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RESUMO

O LES possui uma patogénese multifatorial com uma mudltipla
suscetibilidade genética e fatores ambientais envolvidos na sua iniciacao.
Dentre as relacbes multifatoriais, podemos destacar diversas vias como:
hiperatividade de linfécitos B; dificuldade na circulacdo e remocdo de
complexos antigeno-anticorpo e a alteracdo no perfil de diversas citocinas,
contribuindo dessa forma para um ambiente pré-inflamatorio em tecidos-alvo.
Estudos mostraram que a producdo espontanea de IL-10 pelas células B e de
monaocitos do sangue periférico de IUpicos é significativamente mais alta do que
aquele de controles. O DNA extraido sera amplificado e submetido a ensaio
com enzima de restricdo Mnl | a 37°C “overnight” obtendo-se amplicon de
285p, eletroforese em gel de agarose a 3% corado com brometo de etideo e
visualizacdo em transiluminador de luz ultra-violeta. Em nosso estudo, a
frequéncia do alelo G néo foi tdo baixa como para os coreanos, mas também
nao tao alta como para os hispano-americanos, africanos e relativamente para
0s europeus. Encontramos uma frequéncia intermedidria entre tais valores,
37,6% para o grupo de pacientes. Os genétipos GA e AA para o grupo de
lGpicos esteve bem pareado, com o gendétipo GA obtendo 42% e o AA 41% da
frequéncia. Coube ao gendtipo GG a menor freqiéncia. Dessa forma, a
propor¢cao da distribuicdo das frequéncias manteve a de alguns trabalhos,
distanciando-se dos coreanos pela elevada freqiiéncia observada no genotipo
AA.

Palavras-chave: Lupus. Genética. Polimorfismo. IL-10. Frequéncia.

Amazonas.
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1. INTRODUCAO

O ldpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca inflamatoria crénica
que atinge varios 6rgdos do corpo humano. E uma doenca multissistémica e os
pacientes podem apresentar-se sob diversas maneiras diferentes. A
heterogeneidade clinica desta doenca reside sobre sua complexa
etiopatogénese, provavelmente envolvendo relagbes multifatoriais entre
elementos genéticos e a suscetibilidade individual a fatores ambientais
(MANSON & RAHMAN, 2006).

O LES é uma doenca relativamente comum, com uma prevaléncia que
pode atingir 1 para cada 2000 individuos. Atinge mais mulheres na faixa
reprodutora com uma proporcéo entre 0s sexos feminino e masculino de 10:1.
A concordancia em gémeos idénticos € 30% e em gémeos dizigdticos é 5%.
Isto sugere que os fatores genéticos desempenham um papel importante na
predisposicdo da doenca, mas que fatores ambientais também s&o relevantes
destacando-se a exposicdo a luz solar, drogas e infeccdes, especialmente com
o virus Epstein-Barr (MOK & LAU, 2003; PISETSKY, 2007).

Diversas séo vias que podem culminar e contribuir no aparecimento da
doenca. E essas vias possuem determinantes genéticos préprios (PASSOS,
2007). As citocinas participam de forma importante uma vez que medeiam as
respostas do sistema imune (ABBAS, 2003). Destacaremos dentre as citocinas
a IL-10. Esta citocina se encontra elevada em pacientes com LES cabendo ao
seu promotor polimorfismos correlacionados com a manifestacao clinica da
doenca (ESKADALE, 1998).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lapus Eritematosos Sistémico: Auto-imunidade

O Lupus Eritematoso Sistémico € uma doenca sistémica de etiologia
autoimune suposta, que € caracterizada pela ativacdo de células B policlonais
(RONNELID, 2003). Nesta doenca, um aumento na producdo de anticorpos,
especialmente de auto-anticorpos antinucleares, em conjunto com a deficiente
depuracdo de complexos imunes elevam o0s niveis desses complexos
configurando um ambiente propicio para o desencadeamento da resposta
inflamatdria (RONNBLOM, 2003).

O Lupus também se caracteriza pela baixa tolerAncia aos auto-
antigenos, principalmente aos antigenos nucleares, levando, portanto, a auto-
reatividade das células B e T, onde se percebe novamente a formacao de auto-
anticorpos e o depdésito de complexos imunes em diferentes tecidos.

O Lupus possui uma patogénese multifatorial com uma mudltipla
suscetibilidade genética e fatores ambientais envolvidos na sua iniciagao.

Dentre as relacbes multifatoriais, podemos destacar diversas vias como:
hiperatividade de linfocitos B; disfuncéo na regulacdo de linfocitos T; dificuldade
na circulacdo e remocao de complexos antigeno-anticorpo e a alteracdo no
perfil de diversas citocinas, contribuindo dessa forma para um ambiente pro-
inflamatorio em tecidos-alvo (PASSOS, 2007).

Essas vias estdo sob o jugo de diversos genes. Dessa forma,
polimorfismos podem alterar a responsividade e contribuir para a manifestacao
da doenca.

Os linfocitos B possuem receptores ligados a membrana que interagem
com as moléculas receptoras na superficie do linfécito T auxiliar dando inicio a
sequéncia de ativacdo das células B, culminando no desenvolvimento de
células efetoras secretoras de moléculas de anticorpo (ABBAS, 2003).

O linfocito B pode se tornar hiper-reativo quando moléculas
estimulatorias, moléculas CD28, e inibitérias, moléculas CTLA-4, sdo alteradas
em sua funcdo (PASSOS, 2007). As infec¢des podem estimular o desequilibrio

auto-imune e efetivar uma maior exacerbagéo clinica da doenca.

10



A infeccéo pelo virus Epstein-Barr, o agente etiologico da mononucleose
infecciosa, inclui um periodo de laténcia e um de viruléncia no qual os virus
podem emergir em quantidade suficiente para causar estimulacdo imune
(KOMINSKY, 20086).

O EBV parece ser capaz de infectar populacdes de linfécitos B auto-
reativos, perpetuando sua presenca em tais células, além de causar sua
expansdo mediante a inducdo de proliferacéo e diferenciacdo celular.

A persisténcia de linfécitos B infectados pelo EBV poderia decorrer de
uma falha no mecanismo de apoptose. O sistema Fas/Fas-Ligante € um
mecanismo de controle, ou seja, é capaz de desencadear a apoptose em um
linfécito B ativado. Assim, um defeito nesse sistema podera causar a
perpetuacdo dessas células (KOMINSKY, 2006).

Além do mais, como a apoptose é um mecanismo regulador e
programado, a sua desregulacdo acarretard liberacdo de altas taxas de
materiais nucleares e citoplasmaticos. Dessa forma, esses materiais podem
estimular a expansédo de células T helper auto-reativas, através de citocinas,
ativando as células B (ABBAS, 2003).

2.2 Lupus eritematoso sistémico: estudos de associacdo pan-

genbmicos

O Lupus, desde h& muito tempo, é reconhecida como uma doenca com
forte fator de risco genético. A elevada taxa de incidéncia em mulheres, bem
como o aumento do risco de determinados grupos étnicos sao sugestivos de
um efeito genético. Forte evidéncia advém dos estudos com gémeos, onde a
taxa de concordancia entre homozigotos varia entre 15% e 59% em
comparacdo com apenas 2 a 5% em gémeos dizigéticos (CERVINO &
TSINOREMAS, 2007).

Com o recente lancamento de chips tecnoldgicos para os polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs single nucleotide polymorphisms), é agora possivel
no genotipo detectar meio milhdo de nucleotideos polimorfismos simples em
cada individuo, cobrindo assim cerca de 80% do genoma humano. Tais
estudos tém sido apenas tecnicamente possivel nos Ultimos anos e o0s

resultados ja foram publicados para doencas complexas como cancer de
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pulméo, mal de Parkinson, doenca inflamatéria intestinal e infarto do miocardio
(CERVINO & TSINOREMAS, 2007).

Devido a perda de tolerancia imunolégica para auto-componentes ser a
base etiolégica do lUpus, muitos genes que codificam proteinas regulamentares
ou com funcdes adaptativas no sistema imune foram considerados como
candidatos (RHODES & VYSE, 2008)

As associacdes genéticas identificadas até o presente momento indicam
gue muitos caminhos diferentes, processos e tipos celulares estdo envolvidos
na geracao do fendtipo lUpico. A maioria desses genes estdo envolvidos em
trés tipos de processos bioldgicos: processamento de complexos imunes,
funcdo Toll Like receptor e producdo de interferon tipo I, e transducdo sinal
imune em linfécitos (HARLEY, 2009).

Immune complex
processing

«Clqg «FcGR2A «CRP
«C2 «FcGR3A «ITGAM

«C4
‘w L PTAn2
« PTPN22

« PCDCDI1
« TNFSF4
« PXK? «BLK
* XKR6? « MECP2?

Immune signal
transduction

« TREX]
« TNFAIP3
« IRAKT?
« STATT?

TLR and type |
IFN pathway

Figura 1 — Caminhos que contém estabelecidos ldcus suscetiveis no LES. BLK, linféide B
tirosino quinase;C1Q, complemento componente 1, subcomponente gq; C2, complemento
componente 2; CRP, proteina C reativa; FCGR2A, Fc fragmento de IgG, baixa afinidade lla,
receptor CD32; FcGr3A, Fc fragmento de 1gG, baixa afinidade Illa, receptor CD16a; IFN,
interferon; IRAK1, receptor associado quinase 1 interleucina 1; IRF5, interferon fator
regulatério 5; ITGAM, integrina alfa M; PCDCD1, célula programatoria de morte 1; PTPN22,
proteina tirosino-fosfatase, ndo receptor tipo 22; STAT, sinal transdutor e ativador de
transcrigdo; TLR, receptor semelhante a TOLL; entre outros. Retirado de Harley, 2009.

Primeiro, defeitos na depuracédo de células apoptéticas, processamento
e apresentacdo aos linfocitos tém sido implicados no desenvolvimento do
lpus. Alelos em certos l6cus para 0s quais a associagdo com lapus tenham
sido identificadas ou confirmadas (como genes HLA-DR, CRP e genes
codificantes de fragmentos de receptores Fc) possam afetar a forma em que

proteinas codificadas reagem com complexos imunes, proporcionando apoio
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molecular a transformacdo do complexo imune em um tema importante na
patogénese do lupus (HARLEY, 2009).

Esta sugestao é reforcada pelos baixos niveis de proteinas envolvidas
na cascata do complemento na circulagdo sanguinea de IUpicos, e pela
associacdo de lupicos com a auséncia de proteinas do complemento como
consequéncia de alelos homozigéticos (HARLEY, 2009).

ITGAM, também conhecido como CD11b, € o mais nhovo membro dessa
via. Ela codifica a cadeia a da integrina aMB2, uma integrina molecular adesiva
que vincula ndo s6 o complemento clivado de C3b, como uma miriade de
outros possiveis ligantes relevantes para o lUpus (HARLEY, 2009).

Segundo, diversos genes recentemente identifcados (IRAK1, TREX1,
IRF5 e TNFAIP3) codificam componentes acima e abaixo na via de producao
do interferon tipo |I. Compreender como estes genes estdo envolvidos na
etiologia do lupus serd vital no entendimento de como 0 excesso de interferon
pode promover a expressao de pré-citocinas e quimiocinas, a maturacdo de
células dendriticas, a ativacdo da auto-reatividade de células B e T, producédo
de auto-anticorpos e perda da auto-tolerancia (HARLEY, 2009).

Terceiro, transducdo em células imunes, especialmente em células B e
T, é outro caminho que tem mostrado multiplos genes suscetiveis. A ativagcado
de células B por antigenos mediados por ligacdo a receptores de células B
(superficie da imunoglobulina G) e posterior interagcdo com clones de células B
auto-reativas com células T helper 2 leva a perda da auto-tolerancia e da
imunidade. Por exemplo, PTPN22 é uma fosfatase seletiva que modula a
transducdo de sinais em células T, e representa um caso em qual uma
variacdo causal foi identificada como contribuinte na suscetibilidade a doenca
(HARLEY, 2009).

2.3 IL-10 (Interleucina - 10)

As células T regulatérias servem para limitar as respostas inflamatérias
e promover tolerancia imune para antigenos especificos. Esta célula apresenta
uma proteina de transmembrana chamada CD25. Como outras células T, ela

também possui receptor de célula T alfa-beta para antigeno e pode entdo ser
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ativada. Passa, portanto, a expressar citocinas (VAN OOSTERHOUT &.
BLOKSMA, 2005).

Apresenta subtipos como células T regulatorias naturais e as células T
regulatorias adaptativas. Participam de forma importante como células
imunoregulatorias, capazes de suprimir respostas imunes adaptativas
mediadas vias Thl e Th2. Dentro das células T regulatérias encontramos a
célula tipo 1 (Trl) que medeia supressdo via citocina IL-10, suprimindo a
producdo de IgE, enquanto aumenta a producéo de IgG e IgA pelos linfécitos
B. (KARAGIANNIDIS, 2004).

O gene humano da IL-10 esta localizado no cromossomo 1 (1g31-1g32)
e codifica cinco éxons. A regido promotora da IL-10 é extremamente
polimorfica contendo, entre outros, dois microsatélites, IL-10R e IL-10G, em
4kb acima do inicio do local de transcricao, e trés polimorfismos de nucleotideo
Unico: a substituicdo de um G por A na posicao -1082, de C para Tna -819e C
para A na posicao -592 (ROSADO, 2008).

955 T>G(0.316)
«—— 171 A>G(0.305)
« 1583 T>C(0.324) ]
« 2700 G2A(0.025)

«—— JU82 T>C10.125)

-« 3871 T>C(0.05)*

—900bp

— "

108245G
819 TSC.F42),
592 A>C(0.342)% )

E

=
z

{
AL

m
“
=

—— : Sequencingregion

Figura 2 — Mapa da IL-10 no cromossomo 1g31-q32 (5kb) mostrando os SNPs e o0s éxons.
Retirado de Sung et al, 2006.

Como tais microsatélites e polimorfismos de nucleotideo Unico estejam
na proximidade de supostos fatores transcricionais obrigatérios e de regides
reguladoras, acredita-se que tais alteracdes afetem, portanto, niveis produtivos
de transcricéo da IL-10 (ROSADO, 2008)

14



2.4 IL-10 (Interleucina - 10) x Lupus Eritematoso Sistémico

O Lupus tem sido considerado uma doenca com a vertente T helper
(Th)2 baseado na presenca de niveis elevados de interleucina (IL)-4, IL-6, e IL-
10 e baixos niveis de IL-2, fator de necrose tumoral alfa, fator de crescimento
transformante e interferon. No entanto, ha provas de que a producédo de
citocinas varie durante a evolucdo da doenca (GUARNIZO-ZUCCARDI, 2007).
Em modelos murinicos lapicos, no inicio da doenca ocorre a
predominéncia de citocinas Thl, enquanto em fases clinicas mais tardias,
ocorre um desbalango a favor de citocinas Th2 (GUARNIZO-ZUCCARDI,
2007).
Mesmo assim, ocorre uma certa discordancia em relacdo aos autores
e estudiosos no tocante a quais citocinas encontram-se ou ndo elevadas. No
entanto, a maioria concorda que pacientes IUpicos possuem niveis elevados de
IL-10 e IL-6, duas citocinas que ocupam um importante papel na patogénese
do lupus (GUARNIZO-ZUCCARDI, 2007).
Estudos mostraram que a producédo espontanea de IL-10 pelas células B
e de mondcitos do sangue periférico de pacientes com ldpus é
significativamente mais alta do que aquele de controles (LLORENTE &
RICHAUD-PATIN 2003). A expressao de IL-10 transcritos é significativamente
aumentada na populacgdo de célula ndo-T de células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com lupus comparado com controles (CSISZAR et al,
2000). Além disso, as concentracdes de IL-10 no soro sdo mais altas em
pacientes com lupus do que em controles e sdo correlacionadas com atividade
da doenca clinica (GRONDAL, 2000).
Estudos genéticos abordando polimorfismos da regido promotora de IL-
10 podem informar acerca da suscetibilidade ou o risco de determinadas
complicag@es do lupus (GIBSON, 2001).
Lazarus et al encontrou trés polimorfismos de base Unica nas posicoes -
1,082 (G/A),-819 (C/T)e-592 (C/ A) do promotor do gene de IL-10. Em
outro estudo, Gibson et al encontrou significativa associagdo entre 0s
polimorfismos do gene de IL-10 e a suscetibilidade para o lipus em afro-
americanos (LAZARUS, 1997 & GIBSON, 2001). Essas correla¢des indicam

15



gue a variacdo genética do gendtipo de IL-10 é crucial tanto para a producéo
de IL-10 como para o desenvolvimento do lUpus (ESKADALE, 1998).

Alfonso et al verificou que IL-10 com longos alelos (CA repetindo-se 2
22) estdo associados a alta producao de IL-10 e com a suscetibilidade a lupus
dentro da populacéo italiana (D’ALFONSO, 2000).

Chong et al. relatou que um curto alelo com IL-10 (CA repetindo-se < 21)
tiveram um efeito dose-dependente na suscetibilidade a LES em pacientes
chineses oriundos de Hong Kong. (CHONG, 2004).

Lépez et al indica a ampla utilizagdo de agentes antimaléricos no
tratamento do LES, mesmo que seu mecanismo de acao ainda n&o esteja bem
definida. Entretanto, sabe-se que a resposta ao tratamento é variavel entre as
pessoas. A alta producdo de IL-10 (GG) e a baixa (AA / AG) foram
determinadas pela presenca do alelo na posicédo -1082. A relacdo antimalarica
obteve efeito positivo somente quando os pacientes possuiam baixa producdo
de IL-10 (LOPEZ, 2006).
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3. Justificativa

O LES pode afetar todos os 6rgdos do corpo. As manifestacées mais
comuns incluem erupcfes cutaneas, artrite e fadiga. Nos casos mais graves

pode causar nefrite, problemas neurolégicos, anemia e trombocitopenia.

Dessa forma, investigar a frequéncia dos polimorfismos dos genes de
IL-10 podera contribuir para andlise do perfil imunolégico dos pacientes com
LES, possibilitando maior compreensédo da imunopatogenia do LES e talvez
desenvolver instrumentos diagndsticos e perspectivas terapéuticas cada vez

mais individualizados.

N&o existem trabalhos sobre a influéncia da IL-10 no LES no Estado
do Amazonas, sendo importante termos uma avaliacdo do papel deste gene

em individuos com nossa composicao génica.

Ja existe em andamento no ambito da UFAM um trabalho investigativo
de fatores genéticos no lupus eritematoso sistémico [25], tendo sido abordado,
inicialmente, o gene PDCD-1. A colecdo de DNA extraido de casos e controles
no Ambulatério Aradjo Lima estd armazenada e disponivel para avaliacdo de
outros polimorfismos. O presente trabalho vai dar continuidade a esse esforco

e complementar a avaliacdo genética do LES na Amazénia.

Por outro lado, a metodologia de amplificacdo do SNP A/G 1082 do
segmento promotor da IL-10 ja esta dominada no ambito da UFAM, através do
Projeto aprovado pelo CNPq edital Universal de 2007, da prof. Aya Sadahiro

em pacientes com tuberculose pulmonar.

Desta forma, temos material genético extraido e a tecnologia de
amplificacdo desenvolvida, o que facilita e justifica a continuidade do trabalho

de investigacdo do LES em pacientes da Amazonia.
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4. Objetivos

4.1. Objetivos Gerais

- Investigar fatores genéticos na patogenia do LES em pacientes da

Amazonia.

4.2. Especificos

- Determinar a frequéncia dos alelos A e G na posicdo 1082 da regiéao
promotora do gene da IL-10, em pacientes com LES e nos individuos de grupo

controle.

- Identificar possivel associacao entre os alelos de IL-10 e LES e associacéo

com sub-fenaotipos clinicos e sorolégicos.
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5. Metodologia

Em relagdo aos pacientes e controles do estudo, 0s seguintes critérios
foram utilizados para selecéo:

Pacientes: Foram estudados 200 pacientes com o diagndstico de LES,
em conformidade com os critérios do American College of Rheumatology
(ACR), sem restricao etaria, tratados nas clinicas de Reumatologia e Nefrologia
do Ambulatério Aradjo Lima da Universidade Federal do Amazonas. Pacientes
que satisfacam 4 critérios do ACR mas cujos sintomas possam ser atribuidos a
outra patologia ndo seréo incluidos.

Controles: Foram escolhidos 200 individuos sadios, adultos, pareados

etnicamente, mas sem consanguinidade com os pacientes lUpicos.

5.1 Material e métodos

Este projeto de pesquisa estd vinculado ao projeto: Polimorfismos
genéticos em pacientes com ldpus eritematoso sistémico no estado do
Amazonas aprovado no Comité de Etica na Pesquisa da UFAM sob o nimero
174/2005 em 14 de novembro de 2005.

As amostras de DNA a serem utilizadas no projeto foram coletadas
durante o periodo de 2006 a 2007, e extraidas pela técnica de sais de

trimetilamoénio, descrito por Gustincich et al. (1991)

5.2. Ensaio de amplificacdo de DNA para o gene da IL-10 na posi¢éo 1082.

O DNA extraido de leucdcitos de sangue periférico sera utilizado para
amplificar a sequéncia que inclui o sitio polimérfico G/A na posi¢do -1082 do
gene promotor da IL-10, pelo protocolo descrito no trabalho de PAWLIK, et al.
(2005). A sequéncia alvo (295 pares de bases - pb) sera amplificada para os
alelos especificos em cada alelo polimorfico A ou G com os primers 5- CTC
GCT GCA ACCCAACTG GC-3'e 5 -TCT TACCTATCC CTACTT CC - 3"
O DNA genbmico (600ng) serd submetido & PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) em um volume final de 15 ulL, contendo 2,5 uL tampéao de PCR
10X, 1,21mM de MgClz, 200 uM de dNTP, 0,5 pmol/uL de cada primer e 1U de
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Tag DNA Polimerase. Os parametros de amplificacdo em termociclador seréo:
desnaturacao inicial a 95°C por 3 minutos; 35 ciclos: 94°C/ 60°C/72°C por 45
segundos para cada etapa e extensao final a 72°C por 5 minutos.

A mudanca realizada durante o transcorrer do projeto em vista de
resultados tendenciosos e de artefatos durante a leitura no gel de agarose foi
baseada na troca da amplificacdo alelo especifica para a da digestdo
enzimatica.

Depois de nova padronizacdo, como o tempo em que cada etapa
levaria e ao aumento no numero de ciclos no termociclador, passamos a utilizar
novos primers: Primer F277 - GATCTGAAGGAGCAGCAGAAAATT - e Primer
IL-10 279R - CAGCTTCGTAGTAGTCCCTGATGACTGCAAAGT. O
polimorfismo G/A sera detectado apds a digestdo do produto de PCR com a
enzima de restricdo Mnl | a 37°C “overnight” clivando no sitio CCTC7, sendo
obtido um amplicon de 285pb, eletroforese em gel de agarose a 3% corado
com brometo de etideo e visualizacdo em transiluminador de luz ultra-violeta.

Os individuos que apresentarem os fragmentos de DNA de 151 pb, 96
pb serdo considerados genodtipo G/G; os que apresentarem os fragmentos de
131 pb e 128 pb serdo gendtipo A/A; os que apresentarem os fragmentos de
151 pb, 128 pb, 96 pb serdo gendtipo G/A.

Em todos os ensaios realizados serdo incluidos os controles positivos

(+) e negativos (-) da reacdo de amplificacéo.
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6. Resultados

No comeco do trabalho, usamos o método alelo-especifico. Nesse
processo de amplificacdo com os primeiros primers dois tubos eram
necessarios para cada amostra de DNA para a insercao dos diferentes primers
respectivos a cada alelo, ou A ou G. Assim, na leitura pelo gel de agarose a
identificacdo dos alelos se dava pela forte reacéo percebida pela tonalidade da
banda e pela seqiéncia em que eram postos 0s primers, se primeiro A ou

primeiro G, conforme as figuras abaixo.

s
R - : . i Pa Plo Pm
= e G e e e e G e e o e o

DSCO03611-Inv 11/02/09 16:55h

Figura 3 — Gel de agarose a 1,5% com a utilizacdo dos primeiros
primers conforme citado no texto. identificagdo prévia conforme quais
primers foram colocados nos respectivos tubos e analise da reagdo a
partir da presenca e da tonalidade da banda. A letra P indica que sdo
pacientes e pode-se perceber e 0s fragmentos possuem 258phb
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Figura 4 — Continuacéo do gel anterior, evidenciando o controle
negativo — BRANCO - sendo utilizada a agua.
Como se pode observar, a predominancia de GA é indiscutivel nesses
géis e ndo condizente com a literatura.
Dessa forma, mudamos o método para o ensaio com a enzima de
restricdo Mnl | conforme citado na metodologia.
Dessa forma, obtivemos agora fragmentos de 151 pares de bases (pb),
96 pb correspondentes ao genoétipo GG; fragmentos de 131 pb e de 128 pb,
correspondentes ao gendtipo AA; e por ultimo, todos os fragmentos anteriores,

ou seja, 151 pb, 131pb, 128 pb, 96 pb, correspondentes ao heterozigoto GA.
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Figura 5 — Gel de agarose a 3% com o produto da digestdo pela enzima Mnl do segmento de
DNA amplificado do gene IL-10. 151 pares de bases (pb), 96 pb, correspondentes ao gendtipo
GG; fragmentos de 131 pb e de 128 pb, correspondentes ao genétipo AA; e por Gltimo, todos
os fragmentos anteriores, ou seja, 151 pb, 128 pb, 96 pb, correspondentes ao heterozigoto GA.
A primeira coluna e a Gltima colunas sdo ladders de 50 pb e de 25pb, respectivamente.

A frequéncia do alelo G na posicéo 1082 do gene IL-10 foi de 37,6% no
grupo de casos e de 2,77% no grupo controle. Correspondentemente, a
frequéncia do alelo A foi de 62,3% no grupo de casos e de 97,23% no grupo
controle. As frequéncias dos genétipos GG, GA e AA no grupo de casos foram
17%, 42% e 41%, respectivamente, 6%, 44% e 50% no grupo controle. Os
carreadores do alelo G, isto é, individuos GG e GA foram 58,9% no grupo de
casos e 50% no grupo controle. Os carreadores do alelo A, isto é, individuos
AA e GA foram 83,5% no grupo de casos e 94,4% no grupo controle. Nao

houve diferenca significante estaticamente (p>0,05) quanto a frequéncia
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alélica, as frequéncias genotipicas e a frequéncia de carreadores entre os dois

grupos. Tais dados encontram-se resumidos na Tabela 2.

Genétipo N %
GG 12 17%
GA 31 42%
AA 30 41%

Tabela 1 — Polimorfismos do gene IL-10 encontrados nos pacientes com LES.

Genotipagem Grupo Casos Grupo Controles “p”
(n=73) (n=18)

Alelo G 37,6% (55/146) 2,77% (10/36) 0,2672
Alelo A 62,3% (91/146) 7,23% (26/36) 0,2672
Gendtipo GG 17% (12/73) 6% (1/18) 0,5299
Geno6tipo GA 42% (31/73) 44% (8/18) 0,8792
Genotipo AA 41% (30/73) 50% (9/18) 0,4942
Carreadores do alelo G 43 (58,9%) 9 (50%) 0,5309
Carreadores do alelo A 61 (83,5%) 17 (94,4%) 0,5309
Tabela 2 — Frequiéncias alélica, genotipica e de carreadores do alelo A e G do polimorfismo da posicdo 1082
do gene IL-10 em individuos casos e controles.

No grupo de casos e no grupo controle as freqiéncias genotipicas
esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg ndo diferem estatisticamente
das frequéncias genotipicas de fato observadas. As duas populacdes

respeitam, portanto, o equilibrio de Hardy-Weinberg, presumindo-se pan-mixia.
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Grafico 1 — Comparagdo dos polimorfismos do gene da IL-10 entre pacientes e
controles.

Em uma meta-andlise realizada por Nath et al (2005), encontrou-se
associacdo entre a suscetibilidade a doenca em pacientes asiaticos com o
polimorfismo -1082G da regido promotora da IL-10 sugerindo a especificidade
em relacdo a etnia, uma vez que nao fora encontrado tal associacdo em
pacientes caucasianos. (Nath et al, 2005).

Chong et al (2004) estudou pacientes lupicos oriundos de Hong Kong e
observou altos niveis de IL-10 nos pacientes com o polimorfismo na regido -
1082G do gene da IL-10 e associagdo com LES. Varios estudos indicam que o
polimorfismo com o alelo A na posicdo 1082 estd associado com baixa
producgédo de IL-10. A frequiéncia do alelo A mostrou-se em torno de 66,7% e de
70,6% para pacientes e controle, respectivamente. A freqiéncia observada em
seu estudo foi de 91% para o genoétipo AA, 9,2% para o gendtipo GA e de 0,4%
para o genotipo GG.

Em seu trabalho, Sung et al (2007), observou menor frequéncia do alelo
G em coreanos, 8,6%, do que os resultados encontrados na literatura como em
europeus (50%), africanos (59,5%) e hispano-americanos (67,4%).

Segundo Suarez et al (2004), cuja pesquisa envolveu caucasianos, o
gendtipo GG esteve associado a alta producdo de IL-10, mas esteve mais
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associado a forma discoide localizada do que realmente ao LES. Embora o
tamanho da amostra ndo tenha sido significativo (Suarez et al, 2004).

Em pacientes colombianos n&o se verificou a associagdo dos
polimorfimos com a suscetibilidade a doenca. Em tal estudo, Guarnizo-Zuccardi
observou uma frequéncia de 50% para o genotipo AA, 41,2% para o genotipo
GA e de 8,8% para o gendtipo GG.

Em nosso estudo, a frequiéncia do alelo G néo foi tdo baixa como para
0S coreanos, mas também ndo tdo alta como para os hispano-americanos,
africanos e relativamente para os europeus. Encontramos uma freqiéncia
intermediaria entre tais valores, 37,6% para o grupo de pacientes. Os genotipos
GA e AA para o grupo de lupicos esteve bem pareado, com o0 gendétipo GA
obtendo 42% e o AA 41% da frequéncia. Coube ao gendtipo GG a menor
frequéncia. Dessa forma, a proporcao da distribuicdo das freqiéncias manteve
a de alguns trabalhos, distanciando-se dos coreanos pela elevada frequéncia
observada no genotipo AA.
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7. Concluséo

N&o esta claro se o polimorfismo —A1082G da regido promotora do gene
da IL-10 é um marcador de variantes do LES subjacentes em diferentes etnias
ou qual a sua funcdo dentre todo um repertério genético influente a ser
esclarecido ainda.

O LES é uma doenca heterogénea, com muita variabilidade no perfil de
autoanticorpos e em suas manifestacdes. Tal heterogeneidade pode apontar
para algum outro polimorfismo causal em diferentes populagdes do mesmo
gene ou em genes vizinhos. Portanto, ainda serdo necessarios estudos para
esclarecer o papel do polimorfismo da IL-10 — A1082G na patogénese do LES.
E preciso lembrar dos fatores ambientais como possiveis potencializadores e
iniciadores da doenca. Mesmo que tal individuo possua esse polimorfismo,
precisa-se levar em conta inimeras variaveis que compdem um conjunto como

um todo na complexa rede que € a patogénese do LES.
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