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1. INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

Os receptores para a porgédo Fc de IgG (FcgamaRs) sdo expressos em diversas
células do sistema imune. Ao se ligarem a patdégenos opsonizados por
imunoglobulinas, respostas bioldégicas como fagocitose, citotoxicidade celular
dependente de anticorpos (ADCC), liberagdo de mediadores inflamatérios e
aumento da apresentacdo de antigenos, sdo desencadeadas (VAN DE WINKEL
et. al. 1993). Dessa forma, os FcyRs fazem uma ligagao entre a imunidade celular
e humoral. O FcyRIIA, expresso por macréfagos neutrofilos, plaquetas (ABBAS et.
al. 2003) e células dendriticas (PLEASS & WOOF 2001), liga-se as subclasses de
anticorpos 1gG com afinidade variavel, podendo ser influenciado por um
polimorfismo alélico no gene que codifica este receptor. A diferenga em um unico
nucleotideo na base 494 (A ou G) resulta na troca do aminoacido arginina (R)
para histidina (H) na posicdo 131 e determina trés padrdoes alélicos: os
homozigotos H/H e R/R e o heterozigoto H/R (MOENS et. al. 2006), conferindo ao
FcyRIIA H/H maior afinidade para as subclasses IgG2 e IgG3 (CLARK et. al.
1991). Esta mutagao pode resultar em diferentes respostas desencadeadas por
patdgenos diversos. Estudos tém demonstrado a importéncia desses receptores
na infeccdo de macréfagos por formas amastigotas de Leishmania sp, em adigao
aos receptores para complemento (CR3) e para manose (MR) (PETERS et.al.
1995). A Leishmania interage diretamente com receptores dos macréfagos, ou
apos opsonizagdo por componentes do sistema complemento e anticorpos 1gG.
Varios fatores relacionados ao hospedeiro e ao parasito estdo envolvidos na
resposta imune a leishmaniose, dentre eles os Fcys. Estudos realizados em
camundongos infectados com diferentes espécies de Leishmania tém
demonstrado o papel dos FcyRs a exacerbagao da leishmaniose (KIMA et. al.
2000; MILES et. al. 2005; BUXBAUM & SCOTT 2005; PADIGEL & FARREL
2005), entretanto WOELBING et. al. (2006) demonstrou que receptores Fcy em
células dendriticas, estao envolvidos no desenvolvimento da imunidade protetora,
em camundongos infectados por L. major. Dessa forma, comparamos a
distribuicdo das diferentes formas alotipicas do FcyRIIA em individuos com
Leishmaniose Tegumentar Americana.



2. METODOLOGIA

2.1 — Amostras

Foram analisadas amostras sanguineas de 88 pacientes com LTA, a maioria do
estado de Goias e 98 amostras de individuos saudaveis (grupo controle), além
de biépsia da lesdo. De acordo com os dados clinicos e imunopatoloégicos os
pacientes foram divididos em quatro grupos: forma cuténea, cutdneo-mucosa,
mucosa e cutanea-difusa.

2.2 — Diagnostico da LTA

O diagnodstico foi realizado por pesquisa do parasita (exame direto e
histopatoldgico), sorologia por imunofluorescéncia indireta e teste intradérmico
de Montenegro

2.3 — Determinacéo do gendtipo FcyRIIA

O DNA genbmico das amostras de sangue foi extraido com fenol-cloroformio-
alcool isoamilico (25:24:1), precipitado com 1.4 M de acetato de aménio e
etanol 100% e ressuspendido em agua milli-Q (MILLIPORE ®). Apds a
extracdo, o fragmento do gene FcyRIIA foi amplificado por PCR usando
primers alelo-especificos, contendo: aproximadamente 200 ng de cada primer,
200 uM de dNTP, 75 nM de MgCI2, 10 mM de Tris HCI pH 8,5; 50 mM de KCI;
0,8 U de Tag DNA polimerase. Assim, obtivemos um produto de 366 pb. O
polimorfismo FcyRIIA - H/R 131 foi analisado digerindo-se o produto da
amplificagdo com a enzima de restricdo alelo-especificas Bsh 12361 (FnuDll),
utilizando 1U a 0,5 U da enzima. Os produtos de digestdo enzimatica foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 3% corado com brometo de
etidio.

2.4 — Analises Estatisticas

Para comparar a distribuicdo genotipica do FcyRIIA do grupo de pacientes com
leishmaniose com o grupo controle foi realizado o teste do chi-quadrado (x?).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O polimorfismo do FcyRIIA foi analisado por PCR seguida de digestao

enzimatica alelo-especifica com a enzima Bshl-12361 FnUDIl. O produto

amplificado consiste em um fragmento de 366 pb, sendo que o alelo H131

contém um sitio de digestao, produzindo um fragmento de 343 pb, e o produto

da PCR referente ao alelo R131 contém dois sitios, dando origem a um

fragmento de 322 pb. O gendtipo H/R131 possui ambos os fragmentos (Figura
1).

Dentre os pacientes estudados a maioria (72,7%) apresentou a forma cutanea,

considerada a forma clinica mais branda da doencga; 21,6% apresentaram a

forma mucosa; 4,5% apresentaram a forma cutdneo-mucosa; e 1,2%

apresentaram a forma cutanea difusa.

Comparamos a distribuicdo do gendtipo FcyRIIA — H/R131 nos pacientes
estudados com um grupo de individuos saudaveis. A diferenga quanto a
distribuicdo deste gendtipo na populagdo saudavel nao foi estatisticamente
significativa em relacdo a encontrada nos pacientes com leishmaniose (x2
calculado = 0,442566, y2 critico = 5,66, alfa = 5%) (Figura 2). Também n&o
houve diferengas significativas na frequéncia referente aos alelos H e R nos
dois grupos estudados (dados n&o mostrados).



12 345 6 78 910 1112 13 14 15 16 17

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose a 3%,
demonstrando os padrbes alélicos do receptor FcyRIIA
de 13 individuos com leishmaniose tegumentar
americana. As linhas 1 e 17 mostram o padréo de peso
molecular 123 pb DNA Ladder; as linhas 2 e 16 mostram
o produto amplificado mas n&o digerido com a enzima
de restricdo BsH 1236l. As linhas 3 a 15, mostram o
produto amplificado e digerido com esta enzima.

Diversos estudos tém demonstrado que as diferentes formas alélicas
expressas do FcyRIIA — H/R131 podem influenciar o desenvolvimento de
diversas doencgas infecciosas, como a malaria (AUCAN et. al. 2000), infec¢des
por bactérias encapsuladas (YEE et. al. 2000), virus, como o dengue (LOKE
et. al. 2002), dentre outras. Entretanto, na leishmaniose, este polimorfismo
alélico ndo demonstrou nenhuma influéncia, em relagdo aos parametros
analisados.
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Figura 2 — Distribuicao genotipica do gene FcyRIIA na populagédo de individuos com
leishmaniose e no grupo controle.



4. CONCLUSAO

De acordo com o presente trabalho, ndo ha relagdo entre as diferentes formas
alotipicas do FcyRIIA — H/R131 com a Leishmaniose Tegumentar Americana, nao
havendo diferengcas nos padroes de diversidade alélica deste receptor entre os
grupos de individuos doentes e saudaveis.
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