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Leishmaniose visceral e susceptibilidade

genética

Visceral leishmaniasis and genetic susceptibility
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Resumo. A leishmaniose visceral é uma grave doenca infecciosa causada por um protozodrio
intracelular obrigatério do género Leishmania. A doenca abrange um grande espectro de
manifestacdes clinicas que podem variar desde infec¢des assintomaéticas, passando pela forma
cldssica da doenca caracterizada por hepatoesplenomegalia, febre e caquexia, chegando até
formas mais graves com sangramentos que podem evoluir para a morte. Alguns fatores podem
alterar a gravidade das manifestacdes clinicas, sendo um deles a predisposicdo genética. Por
meio da pesquisa de polimorfismos genéticos é possivel avaliar quais os genes que podem estar
relacionados com a susceptibilidade a infeccdo e com a predisposicdo as formas mais graves da
doenca.
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Abstract. Visceral leishmaniasis is a serious infectious disease caused by an obligate intracellular
protozoan of the genus Leishmania. The disease encompasses a wide spectrum of clinical
manifestations, which can range from asymptomatic cases, to the classical form of the disease
characterized by hepatosplenomegaly, fever and wasting, and even the more severe bleeding
that can progress to death. Some factors can alter the severity of clinical manifestations, among
them the genetic predisposition. Through research of genetic polymorphism it is possible to
evaluate which genes may be related to susceptibility to infection and predisposition to the most
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severe forms of the disease.
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A Leishmaniose Visceral

O presente artigo trata-se de uma revisdo e tem como
objetivo principal introduzir ao leitor conhecimentos na
area de imunogenética da leishmaniose visceral e suscep-
tibilidade genética a infecgdo, discutido no contexto de
publicagdes recentes sobre polimorfismos genéticos na
leishmaniose visceral.

A leishmaniose visceral (LV) ou Kala-azar (febre-ne-
gra) é uma doenca cronica que ataca os 0rgdos internos,
principalmente o figado, bago, medula déssea e linfonodos
(Kaye et al. 2004). Essa doenga é causada por protozoarios
intracelulares obrigatdrios pertencentes ao complexo do-
novani do género Leishmania (Badaré et al. 1986), como
Leishmania donovani no velho mundo e L.chagasi/infan-
tum no novo mundo (Siveira 2010), que infectam prefe-
rencialmente macrofagos, (Lukes et al. 2007).

Pesquisando os aspectos moleculares da relagdo ve-
tor-parasita e as interagdes hospedeiro-vetor da leishma-
niose, Sacks e Kamhawi verificaram que a doenga pode ser
transmitida por mais de 29 vetores diferentes nas Améri-
cas, e que no Brasil o vetor principal da leishmaniose vis-
ceral é Lutzomia longipalpus (Sacks and Kamhawi 2001).

A doenga é endémica em 88 paises, com prevaléncia
de 12 milhées de casos e incidéncia estimada em 500.000
casos/ ano (Fig. 1). No Brasil ocorrem 3000-5000 casos/

ano (Berman 2006). A doencga é predominantemente pe-
diatrica (Malla and Mahajan 2006), com um amplo espec-
tro de manifestagoes clinicas que vio desde o acometi-
mento tegumentar leve até o envolvimento visceral grave.
A resposta imune contra a Leishmania é modulada por
varios fatores do hospedeiro como estado nutricional, ida-
de e heranga genética, assim como fatores intrinsecos do
parasito, como a espécie e a cepa. A infecgdo é geralmente
auto-limitada e assintomatica, mas eventualmente evolui
para a forma mais grave, caracterizada por febre, caquexia
profunda, hepatoesplenomegalia, sangramentos graves e
eventualmente morte se ndo tiver tratamento adequado
(Blackwell et al. 1997; Caldas et al. 2005).

Fatores genéticos podem favorecer o desenvolvi-
mento da LV e levar diferentes formas clinicas da doen-
¢a, 0 que justifica a busca de genes associados a patologia,
como possiveis marcadores de susceptibilidade (Ettinger,
Duggal et al., 2009, Jeronimo, Duggal et al., 2007, Karplus,
Jeronimo et al. 2002).

Resposta Imune do hospedeiro

E possivel avaliar o tipo de resposta formada contra
o parasita pesquisando-se os niveis plasmaticos de cito-
cinas. Em individuos com a forma ativa da leishmaniose
visceral observa-se um balan¢o nas respostas inflamato-
rias e reguladoras (Th1/Th2), com altos niveis plasmaticos
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de citocinas IL-8, IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-12 e IL-10. (Bar-
ral-Netto et al. 1992; Peruhype-Magalhaes et al. 2006).
Elevados niveis plasmaticos das citocinas IFN-y, IL-12,
IL-10 e TGF-P podem ser encontrados durante a doenga
ativa, e um decréscimo dos niveis é observado apds a cura.
Entretanto, mesmo apds a cura, ja foi verificado que os
niveis IFN-y e IL-10 continuaram elevados, sugerindo a
coexisténcia de padrées Th1/Th2 tanto nos pacientes com
LV ativa como nos individuos curados.

Em casos mais graves da doenga pode ocorrer
uma falha na geracéo de IFN-vy, e a auséncia desta citocina
leva a baixa producéo de fatores microbicidas dos macré-
fagos como o 6xido nitrico (NO) e os radicais livres de
oxigénio (ROs) (Jeronimo et al. 2007a). Elevados niveis de
citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF-f, (Bar-
ral-Netto et al. 1992; Caldas et al. 2005; McConville and
Handman 2007) também influenciam na sobrevivéncia da
Leishmania dentro dos macroéfagos ao impedir a super-
producao das moléculas leishmanicidas, como NO e ROs,
e estdo diretamente correlacionadas com a progressdo e
gravidade da doenga (Barral-Netto et al. 1992).

Gy
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Figura 1. Distribui¢do mundial da Leishmaniose Visceral. [Fi-
gura retirada do site: www.who.int/tdrold/dw/leish_map.htm.
(WHO 2003)].

Polimorfismo genético e susceptibilidade genética
aLv

A co-existéncia de variagdo de alelos em um local
cromossomico (lécus) é chamada de polimorfismo gené-
tico. O sitio onde possa existir diferentes versdes de uma
seqliéncia cromossdmica ou apenas a mudan¢a de um
unico alelo é chamado polimoérfico. Um alelo pode ser de-
finido como polimoérfico se ele estiver presente em uma
freqiiéncia maior que 1% na populagdo. (Simmons and
Snustad 2006).

H4 diversos tipos de polimorfismos. Entre eles, os
polimorfismos de seqiiéncias repetitivas ou Small tandem
repeats (“STRs”) sdo caracterizados por repeticdes de se-
quéncias com dois a cinco nucleotideos também conheci-
das como microsatélites. Nos Variable number of tandem
repeats (“VNTR”) ou minisatélites, pode-se verificar um
numero variavel de repeticdes com seqiiéncias de nucle-
otideos maiores. Finalmente, os Single Nucleotide Poly-
morphsms (“SNPs”) mostram varia¢do de apenas um uni-
co nucleotideo, e contam na casa dos milhdes, distribui-
dos por todo o genoma (Lewin 2001).

Os polimorfismos tipo SNP podem influenciar

muitos fatores de risco associados a doencgas. Um gran-
de nimero destes polimorfismos de nucleotideo unico de
interesse estd localizado em regides que precedem a fase
de leitura aberta do gene ou em regides intergénicas que
regulam sua expressdo. Eles podem determinar fendtipos
que expressam diferentes quantidades das proteinas codi-
ficadas, sendo considerados “polimorfismos funcionais’,
ou levam a modifica¢des da propria proteina. Polimorfis-
mos podem também ser considerados como marcadores
genéticos, ja que sdo transmitidos juntamente com outros
genes em ligacdo (linkage), localizados em regides cro-
mossdmicas vizinhas, que podem, por sua vez, impactar
na suscetibilidade a doenga. (Simmons and Snustad 2006).

Os primeiros estudos realizados para mensurar o
impacto genético na susceptibilidade a LV foram reali-
zados em modelos experimentais de camundongos. Por
meio desses estudos, foi possivel confirmar a presenca de
diversos genes de susceptibilidade ao desenvolvimento
das diferentes formas de LV (Blackwell 1996; Blackwell et
al. 2009).

A influéncia de fatores genéticos do homem re-
lacionados ao desenvolvimento das diferentes formas de
leishmaniose tem sido evidenciada por meio de estudos de
larga escala, na forma de varredura do genoma dos indi-
viduos - “Genome wide scanning” (Bucheton et al. 2003a;
Jamieson et al. 2007; Jeronimo et al. 2007a) e também em
estudos de genes candidatos, nos quais ¢ feita uma avalia-
¢d0 do grau de associagdo entre uma variante polimorfica
e a presenga da doenca propriamente dita ou de alguma
caracteristica especifica da doenca (Blackwell et al. 2009;
Bucheton et al. 2003b; Jeronimo et al. 2007b; Peacock et al.
2002).

Fatores de risco e genes relacionados a susceptibi-
lidade genética na LV

Os estudos de ligagao baseiam-se no fato de que dois
loci génicos situados no mesmo cromossomo e muito pro-
ximos um do outro tendem a ser herdados conjuntamente
(ligados). Nesse tipo de estudo sdo analisados grandes nu-
meros de trios de familias (pai, mée e filho) para se detec-
tar possiveis regides cromossdmicas de susceptibilidade
genética. Por meio desta abordagem, ja foi possivel identi-
ficar genes de suscetibilidade tanto para leishmaniose vis-
ceral quanto para leishmaniose mucosa, mostrando haver,
de fato, a influéncia de fatores genéticos na susceptibili-
dade ao desenvolvimento da LV (Barral-Netto et al. 1992;
Bucheton et al. 2003a; Jeronimo et al. 2007a).

O primeiro estudo de ligagdo para identificar ge-
nes de susceptibilidade a LV foi feito em pacientes e suas
familias em uma vila do Sudio, endémica para L. donova-
ni. Este estudo demonstrou haver uma forte ligacdo entre
a presen¢a da doencga sintomatica e a segregacdo de va-
riantes genéticas na regido do cromossomo 22q12 (Buche-
ton et al. 2003a).

Outro estudo de 59 familias com casos de LV tam-
bém realizado no Sudao encontrou ligagdo dos genes IL4 e
IFNGR1 com susceptibilidade a LV, porém nio confirmou
os genes identificados no estudo de Bucheton (Mohamed
et al. 2003).
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Em uma zona endémica na cidade de Natal, Brasil,
foram estudadas familias de pacientes com LV, e seus con-
tactantes, como as familias e residentes nas casas vizinhas.
Foram analisados 405 marcadores de microsatélites em
1254 individuos, e identificadas quatro regides de interes-
se nos cromossomos 2, 13, 15 e 19, relacionadas a genes
que conferem prote¢do imunoldgica contra a infec¢éo por
L. donovani (Jeronimo et al. 2007a). No mesmo ano, o
grupo de pesquisadores de Natal, analisando 102 familias
da mesma regido endémica em estudo de genes candida-
tos, pesquisou polimorfismos na regido cromossdmica
5q23-q31.1. O estudo indicou que os genes LECT2, TFG-
BI e IL4 podem influenciar o desfecho da infecgdo por L.
donovani (Jeronimo et al. 2007b).

Recentemente, Ettiger e col. também estudaram
uma popula¢io do nordeste do Brasil e compararam gru-
pos de individuos infectados com Leishmania com fend-
tipos diferentes da doenca: pacientes sintomaticos, assin-
tomaticos e as respectivas familias. Foi encontrada grande
associa¢do entre susceptibilidade a LV e genes de resposta
imune presentes no cromossomo 22, independentemente
da forma clinica da doenga, concordando com o estudo
de Bucheton e col., 2003a (Ettinger et al. 2009). Estes da-
dos sugerem que individuos que herdaram determinados
alelos nessa regido cromossémica podem estar mais pre-
dispostos a desenvolver formas sintomaticas de infec¢des
por Leishmania.

Estudos de genes candidatos

Por meio de estudos de genes candidatos é possivel
selecionar polimorfismos em genes alvos diretamente en-
volvidos na resposta imune do hospedeiro, associando as
diferencas alélicas e/ou genotipicas encontradas na popu-
lagdo com a susceptibilidade a doen¢a ou com caracteristi-
cas especificas da doenga. E uma abordagem ttil, quando
nao ha familias, isto é, quando as amostras sdo provenien-
tes de individuos néo relacionados. De modo geral, é o
tipo de estudo mais adequado para identificar genes que
possam ter alguma associagdo na susceptibilidade a doen-
gas, como no caso de genes que codificam citocinas. Este
tipo de abordagem exige cuidados na escolha da popula-
¢do, e, em especial, a escolha dos grupos controles para
comparagdo dos resultados obtidos.

Existem poucos estudos de genes candidatos no Bra-
sil para se avaliar a susceptibilidade & LV. Em um estudo
de genes candidatos, nosso grupo mostrou que a presen-
¢a do alelo T no polimorfismo TGFBI1 -509C/T conferiu
um risco duas vezes maior para a infecgdo por Leishmania
(leishmaniose visceral) em regides endémicas dos estados
do Maranhio e Piaui, sugerindo que a presenca deste po-
limorfismo pode estar associada com a susceptibilidade a
infec¢do a LV, e com eventos de hemorragia [(Frade et al.
2010)in press].

A grande maioria dos estudos de associa¢do alélica
realizados até agora para encontrar genes de susceptibili-
dade a infec¢do tém sido de fraco poder estatistico e com
tamanhos amostrais pequenos. De fato, os estudos nio
foram confirmados em coortes independentes, analise
importante para se evidenciar um forte poder estatistico.

Porém, com a formagdo de grandes bancos de DNA em
paises endémicos como a India e o Brasil, torna-se pos-
sivel realizar estudos de associa¢ao do genoma completo.
Alguns destes estudos ja estio em andamento como o
estudo do “Wellcome Trust Case Control Consortium’”
Os dados de pesquisas na area de imunogenética devem
acrescentar novas informacdes acerca dos genes e meca-
nismos que influenciam a suscetibilidade a VL (Blackwell
et al. 2009). Para os leitores interessados a se aprofundar
no assunto, a revisio de Blackwell e col., compila de forma
detalhada todos os polimorfismos ja estudados na LV, tan-
to na infec¢do humana como na infecgdo experimental.
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