se a avaliacdo clinica da crianca, quanto a
gravidade da dermatite atépica, pela conversdao da extensdo e gravidade dos sinais e dos

sintomas em pontos, empregando os critérios do SCORing Atopic Dermatitis (SCORAD)

que € graduado em: leve (< 25 pontos), moderado (25 a 50 pontos) e grave (> 50 pontos)16.

As amostras de sangue total foram encaminhadas ao Laboratério de
Imunopatologia Keiso Asami, da Universidade Federal de Pernambuco, para genotipagem
do éxon 1 da MBL2. Esta foi realizada em 131 casos e 165 individuos do grupo de
comparag¢do, por ensaio com temperatura controlada usando primers especificos (inicial 5’-
GGCTTCCCAGGCAAAGATG 3’ e reverso 5’-AGCCCAACACGTACCTGGTT-3’) e
reagentes SYBR Green I (Applied Biosystems, Foster City, California). Os padrdes de
curvas de identificacdo foram obtidos por meio do uso de programa do ABI 7900 HT
(Applied Biosystems). Para a determinacdo da regido promotora H/L e das variantes

alélicas X/Y de 131 casos e 165 individuos do grupo de comparacgdo, foram desenvolvidas
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duas reacdes de cadeia de polimerase especificas. Para H/L, empregaram-se 5’-
TGCTTCCCCTTGGTGTTTTAC-3" e 5’-TGCTTCCCCTTGGTGTTTTTAG-3’M como
primers alelo especificos reversos, e 5’-GCCAGGGCCAACGTAGTAAG-3’ como primer
comum forward. Para X/Y, foram usados: 5’-CTGGAAGACTATAACATGCTTTC-3’ e
5’-CTGGAAGACTATAAACATGCTTTG-3’ como primers alelo-especifico reversos e
5’-CCGAAGAGGACATGGAGAGA-3’como primer comum forward. As variantes
alélicas no éxon 1 da MBL2 e nas regides promotoras foram avaliadas em duplicata por

seqiienciamento direto.

As trés variantes alélicas do éxon 1 da MBL2 (nas posi¢des 52, 54 e 57)
foram agrupadas em uma categoria tnica (alelo O), porque tinham um efeito funcional
semelhante sobre os niveis séricos de MBL, enquanto que a combinac@o dos trés alelos
selvagens foi agrupada como alelo A. As freqiiéncias dos alelos foram calculadas pela
contagem direta dos genes e o cdlculo das freqiiéncias genotipicas, pela aplicacdo do
Teorema de Hardy-Weimberg, com o programa Arlequin versdo 3.11. Aplicou-se o teste
de Qui quadrado para comparagao pareada usando tabelas de contingénciade 2 x 2 e 3 x 2.
O nivel de significancia considerado para ndo aceitagdo da hipdtese nula foi p<0,05,

unicaudal, a direita.

Resultados

O grupo caso foi constituido por 131 criangas com dermatite atdpica, tendo
idade média de 3,5 + 0,2 anos, variando de trés meses a 12 anos e idade mediana de 2 anos
e 8 meses e amplitude semi-interquartilica igual a 3 anos e 3 meses; 78,6% dos pacientes
eram menores de 6 anos de idade. Eram do género masculino 39,7% dos casos a maioria
provinha de familias com baixa renda (menos de 120 euros por més). O grupo de
comparacdo foi constituido por 165 criangas e adolescentes sem dermatite atdpica, dos
quais 80 (48,5%) do sexo masculino e 85 (51,5%) do feminino, com idade média de 10

anos, variando entre quatro e 18 anos.

A Tabela 1 apresenta as freqiiéncias de variantes do éxon-1 da MBL2 em

criangas brasileiras com dermatite atopica.
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Tabela 1 - Freqiiéncias das variantes do éxon-1 da MBL2 em 165 criancas do grupo de comparacio e
131 criancas com dermatite atépica

Distribuiciio genética Criangas co;r'zl il;;l;z)attte atdpica Grupo c(i; _c;);r;]))aragao

Alelos™

A 68,7% (180) 80,3% (265)

0) 31,3% (82) 19,7% (65)
Gendétipos®

AA 53,4% (70) 66,7% (110)

AO 30,5% (40) 27,3% (45)

00 16,0% (21) 6,1% (10)

NOTA: V- %2 = 10,53; p=0,0012 ® - %2 = 14,15; p<0,001

Nao houve associacdo entre a freqiiéncia de variantes do polimorfismo do

éxon-1 do gene da MBL2 e a gravidade da dermatite atopica (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicio da gravidade da dermatite atépica segundo as variantes alélicas do éxon 1 do
gene da MBL2 em 131 criancas

Variantes alélicas do éxon 1 do gene da Gravidade da dermatite atOpica

leve moderado ou grave
MBL2 (n=57) (n=74)

Alelos

A 70,2% (80) 67,6% (100)

o 29,8% (34) 32,4% (48)
Genotipos

AA 56,1% (32) 51,4% (38)
AO 28,1% (16) 32,4% (24)
00 15,8% (9) 16,2% (12)

NOTA: 2 = 0,21; p=0,905

Na Tabela 3, foram comparados os genétipos, considerando as variantes das
regides promotoras H/L e X/Y, classificando-as em trés categorias conforme a
caracteristica de producao de MBL: alta (HP), média (LP) ou deficiente (DP). Dentre os
portadores de dermatite atopica, houve predominio da variante deficiente para producdo de

MBL2 em relacao ao grupo de comparagdo (p <0,001).
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Tabela 3 — Freqiiéncia das variantes alélicas das regioes promotoras e do éxon-1 do gene da MBL2, em
131 criancas com dermatite atépica

o (. Crianga com dermatite atopica Grupo de comparagdo
Fendtipos Gendtipos (n=131) (n=165)

Alto produtor (HP) 48,8% (64) 49.7% (82)
HYA/HYA
HYA/LYA
HYA/LXA
LYA/LYA
LYA/LXA
Produtor defeituoso
Baixo produtor (LP) 25,2% (33) 44,2 (73)
LXA/LXA
HYA/LYO
HYO/LYA
HYA/O
HXA/O
LYA/O
Produtor deficiente (DP) 26,0% (34)° 6,1 (10)
LXA/O
HXA/O
HYO/LXA
0/0

NOTA: %2=30,15; p<0,001

As trés categorias de producdo de MBL (HP, LP e DP) ndo se associaram a

gravidade da dermatite atdpica (p=0,937) (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribuicio da gravidade da dermatite atépica segundo polimorfismo das regioes
promotoras e do éxon 1 do gene da MBL2 em 131 criancas com dermatite atépica

Fendotipos das regioes promotoras e do éxon 1 do Gravidade da dermatite atopica

leve moderado ou grave
da MBL2
seneda (n=57) (n=74)
Alto produtor (HP) 49,1% (28) 48,6% (36)
Produtor defeituoso”
Baixo produtor (LP) 26,3% (15) 24.3% (18)
Produtor deficiente (DP) 24.6% (14) 27,0% (20)

NOTA: x2=0,13; p = 0,937

Discusséao

A depender do tipo de polimorfismo do gene da MBL, pode ocorrer alto ou
baixo nivel desta proteina associada a variabilidade funcional do sistema imune, o que
pode acarretar susceptibilidade para varias doengas. Na literatura, hd estudos referentes a
doencas infecciosas, contudo sdo escassos aqueles referentes a associacdo de MBL e

doencas alérgicas, dai a importancia desta pesquisa.
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Nossos resultados mostram que os pacientes portadores de dermatite atopica
apresentaram mais freqiientemente alelo O e gendtipos AO e OO, que se associam aos
niveis mais baixos de MBL. Esses resultados sugerem que a caréncia do padrao genético
AA, produtor de grande quantidade de MBL, pode ser um fator de risco para o
aparecimento da doenca. Assim, a hipdtese que formulamos € corroborada pelos
resultados: a caréncia do padrdo AA representa maior susceptibilidade frente as
determinantes ambientais para o aparecimento da dermatite atopica. Apesar da auséncia de
significancia da associa¢do entre a freqiiéncia das variantes do éxon 1 da MBL2 e
gravidade da doenca, observa-se maior freqiiéncia dos gendtipos AO e OO na forma
moderada ou grave da dermatite atOpica, sugerindo que baixos produtores sdo mais
susceptiveis ao aparecimento da doenca e a formas mais graves. A relacdo entre variantes

do éxon 1 da MBL2 e gravidade da dermatite atopica pode ser comprovada quando se

considera a distribui¢cao génica denominada correcdo por gravidade para célculo estatistico.

Ao classificar os individuos pesquisados em trés categorias conforme a
producdo de MBL em alta (HP), média (LP) ou deficiente (DP), observou-se que dentre os
portadores de dermatite atdpica, houve predominio significante do grupo defeituoso para
producdo de MBL-2 (p<0,001) e que essas categorias (HP, LP e DP) ndo se associaram a
gravidade da dermatite atdpica (p=0,937).

17 z . . N
Leung et al.”’, testando o c6don 54, referiram que, apesar da importancia da
MBL na imunidade inata, o polimorfismo deste gene demonstrou apenas fraca associa¢do
. . . 18 . . .
com asma e atopia em criangas. Por outro lado, Hashimoto et al. *, investigando pacientes
japoneses com dermatite atépica, ndo encontraram associacdo entre a variante alélica de
MBL2 e a susceptibilidade para essa doenca, por meio do teste do cédon 54. Nossos
resultados foram mais semelhantes ao estudo de Leung et al.'’, mas vale salientar que
ambos os autores estudaram apenas o cédon 54 e em nosso estudo foram testados os trés
" 1 L oA
cédons 52,54 e 57. Muller er al."®, ao estudarem doencas respiratdrias e sibilancia em
lactentes e criangas, testando os cédons 52, 54 e 57, verificaram que a deficiéncia de MBL
~ . . . ~ . L. . e oA - 20
nao foi fator de risco para infeccdo respiratéria ou atopia na infancia. Uguz et al. =, ao
analisarem os niveis séricos de MBL em criangas asmadticas, sugeriram que essa proteina
pode contribuir para inflamagdo das vias aéreas e aumentar o risco de desenvolver a
doenca, portanto pode ter um papel importante na fisiopatologia, mas ndo se referiram

especificamente a dermatite atépica.
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McGirt e Beck®! sugeriram que pacientes com dermatite atopica apresentam
defeito na imunidade inata. A fun¢do de barreira do extrato cérneo encontra-se alterada
pelo reduzido teor de lipideos (ceramida e esfingomielina) e pela queratinizacdo anormal
conseqiiente a filagrinas disfuncionais e ao trauma mecanico pelo prurido. Além disso, o
estresse fisioldgico induz secrecdo do hormodnio liberador de corticotrofina pelo
hipotdlamo e regula a secrec@o de interleucina 18 e interleucina 1-f pelos queratindcitos,
que sdo importantes na resposta imunoldgica inata. Niveis reduzidos de MBL tém sido
associados a dermatite atopica, sugerindo que esse pode ser outro defeito da resposta inata

nesses pacientes.

Estudos envolvendo pacientes portadores de doencas infecciosas por
parasitas intra-celulares, comprovaram que os individuos altos produtores de MBL-2
desenvolviam a forma mais grave. Na infec¢do por HIV, individuos com baixos niveis
séricos tém maior susceptibilidade para adquirir a infec¢do, mas, uma vez infectados,
aqueles com maior concentracio de MBL ficam predispostos a apresentar a forma mais
grave da doenga, pela resposta inflamatéria induzida por niveis altos de citocinas pro-

1Y, Garred er al.*). Apesar de ndo termos encontrado uma

inflamatérias (Boniottto et a
diferenca significante entre as formas de gravidade da dermatite atdpica na amostra, a
partir dessas comprovacdes, parece pouco plausivel admitir que o mesmo mecanismo
possa ocorrer na dermatite atOpica. Pode-se supor que, principalmente nas formas
moderada e grave, o padrdo baixo produtor de MBL se associa a outros fatores, ambientais,
infecciosos e imunoldgicos, promovendo maior dano tecidual pelo baixo clareamento das

células apoptdticas.

Kaur ef al.” referem que a presenca do polimorfismo do gene da MBL-2 e
suas variantes alélicas leva a um funcionamento imunomodulador com maior ou menor
nivel sérico da proteina o que contribui para a susceptibilidade a varias doengas. Concluem
os autores que o aumento dos niveis de MBL leva a maior producdo de citocinas pro-
inflamatérias, o que contribui para aumento da gravidade de doencas alérgicas
respiratdrias, podendo ser um marcador genético, enquanto que baixos niveis séricos de
MBL e de atividade de complemento aumentam a susceptibilidade para doengas

infecciosas, mas protegem contra aquelas mediadas por complemento.

Aitttoniemi et al.**, ao compararem um grupo de 243 adultos asmaéticos,

atépicos e nao atopicos, a 400 controles, concluiram que o gendtipo da MBL-2 ndo tem
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efeito de predisposi¢do para a ocorréncia de atopia, mas a variante alélica X da regido
promotora causa baixa expressdo da MBL e € um significante fator de risco para asma em

adultos nao atdpicos.

A MBL pode ser apenas mais um fator participante na complexa etiologia
da dermatite atdpica assim sendo, a baixa concentracdo sérica de MBL pode levar ao baixo
clearance de células apoptéticas. A hipdtese que pode ser aventada para nossos achados
com base nos mecanismos de imunidade inata sobre a participacdo da MBL na dermatite
atopica é demonstrada na Figura 1 em que se representa um modelo sobre a possivel
participacdo causal da MBL nesta doencga. Trabalhos adicionais sdo necessdrios, para
confirmar ou rejeitar este modelo. A participacdo da MBL e de outros componentes da

imunidade inata na patogenia da dermatite atdpica constitui ainda um imenso campo de

investigacao.
Predisposicao
Baixa MBL | -Fatores imunalérgicos .| Alta MBL
sérica -Genética sérica
-Baixa tolerancia ao prurido

v

v Ativacao excessiva

Baixo clearance de davia da lectina
células apoptéticas

v

Liberacao de
citocinas

'

v i .
Perpetuagéo da F_a,Lt\(l)érreseerl]rgé)lentws Ao o ]
inflamag&o (dano [« -Infeg 2o.?) . ’IOIC earanct:,et. as
tecidual) ¢ ! células apoptoticas

-Aspectos emocionais

Dermatite atdpica v

Forma leve da

v dermatite atépica

Maior gravidade da
dermatite atépica

Figura II-1- Modelo proposto para a participacio da MBL na patogenia da dermatite atopica
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Pelo fato de dermatite atépica ser uma doenca multifatorial, ainda pouco
conhecida, todos os estudos desenvolvidos com o objetivo de esclarecer sua
etiopatogenia sdo importantes. Enquanto o papel da imunidade adquirida na
dermatite atdpica ja é conhecido, ha uma lacuna em relacdo a imunidade inata, da
qual a MBL faz parte.

O estudo da herancga genética da MBL ainda suscita duvidas e ndo oferece
evidéncias que suportem admitir, com os dados presentes, a possibilidade do
desenvolvimento de terapéutica com MBL recombinante, a qual, apesar de ser
segura porque nao € imunogénica, pode favorecer reagcbes auto-imunes,
agravando um quadro de dermatite atopica.

A deficiéncia da MBL2 ndo é uma deficiéncia primaria, no sentido
mendeliano classico, mas pode ter importancia na protecao imunolégica. Acredita-
se que nao so a deficiéncia da MBL, mas outros fatores de risco podem predispor
as infeccoes assim como as doencas alérgicas e a dermatite atépica.

Os resultados da presente pesquisa constituem um primeiro passo para
esse esclarecimento, mas novos estudos, com amostras maiores e primers para
éxons e promotores distintos e mais especificos, sdo um campo de pesquisa

promissor.
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Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido

Ao Responsével pelo Menor:

Por favor, leia atentamente:

Solicitamos a participagdo do menor , Sob sua
responsabilidade, no estudo sobre a doenca DERMATITE ATOPICA
que se manifesta com descamacao, vermelhidao e coceira na pele.

A participacdo do menor é voluntaria e vocé pode recusar-se a
autorizar sua participacao ou decidir que 0 menor deve abandonar a
pesquisa em qualquer momento, sem que haja qualquer prejuizo para
o atendimento de seu filho neste servico.

Informamos que sera necessario coletar cerca de 3 mL de
sangue por pungdo venosa, entretanto, ndo havera risco para o
paciente, exceto a possibilidade de discreto sangramento local.

Os dados obtidos poderdo ser divulgados em eventos médicos
cientificos, porém a identidade do participante nao sera divulgada.

Os gastos com a pesquisa serao custeados pela pesquisadora
responsavel Dré. Matilde Campos Carréra.

Sera entregue uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido a(o) Senhor(a).

Caso a(o) Senhor(a) tenha necessidade de qualquer
esclarecimento adicional ou tenha qualquer duvida em relacao aos
procedimentos, riscos e beneficios ou qualquer outro assunto
relacionado ao estudo, podera procurar a responsavel pela pesquisa,
Dr2. Matilde Campos Carréra, CRM 5455, telefone (81) 3222-1850,
podendo ligar a cobrar. A pesquisadora estara a sua disposicao para
responder e esclarecer qualquer duvida.

A(0) Senhor(a) pode também se dirigir a0 Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Materno Infantil Prof. Fernando Figueira, situado
a Rua dos Coelhos, 300 — Bairro Boa Vista, Recife, Pernambuco,
telefone (81) 2122-4100.
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Eu ,

portador do RG , compreendi as explicacbes acima e

concordo que o menor sob minha responsabilidade participe da
pesquisa sobre dermatite atépica.
Recife, de de 200

Assinaturas:

Impresséo digital
Responsavel:

Pesquisadora:

Testemunhas:

Pesquisadora Responsavel: Dré. Matilde Campos Carréra
Endereco: Av. Rosa e Silva, 765 — Bairro Aflito- Recife — Pernambuco
Telefone: (81) 3222-1850 Celular: (81) 9101-3581

Local do Estudo: Instituto Materno-Infantil Professor Fernando Figueira
Rua dos Coelhos, 300 — Bairro Boa Vista — Recife — Pernambuco
Telefone: (81) 2122-4100
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Apéndice B - Modelo do Questionario - Dermatite atopica

Numero: Data: / /

Nome:

Endereco:

Data de Nascimento: / / Idade:

Sexo: () Masculino () Feminino
Renda Familiar em salarios minimos: <1 SM[ 1SM[O 2SM O 3 SM[
Nivel de escolaridade materna: [ lletrada
0] ensino fundamental incompleto [ ensino fundamental completo
[J ensino médio incompleto [J ensino médio completo
L] ensino superior incompleto [J ensino superior completo
Dermatite Atdpica
1. Apresenta ou apresentou manchas com coceira na pele que aparecem e
desaparecem ? ( ) Sim ( ) Nao
2. Teve manchas nos ultimos 12 meses? ( ) Sim () Nao
3. Essas manchas localizavam-se em dobras? ( ) Sim () Nao
4. |dade de inicio das manchas: até 2 anos [ apos os 2 anos [

5. Nao desaparecimento completo dos sintomas nos ultimos 12 meses ?
() Sim ( ) Néo

6. Acorda a noite pelo prurido? ( ) Sim ( ) Nao

7. Jateve eczema algumavez:? ( )Sim () Nao



8. Historia familiar:

Pai:

Mae:

Irmaos:

Avos Paternos:

Avos Maternos:

9. Alguma vez na vida teve chiado no peito ou falta de ar? ( ) Sim

Asma () Sim
Rinite () Sim
Urticaria () Sim

Dermatite atopica
Asma () Sim
Rinite () Sim
Urticaria ( ) Sim

Dermatite atopica
Asma () Sim
Rinite () Sim
Urticaria ( ) Sim
Dermatite atopica
Asma () Sim
Rinite () Sim
Urticaria ( ) Sim
Dermatite atopica
Asma () Sim
Rinite () Sim
Urticaria ( ) Sim

Dermatite atopica

Informacdes da crianca:

10. Seu(Sua) filho(a) tem asma?:

( ) Nao
( ) Nao
( ) Nao
(1) Sim
( ) Nao
( ) Nao
( ) Nao
(1) Sim
( ) Nao
( ) Nao
( ) Nao
(1) Sim
( ) Nao
( ) Nao
( ) Nao
(1) Sim
( ) Nao
( ) Nao
( ) Nao

() Sim

() Sim

( ) Néao

( ) Nao

( ) Néao
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11. Seu(Sua) filho(a) tem rinite? ()Sim () Nao
12. Seu(Sua) filho(a) tem urticaria? ( ) Sim ( ) Nao
13. Seu(Sua) filho(a) tem alergia a algum medicamento? ( ) Nao

( )Sim Qual?

14. Seu(Sua) filho(a) tem alergia a bebida ou alimento?

( )Nao ( )Sim Qual?

15. Seu(Sua) filho(a) fez uso de medicacgao nos ultimos 15 dias?

( )Nao ( )Sim

16. Seu(Sua) filho(a) tem alguma doenca que exija uso de medicacao?

( )Nao ( )Sim
17. Seu(Sua) filho(a) tomou a vacina BCG?

( )Nado ( )Sim

Observacoes a critério médico:

64



65

Apéndice C — Artigo em idioma inglés

Atopic dermatitis and functional variants of the protein binding of mannose in Brazilian
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ABSTRACT

Background: Although the influence of the deficiency and polymorphism of MBL-2 have
been extensively studied in infectious and auto-immune diseases, little is known about its
mechanism of action in atopic dermatitis. Methods: From August 2006 to July 2008, by
means of an exploratory study, 131 children with atopic dermatitis, aging from three
months to 12 years old were compared to 165 healthy children without this disease, aging
from 4 to 18 years old. The severity of disease was graded according to SCORAD index.
Exon 1 (A/O) and promoter regions of MBL-2 (H/L, X/Y) were determined by Real Time
PCR. Statistical analyzes were performed by determining genotypic frequencies by Hardy-
Weimberg theorem; Qui squared test for paired comparisons was used at a significance
level equal to 0.05, unicaudal. Results: Among children with atopic dermatitis, there was
significant predominance of O allele and AO / OO genotypes, when compared to healthy
group (X?=10.53; p=0.0012 and y*=14.15; p<0.001, respectively). There was significant
predominance of deficient producers of MBL-2 among children with atopic dermatitis
(%?=30.15; p<0.001). Conclusion: Low and deficient MBL-2 production was significantly
associated to atopic dermatitis, maybe due to a low clearance of apoptotic cells and

perpetration of tissue damage.

Key words: Atopic dermatitis. Mannose binding protein. Innate immunity. Polymorphism.

Introduction

The atopic dermatitis due to the complexity of the immunopathological mechanism
raises many questions and is considered a relevant disease in the area of allergy and
immunology, both in clinical epidemiology'?. Studies on atopic dermatitis, with regard to
clinical aspects, especially value abnormalities of adaptive immunity and humoral as well
as disorders of the skin barrier, but the innate immunity seems to be altered, and may be
one of the explanations for higher frequency of secondary infections by viruses, bacteria
and fungi on the skin of these patients®. There is a gap in relation to innate immunity in

atopic dermatitis, which starts to disclosure, with the advent of immunogenetic.
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The key to innate immunity is the mannose-binding lectin (MBL), a pluripotent
molecule capable of activating the complement system, which provides structure and
function similar to the factor C1q of the classical pathway of complement™".

The gene for MBL, located on the long arm of chromosome 10, may present a
polymorphism with three variants, which encode proteins of different structures and

8,9,10

functions . The allelic variations were identified in codons 52, 54 and 57 of exon-1 and

in positions -550 (allele H) and -221 (allele Y) in the promoter region of the gene for this
protein' '*1.

Based on polymorphism of MBL, individuals may be classified as low-producers -
those carrying a mutation in both alleles, classified as OO; normal producers - those people
with mutations in one allele, called heterozygous AO and large producers - which
individuals are not carriers of mutation, classified as AA (wild type) "*.

Much is already known about the deficiency of MBL and its polymorphism in the
genesis and the worsening of infectious and autoimmune diseases. The MBL is particularly
important in the early stages of infection and the window of vulnerability during the child's
immune system, when maternal antibodies disappear'"""”. It is an immunomodulatory
molecule of inflammation and presents important physiological role in young children, age
at which the atopic dermatitis is more common. Thus, the combination of this lectin in the
pathogenesis of the disease is a possibility that should be investigated.

Questioning whether the patients with atopic dermatitis have a pattern of genetic
polymorphism of MBL-2 other than the standard Brazilian general, raised the possibility
that people with atopic dermatitis can justify lower frequency of polymorphism wild type
(standard AA), which represents the great producer of MBL2.

This article aims to investigate in children with atopic dermatitis, the presence of
functional variants of the mannose binding lectin (MBL2) and investigate the persistence

of that pattern in patients with the most severe forms of the disease.

Methods

An exploratory study was carried to the comparison between 131 children with
atopic dermatitis and 165 healthy children and adolescents, who did not have atopic
dermatitis, from August 2006 to July 2008, and were referred to Maternal-Children
Institute Prof. Fernando Figueira, Recife-PE, Brazil, to anamnesis and physical

examination directed to the investigation of atopic dermatitis. After approval of the Ethics
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Committee for Research and the signing of the Free Informed Consent Term, one
proceeded to clinical evaluation of the child, about the seriousness of atopic dermatitis,
converting the extent and severity of signs and symptoms in points, employing the criteria
of SCORing Atopic Dermatitis (SCORAD) that is graduated to: mild (<25 points),
moderate (25 to 50 points) and severe (> 50 points) 16

At Immunopathology Laboratory Keiso Asami of Federal University of
Pernambuco, the genotyping of exon 1 of MBL2 was performed in 131 cases and 165
individuals in the group for comparison, by testing with temperature controlled using
specific primers (initial 5’-GGCTTCCCAGGCAAAGATG 3’ and reverse 5’-
AGCCCAACACGTACCTGGTT-3’) and reagents SYBR Green I (Applied Biosystems,
Foster City, California). The identification of patterns of curves was obtained by using a
program of the ABI 7900 HT (Applied Biosystems). To determine the promoter region H /
L and allelic variants of the X/Y of 131 cases and 165 individuals in the group for
comparison, two reactions of specific polymerase chain were developed. For H/L, using 5'-
TGCTTCCCCTTGGTGTTTTAC-3" and 5'-TGCTTCCCCTTGGTGTTTTTAG-3' as allele
specific primer reverse, and 5-GCCAGGGCCAACGTAGTAAG-3' as a joint primer
forward. For X/Y were used: 5-CTGGAAGACTATAACATGCTTTC-3 'and 5'-
CTGGAAGACTATAAACATGCTTTG-3' as allele-specific primers and reverse 35'-
CCGAAGAGGACATGGAGAGA-3' as first joint forward. The allelic variants in exon 1
of MBL2 and regions promoters were assessed in duplicate by direct sequencing.

The three allelic variants of exon 1 of MBL2 (in positions 52, 54 and 57) were
grouped into a single category (O allele), because it had a similar effect on the functional
serum MBL, while the combination of the three alleles wild was grouped as allele A. The
frequencies of alleles were calculated by direct counting of genes and calculation of
genotypic frequencies, by applying the theorem Hardy-Weimberg. It was applied to the
Chi square test for paired comparison using the contingency tables of 2 x 2 x 3 and 2. The
level of significance considered for rejection of the null hypothesis was p <0.05, unicaudal

to the right.

Results
The case group consisted of 131 children with atopic dermatitis, with an average
age of 3.5 + 0.2 years, ranging from three months to 12 years and median age of 2 years

and 8 months and semi-interquartile range equal to 3 years and 3 months, 78.6% of the
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patients were younger than 6 years of age. Males were 39.7% of the cases the majority
came from families with low income (less than 120 euros per month). The comparison
group was composed of 165 children and adolescents with atopic dermatitis, of which 80
(48.5%) males and 85 (51.5%) females with a mean age of 10 years, ranging between four

and 18 years.

Table 1 shows the frequencies of exonl variants of MBL2 in Brazilian Children

with atopic dermatits.

Table 1 — Frequencies of exon 1 variants of MBL-2 in 165 healthy comparison group and 131 children with
atopic dermatitis

Genetic distribution Children wz;Z :;‘;11130 dermatitis Group ?’j: =C;ol;;lfmrtson

Alleles™

A 0,687 (180) 0,803 (265)

o 0,313 (82) 0,197 (65)
Genotypes”

AA 0,534 (70) 0,667 (110)

AO 0,305 (40) 0,273 (45)

00 0,160 (21) 0,061 (10)

NOTE: V- %2 = 10,53; p=0,0012 ® - 2 = 14,15; p<0,001

There was no association between the frequency of variants of the polymorphism of

exon-1 gene of the MBL?2 and severity of atopic dermatitis (Table 2).

Table 2- Distribution of the severity of atopic dermatitis according to the allelic variants of exon 1 of the
gene in 131 children MBL2

Allelic variants of the gene exon 1 of the Severity of atopic dermaitis

light moderate or severe
MBL2 (n=57) (n=74)

Alleles

A 0,702 (80) 0,676 (100)

0] 0,298 (34) 0,324 (48)
Genotypes

AA 0,561 (32) 0,514 (38)

AO 0,281 (16) 0,324 (24)

00 0,158 (9) 0,162 (12)

NOTE: 2 = 0,21; p=0,905

On Table 3, the genotypes were compared, considering the variations of the regions
promoting H/L and X/Y, classifying them into three categories according to the
characteristic of producing MBL: high (HP), medium (LP) or deficient (SD). Among the
patients with atopic dermatitis, there was a predominance of variant deficient for

production of MBL2 in relation to the comparison group (p <0001).
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Table 3 - Frequency of allele variants of the regions and promoting the exon-1 gene of MBL2 in 131
children with atopic dermatitis

Child with atopic dermatitis Group of comparison

Phenotypes Genotypes (n=131) (n=165)

High producer (HP) 0,488 (64) 0,497 (82)
HYA/HYA
HYA/LYA
HYA/LXA
LYA/LYA
LYA/LXA
Defective producer
Low producer (LP) 25,2% (33) 44,2 (73)
LXA/LXA
HYA/LYO
HYO/LYA
HYA/O
HXA/O
LYA/O
Defective producer (DP) 26,0% (34)° 6,1 (10)
LXA/O
HXA/O
HYO/LXA
0/0

NOTE: %2=30,15; p<0,001
The three categories of production of MBL (HP, LP and DP) were not associated

with severity of atopic dermatitis (p = 0937) (Table 4).

Table 4- Distribution of the severity of atopic dermatitis second polymorphism of the regions and
promoters of exon 1 of the MBL2 gene in 131 children with atopic dermatitis

Phenotypes of regions and promoters of exon 1 of Severity of atopic dermatitis

light moderate or severe
th MBL2
¢ gene (n=57) (n=74)
High producer (HP) 49,1% (28) 48,6% (36)
Defective producer”
Low producer (LP) 26,3% (15) 24,3% (18)
Defective producer (DP) 24,6% (14) 27,0% (20)

NOTE: ¥2=0,13; p=0,937

Discussion

Depending on the type of polymorphism of the MBL gene may occur, high or low
levels of this protein associated with the variability of functional immune system, which
can cause susceptibility to various diseases. In literature, there are studies related to
infectious diseases, yet few are those concerning the association of MBL and allergic
diseases, hence the importance of this research.

Our results show that patients with atopic dermatitis were the most frequent allele

O and genotype AO and OO, which are associated to the lowest levels of MBL. These
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results suggest that the lack of genetic standard AA, producer of large amount of MBL, it
may be a risk factor for the onset of the disease. Thus, we formulated the hypothesis is
supported by the results: the lack of standard AA represents risk facing environmental
determinants for the onset of atopic dermatitis. Despite the absence of significant
association between the frequency of variants of exon 1 of MBL2 and severity of the
disease, there is increased frequency of genotypes AO and OO in the form of moderate or
severe atopic dermatitis, suggesting that low producers are more likely to appear of the
disease and the most severe forms. The relationship between variants of exon 1 of MBL2
and severity of atopic dermatitis can be proven when it is considered for calculating the
statistical distribution gene named Gravity correction.

By classifying the individuals surveyed in three categories according to the
production of MBL in high (HP), medium (LP) or deficient (SD), it was observed that
among patients with atopic dermatitis, there was a significant predominance of the group
for producing defective MBL-2 (P <0001) and that these categories (HP, LP and DP) were
not associated with severity of atopic dermatitis (p = 0937).

Leung et al."’, testing the codon 54, said that despite the importance of MBL in
innate immunity, the polymorphism of this gene showed only weak association with
asthma and atopy in children. Moreover, Hashimoto et al.'®, investigating Japanese patients
with atopic dermatitis, found no association between the allelic variant of MBL2 and
susceptibility to the disease, through the test of codon 54. Our results were more similar to
the study by Leung et al."’, but is worth highlighting that both authors studied only the
codon 54 and in our study were tested all three codons 52.54 and 57. Equally, Muller et
al.", studying and respiratory diseases in infants and children wheezing, testing the codons
52, 54 and 57, found that the deficiency of MBL was not a risk factor for respiratory
infection or atopy in childhood. Uguz et al. %, to examine the serum levels of MBL in
asthmatic children, suggested that this protein may contribute to inflammation of the
airways and increase the risk of developing the disease, therefore it can play an important
role in the pathophysiology, but does not specifically refer to atopic dermatitis.

McGirt and Beck? suggested that patients with atopic dermatitis have defect in
innate immunity. The function of the barrier extract corneum is altered by low levels of
lipids (ceramide and esfingomieline) and the consequent abnormal keratinization filagrin
dysfunctional and the mechanical trauma by itching. Furthermore, the physiological stress

induces secretion of corticotropin by the hypothalamus and regulates the secretion of
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interleukin 18 and interleukin 1-f by keratinocytes, which are important in the innate
immune response. Low levels of MBL have been associated with atopic dermatitis,
suggesting that it may be another fault of the innate response in these patients.

Studies involving patients with infectious diseases and autoimmune diseases have
shown that those senior producers of MBL-2 developed a more severe form. In HIV
infection, individuals with low serum levels are more susceptible to acquiring the infection,
but once infected, those with a higher concentration of MBL are likely to present the most
serious form of the disease, the inflammatory response induced by high levels of cytokines
pro-inflammatory (Boniottto et al.'*, Garred et al.*?). Although we have not found a
significant difference between the forms of severity of atopic dermatitis in the sample,
from such evidence, seems plausible admit that the same mechanism may occur in atopic
dermatitis. It is possible that, especially in moderate and severe forms, the standard low-
producer of MBL is associated with other factors, environmental, infectious and
immunological, promoting greater tissue damage by the low clearance of apoptotic cells.

Kaur et al.” report that the presence of the polymorphism of the MBL-2 gene and
its variants alleles leads to a functioning immunomodulator with higher or lower serum
levels of the protein which contributes to susceptibility to various diseases. The authors
conclude that increased levels of MBL leads to increased production of pro-inflammatory
cytokines, which contributes to increasing the severity of allergic respiratory diseases,
could be a genetic marker, whereas low levels of serum MBL and of complement activity
increase the susceptibility to infectious diseases but protect against those mediated by
complement.

Aitttoniemi et al.”*, when comparing a group of 243 adults with asthma, atopic and
non-atopic, to 400 controls, concluded that the genotype of the MBL-2 has no effect on
predisposition to the occurrence of atopy, but the allelic variant of the X region promoter
causes low expression of MBL and is a significant risk factor for asthma in adults not
atopic.

The MBL can be only one factor participating in the complex etiology of atopic
dermatitis therefore, the low serum MBL can lead to low clearance of apoptotic cells. The
hypothesis that can be suggested to our findings based on the mechanisms of innate
immunity on the participation of MBL in Atopic dermatitis is shown in Figure 1 where it
represents a model on the possible involvement of MBL cause this disease. Additional

work is needed to confirm or reject this model. The participation of the MBL and other
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components of innate immunity in the pathogenesis of atopic dermatitis is still a huge field

of research.

Predisposition
LowMBLin -Immunoallergic factors High MBLin
serum -Genetics serum
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-Infection (?7)

l
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Figure 1 - Proposed model for the participation of MBL in the pathogenesis of atopic dermatitis
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ANEXO Il - Critérios diagndsticos de Hanifin & Rajka para
dermatite atopica

1980).

1.

O diagnostico da DA baseia-se em critérios clinicos (Hanifin & Rajka,

Condicdes Principais (1 ou mais): prurido (essencial); morfologia e

distribuicao tipica; evolucao crénica com recaidas e atopia pessoal ou
familiar.

Condicdes Secundarias (3 ou mais): Xerose, ptiriase alba, prurido pelo

suor, ceratose pilar, eczema malar, iniciado na infancia, ictiose,
ceratose palmo-plantar, reacdo imediata ao teste de puntura, lesdes
nao especificas de maos e pés, queilites, ceratocones, acentuacao
perifolicular, palidez, eritema facial, intolerancia a 1a e solventes
lipidicos, hipersensibilidade alimentar, dermografismo branco,
conjuntivite recorrente, escurecimento orbital, catarata sub-capsular,
dobra infra-orbital (Dennie-Morgan), tendéncia a infeccao cutanea com

imunidade celular diminuida.
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