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INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € a micose sistémica mais
prevalente no Brasil. E causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis
e acomete principalmente trabalhadores rurais do sexo masculino. A
grande variabilidade da resposta imunoldgica dos individuos a infecgcao
pelo P. brasiliensis resulta em diferentes formas clinicas da doenca. A
resisténcia esta associada a producao de citocinas que ativam
macrofagos, como IFN-y e TNF-a (resposta Th1). Ja nas formas mais
graves da doenca ocorre um predominio de citocinas do tipo Th2 (IL-4 e
IL-5). AIL-18 e a IL-12 atuam em conjunto na estimulagao da producao
de IFN-y, a principal citocina ativadora de macrofagos, essencial para a
destruicao do P. brasiliensis. Entretanto, em concentragbes muito
elevadas estas citocinas podem causar uma resposta inflamatoria
exacerbada no local da infecgcao, com consequéncias deletérias para o
hospedeiro. A IL-10 € uma citocina supressora da resposta Th1,
responsavel pela inibicao da atividade efetora do IFN-y, que induz a
atividade fungicida dos fagocitos. Entretanto, em certas situagcdes a IL-10
pode ter um papel essencial na modulacido da resposta inflamatoéria
excessiva. Os polimorfismos de um nucleotideo podem predispor
individuos a doencas e influenciar na resposta a drogas. Em funcio da
Importancia dos niveis adequados de IL-18 e |IL-10 para a resposta
eficiente do hospedeiro frente a infeccao pelo P. brasiliensis, o objetivo
do presente trabalho foi verificar se polimorfismos nos genes dessas
duas citocinas, associados a maior ou menor producao das mesmas,
podem terinfluéncia no desenvolvimento da PCM.

METODOLOGIA

Casuistica

Para o estudo do polimorfismo da IL-18 (-607 A/C) foram incluidos
45 controles (individuos saudaveis) selecionados na zona endémica de
Campinas e 27 pacientes com PCM atendidos no Hospital das Clinicas
da UNICAMP. Para estudo do polimorfismo da IL-10 (-1082 A/G) foram
Incluidos 84 individuos controle e 61 pacientes.

Extracao de DNA

Foram coletados de cada individuo 5 mL de sangue periférico em
tubos com EDTA. Apos centrifugagao a porgao contendo os leucoécitos
(buffy-coat) fol separada e utilizada para a extracao do DNA, utilizando-
se DTAB/CTAB-cloroférmio.

PCR alelo especifico (ARMS - Amplification Refractory
Mutation System).

Para verificar a presenca dos polimorfismos de IL-18 (-607 A/C) e
de IL-10 (-1082 A/G) nas amostras, foi utilizada uma técnica de PCR-
ARMS, conforme descrito por Zhang et al. (2005) e Perrey et al. (1999),
respectivamente, e esquematizado nafigura 1.

Analise estatistica

As frequéncias genotipicas e alelicas foram comparadas pelo
teste 2, sendo considerados significativos valores de p<0,05.
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Figura 1. O ARMS ¢é uma adaptacao da PCR, onde dois iniciadores senso sao
desenhados com extremidades 3' complementares ao alelo normal (IL-10-A) ou
mutado (IL-10-G, alelo especificos) e um iniciador anti-senso complementar a ambos
os alelos (IL-10 anti-sense). A técnica € baseada no principio de que a Tag DNA
polimerase nao apresenta atividade 3'-5' exonuclease, de modo que o mal pareamento
entre a extremidade 3' do iniciador e o DNA molde resulta na impossibilidade de
amplificacdo. Como controle da reacao € utilizado um iniciador IL-10 sense que anela
em uma regiao anterior aquela de anelamento do iniciador alelo especifico. Dessa
forma para cada amostra sao feitos 2 tubos reacao, no primeiro coloca-se os iniciadores
IL-10-A (alelo selvagem), IL-10 sense e IL-10 anti-sense, e no segundo os iniciadores
IL-10-G , IL-10 sense e IL-10 anti-sense. O mesmo foi realizado para deteccao dos
polimorfismos da IL-18.

RESULTADOS

O PCR-ARMS para o estudo dos polimorfismos de um unico
nucleotideo permite verificar a presenca de pelo menos uma banda
(controle) e a formacao de uma segunda banda demonstra a presenca
do polimorfismo, conforme afigura 2.

Figura 2. Gel de agarose corado com brometo de etidio, para deteccao do polimorfismo
-1082 A/G da IL-10 por meio da técnica de PCR-ARMS. Na figura pode-se observar
amostras apresentando homozigose para o alelo A (1 e 4) e para o alelo G (8) ou
heterozigose (2, 3,5,6e7).

A analise dos polimorfismos nos grupos estudados nao mostrou
diferenca quanto a frequéncia genotipica nas posicoes -607 A/C e -137
G/C do gene da IL-18, nem tampouco nas posicoes -1082A/G e -819 C/T
dalIL-10 (tabela 1, figura 3).

Tabela I. Frequéncia dos genotipos nos polimorfismos de IL-18 (-607 A/C e -137 G/C) e
IL-10 (-1082 A/G e -819 C/T) em controles e pacientes.

Tabela ll. Frequéncia dos alelos nos polimorfismos IL-18 (-607 A/C) e IL-10 (-1082 A/G)
em controles e pacientes.

Polimorfismo | Alelo Controles (%) | Pacientes (%)
A 65 (73,1) 31 (57.,4)
IL-18 (-607)
C 24 (27,9) 23 (42,6)
A 75 (40,32) 111 (59,68)
IL-10 (-1082)
G 57 (54,8) 47 (45,2)
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Polimorfismos | Alelos Controles (%) | Pacientes (%)
AA 24 (53,3) 8 (29,6)
IL-18 (-607) CC 4 (8,9) 4 (14,8)
AC 17 (37,8) 15 (55,6)
CC 6 (10,4) 4 (7,5)
IL-18 (-137) GG 25 (43,1) 25 (47,1)
CG 27 (46,5) 24 (45,3)
AA 36 (42,8) 26 (42,6)
IL-10 (-1082) GG 9 (10,7) 12 (19,6)
AG 39 (46,4) 23 (37,7)
CC 15 (37,5) 15 (35,7)
IL-10 (-819) TT 5(12,5) 8 (19)
CT 20 (50) 19 (45,2)
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Figura 3. Analise da porcentagem de controles e pacientes (FA e FJ) com os
polimorfismos de IL-18 (-607 A/C e -137 G/C) e IL-10 (-1082A/G e -819 C/T).

Entretanto, a analise da frequéncia alélica evidenciou uma
frequéncia significativamente maior do alelo A do gene da IL-10 nos
pacientes e do alelo G nos controles (tabela 2 e figura4). Emrelacaoa lL-
18 verificou-se uma tendéncia (p=0,081) de maior frequéncia do alelo C
nos pacientes e do alelo Anos controles (tabela 2 e figura4).

Figura 4. Analise da porcentagem de controles e pacientes (FA e FJ) com os
polimorfismos de IL-18 e IL-10.

DISCUSSAO

A IL-18 é uma citocina associada a inflamacao cronica e niveis
elevados sao detectados no soro de pacientes com PCM, principalmente
naqueles com as formas mais graves e ativas da doenca (Corvino et al.
2007). Nosso estudo demonstrou uma tendéncia a maior frequéncia do
alelo C, relacionado a producao elevada de IL-18 nos individuos doentes
e do alelo A nos individuos sadios. A producao de concentracoes
elevadas de |L-18 pode promover uma exacerbacao da resposta
inflamatodria, com um efeito negativo sobre a resposta imunoldgica do
paciente.

Embora tenha papel supressor da resposta Th1, a IL-10 € capaz
de limitar a reacao inflamatoria no local de infeccao e representa um
mecanismo regulatorio muito importante no controle da resposta a
patdogenos intracelulares. Nosso estudo demonstrou uma frequéncia
significantemente maior do alelo A, associado a menor produgao de |L-
10 nos individuos doentes e do alelo G nos individuos sadios. A maior
frequéncia do alelo A nos doentes poderia resultar em um controle
deficitario da resposta inflamatoria ao P. brasiliensis, prejudicando a
respostaimunologica e favorecendo a doenca.

CONCLUSAO

Embora preliminares, os resultados mostraram uma maior
frequéncia do alelo C na posicao -607, que poderia proporcionar
uma maior producao de IL-18, associado a maior frequéncia do
alelo A na posicao -1082, associado a menor producao de |IL-10
nos pacientes com PCM em relacao aos controles. Em conjunto
esses polimorfismos poderiam resultar em maior predisposicao
a uma resposta inflamatoria exacerbada e pior controle da
disseminacao fungica pelo hospedeiro.
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