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RESUMO

RESUMO

A doenca de Jorge Lobo é uma micose causada pelo fungo Lacazia loboi
(L.loboi), o qual se assemelha filogenética e antigenicamente ao Paracoccidioides
brasiliensis (P.brasiliensis). Devido as caracteristicas epidemioldgicas e aos
poucos estudos relacionados aos aspectos imunoldgicos dessa doenga, 0 objetivo
desse trabalho foi pesquisar a freqtiéncia dos antigenos HLA de classe | e classe 11
em 21 pacientes portadores da doenca de Jorge Lobo e comparar com populacao
controle. As tipagens HLA de classe | foram realizadas pela técnica de
microlinfocitotoxicidade e as de classe Il pelo método de PCR-SSP. Como
controles, utilizaram-se duas populacdes: uma do Estado do Acre e outra da
populacio brasileira, segundo os dados publicados no 11" IHW no Japéo.

Esse trabalho sugere a primeira associagdo proposta entre antigenos e
doencga de Jorge Lobo, especificamente com o0 HLA-DQ3, quando comparados 0s
dados entre pacientes e populacdo brasileira. Contudo, ndo mostra qualquer tipo
de associacdo quando se comparam pacientes e populacdo do Acre. Acredita-se
que, com o aumento do numero de pacientes estudados e com a utilizacdo de
metodologia para identificacdo dos diferentes alelos que codificam o fendtipo

DQ-3, poderdo ser obtidos melhores resultados.
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1. INTRODUCAO

1.1. DOENCA DE JORGE LOBO

A doenga de Jorge Lobo foi descrita em 1931 por Jorge de
Oliveira Lobo, médico e professor de Dermatologia da Faculdade de Medicina do
Recife - PE, em um paciente pernambucano que vivia como seringueiro na
Amazdnia e apresentava lesdes nodulares, salientes, confluentes e duras,
localizadas na regido lombossacral (LOBO, 1931). A doenga ocorre
predominantemente na regido amazodnica brasileira, porém ha casos descritos na
Colombia, Venezuela, Guianas, Suriname, Panama, Costa Rica, México, Peru,
Honduras e Bolivia (RODRIGUEZ-TORO, 1993).

Recentemente, o numero total de casos diagnosticados da
doenga foi estimado em 458, dos quais 295 estdo no Brasil (OPROMOLLA et al.,
1999b).

As condi¢cdes de vida dos pacientes parecem ter grande
importancia na epidemiologia dessa micose, influenciadas que sdo tanto pelos
habitos e costumes da populagdo, como pelos fatores ligados ao meio ambiente.
Entre os casos relatados na literatura, ha predominancia de lavradores,
seringueiros e garimpeiros (LACAZ, C.S. et al., 1986).

O seu agente etiologico ¢ um fungo classificado como “Lacazia
loboi” (L. loboi) (TABORDA et al., 1999). Nas lesdes cutaneas, esse parasita
apresenta-se sob forma arredondada, com parede celular espessa, bem refringente
e citoplasma com aspecto homogéneo ou granular, medindo 6 a 12 pm de
diametro (LACAZ et al., 1986).

O habitat natural do L. loboi ¢ suas condi¢bes de vida nao sio
conhecidos. Presume-se que, na natureza, ele seja encontrado no solo, na agua e
nos vegetais (LACAZ et al., 1986; BURNS et al., 2000). O encontro de golfinhos,
naturalmente infectados com o fungo, sugere que a dgua, doce ou salgada, seja um

de seus reservatorios (LACAZ et al., 1986).
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Até o momento, as tentativas de cultivo do fungo em meios
artificiais ndo foram frutiferas. Este fato tem dificultado em muito o estudo da
doenga (FONSECA & LACAZ, 1971).

Muitos estudos tém sido realizados na tentativa da reprodugdo
experimental da doenca de Jorge Lobo e somente alguns mostraram resultados
positivos. A inoculagdo do L. loboi na bolsa jugal do hamster (SAMPAIO &
DIAS, 1970) e em alguns queldnios, (SAMPAIO et al., 1971), segundo os autores,
mostraram lesdes semelhantes as do homem. Em 1977, SAMPAIO & DIAS
realizaram trabalho inoculando um tatu do género Euphractus e relatam obtengdo
de lesdo macroscopica rica em fungos. Em 1999a, OPROMOLLA et al.
inocularam camundongos Suigos, por via intradérmica, e obtiveram alteragdes
histologicas semelhantes a doenga humana, entretanto, sem lesdes macroscopicas.
Mais recentemente, MADEIRA et al. (2000), ao inocularem camundongos
isogénicos da linhagem BALB/c com o fungo L. loboi, obtiveram lesdes
macroscopicas com grande nimero de fungos viaveis, semelhantes as lesdes do
homem. Com os resultados desse trabalho, essa linhagem se tornou um modelo
experimental para o estudo da doenca de Jorge Lobo.

A porta de entrada do L. loboi ndo se encontra totalmente
esclarecida, porém, acredita-se que traumatismos cutdneos ofere¢am condic¢des
para sua penetracdo. O periodo de incubagdo da doencga também nado ¢ conhecido,
parece ser longo, superior a um ou dois anos (LACAZ et al., 1986).

Nao ha comprovacao da transmissdo entre pessoas na doenca de
Jorge Lobo, muitos dos casos descritos na literatura sdo isolados, sem referéncia
da doenca em outros membros da familia (DIAS et al., 1970; OPROMOLLA et
al., 1999b).

Os resultados terapéuticos com varias drogas antifingicas tém
sido pobres e a cirurgia continua sendo a melhor opgdo para esses casos
(FONSECA & LACAZ, 1971; OPROMOLLA et al., 1999b).

Clinicamente, verifica-se que as lesdes cutaneas, causadas pelo
fungo, sdo infiltrativas, verrucosas ou com aspecto queloidiano que crescem

lentamente. As lesdes ulceradas parecem ser devidas mais a traumatismos do que
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primariamente a ulceracao espontdnea (OPROMOLLA et al., 1999b). Essas lesoes
localizam-se mais freqiientemente no pavilhdo auricular e nos membros inferiores,
mas podem ocorrer em outras areas da pele (MORAES, 1962). Os sintomas mais
freqlientes sdo ligeiro ardor e coceira na area das lesdes (LACAZ et al., 1986).

O comprometimento de ganglios linfaticos regionais nao ¢
freqliente. Nao ha evidéncias de lesdes nos 6rgdos internos, mas existe o relato de
um caso com comprometimento testicular 47 anos apds o inicio da doenca
(RODRIGUEZ-TORO, 1993). Nao ha comprometimento do estado geral nos
pacientes, exceto quando ha extensa ulceragao das lesdes com infec¢ao secundaria
(SILVA, 1972).

Histopatologicamente, essa micose apresenta, como principal
caracteristica, uma reacao histiocitaria difusa, freqiientemente com fibrose, restrita
ao derma, com presenca de células gigantes, tipo corpo estranho e células gigantes
tipo Langhans, com numerosos parasitas livres ou no interior dessas células;
linfocitos, plasmoécitos e neutrofilos estdo presentes em pequeno numero
(BARUZZI et al., 1979; OPROMOLLA et al., 2000). O quadro histolégico ¢
bastante tipico para permitir sua distingdo de qualquer outra lesdo blastomicética
(LACAZ, C. S. etal., 1986).

A resposta do hospedeiro a agressdo pelo L. loboi é muito
variavel. Alguns pacientes manifestam uma forma disseminada da doenga,
enquanto em outros as lesdes sdo localizadas. De qualquer forma, o parasita
mantém seu tropismo pela pele. Os fatores e a forma como ocorre a disseminagao
das lesdes ndo sdo conhecidos (LACAZ et al., 1986). Ha casos cujos exames
histopatologicos evidenciaram a presenga de parasitas no interior de vasos
sanguineos, sugerindo disseminacdo hematogénica (FRAGA & MIRANDA,
1968; BARUZZI et al., 1981).

Até o momento, sabe-se muito pouco sobre os aspectos
imunoldgicos envolvidos nesta doenga, possivelmente pelo fato de seu agente
etiologico ndo ser ainda cultivdvel em meios artificiais. Dos estudos realizados
envolvendo a resposta imune humoral de pacientes portadores da doenga de Jorge

Lobo, a maioria tem empregado antigenos do Paracoccidioides brasiliensis (P.
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brasiliensis) e de outros fungos, como Histoplasma capsulatum (H. capsulatum) e
Blastomyces dermatitidis (B. dermatitidis).

Em 1968, SILVA et al. demonstraram que na pele o fungo
estava antigenicamente relacionado ao P. brasiliensis, apresentando também
antigenos comuns com células leveduriformes do H. capsulatum, B. dermatitidis,
Candida albicans e a forma miceliana do Coccidioides immitis. Nesse sentido, os
autores, empregando como substrato antigénico células leveduriformes do
P.brasiliensis, verificaram que 55,2% dos pacientes com doenga de Jorge Lobo
apresentaram positividade a imunofluorescéncia indireta.

Outros estudos soroldgicos tém sido realizados, na maioria dos
casos, também com o P. brasiliensis, mostrando a existéncia de antigenos comuns
entre L. loboi e P.brasiliensis, principalmente em provas de imunodifusdao em gel
de agar, fixagdo de complemento e precipitacao em meio liquido (FONSECA &
LACAZ, 1971; BARUZZI et al., 1979; BARBOSA et al., 1981).

MENDES-GIANNINI et al. (1984) realizaram teste de ELISA
com antigenos do P. brasiliensis e obtiveram reagdes cruzadas com soros de
pacientes portadores de outras infec¢des micOticas que ndo a
paracoccidioidomicose, inclusive com a doenga de Jorge Lobo. Em 1979,
PECHER et al. observaram que os portadores da doenga ndo respondem ao
Dinitroclorobenzeno (DNCB), sugerindo imunidade celular ligeiramente
diminuida, dados estes confirmados por MUSATTI et al. em 1980.

Um fato interessante no estudo da doenca de Jorge Lobo ¢ o
encontro da doenga em golfinhos, sob a forma de lesdes geralmente ulcero-
crostosas, localizadas mais comumente na cauda ou dorso desses animais
(MIGAKI et al., 1971; WOODWARD, 1972; DE VRIES & LAARMAN, 1973;
POELMA et al., 1974; CALDWELL et al., 1975; SYMMERS, 1983; BOSSART,
1984).

Outro fato que chama a aten¢do no estudo da doenca de Jorge
Lobo ¢ a descrigdo dessa micose em indios Caiabis que viviam em uma area entre
os rios Teles Pires e Arinos, formadores do rio Tapajos, no norte do estado de

Mato Grosso. Outras tribos indigenas que habitavam esta area ao lado dos Caiabis
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nao apresentavam a doenca. Quando esses indios foram transferidos para o Parque
Nacional Indigena do Xingu, nenhum caso novo surgiu na tribo. Tem-se, assim,
um grupo populacional que em seu “habitat” estava exposto a elevado risco de
infec¢do por um determinado agente, evidenciado pelo nimero consideravel de
individuos que apresentavam o quadro clinico dermatologico da doencga. Esse
risco aparentemente deixa de existir quando essa populacdo se desloca para uma
nova area geografica (BARUZZI et al., 1973; BARUZZI et al., 1979). Apesar de
outros fatores estarem atuando na alta incidéncia da doenca nessa tribo indigena
em particular, acredita-se que possa existir uma suscetibilidade genética desses
indios, predispondo-os a doenga de Jorge Lobo. Até hoje ndo se sabe quais fatores

podem atuar na suscetibilidade e disseminacao da doenca.

1.2. O COMPLEXO HLA E DOENGCAS

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) foi
descrito no homem pela primeira vez em 1958 por DAUSSET, na Franca.
Atualmente, chamados Antigenos de Leucdcitos Humanos (HLA), sdo definidos
como um conjunto de locos génicos ligados intimamente, localizados no brago
curto do cromossomo 6 (6p-21.3), e que codificam aloantigenos (antigenos que
diferem dentro de uma mesma espécie). Sua importancia foi reconhecida
inicialmente no campo dos transplantes de 6rgdos por serem responsaveis pelo
processo de rejeicdo, quando um 6rgdo transplantado apresenta HLA incompativel
com o receptor (AMOS et al, 1970; ZINKERNAGEL & DOHERTY, 1979; Mc
DEVITT, 1980; STASTNY et al, 1983). Hoje sabe-se que linfocitos T
reconhecem o peptideo antigénico ligado as moléculas do HLA na superficie da
célula apresentadora, onde se inicia a ativagdo da resposta imune especifica,
incluindo a secrecdo de citocinas, proliferacdo e controle das fungdes efetoras e
regulatdrias dos linfocitos. Além disto, o HLA exerce controle da suscetibilidade
genética a varias doengas (MUNRO & BRIGHT, 1976; SASAZUKI et al., 1983;
SVEJGAARD et al., 1983; RISCH, 1987, THORSBY, 1995; ABBAS et al.,
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2000).

Complexos génicos, homoélogos ao complexo HLA do homem,
foram descritos em todas as espécies de vertebrados em que foram pesquisados
(HANSEN et al., 1993).

O HLA ¢ constituido pelas regides génicas de classe I, 11 e III.
Os genes da regido de classe I expressam glicoproteinas de superficie celular,
encontradas na membrana das células nucleadas do organismo, e determinam o
reconhecimento do antigeno pelo linfécito T CD8" (KRENSKY et al., 1990),
sendo reconhecidos como antigenos classicos de transplante. Os genes HLA de
classe II se expressam em linfocitos B, macréfagos, mondcitos, linfocitos T
ativados e células dendriticas foliculares (STRACHAN 1987; THORSBY 1987;
TROWSDALE 1987), determinando o reconhecimento do antigeno pelo linfocito
T CD4" (QVIGST et al., 1986; ABBAS et al., 2000). A regido de classe III
contém genes responsaveis por vdrias funcgdes, incluindo proteinas do sistema
complemento (C2, C4 e fator B), enzimas como a 21-hidroxilase, as enzimas
glicolisadoras de moléculas HLA, fatores de necrose tumoral alfa e beta, receptor
para interferon gama, além de outros genes, cujos produtos ainda nao foram
definidos (TROWSDALE & CAMPBELL, 1997).

As moléculas de classe I sdo glicoproteinas que atravessam a
membrana celular e apresentam um dominio citoplasmatico carboxiterminal
(COOH), uma regido transmembranica ¢ 3 dominios externos aminoterminais
(NH2). Os dominios externos (1, 2 e 3) sdo compostos pela cadeia a-polimérfica,
com peso molecular de 44 kD, sendo o dominio a3 ligado ndo-covalentemente a
B2-microglobulina que ¢ uma proteina de peso molecular de 12 kD, ndo
polimorfica, codificada no cromossomo 15. Os dominios al € a2 formam o sitio
de ligacdo com o antigeno (GOOLFELLOW et al., 1975; STROMINGER, 1987).

As moléculas de classe II sdo constituidas por duas cadeias
polipeptidicas, o (32 a 34 kD) e B (29 a 32 kD), associadas ndo-covalentemente,
contendo grupos oligossacarideos ligados ao nitrogénio, por¢ao extracelular NH,
e porcao intracelular COOH, sendo dois tercos de cada cadeia localizados no

espaco extracelular. As duas cadeias das moléculas HLA de classe II sdo
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codificadas por diferentes genes do MHC, sendo ambas polimérficas. Os
dominios al e Bl formam o sitio de ligagdo com o antigeno (STROMINGER,
1987, ABBAS et al., 2000). Interferons alfa, beta e gama induzem aumento da
expressdo de moléculas de classe I e II, podendo induzir também a expressao de
moléculas de classe II em células que normalmente nido expressam esses
antigenos, como nos linfocitos T, quando se tornam ativados (STRACHAN, 1987,
TROWSDALE, 1987).

As regidoes NH, de al e Bl apresentam alta variabilidade
(regides hipervariaveis), sendo responsaveis pelo polimorfismo do complexo. Ja
os dominios a2 e B2 da classe II sdo muito conservados, apresentando homologia
de aminoécidos com os dominios das regides constantes das imunoglobulinas.
Isso ¢ uma indicacdo de que os genes do MHC e das imunoglobulinas evoluiram a
partir de gene ancestral comum da superfamilia das imunoglobulinas. Essa
superfamilia inclui ampla variedade de moléculas de superficie celular, como os
receptores de células T (TCR), CD4, CD8 (KAUFMAN & STROMINGER, 1982;
STROMINGER, 1987; WILLIAMS, 1988).

As moléculas de classe I apresentam peptideos aos linfocitos T
CDS8", geralmente com fungdo citotoxica, enquanto que as moléculas de classe II
apresentam o fragmento peptidico antigénico processado aos linfécitos T CD4". A
ligacdo do complexo antigeno-MHC ao linfécito se da pelo receptor especifico
TCR (MONACO, 1992; GERMAIN & MARGULIES, 1993). Diferentes
moléculas HLA ligam-se e apresentam diferentes peptideos aos linfocitos T e esta
seletividade depende da configurag¢do e da estrutura quimica de sua fenda ligante
ao peptideo (BJJRKMAN et al., 1987; GERMAIN, 1994).

A enumeracdo dos antigenos HLA presentes em um individuo
constitui o fendtipo HLA. O conjunto de antigenos codificados por genes de um
cromossomo hapléide constitui um haplétipo. Os genes do complexo HLA sao co-
dominantes, isto ¢, tanto os de origem paterna como os de origem materna se
expressam na membrana celular. O conjunto de hapldtipos paterno e materno
constitui o gendtipo. Assim, cada individuo apresenta dois haplotipos, um de

origem paterna e outro de origem materna. Por heranga mendeliana simples, ha
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25% de probabilidade de dois irmaos apresentarem dois haplotipos comuns (HLA
idénticos), 50% de probabilidade de apresentarem um haplotipo comum (HLA
haploidénticos) e 25% de probabilidade de ndo apresentarem identidade (HLA
distintos).

O polimorfismo do complexo HLA ¢ enorme, cada loco HLA
(A, B, C, DR, DQ e DP) pode ser ocupado alternativamente por uma série de
genes alélicos. Esses sdo os locos codificadores de proteinas mais polimoérficos
conhecidos até agora (KLEIN, 1979; DAUSSET, 1981; KLEIN, 1986). Ha
evidéncias moleculares e de genética populacional de que essa diversidade
genética ¢ mantida por sele¢do natural atuando em longos periodos de tempo
(McCONNELL et al., 1988; HUGHES & NEI, 1988; HUGHES & NEI, 1989;
POTTS & WAKELAND, 1990; KLEIN et al., 1993). A sele¢ao natural ¢ mantida
pelo polimorfismo decorrente da fungdo central dos genes HLA, pelo
desencadeamento do reconhecimento imune, gerado a partir de agentes
infecciosos que induzem a diversificagdo evolutiva dos genes HLA (LAWLOR et
al., 1990; HILL et al., 1991; KLEIN & O’HUIGIN, 1994). O polimorfismo HLA
¢ tdo notavel que freqiientemente a heterozigose, em populagdes acasaladas ao
acaso, aproxima-se de 100%. E praticamente impossivel encontrar dois
individuos, ndo aparentados, portando o mesmo genotipo HLA (MUSSATI & DE
LIMA, 1989).

Além da diversidade e do polimorfismo dos genes, outra
caracteristica do complexo HLA ¢ a ocorréncia de associagdes preferenciais entre
alelos de locos diferentes. Esse fenomeno ¢ chamado de desequilibrio de ligagao.
Um desequilibrio de ligagdo fica caracterizado quando a freqiiéncia concomitante
de dois ou mais alelos em um mesmo haplétipo € significativamente maior do que
o esperado no caso de distribuicao ao acaso (BAUR et al., 1984).

A diversidade de genes, o polimorfismo, a heranca mendeliana
simples e a participacdo de genes HLA na resposta imune constituem as principais
caracteristicas que tornam o complexo HLA extremamente atraente sob o ponto
de vista de estudos de doengas.

Foram descritas muitas associacdes importantes entre antigenos
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HLA e varias doencas (TIWARI & TERASAKI, 1985; MUSSATI & DE LIMA,
1989). O exemplo classico de associacdo ¢ o da espondilite anquilosante com o
antigeno HLA-B27 que esta presente em 93% dos pacientes e somente em 5 a 8 %
dos controles (BREWERTON et al., 1973; SCHLOSSTEIN et al., 1973; TIWARI
& TERASAKI, 1985). Atualmente, sabe-se que essa associagdo ¢ devida ao fato
de que todos alelos que determinam o fendtipo HLA-B27 tém, na sua fenda de
apresentagdo antigénica, nove aminoacidos, sendo o segundo aminoacido uma
arginina que, quando reconhecida pelo linfocito T CDS", esta diretamente
envolvida no aparecimento da doenga. Assim, pode-se concluir que a propria
molécula HLA-B27 proporciona a predisposi¢do genética para o desenvolvimento
da espondilite anquilosante (THORSBY, 1995; EDWARDS et al., 2000).

As doengas infecciosas sdo a principal causa de morbidez e
morte prematura nos paises em desenvolvimento. Ainda que para algumas
doengas infecciosas um gene principal de suscetibilidade tenha sido proposto, a
suscetibilidade para o agente infeccioso bem como a patogénese da doenga sdo
geralmente caracteristicas multifatoriais. Em alguns casos, o componente genético
permanece desconhecido, mas para a maioria das doencas os genes tém sido
identificados (PETZEL-ERLER, 1999).

Apesar das varias associagdes descritas, muitas questdes sobre
os mecanismos de suscetibilidade permanecem obscuras. No entanto, ha
evidéncias de que ndo ¢ o mesmo loco gé€nico envolvido e nem ¢ o mesmo
mecanismo que atua nas diversas patologias, o que evidencia que os genes HLA
ndo somente conferem resposta imune protetora, mas também podem influenciar
na indu¢@o imunopatologica da doenca (APANIUS et al., 1997).

Segundo THORSBY (1995), antes da realizacdo de estudos
direcionados para desvendar quais os mecanismos podem agir nos diferentes tipos
de associagdes, deve-se estabelecer quais genes do complexo HLA sdo os
responsaveis pela determinagdo da suscetibilidade ou protecdao a doenca, ou seja,
se sdo os genes codificadores de moléculas HLA apresentadoras de peptideos ou
as proprias moléculas HLA codificadas (associacdo primaria), ou mesmo outros

genes do complexo em desequilibrio de liga¢do (associa¢do secundaria).
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Na investigagdo da relagdo entre HLA e doencas, duas
abordagens podem ser utilizadas: andlise de associacdo (estudo populacional) e
analise de cossegregacao ou ligagdo (estudo familiar).

A andlise de associagdo consiste na comparacao das freqiiéncias
dos antigenos entre pacientes e controles, sendo ambos os grupos constituidos por
individuos ndo aparentados e de mesmo grupo étnico (TIWARI & TERASAKI,
1985). Pelo célculo do risco relativo, pode-se estimar a for¢a da associacdo. O
risco relativo indica quantas vezes um individuo portador do antigeno em questao
¢ mais suscetivel a doenga do que um individuo ndo-portador desse antigeno
(SVEJGAARD et al., 1983; SVEJGAARD & RYDER, 1994).

O estudo familiar ¢ um método para a verificacdo de genes de
suscetibilidade a doengas dentro ou proéximos do complexo HLA por andlise de
ligacdo. Pela andlise de ligagdol, utilizando-se familias em que ha mais de um
irmao afetado, compara-se a ocorréncia da doenca a heranca dos haplotipos HLA
(CUDWORTH & WOODROW, 1975; GREEN & WOODROW, 1977).

O método de ligagdo permite avaliar o carater recessivo ou
dominante do gene de suscetibilidade e nao ha necessidade de homogeneidade
étnica entre as familias estudadas. Além disso, permite detectar genes de
suscetibilidade mesmo que ndo correspondam a genes HLA conhecidos e/ou nao
estejam em desequilibrio de ligagdo com os mesmos e pode auxiliar na
localiza¢do do gene dentro do complexo HLA, desde que algum irmao afetado
apresente recombinagdo entre os genes do complexo HLA (HORS, 1985).

Quando ndo ha relato de recorréncia familial da doenga a ser

estudada e o trabalho for pioneiro, deve-se utilizar a anélise de associacao.

1.3. COMPLEXO HLA E DOENCA DE JORGE LOBO

Sabe-se que a maioria das doengas associadas com o complexo
HLA resulta da interagdo entre varios fatores genéticos € o meio ambiente

(THORSBY & RONNINGER, 1993). Na paracoccidioidomicose (Pbmicose), esta
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caracterizada a influéncia dos fatores ambientais, geograficos e das condigdes de
vida no seu aparecimento (FAVA NETO et al., 1965). Na literatura consultada,
encontram-se cinco trabalhos sugerindo associa¢des entre Pbmicose e antigenos
do complexo HLA.

Um trabalho realizado na Colombia relata associagdo entre os
antigenos HLA-B13 e HLA-A9 que predispdem a Pbmicose. Verificou-se
também que o HLA-A9 apresenta-se com maior freqliéncia nos pacientes que
mostram a forma pulmonar progressiva da doenga, evidenciando assim que a
presenca deste antigeno pode influenciar a suscetibilidade e a evolugao clinica da
doenca (RESTREPO et al., 1983). Outro estudo, realizado na Venezuela, indica
associacdo com o antigeno HLA-B12, mas nenhuma correlagio com HLA-A9
(GONZALEZ et al., 1983).

Na populagdo da regido de Curitiba (Estado do Parana),
observou-se uma freqiiéncia aumentada do antigeno HLA-B40 (LACERDA et al.,
1988), por outro lado, VISENTAINER et al. (1993) ndo observaram qualquer
associagdo entre antigenos HLA e Pbmicose, no estudo de amostra populacional
brasileira da regido de Londrina (Estado do Parand).

Outro trabalho realizado na populagdo brasileira, na regido de
Ribeirdo Preto (Estado de Sao Paulo), também verificou freqiiéncia aumentada do
antigeno HLA-B40 e do antigeno HLA-Cwl, todavia, sem correlagio com a
forma clinica da doenga (GOLDANI et al., 1991).

Apesar dos resultados conflitantes, SAN-BLAS (1993) acredita
na participacdo do complexo HLA na suscetibilidade genética da Pbmicose e
considera que as diferencas étnicas dessas associagdes sao muito importantes.

O L. loboi ¢ o P. brasiliensis apresentam grande semelhanga
filogenética e possuem muitos antigenos em comum (HERR et al., 2001), além
disso, a prevaléncia exclusiva da doenca de Jorge Lobo na regido amazoOnica
brasileira e a particularidade de sua alta incidéncia em uma unica tribo indigena
sugerem que aspectos genéticos possam atuar na suscetibilidade ou protegdo a
doenca.

Nao existe, até o momento, nenhum estudo sobre os possiveis
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fatores do hospedeiro que atuariam no aparecimento da doenga, principalmente
com relag@o aos fatores genéticos, e ndo ha relatos de recorréncia familial (DIAS
et al., 1970). Por isso, neste caso, considerando-se que a investigacao € pioneira, o
mais recomendado ¢ o estudo de associagao.

Desta forma, decidiu-se investigar a freqiiéncia de antigenos do
complexo HLA em pacientes brasileiros com a doenga de Jorge Lobo, comparada

a freqiiéncia da populacao controle.
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2. OBJETIVOS

1. Pesquisar a frequéncia de antigenos do complexo HLA
(classe 1 e classe 11) em pacientes brasileiros portadores de doenca de Jorge Lobo
e em populacgéo controle.

2. Comparar os resultados obtidos para se verificar se hd ou ndo

associacao.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. CASUISTICA

Foram estudados 21 pacientes caucasoides brasileiros,
portadores da doenga de Jorge Lobo, oriundos do Estado do Acre, que estavam se
submetendo a exames clinicos-laboratoriais e a tentativas terap€uticas no Instituto
Lauro de Souza Lima — Bauru, S.P.

Como grupos controles, foram analisadas amostras de duas
populagdes: caucasoides do Estado do Acre, tipadas para antigenos HLA-DR,-
DQ; e os dados da populagdo brasileira para antigenos HLA-A,-B,-DR,-DQ
publicados no 11™ IHW — Japio.

3.2. METODOS LABORATORIAIS

Tipagem HLA Classe |

Foi realizada pela técnica de microlinfocitotoxicidade mediada
por complemento (TERASAKI et al., 1978), utilizando-se duas baterias de placas
prontas com anti-soros, adquiridas da One-lambda — USA, sendo uma bateria com
anti-soros policlonais e outra com anti-soros monoclonais (esta ultima utilizada

para confirmagao de tipagem duvidosa).

Coleta de sangue: Foram coletados 10ml de sangue venoso
periférico, em tubo de coleta a vacuo descartavel, contendo anticoagulante ACD

(acido citrico e dextrose).

Separacdo de linfocitos: A separagdo de linfocitos do sangue
venoso periférico foi realizada pela utilizagdo de particulas imunomagnéticas com

anticorpo monoclonal ligado a sua superficie que se ligam ao receptor CD2 dos
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linfécitos T — “imunobeads T”, adquiridos da One-lambda — USA, conforme
descrito a seguir:

Colocar em tubo de vidro 2ml de sangue total e adicionar 100ul
de imunobeads T. Homogeneizar por inversdo 2-3 vezes e, apds 3 minutos em
temperatura ambiente, acrescentar 2ml da solugdo fixadora (kit) e colocar o tubo
no magneto (ima) por 3 minutos. Remover o sobrenadante e descartd-lo com
pipeta Pasteur. Retirar o tubo do magneto, ressuspender as células (ligadas aos
beads) com 2ml de solugdo de NaCl 0,9% e homogeneizar (lavagem). Colocar o
tubo no magneto por 1 minuto e repetir a lavagem com NaCl 0,9%. Ao final,
ressuspender as células com meio de cultura Mc Coy 5A ou RPMI 1640 e acertar

a concentracdo para 2-3 x 10° linfocitos/ml, em cdmara de Neubauer.

Tipagem HLA: Apds descongelamento das placas, adicionar as
escavacdes contendo os anti-soros, 1pl da suspensdo de células T, separadas
anteriormente, e incubar por 30 minutos a 25°C. A seguir, acrescentar Sul de soro
de coelho como fonte de complemento (One-lambda - USA / classe I) e incubar
por 60 minutos a 25°C. Decorrido o tempo necessario, retirar o excesso de soro
pela inversdo brusca da placa e acrescentar o corante especifico — Brometo de
Etideo e Orange de Acridina, adquiridos da One-lambda - USA, comercialmente
denominado FluoroQuench AO/EB. A leitura foi realizada quando decorridos
pelo menos 15 minutos da aplicagdo do corante em microscopio, com aparelho
para imunofluorescéncia e contraste de fase.

Os resultados foram anotados em protocolo (anexo), atribuindo-

se 0s seguintes escores:

Morte celular Escore Interpretacdo
0-10 1 Negativo
11-20 2 Negativo duvidoso
21-40 4 Positivo duvidoso
41-80 6 Positivo
81-100 8 Positivo forte

- 0 Teste prejudicado
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Tipagem HLA classe Il

Foi realizada por técnica de polimorfismo de DNA, pelo método
de PCR-SSP (reacdo da polimerase em cadeia, com primers de seqiiéncia-
especifica), utilizando-se kits de baixa e alta resolu¢ao, adquiridos da One-lambda

— USA.

Coleta de sangue: Foram coletados 5ml de sangue venoso
periférico em tubo de coleta a vacuo descartavel, contendo anticoagulante EDTA

(acido etilenodiaminotetraacético).

Extracdo do DNA: A extragdo do DNA foi realizada pela
técnica de “Salting-out” (MILLER et al., 1988), como descrito a seguir:

Centrifugar o sangue por 25 minutos a 1500rpm. Apods
centrifugagdo, retirar ¢ desprezar o plasma, recuperar o anel de leucécitos em 2
tubos tipo Eppendorff® (capacidade de 2ml) com 0,7ml de tampao para lise de
células vermelhas (reagente 1), homogeneizar em vortex aproximadamente 10
segundos e centrifugar por 2 minutos a 12.000rpm. Retirar o tubo da centrifuga,
desprezar o sobrenadante, ressuspender o botdo em 1ml de tampao de lise de
células vermelhas, homogeneizar em vortex por aproximadamente 10 segundos e
novamente centrifugar por 2 minutos a 12.000rpm. Repetir esse passo até obter
lise de todas as hemacias. A Ultima lavagem devera ser realizada com agua pura
(Milli Q). Depois de se obter o botdo de leucocitos, retirar e desprezar a agua,
secando bem, acrescentar 0,04ml de tampao Proteinase K 5X (reagente 2), 0,03ml
de proteinase K (reagente 3), 0,02ml de SDS 20% (reagente 4) e 0,24ml de agua
pura. Homogeneizar em vortex fortemente e incubar 30 minutos a 55°C em
banho-maria (B.M.), agitando-se o tubo com intervalos de 15 minutos. Retirar do
B.M., acrescentar 0,Iml de NaCl 6M (reagente 5) e homogeneizar em vortex.
Centrifugar por 6 minutos a 13.000rpm. Apds centrifugacdo, transferir o

sobrenadante para outro tubo pela inversdo e dobrar o volume obtido com etanol
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absoluto (MERCK). Homogeneizar gentilmente pela inversao por 30 segundos e
centrifugar por 1 minuto a 13.000rpm. Retirar da centrifuga, desprezar o
sobrenadante e acrescentar 1ml de etanol a 70%, agitar manualmente e centrifugar
por 1 minuto a 13.000rpm. Finalmente, desprezar todo o sobrenadante
cuidadosamente e, depois de retirar todo o alcool, reconstituir com 0,03 — 0,08ml
de 4gua pura.

A verificagdo da concentracdo e da pureza devera ser feita em
espectrofotometro com luz ultravioleta (260nm e 280nm) e a concentracdo final

acertada para 100ng/pl.

Tipagem HLA: A técnica da PCR foi realizada como segue:

Retirar do kit o material necessario para o numero de tipagens a
serem realizadas e, apds descongelamento, homogeneizar o mixer (kit) com os
nucleotideos em vortex. Dispensar no microtubo controle negativo 1ul de DNA
extraido e 9ul de mixer. Depois, acrescentar ao mixer 10ul de DNA extraido e 2ul
da enzima Taq Polimerase (Perkim-Elmer) — solu¢do de mixer. Homogeneizar em
vortex. Na placa com os microtubos, ja contendo os primers especificos, dispensar
10ul da solugdo de mixer. Vedar bem toda a placa e colocar no termociclador

(Perkin-Elmer 9600) seguindo o programa:

NuUmero de ciclos Passo Temperatura (°C) Tempo (Seg.)
01 01 94 130
02 63 60
09 01 94 10
02 63 60
01 94 10
20 02 59 50
03 72 30
Final 01 04 -

Retirar a placa de microtubos do termociclador, transferir 10ul

da reagdo PCR, na seqiiéncia, para gel de agarose 2,5% (SIGMA) acrescido de
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10ul Brometo de Etideo 0,01% (SIGMA), utilizando-se o equipamento Micro SSP
Gel System (One-lambda — USA). Correr eletroforese em tampao TBE (reagente
6) por 4-7 minutos a 150 volts. Fotografar o gel sobre o transiluminador UV. A

leitura final foi anotada nos protocolos que acompanham o kit (anexo).

3.3. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado o estudo de associagdo entre doenga de Jorge Lobo
e complexo HLA pela analise das freqiiéncias dos antigenos (HLA) observadas
em pacientes e controles pelo Teste Exato de Fisher. No caso de associagdes

significantes (P < 0,05), foi calculado o risco relativo (RR), segundo a férmula:

RR = n° de pacientes com marcador x n° de controles sem marcador

n° de pacientes sem marcador x n° de controles com marcador

Os valores corrigidos de P (Pc) foram calculados multiplicando-
se o valor de P pelo nimero de antigenos testados (SVEJGAARD & RYDER,
1977).
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4. RESULTADOS

Os fenotipos HLA dos 21 pacientes portadores da doenga de
Jorge Lobo estdo apresentados na tabela 1.

As freqiiéncias antigénicas observadas nos pacientes € nos
controles do Acre sdo apresentados na tabela 2.

Na tabela 3, estdo as freqii€ncias antigénicas observadas nos
pacientes e nos controles da populagdo brasileira.

Os valores exatos de P e Pcorrigido (Pc) resultantes da
comparagdo entre pacientes e controles do Acre sdo mostrados na tabela 4. Os
valores exatos de P, Pc e risco relativo (RR), concernentes a associagdes
significativas resultantes da comparacdo entre pacientes e controles da populacao
brasileira, encontram-se na tabela 5.

A diferenga mais importante foi com relacdo ao HLA-DQ3,
presente em 57,1% dos pacientes, sendo que sua freqiiéncia na populacdo
brasileira ¢ de 13,8% (P=1,2 x 10°; Pc = 11,04 x 10*e RR = 8,4). Entretanto, na
comparagdo entre pacientes e populacdo do Acre, esse dado ndo ¢ significativo
estatisticamente.

Comparando-se pacientes com controles da populacao brasileira,
foram encontradas também freqiiéncias aumentadas do HLA-B40 (23,8% nos
pacientes e 8,0% nos controles), do HLA-DR2 (42,9% nos pacientes e 21,2% nos
controles) e do HLA-DQI1 (85,7%, nos pacientes e 50,0%, nos controles);
freqliéncias diminuidas do HLA-DRS (9,5% nos pacientes e 44,0% nos controles)
e do HLA-DR7 (0,0% nos pacientes e 29,0% nos controles). O HLA-DR7
também se encontra diminuido quando se compara pacientes e grupo controle do
Acre (0,0% nos pacientes e 18,0% nos controles). Todavia, os valores de P nao
permaneceram significativos apos a correcdo para o nimero de antigenos testados

(Pc).
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Tabela 1 — Fenotipos HLA dos 21 pacientes portadores da micose de Jorge Lobo.

Pac. HLA - A HLA -B HLA - DR HLA - DQ
1 69 31 57 61 04 08 03 04
2 02 - 50 61 01 04 03 05
3 02 30 51 57 03 - 02 -
4 02 03 07 38 15 14 05 06
5 03 29 07 - 15 09 02 06
6 02 68 44 75 13 08 03 06
7 25 32 44 35 01 04 03 05
8 02 - 51 17 11 - 03 05
9 24 31 62 35 01 11 05 -
10 02 03 60 - 08 15 02 05
11 28 11 07 14 01 15 05 06
12 30 33 51 14 13 15 03 06
13 02 69 27 - 03 13 03 06
14 02 24 44 35 13 14 03 06
15 02 24 35 60 04 - 03 -
16 02 03 42 52 08 15 03 05
17 01 03 18 57 01 04 03 05
18 02 29 44 60 13 15 03 06
19 29 31 35 62 04 16 03 -

20 02 10 44 39 01 04 05 -
21 02 30 07 39 09 16 02 05
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Tabela 2 - Freqiiéncia fenotipica dos antigenos HLA —DR e DQ
em 21 pacientes portadores da micose de Jorge Lobo e

em controles da populagdo do Estado do Acre

HLA JL' Acre'"
DR1 28,6 20,0
DR2 42,9 36,0
DR3 9,5 16,0
DR4 33,4 34,0
DR5 9,5 14,0
DR6 33,4 30,0
DR7 0,0 18,0
DRS8 19,0 16,0
DRY 9,5 4,0
DR10 0,0 4,0
DR115 9,5 14,0
DR125 0,0 0,0
DR13 23,8 20,0
DR14 9,5 6,0
DR15, 33,4 18,0
DR16, 9,5 18,0
DQI 85,7 62,0
DQ2 23.8 28,0
DQ3 57,1 74,0
DQ4 4,8 20,0
DQ5 47,7 32,0
DQ6 38,0 30,0

"' JL: doenca de Jorge Lobo
" Acre: controles da populagdo do Estado do Acre N=50
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Tabela 3 - Freqiiéncia fenotipica dos antigenos HLA — A, B, DR ¢ DQ em 21

pacientes portadores da micose de Jorge Lobo e em controles da
populacdo brasileira.

HLA JL BR' HLA N BR HLA JL BR
Al 4.8 17,5 BI17 14,3 6,7 B70 0,0 2,0
A2 62,0 450 BIS 4.8 90 B73 0,0 0,0
A3 24,0 132 B2l 4.8 102 B75;s 4.8 1,6
A9 14,3 247  B22 0,0 43  B76s 0,0 0,0
A10 9,5 169 B27 4.8 6,7 B8l 0,0 -
All 4.8 95 B35 23,8 25,7
A19 52,4 40,8  B37 0,0 20 DRI 28,6 16,6
A23, 0,0 6,1  B38 4.8 6,8 DR2 42,9 21,2
A24, 14,3 18,6 B39y 9,5 97  DR3 9,5 17,7
A25,, 4.8 53  B40 23,8 8,0  DR4 33,4 20,9
A26, 0,0 10,3 B4l 0,0 2,6  DR5 9,5 35,9
A28 19,0 13,0 B42 4.8 1,0 DRé6 33,4 24,8
A29,, 14,3 9.0 B4, 23,8 21,1  DR7 0,0 23,0
A30y0 14,3 10,5  B45), 0,0 32  DRS8 19,0 11,3
A3l 14,3 97  B46 0,0 0,0 DRY 9,5 43
A32) 4.8 6,0  B47 0,0 0,0  DRIO 0,0 3,9
A33) 4.8 56  B48 0,0 0,0 DRIl 9,5 29,1
A34,, 0,0 13  B49, 0,0 6,1  DRI2s 0,0 6,8
A36 0,0 0,6  B50y 4.8 4,1  DRI3g 23,8 20,9
A43 0,0 0,0  BS5ls 14,3 13,0 DRI4, 9,5 3.9
A66,, 0,0 - B525 4.8 33  DRI5, 33,4 15,9
A685 4.8 - B53 0,0 2,3 DRIG6, 9,5 53
A695 9,5 - B54,, 0,0 0,4
N 0,0 - B55,, 0,0 39 DQI 85,7 61,3

B56,, 0,0 0,0 DQ2 23,8 32,7
B5 19,0 163  B57, 14,3 45  DQ3 57,1 13,8
B7 19,0 10,5 B58y, 0,0 22  DQ4 4.8 12,7
B3 0,0 8,8  B604 14,3 39  DQ5 47,7 -
BI2 23,8 243 B6ly 9,5 41  DQ6 38,0 -
BI13 0,0 22 B62s 9,5 8.4
Bl4 9,5 95  B63;s 0,0 1,3
B15 14,3 11,3  B64y, 0,0 -
B16 14,3 16,5 B65y, 0,0 -

""BR: controles da populagdo brasileira; N = 307.
V' JL: doenga de Jorge Lobo.
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Tabela 4 - Diferengas estatisticas significativas observadas nas freqiiéncias de

antigenos HLA entre pacientes (JL) e controles da populacdo do

Estado do Acre (Ac).
HLA Freqg. JL % Freqg. Ac % P Pc
DR7 0,0 18,0 0,049 1,100 ns

P = valor de P, teste exato de Fisher; P<0,05
Pc =P corrigido; P < 0,05

ns = nado-significante.
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Tabela 5 - Diferencas estatisticas significativas observadas nas freqiiéncias de

antigenos HLA entre pacientes (JL) e controles da populagdo
brasileira (BR).

HLA Freq JL% Freqg BR % P Pc
B40 23,8 8,0 0,032 2,944 ns
DR2 42,9 21,2 0,030 2,760 ns
DR5 9,5 44,0 0,015 1,380 ns
DR7 0,0 29,0 0,010 0,920 ns
DQI 85,7 50,0 0,033 3,036 ns
DQ3 57,1 13,8 1,2x10° 11,04x10™

P = valor de P, teste exato de Fisher; P < 0,05
Pc =P corrigido; P < 0,05

ns = nado-significante.
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5. DISCUSSAO

A doenca de Jorge Lobo ¢ uma micose rara, que ocorre
predominantemente na regiao amazonica brasileira, causada pelo fungo L. loboi.
Sdo poucos os estudos que avaliam as alteragdes imunoldgicas do paciente
portador dessa micose, ¢ também ndo se conhecem os fatores relacionados a
predisposi¢do ou a protecdo ao aparecimento da doenga nos individuos afetados.

Nesse trabalho, as freqiiéncias dos antigenos HLA-A,-B,-DR e —
DQ foram determinadas em todos os 21 pacientes com doenca de Jorge Lobo
examinados no Instituto Lauro de Souza Lima. Dos pacientes estudados, 20 eram
do sexo masculino e 1 do sexo feminino, 0 que mostra maior prevaléncia da
doenca em adultos do sexo masculino. Essa incidéncia pode ser explicada pelo
fato de o homem dedicar-se mais as atividades rurais que as mulheres, ficando,
assim, diretamente em contato com o agente etioldgico. O principal objetivo foi
investigar a relacdo entre antigenos do complexo HLA e doenga de Jorge Lobo,
para verificar se esses antigenos influenciam na suscetibilidade e/ou protecdo a
doenga.

Como grupo controle, inicialmente, analisou-se uma
amostragem da populacao do Acre. Entretanto, considerando-se que o niumero de
pessoas que constituem essa amostra ¢ pequeno, decidiu-se analisar também
amostra da populagdo brasileira, pelos dados publicados no 11" IHW do Japo.

SVEJGAARD & RYDER (1977) sugerem, para que nao
aconteca um erro estatistico, que se multiplique o valor de P obtido pelo nimero
de antigenos testados. Este P corrigido (Pc) visa a assegurar que os valores da
probabilidade ndo estejam elevados ao acaso para qualquer um dos antigenos
investigados. Na andlise estatistica desse estudo, tomou-se o cuidado de corrigir o
valor de P para o numero de antigenos testados (92 para populagdo brasileira e 22
para populagdo do Acre).

A comparacdo das freqiiéncias dos antigenos do complexo HLA

observadas nos pacientes, com as determinadas no grupo controle do Acre, ndo
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revelou qualquer tipo de associagdo entre antigenos do complexo HLA e doenca
de Jorge Lobo (Pc > 0,05). Embora a andlise estatistica ndo seja significativa
(Pc > 0,05), ¢ importante ressaltar a diminui¢do na freqiiéncia do antigeno HLA-
DR7 comparada ao grupo controle do Acre (0,0% x 18,0%), porque, talvez, com
uma amostra maior de pacientes e controles, seja possivel evidenciar uma
associagao protetora entre HLA-DR7 e doenga de Jorge Lobo.

No entanto, a comparacdo das freqiiéncias dos antigenos HLA,
observadas entre pacientes e grupo controle da populacdo brasileira, revelou
associacao entre HLA-DQ3 e doenca de Jorge Lobo (Pc = 11,04 x 10* ¢ RR =
8,4). O antigeno HLA-DQ3 foi detectado em 57,1% dos pacientes com doenga de
Jorge Lobo, sendo 13,8% a freqiiéncia desse antigeno na populagdo brasileira.

Esse dado ndo foi verificado na comparagdo entre pacientes com
doenca de Jorge Lobo e grupo controle do Acre, talvez, porque, nessa populagao,
a freqiiéncia esperada do antigeno HLA-DQ3 ¢ de 74,0%, enquanto que na
populacdo brasileira ¢ de 13,8%. Isto, provavelmente, seja decorrente do grupo
controle utilizado ser pequeno (50 individuos) ou até mesmo porque o HLA-DQ3
apresente freqiiéncia elevada nessa populacao em particular.

Observou-se também freqiiéncia aumentada do antigeno HLA-
B40 (23,8% x 8,0%), HLA-DR2 (42,9% x 21,2%) e HLA-DQ1 (85,7% x 50,0%),
entretanto, sem significado estatistico (Pc > 0,05). Com relagdo a freqiiéncia
diminuida dos antigenos HLA-DRS (9,5% x 44,0%) e HLA-DR7 (0,0% x 29,0%),
eles igualmente ndo permaneceram estatisticamente significativos apos a corre¢ao
do valor de P.

A associagdo entre HLA-DQ3 e doenga de Jorge Lobo, sugerida
no presente trabalho, representa a primeira descri¢cao dessa associagdo na literatura
consultada.

A doenga de Jorge Lobo ¢ causada pelo fungo Lacazia loboi (L.
loboi), que se assemelha filogeneticamente e antigenicamente ao
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) que é o agente etiologico da
Paracoccidioidomicose (Pbmicose) (HERR et al., 2001; SILVA et al., 1972).

Os poucos trabalhos realizados na tentativa de se evidenciar



42

DISCUSSAO

associacao entre antigenos HLA e Pbmicose mostram controvérsias € nao
esclarecem o mecanismo imunoldgico envolvido nas associacdes propostas. O
trabalho de RESTREPO et al., realizado em 1983 na Colombia, mostrou
freqliéncia aumentada dos antigenos HLA-B13 ¢ HLA-A9, sugerindo que eles
dariam suscetibilidade e influenciariam na evolu¢ao das diferentes formas clinicas
da doenga. J4 o trabalho de GONZALEZ et al. (1983), realizado no mesmo ano na
Venezuela, apenas revelou possivel associacdo com o antigeno HLA-B12.
Contudo, em nenhum desses trabalhos foi calculado o valor de Pc, invalidando
assim essas propostas de associacdo, segundo os critérios estatisticos exigidos
para se verificar associacdo HLA e doengas.

No Brasil, encontram-se relatos de trés trabalhos semelhantes
aos anteriores, sendo que dois deles foram realizados em popula¢des muito
proximas do ponto de vista étnico e geografico, mas mostraram resultados
opostos. LACERDA et al. (1988) estudaram populagdo de pacientes atendidos na
cidade de Curitiba — PR; VISENTAINER et al. (1993) estudaram pacientes
atendidos na cidade de Londrina, também no estado do Parani. Contudo, os
resultados de LACERDA et al. (1988) mostraram freqiiéncia aumentada do
antigeno HLA-B40 e os de VISENTAINER et al. (1993) nao relataram qualquer
tipo de associagdo entre antigenos HLA e Pbmicose. Por outro lado, o estudo de
GOLDANI et al. (1991), realizado no estado de Sao Paulo, com pacientes
atendidos na cidade de Ribeirdo Preto, evidenciou freqiiéncia aumentada do
antigeno HLA-B40, confirmando os dados obtidos por LACERDA et al em 1988.
Essas diferentes associagdes propostas talvez possam ser explicadas: pelas
diferengas entre o nimero de alelos estudados, pois esses influenciam diretamente
o valor de Pc; pela especificidade dos soros utilizados na identificacdo desses
alelos (monoclonais ou policlonais), o que gera resultados controversos devido
aos grupos de reagdes cruzadas existentes entre os antigenos do complexo HLA;
ou mesmo pelo numero de pacientes e controles utilizados nos trabalhos que
estudam associacdo HLA e doengas, o que leva a falsas associagdes resultantes da
estratificacdo ou selecdo inadequada, principalmente dos controles (PETZEL-

ERLER, 1999; APANIUS et al., 1997).
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O polimorfismo dos genes do complexo HLA esta caracterizado
pelo nimero extremamente alto de alelos, pela uniformidade das freqiiéncias
alélicas dentro de uma mesma populagdo e pelas diferencas genéticas entre grupos
isolados (PETZEL-ERLER, 1999).

Com relacao ao estudo de associagao entre HLA e Pbmicose, os
dados da literatura sdo controversos tanto no que dizem respeito a uma associagao
consistente entre HLA e doenca, quanto nas diferencas das freqiiéncias alélicas
observadas em uma mesma populagao.

Apesar da grande semelhanga entre os fungos L. loboi ¢ P.
brasiliensis, ndo foram encontrados, nessa pesquisa com doenga de Jorge Lobo,
dados que concordem com as associagdes ja descritas entre HLA e Pbmicose.

A associagdo entre HLA-DQ3 e doenga de Jorge Lobo que foi
encontrada pode ser verdadeira, isto ¢, o antigeno HLA-DQ3 talvez seja marcador
de suscetibilidade da doenca. Entretanto, o fen6tipo HLA-DQ3 apresenta “splits”
ou subdivisdes (DQ7, DQ8 e DQY), as quais sdo codificadas por pelo menos 8
alelos diferentes, o que direciona a continuidade da pesquisa na identificagdo do
grau de associacdo com os diferentes alelos génicos na populacao de pacientes
com doenga de Jorge Lobo.

Além disso, a molécula DQ apresenta polimorfismo em ambas
as cadeias que a constituem e, como ja descrito em outras patologias, como a
doenga celiaca, a associacdo ¢ resultante da expressdo conjunta de cadeias a e 3
especificas e nao da expressdao de um fenotipo em particular (THORSBY, 1995).
Assim, torna-se necessario identificar a homologia entre as cadeias a e B, que
constituem o fendtipo HLA-DQ3, observada nos pacientes aqui estudados com
doenga de Jorge Lobo.

Outra hipotese ¢ de que a associagcdo HLA-DQ3 nao seja
verdadeira, isto ¢, que ndo seja esse o marcador de suscetibilidade, mas um gene
ou outro produto génico, codificado por alelos localizados na regido do complexo
HLA, e que apresentam desequilibrio de ligagdo com os genes HLA.

Sabe-se, também, que a manifestagdo clinica das doencas

infecciosas, na maioria das vezes, resulta da somatoria de fatores como a
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complexidade do agente etioldgico, a predisposi¢ao genética do hospedeiro e da
influéncia de fatores ambientais. A suscetibilidade para agentes infecciosos difere
entre individuos, dependendo principalmente das variacdes do hospedeiro, como,
por exemplo, o estado de satde, a idade e o “background” genético.

Ainda que para algumas doengas infecciosas um gene principal
de suscetibilidade tenha sido proposto, a suscetibilidade para o agente infeccioso,
bem como a patogénese da doenca, sdo, geralmente, caracteristicas multifatoriais,
como explicado anteriormente. Em alguns casos, o componente genético nao foi
esclarecido, mas, para a maioria das doencas, os genes, seus produtos € o
mecanismo de atuagdo estdo sendo identificados. Dos genes que atuam na
resposta imune, o HLA parece estar mais relacionado a modula¢do da forma e
manifestagdo clinica da doenca do que a suscetibilidade para infecgao
propriamente dita. Como exemplo, pode-se citar a Pbmicose (RESTREPO et al.,
1983) e a Hanseniase (SCHURR et al., 1991; ROY et al., 1999). A modulagao da
forma e a manifestacdo clinica da doenca dependem dos genes atuantes na
imunidade inata, mas mecanismos protetores e de suscetibilidade dependem,
provavelmente, de outros genes envolvidos e da natureza do patégeno (PETZEL-
ERLER, 1999).

Acredita-se que pesquisas planejadas a partir de
questionamentos clinicos e epidemiologicos, como foi o caso do presente
trabalho, abrem muitas perspectivas para o melhor entendimento das doengas e de
seus marcadores genéticos de suscetibilidade e/ou protegdo. E necessario
prosseguir nessa linha de investigacdo, objetivando contribuir para um maior

conhecimento da doencga de Jorge Lobo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem uma associacéo
entre os antigenos HLA-DQ3 e doenca de Jorge Lobo, quando se comparam
pacientes e controles da populagéo brasileira.

Sao necessarios novos trabalhos com maior nimero de pacientes
e com metodologia adequada na identificacao dos alelos que codificam o fenotipo

HLA-DQ3 e suas subdivisdes, para que sejam obtidos melhores resultados.
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7. SUMMARY

Jorge Lobo’s disease is a rare mycosis whose causative agent is the
Lacazia loboi (L. loboi), a fungi antigenically and philogenetically similar to the
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis). Due to its epidemiological
characteristics and the lack of studies related to the immunological aspects of this
disease, our objective was to perform HLA class | and Il typing in 21 Jorge
Lobo’s disease patients and compare their frequency with the healthy population.
The Class | HLA typing was done through the lymphotoxicity technique, and the
class Il HLA determined by the PCR-SSP method. Two control populations were
used, one from the state of Acre and the Brazilian population data published at the
11 (IHW) in Japan.

Our work suggests the first association proposed between antigen and
Jorge Lobo’s disease, specifically the DQ3-HLA, when patients were compared
with Brazilian population. However, no association could be demonstrated when
patient were compared with the population from Acre. We believe that a larger
sample and the use of a method for identification of phenotype DQ-3 encoding

allele would give us more detailed results.
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ANEXOS

Reagentes utilizados na extra¢cdo do DNA

1) Tampado para lise de células vermelhas 5 X:

548 g sucrose (concentracdo final 1,6 M)

50 ml Triton-X (concentracao final 5% v/v)

25 ml MgCl,6H,0 1M (concentragéo final 25 mM)

60 ml Tris-HCI pH 7,5 (concentracdo final 60 mM)

Dissolver a sucrose em 500 ml de &gua pura. Adicionar o
Triton-X, MgCL e o tris-HCI. Ajustar o volume para 1.000 ml com &gua pura.

Estocar 4°C. Para uso diluir para 1X.

2) Tampdo Proteinase K 5 X:

750 ul NaCl 5M (concentracao final 0,375 M)
2,4 ml EDTA 0,5M pH 8.0 (concentracéo final 0,12M)
Ajustar o volume para 10 ml com &gua pura. Filtrar com

millipore 0,45 um. Estocar a 4°C.

3) Solucéo da enzima Proteinase K:

10 mg proteinase K
1 ml de agua pura
Estocar a —20°C. Deve-se aliquotar em flaconetes antes de

congelar para uso.
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4) Solucéo de SDS 20%:

2 gr de SDS
Dissolver em 8 ml de agua pura. Ajustar o volume para 10 ml.

Estocar em temperatura ambiente.

5) Solucdo de NaCl 6M:

350,6 g NaCl
Dissolver em 800 ml de &gua pura. Ajustar o volume para 1.000
ml. Preparar, deixar descansar 24 hs e retirar o sobrenadante para utiliza-lo.

Autoclavar e estocar em temperatura ambiente.

6) Tampdo TBE 10X:

108 g de tris base

55 g de acido bdrico

40 ml de EDTA0,5M pH 8.0

Dissolver o tris e 0 acido borico em 700 ml de agua pura.
Adicionar o EDTA. Ajustar o volume para 1.000 ml. Estocar em temperatura

ambiente. Solugédo de uso: TBE 1X.
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