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RESUMO

As frequiéncias de variantes alélicas de diferentes genes envolvidos no
desenvolvimento da resposta imune foram analisadas em uma populacdo de
origem japonesa do sul do Brasil (n=119). Polimorfismos bialélicos dos genes
CCRS5, TNFR-II e IL-10, e dos segmentos génicos TCRBV3S1, TCRBV13S5 e
TCRBV18 foram analisados por PCR-RFLP. As frequéncias alélicas foram
determinadas e comparadas com as frequéncias encontradas em outros
grupos étnicos (caucasoides e afro-brasileiros). Nos observamos a auséncia do
alelo CCR5D32 na populacdo testada. Os polimorfismos dos segmentos
génicos TCRBV3S1 e TCRBV13S5, e do gene IL-10 apresentaram frequéncias
alélicas significativamente diferentes das frequéncias observadas em
caucasoides e afro-brasileiros. O polimorfismo do segmento génico TCRBV18
apresentou frequéncias alélicas estatisticamente diferentes de caucasoides.
Além disso, a comparacdo de duas sub-populacfes (definidas em nossa
amostra de acordo com a origem geografica no Japao) indicou diferencas entre
as frequéncias alélicas dos polimorfismos génicos de TCRBV18 e IL-10 das
mesmas. Esses dados indicam a existéncia de diferentes padrdes
imunogenéticos entre diferentes grupos étnicos. Outros polimorfismos SNPs de
genes ligados ao sistema imune serdo testados e comparados em nosSso

laboratorio, utilizando as mesmas populagdes.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da escala onto e filogenética, observa-se que os diferentes
organismos possuem mecanismos proprios para protegé-los de agentes
infecciosos, isto €, para manté-los imunes as infeccbes. Quanto mais
complexo o animal, mais especializado é o seu sistema imunologico. Humanos
e mamiferos em geral, possuem um sistema imune bem desenvolvido. Este
sistema de defesa tem como fun¢des reconhecer tudo o que for “estranho” ao
organismo, combatendo os agentes infecciosos (minimizando o dano que eles
podem causar ao organismo), bem como reconhecendo e atacando células
tumorais ou de tecido enxertados. Entre os mais importantes componentes do
sistema imune estdo os linfécitos B e T, células apresentadoras de antigenos
(APC — antigen-presenting cell) e mediadores bioquimicos, que ajudam na
comunicacgéo e transmisséo de sinais entre as células (Lanani et al, 1997).

O sistema imune preconiza a destruicdo e eliminacdo de organismos
invasores e de qualquer molécula téxica produzida pelos mesmos. No entanto,
0S mecanismos capazes de defender o organismo de infecgcbes podem causar
alguns danos aos tecidos ou mesmo doencas, em algumas situagcbes. O
potencial “auto-destrutivo” da resposta imune deve ser contido com uma
rigorosa regulacdo da sua atividade, sendo para isso essencial a capacidade
de distinguir o proprio do ndo-préprio (Abbas et al, 2000). Situacdes onde ha
falha nesta capacidade de reconhecimento podem ocasionar uma resposta
imune agressiva contra células ou tecidos do préprio organismo, processo este
chamado de autoimunidade.

Os linfécitos T (ou células T) desempenham um papel central no
desencadeamento da resposta imune adaptativa. O TCR (T cell receptor) é o
receptor antigénico do linfécito T, que através da ligacdo especifica com o



complexo antigeno-MHC (major histocompatibility complex) é um dos pontos
mais importantes da regulacdo da resposta imune. A ativacdo das células T é
rigorosamente regulada e envolve a integragédo coordenada de diferentes sinais
para garantir que a diferenciagcdo e expansao clonal sejam adequadas e
especificas ao antigeno. Apesar do TCR exercer um papel fundamental na
definicdo da especificidade fina da resposta imune, diversos mecanismos
adicionais estdo envolvidos na manutencdo da auto-tolerancia (Chen et al,
2000; Kim e Teh, 2001). O requerimento geral de sinais co-estimulatérios para
ativacao o6tima das células T (em adicao ao sinal antigeno-especifico) € um dos
principais mecanismos pelos quais a auto-tolerdncia € mantida. Os
mecanismos de co-estimulacdo servem para proteger o organismo de reacdes
com proporc¢des inadequadas, ajudando a manter a resposta imune focada ao
tecido ou 6rgdo onde ela se faz necesséria, bem como servem para diminuir a
possibilidade de rea¢cbes autoimunes. Por outro lado, a falta de ou deficiéncia
na acao dos linfécitos pode ocasionar imunodeficiéncia (Abbas et al, 2000).

De forma geral, pode-se dividir os linfocitos T em duas subclasses
funcionais que reconhecem antigenos em diferentes contextos. Os linfocitos T
citotéxicos ou CD8+ fazem o reconhecimento de peptideos apresentados no
contexto do MHC classe |, que por sua vez apresenta peptideos que se
originaram no interior da célula (endogenos). Os linfécitos T CD4+, conhecidos
também como células T auxiliares ou células T helper (Th), reconhecem os
peptideos complexados ao MHC classe IlI, que sdo peptideos de origem
extracelular (exdégenos). As células Th ativadas séo classicamente divididas
em dois tipos:

- Thl - ativadoras de resposta inflamatéria; estimulam respostas
mediadas por células efetoras, ativando macréfagos, com producédo
predominante de citocinas pro-inflamatorias.

- Th2 — ativadoras de resposta humoral; estimulam ativacdo de células
B, com producdo de citocinas anti-inflamatorias e mobilizagdo de
eosindfilos, mastécitos e basofilos.



As citocinas sdo proteinas ou glicoproteinas sollveis responsaveis
pela comunicacgéo entre as células do sistema imune. O papel das citocinas no
direcionamento e execucdo de cada um dos tipos de resposta € fundamental.
Citocinas como TNFa, TNFb, IL-2 e IFN-g sdo importantes na resposta Thl,
tendo caracteristicas pro-inflamatérias. Ja outras, com caracteristicas
antiinflamatoérias, sao responsaveis pela evolucdo da resposta Th2, como IL-4,
IL-5, IL-6 e IL-10 (Abbas et al, 2000). Um esquema sobre as respostas imunes

Thl e Th2 é apresentado na figura 1.
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Figural.1 — Esquema simplificado, representando a diferenciacdo e
caracteristicas de células de respostas do tipo Thl ou Th2,
salientando as principais citocinas produzidas.




As citocinas funcionam em uma rede complexa de interacdes, a qual
pode induzir ou reprimir tanto a prépria sintese como a sintese de outras
citocinas ou receptores celulares. Para agir sobre uma célula alvo a citocina
precisa se ligar a um receptor especifico na superficie da mesma. Alteracdes
de uma citocina, ou de um receptor de citocina, tanto qualitativamente quanto
guantitativamente, podem ocasionar sérios problemas, tais como
imunodeficiéncias, doencas autoimunes, cancer ou alergias.

Diversos polimorfismos em genes de citocinas ja foram descritos e sao
freqientemente citados na literatura (Bidwell et al, 1999; Blanpain et al, 2000;
Dean et al, 2000; Eskdale et al, 1999; Favorova et al, 2002; Hahn et al, 2001,
Herfart et al, 2001; Kube et al, 2001; Meenag et al, 2002; Perry et al, 2001;
Santee et al, 1996; Sargen et al, 2000; Wang et al, 2001).

O estudo de polimorfismos de genes ligados ao sistema imune
humano tem grande importancia para a compreensédo do funcionamento do
mesmo. Algumas das razdes para o seu estudo séo:

- Reforcar o entendimento da etiologia e patologia de diversas

doencas;

- Identificar marcadores de suscetibilidade, severidade ou progndstico

clinico;

- Identificar marcadores para responsividade ou ndo a terapéutica

disponivel;

- Identificar novas estratégias para prevenir doencas e desenvolver

vacinas mais eficientes.

No contexto de situacbes patologicas, varios estudos Vvém
investigando a relacdo entre polimorfismos de genes ligados ao sistema
imunolégico e a manifestacdo de doencas autoimunes e/ou de fundo genético
(Favorova et al, 2002; Lee et al, 2001; Lim et al, 1998; Mitchell et al, 2000;
Nakashima et al, 1999; Nishimura et al, 2000). Contudo, para o
estabelecimento de associacdo entre uma variante alélica e uma doenca, é
necessario estabelecer as frequéncias de tais variantes polimorficas em

populacGes controle. Como outras caracteristicas de “background” genético
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podem ser relevantes nestes estudos, é importante levar em conta a origem
étnica da populacao.

Poucos estudos vém sendo feitos no sentido de estabelecer parametros
imunolégicos e imunogenéticos populacionais. O nosso grupo de pesquisa
(Laboratério de Imunogenética da UFRGS) vem trabalhando para suprir esta
deficiéncia. Dresch et al, 2002, publicaram um trabalho referente as
freqUuéncias de variantes alélicas dos segmentos génicos TCRBV3Sl e
TCRBV18 em popula¢cbes de individuos caucasoides e afro-brasileiros do sul
do Brasil. Foi recentemente publicado um trabalho descrevendo as frequéncias
do alelo CCR5D32 do gene CCR5 (um receptor de b- quimiocinas) em
populacbes de individuos caucasoides e afro-brasileiros saudaveis e de
individuos dos mesmos grupos que sofrem de anemia falciforme (Chies e Hutz,
2003). Ainda em nosso laboratério, diferentes andlises estdo sendo realizadas
visando a caracteriza¢do imunogenética de populagdes humanas saudaveis ou
acometidas por doencas autoimunes. A caracterizacdo de genes relacionados
ao sistema imune em indios Kaingang (Hinemeier el al, 2002) e analise das
freqUéncias do alelo CCR5D32 em populacdes indigenas (Neves el al, 2002)
estdo entre os estudos que vem sendo realizados em populagdes normais de
diferentes etnias. Além destes, outros estudos estdo sendo realizados na
tentativa de associar as frequéncias de um determinado alelo com a
manifestacdo de doencas de fundo autoimune. Em individuos com artrite
reumatodide foram estimadas as frequéncias alélicas dos segmentos génicos
TCRBV3S1 e TCRBV18, porém nao foi verificada qualquer associacdo das
variantes alélicas com o desenvolvimento da doenca (Dresch et al, submetido).
As frequéncias alélicas dos segmentos génicos TCRBV3S1, TCRBV18 e do
gene CCR5 também foram analisadas em pacientes com lupus eritematoso
sistémico, igualmente sem a verificacdo de associacdo (Santos et al, 2002). As
frequéncias dos alelos de um polimorfismo do TNFR-II (receptor Il do fator de
necrose tumoral) foram estimadas em pacientes com lupus eritematoso
sistémico (SLE), mas resultados preliminares nao indicam qualquer associacéo
(Mello et al, 2002). A analise de polimorfismos da regido promotora do gene da



interleucina-10 (IL-10) em pacientes com lupus eritematoso sistémico
(Nornberg el al, 2002), assim como o estudo de um polimorfismo do segmento
TCRBV13S5 em pacientes com Sindrome de Sjogrens (Nornberg el al, 2002),
também esta em andamento.

Dentro desta linha de pesquisa, caracterizando imunogeneticamente
individuos normais pertencentes a diferentes grupos populacionais, o presente
trabalho mostra a analise das freqiéncias de diferentes variantes alélicas de
alguns genes associados ao sistema imune em uma populagcdo de origem
japonesa radicada no Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

O histérico da colonizagéo japonesa no Sul do Brasil comeca com um
acordo estabelecido entre os governos Brasileiro e Japonés apos a Il Guerra
Mundial, que previa a vinda de imigrantes japoneses para a regido sul
brasileira. Aqui, com o auxilio da Japanese International Cooperation Agency
(JICA) grupos de japoneses foram estabelecidos a partir de 1960 nos estados
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, distribuidos em uma éarea de cerca de
5000 quilémetros. Terras para o assentamento das familias japonesas foram
obtidas pelo governo do Japéao e financiadas para as mesmas a precos muito
acessiveis. Adicionalmente, os imigrantes receberam subsidios para a sua
instalagdo e acompanhamento, incluindo revisédo anual de saude.

Grande parte desta populacdo de japoneses imigrantes € proveniente
da regido de Nagasaki e arredores, salientando-se Kumamoto (que fica cerca
de 25 km da cidade supracitada), que foi uma regido fortemente atingida pela Il
Guerra Mundial. A provincia de Hokkaido (extremo norte do Jap&o) também
contribuiu com boa parcela dos imigrantes. Um menor niumero de individuos de
diversas outras localidades do Japdo também imigrou para o Sul do Brasil. O
mapa da Figura 2 localiza todas as cidades onde se originaram individuos os
guais fazem parte do presente trabalho.

Um dos responsaveis pela revisdo anual de saude € Dr. Yukio
Moriguchi, chefe do Instituto de Geriatria e Gerontologia do Hospital S&o Lucas
(PUCRS). O acompanhamento de saude inclui diversos tipos de exames e
analises bioquimicas e hematolégicas e, recentemente, um banco de DNA foi

estabelecido, fato este que possibilitou a realizagdo de alguns estudos
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genéticos destes individuos. Este banco de DNA é composto, principalmente,
por amostras derivadas dos imigrantes, no entanto, cerca de 10-15% destas
amostras foram obtidas de seus descendentes diretos nascidos no Brasil. A
partir de colaboracdo com o Instituto de Geriatria e Gerontologia tivemos a
oportunidade de caracterizar imunogeneticamente esta populacéo.

Assim, nosso trabalho se propbe a fazer uma caracterizagcéo
imunogenética desta populacéo japonesa, tendo sido escolhidos para isso seis
sistemas polimorficos de genes ligados ao sistema imune. Escolhemos trés
sistemas relativos a segmentos génicos de TCR além de polimorfismos dos
genes CCR5, TNFR-II e IL-10. Todos estes sédo elementos importantes que
participam da regulacdo da resposta imune. A seguir apresentaremos

sucintamente cada um destes sistemas polimérficos.
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de origem dos imigrantes japoneses pertencentes a populacdo de nosso

estudo.



1.1 RECEPTOR DE CELULA T

A estrutura apresentada pelo TCR é de um heterodimero cujas duas
cadeias sao ligadas entre si por pontes dissulfidicas. Existem duas formas
distintas (porem anélogas) de TCR: o TCR ab, composto por uma cadeia a
(TCRA) e uma cadeia b (TCRB); e o TCR gd composto pelas cadeias g (TCRG)
e d (TCRD). Mais de 90% dos linfocitos T do sangue periférico expressam o
receptor TCR ab. (Davis e Bjorkman, 1988).

Cada uma das cadeias é composta por uma por¢ao constante e uma
porcdo variavel (Figura 3). A porcdo constante das cadeias fica ligada a
membrana da célula, realizando funcfes sinalizadoras e efetoras, enquanto a
porcdo variavel fica totalmente exposta ao meio extracelular, sendo
responsavel pela ligacdo com o complexo antigeno-MHC (Abbas et al, 2000).

A porcéo variavel do TCR apresenta uma diversidade muito grande
para garantir o reconhecimento do maior nimero possivel de antigenos, uma
vez que cada estrutura antigénica diferente pode ser reconhecida por apenas
uma (ou poucas) molécula(s) de TCR especifica(s). O estabelecimento do
repertorio de especificidades dos receptores TCR depende de diversos
mecanismos operando em diferentes pontos do desenvolvimento dos linfocitos
T, entre os quais destaca-se a estratégia de rearranjo genético.

Os processos geradores da diversidade dos receptores antigénicos
incluem: (Abbas et al, 2000):

Grande namero de diferentes segmentos génicos;

Recombinacdo soméatica destes segmentos génicos envolvendo
participagéo de enzimas com atividade recombinase;

Diversidade na juncdo destes segmentos, com variacdes devidas a
adicdo ou delecédo ao acaso de nucleotideos nas extremidades dos
segmentos rearranjados;

Associacédo de cadeias polipeptidicasa eb ou ge d.



TCR

Va Vb

Cadeia
beta

Cadeia
alfa

Figura 3 — Desenho esquematico do TCR, com as cadeias a
e b ligadas pela ponte dissulfidica e os respectivos dominios
constantes (C) e variaveis (V). Na cadeia a o dominio variavel
€ composto pela recombinacdo de segmentos génicos V e J,
enquanto o dominio variavel da cadeia b é composto por

segmentos génicos dos grupos V, D e J.
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O TCR esta organizado no genoma humano em grupos de segmentos
génicos. A formacdo de uma cadeia do TCR depende do rearranjo de
diferentes segmentos génicos denominados V (variabilidade), D (diversidade),
J (juncdo) e C (constante). Os dominios variaveis das cadeias a e g sao
produzidos pela recombinagéo de segmentos V e J e os dominios variaveis das
cadeias b e d séo produzidos pela recombinacéao de segmentos V, D e J (Davis
e Bjorkman, 1988; Rowen et al, 1996).

A existéncia de familias multigénicas V(D)J é uma das primeiras fontes
de diversidade do TCR em nivel germinal (Tonegawa, 1983). Em principio,
qgualquer segmento D pode-se unir a qualquer segmento J, e o conjunto DJ a
qualquer segmento V para a formacdo do RNA (a Figura 4 demonstra
esquematicamente como acontece 0 rearranjo genético para a formacao do
TCR). Para que o rearranjo possa ocorrer é essencial o reconhecimento de
uma sequéncia sinal de recombinacao (RSS — recombination signal sequence),
composta de uma sequéncia extremamente conservada localizada nas
extremidades dos segmentos V, D e J. As RSS séo fundamentais para a
ocorréncia de rearranjo entre estes segmentos, funcionando como pontos de
reconhecimento e organizagdo para a maquinaria enzimatica. Essas
sequéncias consistem de um bloco conservado de 7 nucleotideos (heptamero)
seguido de um espacador de 12 ou 23 nucleotideos (0s quais apresentam
conservacdo no numero de nucleotideos, mas ndo em nivel de sequéncia
nucleotidica), seguido por um bloco conservado de 9 nucleotideos (nonamero).
Entre os principais elementos envolvidos no processo de rearranjo dos
segmentos V(D)J podemos citar as enzimas codificadas pelos genes
ativadores de recombinacdo RAG-1 e RAG-2 (Gellert, 2002; Kirch et al, 1998).
Estas enzimas sdo capazes de clivar o DNA e unir dois segmentos génicos de

grupos distintos, sendo orientadas pelas RSS (Figura 5).
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Figura 5 -- Desenho esquematico de uma recombinagdo somatica entre segmentos
génicos de TCR (V-D) quando ocorre a rearranjo “ao acaso” de duas

regides RSS sob acdo de RAG.

Os segmentos génicos V das cadeias a e b do TCR codificam as
regides variaveis do receptor, nas quais estdo as regides hipervariaveis ou
regides determinantes de complementaridade CDRs (complementarity-
determining regions) (Figura 6). Estas regides sao consideradas hipervariaveis
por apresentarem maior variabilidade do que as regibes que as separam,
chamadas FR (framework region). As trés CDRs da cadeia a juntamente com
as trés da cadeia b s&o as estruturas responsaveis pela ligacdo especifica
com o complexo peptideo-MHC (Abbas et al, 2000; Su e Nei, 2001). As regides
CDR1 e CDR2 das duas cadeias estdao envolvidas principalmente no
reconhecimento das moléculas do MHC, enquanto as regides CDR3 estdo
mais intimamente relacionadas com o reconhecimento do peptideo

apresentado (Chien e Davis, 1993).
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Figura 6 — Distribuicdo das regibes hipervariaveis nas duas

cadeias formadoras do TCR.

A porcdo Vb do TCR é responséavel também pelo reconhecimento de
superantigenos, que sdo uma classe especial de proteinas bacterianas e ou
virais, capazes de estimular uma resposta imune enérgica. Esta resposta
ocorre devido a expansao policlonal de células T, que sdo ativadas pelo
superantigeno através da sua ligacao com determinadas regides da porcédo Vb,
chamadas CDR4 por analogia as regides anteriormente citadas (Luppi el al,
1998). Esta caracteristica torna interessante o estudo dos genes TCRBV, pois
a resposta adequada a superantigenos é mais um ponto importante no
equilibrio do sistema imune. Uma inducdo superantigénica leva a delecédo das
células reativas ocasionando um furo no repertério de especificidades de TCR.
Esses furos no repertério de TCR, que em principio podem parecer
desfavoraveis, poderiam ser de alguma forma vantajosos em algumas
situacdes. E o que sugere um estudo feito com uma linhagem de camundongos
gue possui uma delecdo natural de um segmento génico funcional na regiao
TCRBYV, mostrando resisténcia desses animais ao desenvolvimento de artrite
induzida (Osman et al, 1999).

Assim, uma vez que o TCR é a chave para o inicio de uma resposta
imune, o delineamento da composicédo do repertério de TCR de um individuo
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pode contribuir para a compreensédo da patogénese de doencas autoimunes,
da resposta imune contra infecgcdes e contra tumores, bem como para a
compreensao da manutencdo de um sistema imune saudavel (Muraro et al,
2000).

Em nosso trabalho estudamos alguns segmentos de familias génicas
Vb do TCR humano. Os genes da cadeia b de TCR estdo localizados no
cromossomo 7 em humanos, ocupando uma extenséo de cerca de 685 kb. As
copias de segmentos génicos D e J sdo poucas, mas existem 65 segmentos
génicos Vb nesta regido. Destes 65 segmentos génicos, 46 sao funcionais
enquanto 19 séo definidos como pseudogenes (Rowen et al, 1996; Su e Nei,
2001; Subrahmanyan et al, 2001). Esses pseudogenes sao definidos como
segmentos génicos nao funcionais que contém muta¢des no modulo de leitura
ou defeitos na RSS, mas que apresentam homologia significativa com o0s
segmentos génicos funcionais (Rowen et al, 1996). Os 65 segmentos génicos
TCRBYV estéo agrupados em 30 subfamilias génicas, que podem conter de 1 a
9 membros (Folch e Lefranc, 2000). A diversidade gerada por este vasto
repertério pode ser ainda maior se levarmos em conta a possibilidade de
ocorréncia de polimorfismos neste conjunto génico.

Alteracdes como delecbes gendmicas no l6cus TCRBV também
ocorrem em humanos e afetam diretamente o nimero de segmentos génicos V
no genoma. Polimorfismos do tipo SNP (single nucleotide polymorphism) em
segmentos génicos do TCR vém sendo descritos em grande nimero desde o
final da década de 80 (Ball et al, 1987; Barron et al, 1994; Charmley et al, 1990;
Charmley et al, 1993; Concannon et al, 1987; De Inocéncio et al, 1995;
Geursen et al, 1993; Ibberson et al, 1998; Li et al, 1990; Perl et al, 1989;
Posnett, 1990; Posnett et al, 1994; Robinson, 1989). Alguns desses resultam
em alelos nulos (Barron et al, 1994; Charmley et al, 1993) e outros resultam em
modificacdes na sequéncia de aminoacidos em regiées de provavel ligacdo ao
MHC. Polimorfismos em regides ndo codificantes também s&do importantes,
pois podem acarretar alteracdes na eficiéncia do rearranjo de elementos
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génicos de TCR devido a restriches estruturais para a acdo da maquinaria
enziméatica de recombinacao.

Esta Ultima situacdo € a que acontece com 0 primeiro segmento
génico alvo do nosso estudo, o TCRBV3S1 (Posnett et al, 1994). O TCRBV3S1
apresenta 2 alelos, que diferem apenas em um Unico nucleotideo (C/T) dentro
da regido espacadora de 23bp (pares de base) da sequéncia sinalizadora de
recombinagcdo (RSS). Existe uma correlagdo entre as variantes alélicas do
RSS do TCRBV3S1 e a frequiéncia de células T Vb3+ presentes na periferia de
um individuo. Em individuos homozigotos para o alelo 01, as células T
periféricas com expressao de Vb3 estdo em baixa freqiiéncia (menos de 2% do
total de células T), enquanto em homozigotos para o alelo 02, o Vb3 esta
presente em um grande namero de células T (mais de 6%) (De Inocéncio et al.,
1995). O Vb3 tem importante papel no reconhecimento de superantigenos
(Abbas et al, 2000). Além de ser um dos segmentos génicos que pode ser
expresso em maior proporcao de células T circulantes, também esta entre os
segmentos com maior variacdo individual na frequiéncia de expressao (Muraro
et al, 2002). Outra referéncia interessante sobre o segmento TCRBV3S1 é que
a frequiéncia de seus alelos apresenta diferenca estatisticamente significante
guando comparada as frequéncias de populacdes caucasoides e afro-
brasileiras (Dresch et al, 2002). Alguns trabalhos investigaram a expressao do
segmento Vb3 em diferentes situacdes patoldgicas. Em células T de infiltrado
do musculo cardiaco de individuos acometidos por dilatacdo cardiomiopatica
idiopética existe alta frequéncia de expressao do Vb3 (Luppi et al, 1998), bem
como € alta a expressdo do segmento Vb3 em linfonodos de camundongos
apos transplante de medula éssea (Annat e Dutartre, 1998). Também em
células T periféricas e de lavado bronco-alveolar de pacientes com asma
alérgica, o Vb3 é encontrado com maior freqiéncia média do que nas
respectivas células T de individuos controle (Wahlstrom et al, 2001). H& poucos
estudos de correlacdo dos polimorfismos do TCRBV3S1 com doencas. Um
estudo realizado em individuos australianos demonstrou associacao positiva do

alelo 1 do TCRBV3S1 com a manifestacéo de esclerose multipla em condicbes
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determinadas (Buhler et al, 2000). A associacdo positiva encontrada neste
estudo e os indicios do envolvimento do segmento Vb3 com outras situacdes
patoldgicas, juntamente com as diferencas populacionais ja encontradas para
as frequiéncias de seus alelos, sdo um incentivo para o estudo do polimorfismo
do TCRBV3S1 em populacdes de diferentes origens.

Outro segmento génico de TCRBV selecionado para 0 nosso estudo
contém um sitio polimérfico bialélico com um alelo nulo. O TCRBV18 é um
segmento génico funcional, codificante da porcdo Vb1l8 do TCR (Folch e
Lefranc, 2000; Rowen el al, 1996) classificada por alguns autores como Vb20
(Choi et al, 1989; Kimura et al, 1987). O alelo nulo (alelo 2) do loco TCRBV18
€ criado pela alteracdo de um Unico nucleotideo (transicdo C/T), que introduz
um codon de terminacdo na seqiéncia, impedindo a adequada traducédo do
segmento Vbl8 (Charmley et al, 1993). Isto significa que individuos
homozigotos para tal alelo ndo sdo capazes de expressar um TCR Vb18+
funcional. O alelo 01 é um alelo funcional e os individuos que possuem este
alelo apresentam um repertério potencialmente mais diversificado que os
homozigotos para o alelo nulo. Estima-se que o Vb18 seja expresso em cerca
de 3,4% do total de linfocitos T periféricos de um individuo, quando este é
capaz de produzir o TCR Vb18+ funcional (Choi et al, 1989). A auséncia de
células Vb18+ em individuos homozigotos para o alelo nulo representa a
existéncia de um “furo” no repertério linfocitario. Esta alteracdo pode ocasionar
problemas na montagem de respostas imunes especificas, mas pode participar
de resisténcia ao desenvolvimento de uma dada doenca autoimune, como
sugerido anteriormente. A expressdo do segmento TCRBV18 nos linfécitos T
pode também estar relacionada com alergia a pé, relacdo esta sugerida pelo
resultado de um trabalho que mostrou um numero de células T circulantes
Vb18+ bastante elevado em individuos alérgicos a p6, em comparagdo com
controles nao alérgicos (Kircher et al, 2002). Ja no caso da esclerose multipla,
o segmento Vb18 foi encontrado em uma grande proporcao das células T do
liquido céfalo-raquidiano de individuos afetados, sendo estas células T reativas
contra mielina (Heard et al, 1999). Outro dado relevante sobre o TCRBV18 é
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que as frequéncias de seus dois alelos também sao significativamente
diferentes em comparacfes feitas entre populacdes caucasoides e afro-
brasileiras (Dresch et al, 2002).

O terceiro polimorfismo de TCRBV avaliado neste trabalho esta no
segmento génico TCRBV13S5, um gene funcional que codifica por¢cdes do
TCR da familia Vb13. Os dois alelos do segmento TCRBV13S5 séo diferentes
entre si pela substituicdo de um Unico nucleotideo que altera um aminoacido na
regido do segmento envolvida no reconhecimento antigénico. O Vb13 esta
entre os segmentos génicos de TCR com grande expressao entre células T
circulantes (cerca de 4,8%) de individuos saudaveis, isto é, livres de infeccao
(Muraro et al, 2002).

A expressao dos segmentos Vb13 no TCR de individuos em diferentes
situacdes patologicas vem sendo bastante estudada. Um estudo de 1997
mostra a importancia do TCRBV13 no reconhecimento de um epitopo
especifico de pélen em pacientes alérgicos (Breiteneder et al, 1997). Outros
estudos mostram o envolvimento do Vb13 na tireoidite autoimune (Wang et al,
2001), cirrose hepética (Mayo et al, 1996), em resposta a antigenos
parasitarios (Sartoro et al, 1997) e em transplante renal (Kumagai-Braesc et al,
1997). Um trabalho demonstra que o Vbl3 é freqlientemente expresso em
células T envolvidas na rejeicdo a transplantes e mostra que vacinas de DNA
anti-Vb13 melhoram a sobrevivéncia de ratos transplantados (Vignes et al,
2000). O polimorfismo do segmento génico TCRBV13S5 ainda n&o foi
associado a nenhuma patologia especifica. No entanto, uma variante da regido
promotora do segmento génico TCRBV13S5 (TCRBV13S5P*1) foi associada
com o desenvolvimento de artrite reumatdide em individuos HLA-DR4+ (Mu
et al, 1996). Isso sugere que diferencas na expressdao do segmento
TCRBV13S5, bem como polimorfismos do préprio TCRBV13S5 podem estar
correlacionados com a patogénese da artrite reumatéide ou de outras doencas

autoimunes.

18



1.2 - RECEPTOR DE b-QUIMIOCINAS - CCR5

Quimiocinas sdo uma classe de citocinas estruturalmente homadlogas
gue estimulam a migracdo dos leucdcitos (Abbas et al, 2000). Sdo proteinas
pequenas que estdo envolvidas no trafego normal de leucocitos em érgéos
linféides e nao-linféides e no recrutamento de leucdcitos para sitios com trauma
ou infeccdo (Nansen et al, 2002). As quimiocinas Sdo essenciais para a
atracdo e ativacédo local de sub-popula¢c@es de leucdcitos através de processos
determinados por especificidade de ligacdo e padrbes de expressao de
receptores nos leucécitos. As quimiocinas e seus respectivos receptores
afetam a migracao e ativacdo de mondcitos, eosindfilos e baséfilos, bem como
de linfécitos T (Herfarth et al, 2001). Os efeitos bioldégicos das quimiocinas séo
mediados pela sua interagdo com um grupo de receptores caracterizados por
sua constituicdo com 7 dominios transmembrana. As duas principais familias
de receptores de quimiocinas sao denominadas CXCR e CCR, por terem como
ligantes quimiocinas das familias CXC (a-quimiocinas) e CC (b-quimiocinas),
respectivamente. Enquanto os receptores CXCR estdo tradicionalmente
associados com respostas inflamatérias agudas, os receptores CCR tém maior
expressdo em tipos celulares relacionados com inflamag&o crénica e com
reacao inflamatéria mediada por células T (Nansen et al, 2002).

O CCR5 (codificado pelo gene de mesmo nome), atua como receptor
celular para as quimiocinas RANTES, MIP-1a e MIP-1b (MIP - macrophage
inflammatory protein). Este receptor é expresso em macrofagos, ceélulas
dendriticas, células tronco hematopoiéticas, células microgliais e células T
(Blanpain et al, 2000). A expressdo em linfocitos T ocorre preferencialmente
nas células do tipo Thl (Favorova et al, 2002; Mitchell et al, 2000; Nansen et
al, 2002; Ransohoff e Karpus, 2001), auxiliando na inducdo de respostas
imunes Thl e mediando a quimiotaxia destas células para areas de inflamacao.

Além do importante papel fisiolégico na inflamacdo o CCR5 é
conhecido por ser um importante co-fator (juntamente com a molécula CD4)
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para a entrada do virus HIV-1 na célula (Dimitrov et al, 1998; Smith et al, 1998).
A ocorréncia de uma delecéo de 32 pb no gene CCR5 estéa correlacionada com
resisténcia a infeccao por HIV-1 que possui tropismo por macréfagos. O alelo
deletado é chamado CCR5D32 e quando em homozigose, pode proporcionar
resisténcia quase completa a infeccdo por HIV-1 que possui tropismo por
macréfagos, mesmo sob repetidas exposi¢ées. (Blanpain et al, 2000; Lucotte
et al, 2001; Smith et al, 1997). Os individuos heterozigotos ndo parecem estar
protegidos contra a infeccdo, mas apresentam um retardamento no
desenvolvimento da SIDA (Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida)
propriamente dita, que leva 2 a 4 anos a mais para se manifestar que em
individuos homozigotos CCR5 funcional. (Smith et al, 1997; Lucotte et al,
2001).

No alelo CCR5D32 a delecéo ocorre na regido do gene que codifica o
segundo dominio transmembrana, causando (a partir desse ponto) uma
mudanca no médulo de leitura do DNA que resulta em cédon de terminagéo
precoce. A terminacao precoce ocorre na regido da segunda algca extracelular
do receptor, levando a traducdo de uma proteina truncada em que faltam os
dltimos trés dominios. A proteina constituida desta forma perde totalmente a
sua funcdo e ndo consegue sequer ser expressa ha superficie celular (Blanpain
et al, 2000). Portanto, os individuos homozigotos para CCR5D32 nao
expressam o receptor CCR5, enquanto os heterozigotos expressam o receptor
em menor quantidade do que homozigotos normais. Apesar desta deficiéncia,
os individuos homozigotos para a delecdo aparentemente ndo apresentam
alteracbes do sistema imune, o que levaria a crer em uma redundéncia
genbmica para a funcdo do receptor (Stephens et al, 1998). No entanto, em
camundongos com expressdo deficiente do receptor CCR5 constatou-se
suscetibilidade aumentada a diversas infeccbes, como criptococose,
toxoplamose e leischmaniose (Nansen et al, 2002). Além disso, camundongos
CCR5 -/- tém alto indice de mortalidade quando infectados pelo virus da
influenza (Dawson et al, 2000). Assim, o fato de ndo haver um notério aumento

na suscetibilidade a infeccbes em humanos homozigotos para o alelo

20



CCR5D32, nao implica, necessariamente, em redundancia completa para
funcao do receptor .

O alelo CCR5D32 é encontrado em frequiéncia relativamente alta em
algumas populacdes caucasoides (até 14%) e é ausente em populacbes
Africanas, Asiaticas e Nativas Americanas. Ha estimativas de que a mutacdo
CCR5D32 tenha surgido na Europa, entre 2000 e 700 anos atrés. O fato da
freqUéncia do alelo mutante ser alta em populacdes caucasoides, apesar de a
mutacao ser recente, fortalece a hipétese de que eventos seletivos teriam
contribuido para a manutencdo do alelo na populacdo. Epidemias que
ocorreram no inicio do milénio passado, como a peste negra, por exemplo,
estdo entre possiveis eventos que teriam selecionado positivamente o alelo
CCR5D32 (Stephens et al, 1998; Nansen et al, 2002).

Por ser um gene envolvido em desenvolvimento de resposta imune
inflamatéria, o CCR5 parece ser bastante importante em doencas que
apresentam quadro de inflamag&o, como € o caso de artrite reumatoide e lupus
eritematoso sistémico. Diversos estudos analisaram a influéncia do alelo
CCR5D32 sobre a manifestacdo de doencas genéticas ou de fundo autoimune.
Zapico et al, 2000, demonstraram que o alelo CCR5D32 esté correlacionado
com manifestagbes menos agressivas de artrite reumatdide. Estudos sobre
asma (Mitchell et al, 2000) e doenca de Crohn’s (Herfarth et al, 2001)
excluiram a associacdo do alelo CCR5D32 com o desenvolvimento destas
patologias. O mesmo alelo foi associado negativamente com o
desenvolvimento precoce de esclerose mdltipla em pacientes caucasoides
(Favorova et al, 2002).

Contudo, tdo importantes quanto os estudos de correlacdo com
doencas s@o os estudos realizados com individuos normais que utilizam o
CCR5D32 como marcador para a caracterizacdo de populacdes. Uma vez que
este alelo teve origem em algumas populacdes da Europa, a sua verificacéo
em populacdo ndo caucasoide é forte indicio de fluxo génico e miscigenagéo
com individuos de origem européia (Blanpain et al, 2000; Stephens et al, 1998).

Sabe-se que a freqiéncia do CCR5D32 é maior em povos do norte da Europa
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(na Suécia e lIslandia a frequéncia chega a 0,14), do que as frequéncias
observadas no sul do continente. Em Portugal e Grécia as frequéncias
verificadas sédo de cerca de 0,05 (Lucotte et al, 2001). Um estudo anterior ja
demonstrava uma distribuicdo da frequéncia do alelo D32 na Europa em um
sistema de clina norte-sul (Stephens et al, 1998). Este trabalho também aponta
gue as frequéncias do mesmo alelo em diversas populacdes da Europa e da
Asia apresentam igualmente um declinio gradual da presenca CCR5D32 no
sentido oeste-leste, até ndo ser mais identificado, como na Geoérgia, india,
China e Coréia. Contudo, um estudo mais recente realizado na China
identificou a presenca do CCR5D32, ainda que em frequiéncias muito baixas
(Zhang et al, 2002).

A andlise das frequiéncias de CCR5D32 na América € interessante
pelo importante componente de colonizacdo européia e, em alguns paises,
pela ampla miscigenagéo racial. No Brasil, hd estudos da frequiéncia do alelo
D32 em populagdes miscigenadas, como doadores de um banco de sangue em
Sao Paulo, onde a freqiiéncia registrada foi de 0,032, sendo 88,5% individuos
homozigotos para o alelo tipo selvagem e 11,5% heterozigotos (Mikawa et al,
2002). Um trabalho anterior, realizado por Passos et al em 1998, indicava que
a frequiéncia do alelo CCR5D32 em uma populacdo brasileira urbana era de
0,035. Em nosso laboratério, a freqiéncia encontrada para uma populacao
normal do Rio Grande do Sul foi de 0,04 (Chies e Hutz, 2003).

A analise das frequéncias dos alelos CCR5 selvagem e CCR5D32 na
populacdo originaria do Japdo devera confirmar a auséncia do alelo com a
delecédo nesta populacdo ou podera contribuir para a verificacdo de possivel

miscigenagao com europeus e/ou seus descendentes.
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1.3 - RECEPTOR Il DO FATOR DE NECROSE TUMORAL

O Fator de Necrose Tumoral, conhecido como TNF-a (tumor necrosis
factor a) € uma citocina pleiotrépica que apresenta uma variedade de
diferentes efeitos bioldgicos, tais como citotoxicidade (contra alguns tipos de
células tumorais), inducéo de proliferacéo, possui efeitos antivirais e de inducao
de expressao génica. O TNF é uma das principais citocinas pré-inflamatoérias e
€ muito importante na inicializacdo e regulacao da cascata de citocinas durante
a resposta inflamatoria (Perry et al, 2001).

A atividade biolégica de TNF-a é mediada por dois tipos de
receptores, com distintos dominios citoplasmaticos e com dominios
extracelulares similares. Sao eles: o TNFR-I, também conhecido como p55 ou
CD120a, e TNFR-II, também chamado p75 ou CD120b (Bridges et al, 2002;
Santee e Owen-Schaub, 1996).

TNFR-I e TNFR-lIl atuam na mediacdo de citotoxicidade, porém
possuem algumas funcgdes distintas um do outro. O TNFR-I sinaliza para o
crescimento de fibroblastos, ativacdo e adesdo de células endoteliais e
resposta antiviral, enquanto o TNFR-II sinaliza para a proliferacdo de timécitos
e de células T periféricas, secrecao de fatores estimuladores de colbnia para
macréfagos/granulécitos, inibicdo de hematopoiese primaria e inativacao da
depuracdo do TNF pelos rins (Yamada et al, 1999; Santee e Owen-Schaub,
1996; Tartaglia et al, 1993). Os dois receptores de TNF estdo presentes em
muitos tipos celulares, mas o TNFR-Il é predominantemente expresso em
células de linhagens hematopoiéticas, particularmente em linfécitos T e B
ativados (Bridges et al, 2002). O TNFR-Il também pode ser encontrado no
organismo sob a forma soltvel, agindo como um antagonista do TNF (Al-Lamki
et al, 2001; Bradley et al, 1995).

Estudos indicam a presenca de niveis alterados de TNFR-Il soltvel
em diferentes patologias. Criancas com sindrome nefrotica possuem niveis

elevados de TNFR-II plasmatico. Cabe salientar que altos niveis de expressao
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do receptor no plasma e nas células, simultaneamente, estdo associados com
resisténcia ao tratamento com esterdides nestes pacientes pediatricos (Tain et
al, 2002). Niveis elevados de TNFR-II plasméticos também sdo observados em
pacientes com deficiéncia cardiaca crénica (Nowak et al, 2002). O TNFR-II
solavel tem sido empregado terapeuticamente como inibidor do TNF-a em
doencas como artrite reumatoéide e sindromes mielodisplasicas (Maciejewski et
al, 2002; Tsimberidou et al, 2002).

O gene que codifica o0 TNFR-II fica no cromossomo 1p36, contendo 10
éxons que ocupam uma faixa de 26kb. Um estudo completo sobre a estrutura
do gene do TNFR-II mostrou a existéncia de trés polimorfismos do tipo SNP
nos éxons 4, 6 e 9, todos os quais resultando em modificacdo de um
aminoacido (Santee e Owen-Schaub, 1996). O mais estudado destes
polimorfismos € o da posicédo 196 do éxon 6, uma transversdo T/G que resulta
na modificacdo do aminoacido metionina para arginina. O alelo que possui 0
nucleotideo T na posicdo 196 do éxon 6 codifica uma metionina e é chamado
196M, enquanto o alelo que possui o nucleotideo G na nesta posicao codifica
uma arginina e é chamado 196R. Sabe-se que éxon 6 no gene do TNFR-II
codifica o dominio transmembrana da molécula e é nessa regidao que se
encontra o sitio de clivagem para a forma sollvel, o que pressupde uma
possivel influéncia dos diferentes alelos deste éxon na liberagdo do TNFR-II
solavel. Porém, as conseqliéncias da substituicdo de aminoacidos que ocorre
na posicdo 196 sobre a atividade do TNFR-II ndo estdo totalmente
esclarecidas.

Diversos trabalhos se propuseram a correlacionar polimorfismos do
TNFR-II com situa¢cBes patolégicas. Em uma populacdo caucasoide o alelo
196R foi associado com a manifestacdo de artrite reumatoide familiar, sendo a
associacdo descartada nos demais casos de artrite (Barton et al, 2001).
Igualmente ndo h& associacdo entre artrite reumatéide e o alelo 196R em
populacdes afro-americanas e japonesas (Bridges et al, 2002). Outras
associacgOes positivas foram encontradas entre os diferentes alelos do TNFR-II
e doencas. Por exemplo, ha associacdo descrita entre a manifestacdo de
mielopatia e o alelo 196M (Nishimura et al, 2000) e de SLE e o alelo 196R em

24



uma populacao japonesa (Komata et al, 1999). Esta associagdo é corroborada
por outro trabalho realizado com individuos japoneses, sugerindo o
envolvimento do alelo 196R do TNFR-Il na patogénese do SLE (Morita et al,
2001). Porém, em um estudo similar realizado em populac6es européias
(Reino Unido e Espanha), ndo foi confirmada esta associacao (Al-Ansari et al,
2000). A auséncia de associacdo também foi constatada quando o estudo foi

realizado em uma populacdo Coreana (Lee et al, 2001).

1.4 - INTERLEUCINA 10

A IL-10 (interleucina 10) € uma citocina caracteristica de resposta
imune do tipo Th2, possuindo potente acado antiinflamatoria e imunoregulatoria.
Sua acao regulatoria pode induzir a diminuicdo da express@o de moléculas de
MHC-1 e MHC-II nas APCs e induzir a diminuicdo da producédo de citocinas
Thl(Yee et al, 2001; de Waal Malefyt et al, 1991). Além disso, a IL-10 parece
ser capaz de inibir diretamente a proliferacdo de células T, independentemente
da acao sobre as APCs, e pode também contribuir para a inducdo de anergia
nestas células. Por outro lado, a secrecdo de IL-10 pode reforcar a atividade
imunoldgica, estimulando a proliferacdo, ativacdo e quimiotaxia de células T
CD8+ e ativando células NK (natural killers), além de estimular a producao de
outras citocinas (Lalani et al, 1997).

A IL-10 é produzida principalmente por macréfagos ativados, além de
linfécitos e, em menor propor¢do, por algumas células néo linféides, como
mastécitos. Como sabemos, os macrofagos estdo envolvidos na reposta imune
contra microorganismos através da secrecdo de citocinas e expressao de co-
estimuladores que auxiliam a ativacdo de linfécitos T e resposta imune
mediada por células. A IL-10 age sobre macréfagos para interromper a

resposta imune e levar o sistema de volta ao estado normal quando a infec¢cao
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€ erradicada. Portanto, sua acdao inibitoria sobre a atividade de macréfagos é
um perfeito exemplo de regulacdo negativa por retroalimentacdo (Abbas et al,
2000). A IL-10 tem importante participacao na resposta Th2, resposta esta que
esta envolvida na patogénese de diferentes doencas (como alergias) e exerce
um papel importante na evolucdo mais rapida e persistente de infeccdes
(Nakashima et al, 1999).

A IL-10 humana é uma proteina homodimérica de 34 a 40 kDa,
apresentando 4 dominios globulares alfa-helicéides. Suas duas cadeias
possuem 160 aminoacidos cada uma (cerca de 18,5 kDa) e sdo unidas por
pontes dissulfidicas, essenciais para sua atividade (Lalani et al, 1997). O gene
da IL-10 contém 4 éxons e esta presente em um Unica cépia no genoma,
localizada no cromossomo 1g31-g32. A expressao da IL-10 tem uma regulacéo
rigida, mas ela também € expressa constitutivamente em niveis muito baixos
por alguns tipos celulares. Os mecanismos da regulacdo génica da IL-10 estéo
sendo estudados, mas ainda ndo estdo esclarecidos totalmente. Células B
imortalizadas, células de linfoma de Burtkin e células infectadas por Epstein-
Barr virus expressam IL-10 constitutivamente em niveis elevados (Kube et al,
2001; Lalani et al, 1997; Wu et al, 2002). Estudos familiares com pares de
gémeos indicam que cerca de 75% da variacdo na producdo de IL-10 é
determinada geneticamente, com indicios de que o controle da producdo seja
feito em nivel de transcricdo (Lalani et al, 1999).

Vérios sitios polimorficos ja foram descritos dentro da regido promotora
do gene da IL-10. A regido flanqueadora 5’ apresenta varios polimorfismos que
podem influenciar a expressdo da proteina. Dois polimorfismos de
microssatélites estdo descritos na regido promotora do gene e sao chamados
G (aproximadamente na posicao — 1000) e R (aproximadamente na posicéo
— 4000). Entre os diversos SNPs encontrados na mesma regido, trés foram
descritos nas posicdes — 1087, — 824 e — 597 (Eskdale et al, 1999; Kube et al,
2001), sendo estes referidos por alguns autores como -—1082,—-819e —592
(Yee et al, 2001; Meenagh et al, 2002). Na posicdo -1087 podem ser
encontrados os nucleotideos G ou A; na posi¢ao — 824 ocorre a transicdo C/T e
na posicdo — 597 podem estar presentes os nucleotideos C ou A. Estudos
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demonstram que existe um forte desequilibrio de ligacdo entre os trés loci e ha
apenas trés haplotipos descritos em populagBes caucasoides: GCC, ACC e
ATA (Dean et al, 2000). Estes haplétipos foram correlacionados com diferentes
niveis de expressdo de IL-10. O haplétipo GCC estd associado com alta
producdo da citocina, ATA € associado com baixa produgcdo e ACC esta
relacionado com niveis intermediarios. Desta forma, os individuos com niveis
de expressdo de IL-10 mais elevados seriam os homozigotos GCC/GCC
(Chiavetto et al, 2002; Koch et al, 2001)

Em diversas doencas de fundo autoimune foram encontrados niveis de
expressdo alterados para a IL-10, quando comparados com individuos normais.
Pacientes com SLE, Sindrome de Sjogren’s, esclerose sistémica e doenca de
Kawasaki apresentam nives séricos de IL-10 aumentados em comparacdo com
individuos saudaveis (Lalani et al, 1997; Mok et al 1998; Nakashima et al,
1999). Em outras situacdes, a diminuicdo da expressao da IL-10 é que esta
associada com patologias, como € o caso da asma (Lim et al, 1998) e com
formas severas de artrite (Hajeer et al, 1998). Varios estudos foram realizados
no sentido de relacionar os polimorfismos que interferem no grau de expresséo
da IL-10 com essas doencas, bem como com outras situacfes patolégicas em
gue essa citocina esteja alterada. Os SNPs da regido promotora, — 1087, — 824
e — 597 foram analisados em muitos desses estudos, tanto individualmente
como combinados em haplétipos. Jong et al, 2002, estudaram polimorfismos
dos sitios —824 e —1087 em pacientes com esclerose multipla, ndo encontrando
associacdo com a doenca. Um outro estudo direcionado para os hapl6tipos dos
sitios —1087, —824 e —-597 e asma também nao demonstrou diferencas entre
doentes e individuos controle (Lim et al, 1998). J& em um trabalho com
individuos esquizofrénicos, foram verificadas diferencas entre as frequiéncias
do alelo —1087G desses pacientes e de individuos normais, sendo este alelo
mais frequente nos esquizofrénicos (Chiavetto et al, 2002). Também foi
encontrada uma maior freqiéncia do alelo —1087G em individuos lipicos com
comprometimento renal do que no grupo controle (Hurme et al, 1998). Outro
trabalho interessante demonstrou que a variante alélica —597C esta associada
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um subgrupo de individuos com diabetes tipo | (com alta producdo de
anticorpos anti-GAD) em uma populacéo japonesa (Tegoshi et al, 2002).

O grande numero de estudos de associacdo entre variacdo nas
freqUéncias alélicas dos polimorfismos da regido promotora da IL-10 e doencas
estimulou Meenagh et al, 2002, a pesquisar diferencas nas frequéncias alélicas
em diferentes grupos étnicos. Neste trabalho constatou-se importantes
diferencas entre populacdes de individuos europeus (irlandeses), africanos
(Zulus) e chineses. O alelo -597C € bastante freqlente em europeus e
africanos (0,817 e 0,661, respectivamente), enquanto chineses sua frequéncia
€ de apenas 0,327.

Estes dados reforgcam, mais uma vez, a importancia da caracterizacéo
imunogenética de grupos populacionais de diferentes origens, uma vez que o
estabelecimento de padrdes populacionais e a verificacdo de diferencas entre
diferentes etnias poderdo auxiliar nos estudos futuros de associacdo de

variantes génicas com doencas.
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2. OBJETIVOS

Com o0 objetivo geral de -caracterizar imunogeneticamente uma
populacdo de individuos de origem japonesa residentes no Rio Grande do Sul

e Santa Catarina, a proposta do presente trabalho é:

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas de seis
diferentes sistemas polimérficos de genes ligados ao sistema
imune nessa populagcdo, tendo sido selecionados cinco
polimorfismos bialélicos do tipo SNP (nos segmentos génicos
TCRBV3S1, TCRBV13S5, TCRBV18 e nos genes do TNFR-Il e
da IL-10) e um sistema bialélico envolvendo uma delecéo de 32
pb no gene CCRS.

Comparar os resultados obtidos com dados de outras

populacdes normais de diferentes origens.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras de DNA

As amostras de DNA utilizadas para a realizacdo do nosso estudo
foram obtidas junto ao laboratério de Geriatria e Gerontologia da PUCRS, que
mantém um banco de DNA de uma populacdo de origem japonesa que reside
no Rio Grande do Sul e Santa Catarina. De um total 634 individuos que estédo
representados no banco de DNA, analisamos 119 amostras, das quais 53 s&o
homens e 66 sdo mulheres. Apenas 6 destes individuos séo nascidos no Brasil,
sendo descendentes diretos de Japoneses. Os demais 113 individuos sao
naturais do Japao, tendo imigrado para o Brasil de diferentes localidades
daquele pais, as quais séo indicadas no mapa da Figura 2.

3.2 Anéalise Molecular do DNA

A frequéncia dos diferentes alelos foi verificada através da
genotipagem de cada amostra para cada um dos sistemas polimorficos
estudados. Estas genotipagens foram feitas com utilizacdo de técnicas de
PCR-RFLP, na qual o segmento génico a ser estudado € amplificado por PCR
com primers especificos e posteriormente o produto passa por uma clivagem
com endonuclease de restricdo. No caso do polimorfismo de delecdo do gene
CCR5, o passo de digestdo pela endonuclease ndo € necesséario. A
visualizacao do resultado é feita sob luz UV, apos eletroforese em gel de
agarose com brometo de etideo. As diferencas entre os alelos séo verificadas
pela presenca ou auséncia do sitio de restricdo da enzima, 0 que resulta em

diferentes padrdes de migracao no gel.
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3.3 PCR-RFLP do segmento génico TCRBV3S1

A analise do segmento génico TCRBV3S1l teve inicio com a
amplificagdo por PCR, a partir das amostras de DNA total, usando-se o0s
primers 5-CCTTGATGGCCTGTTTTTCAC-3 e 5'-
GTGCCATCGGAGCCAGCAC-3’ (Posnett et al, 1994). As reacoes foram feitas
em um volume total de 25nl, sendo preparadas da seguinte forma:

* 1L de DNA total

* 1nl de primers (10pmol/nL cada)

* 1L de dNTP (10 mM cada nucleotideo)

* 1nl de MgCl, 50 mM

*2,5nL de tampéao 10X

* 0,2l de Tag DNA polimerase 5U/nL

*qsp H20

As reacdes foram submetidas a 36 ciclos de 1 minuto para
desnaturacdo (94°C), 1 minuto para anelamento (56°C) e 1 minuto e 30
segundos para extensédo (72°C). Os ciclos foram antecedidos por 1 minuto a
94°C e sucedidos por 3 minutos a 72°C. O fragmento assim amplificado possui
431 pb. Este produto foi entdo submetido a digestdo pela enzima Pvull,
incubando-se 10nL do produto de PCR e mais 10U da enzima por 3 horas a
37°C. ApoOs esta etapa o produto foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1% com brometo de etideo (Figura 8). As duas variantes alélicas do
segmento Vb3.1 diferem em um Unico nucleotideo (C/T). O alelo que possui a
citosina ndo é clivado pela enzima Pvull. No outro alelo, a presenca da timina
cria um sitio de restricdo para enzima, que entdo cliva o segmento em dois
fragmentos, sendo um de 352 pb e outro de 79 pb (que por ter peso molecular
pequeno em relacdo aos outros segmentos pode ser de dificil visualizagdo no
gel de agarose 1%). Um esquema simplificado desta reacdo € apresentado na
Figura 7. Portanto, amostras de homozigotos para o alelo 1 (C), apresentam,
apos a clivagem, apenas a banda original de 431 pb, enquanto as amostras de
homozigotos para o alelo 2 (T) apresentam banda de 352 pb. Os
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casos de individuos heterozigotos sao identificados pela presenca das bandas
de 431 pb e 352 pb simultaneamente.

FIGURA 7 — Esquema simplificado do ensaio RFLP realizado para andlise genotipica

do segmento génico TCRBV3S1.

431
Segmento génico do TCRBV3S1 amplificado por PCR

.

Clivagem com enzima Pvull

XX |

Alelo 1 Alelo 2
O sitio de clivagem ndo existe, O nucleotideo T neste ponto ajuda a
presenca do nucleotideo C, o compor o sitio de acdo da enzima,

fragmento permanece inteiro. que faz o corte.

Figura 8 — Foto de gel de agarose 1%
com os produtos da reacdo RFLP para
TCRBV3S1l. A seta “a” indica o padrao
homozigoto do alelo 1, a seta “b” indica o
homozigoto do alelo 2, enquanto a seta “c”

indica o padréo heterozigoto.
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3.4 PCR-RFLP do segmento génico TCRBV18

Este segmento génico foi amplificado por PCR com os primers 5'-
ATTCATCAATGGCCAGCGAC-3 e 5'-GGAGCTTCTTAGAACTCA-3'(Charmley
el al, 1993), a partir de DNA total. As rea¢fes foram feitas em um volume final
de 25n1i, preparadas da seguinte forma:

* 1nl de DNA total

* 1nl de primers (10pmol/nL cada)

* 1L de dNTP (10 mM cada nucleotideo)

* 1,5 de MgCl, 50 mM

*2,5nL de tampéao 10X

* 0,2l de Tag DNA polimerase 5U/nL

*qsp H20

A amplificacdo destas preparacdes foi feita em 40 ciclos de 1 minuto
para desnaturacdo (94°C), 1 minuto para anelamento (60°C) e 2 minutos para
extensdo (72°C). Estes ciclos foram antecedidos por 1 minuto a 94°C e
sucedidos por 5 minutos a 72°C. O fragmento amplificado desta forma possui
235 pb. Para a verificacdo genotipica foi realizada a digestdo de 10nlL do
produto de PCR com 10U da enzima Kpnl, com incubacdo da preparacéao por 2
horas. No segmento de 235 pb existe um sitio polimérfico bialélico C/T. A
presenca do nucleotideo C (alelo 1) caracteriza um sitio de restricdo para a
endonuclease Kpnl, que cliva o DNA originando segmentos de 135 e 100 pb.
Na presenca do nucleotideo T (alelo 2) este sitio ndo existe. Um esquema
simplificado desta reacdo é apresentado na Figura 9. O produto da reacdo de
clivagem com a enzima foi aplicado em gel de agarose 3% com brometo de
etideo e submetido a eletroforese (Figura 10). Individuos homozigotos para o
alelo 1 sao caracterizados pela presenca de duas bandas, de 135 e 100 pb,
enquanto individuos homozigotos para o alelo 2 sao identificados pela
presenca apenas da banda original de 235 pb. Os individuos heterozigotos sé&o
identificados pela presenca das 3 bandas possiveis (235, 135 e 100 pb)

simultaneamente.
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FIGURA 9 -- Esquema simplificado do ensaio RFLP realizado para analise genotipica

do segmento génico TCRBV18.

235

Segmento génico do TCRBV18 amplificado por PCR

Clivagem com enzima Kpnl

100

Alelo 1

O nucleotideo C neste ponto ajuda a
compor o sitio de restricdo para a
enzima.

235

Alelo 2

Na presenca do nucleotideo T neste ponto
o sitio de restricdo para a enzima € ausente
e o fragmento permanece inteiro

Figura 10 — Foto de gel de agarose
1% com os produtos da reacdo RFLP para
TCRBV18. A seta “a” indica o padréo
heterozigoto, a seta “b” indica o padrao
homozigoto do alelo 1, enquanto “c” indica
0 homozigoto do alelo 2.



3.5 PCR-RFLP do segmento génico TCRBV13S5

Para a andlise do polimorfismo do segmento génico TCRBCV13S5, as
amostras foram amplificadas por PCR com primers especificos 5'-
TGCTGGGATCACCCAGGCA-3 e 5-CCAGTGGTACCTGCAGTATT-3'. Cada
reacao foi preparada para um volume total de 25mni., como descrito a seguir:

* 1L de DNA total

* 1nl de primers (10pmol/nL cada)

* 1L de dNTP (10 mM cada nucleotideo)

* 1,5 de MgCl, 50 mM

*2,5nL de tampéao 10X

* 0,2l de Tag DNA polimerase 5U/nL

*qsp H20

As reacdes foram submetidas a 40 ciclos de 1 minuto para
desnaturacdo (94°C), 1 minuto para anelamento (60°C) e 1 minuto para
extensao (72°C). Estes ciclos foram antecedidos por um periodo de 1 minuto a
94°C e sucedidos por 3 minutos a 72°C. O segmento amplificado por este
procedimento possui 167 pb. Esta regido contém um polimorfismo bialélico em
gue os dois alelos podem ser identificados através de clivagem com a
endonuclease Hhal. O alelo 1 possui um sitio de restricdo para esta enzima,
gue corta o segmento em dois segmentos menores, com 114 e 53 pb. No alelo
2 o sitio para a enzima Hhal estd ausente. Um esquema simplificado desta
reacdo é apresentado na Figura 11. Para a genotipagem, portanto, o produto
de PCR foi adicionado da enzima Hhal (1U da enzima para cada 1nL do
produto de PCR) e incubado por 3 horas a 37°C. Apds este tratamento, o
produto foi submetido a eletroforese e visualizado em gel de agarose 3,0%
(Fiigura 12). Individuos homozigotos para o alelo 1 foram identificados pela
presenca apenas da banda original de 167 pb, que n&o é clivada. J& individuos
homozigotos para o alelo 2 foram identificados 2 bandas, com 114 pb e 53 pb
cada uma. Individuos heterozigotos foram caracterizados pela presenca das
bandas de 167, 114 e 53 pb, sendo que esta ultima pode ser pouco nitida no
gel de agarose 3% devido ao baixo peso molecular.
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FIGURA 11 -- Esquema simplificado do ensaio RFLP realizado para analise

genotipica do segmento génico TCRBV13S5.

167
Segmento génico do TCRBV13S5 amplificado por PCR

Clivagem com enzima Hhal

N 4

T !

Alelo 1 Alelo 2

A composicdo deste alelo néo A substituicio de um nucleotideo
permite a clivagem pela enzima e o completa a conformacéo do sitio de agao
fragmento permanece inteiro da enzima, ocorrendo a clivagem.

Figura 12 — Foto de gel de
agarose 3% com os produtos da reacao
RFLP para TCRBV13S5. A seta “@”
indica o padrdo homozigoto do alelo 1, a
seta “b” indica o padrdo heterozigoto,
enquanto a “c” indica o homozigoto do

alelo2.
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3.6 Analise por PCR do gene CCR5

Para a verificacdo da ocorréncia do alelo D32 do gene CCR5, as
amostras foram submetidas a amplificacdo por PCR com primers especificos
5-GGTCTTCATTACACCTGC-3' e 5-AGGATTCCCGAGTAGCAGATG-3. A
preparacao da reacgdo, cujo volume final é 25nL, é feita da seguinte forma:

* 1L de DNA total

* 1nl de primers (10pmol/nL cada)

* 1L de dNTP (10 mM cada nucleotideo)

* 1nl de MgCl, 50 mM

* 2,5nmL de tampéo 10X

*0,2nL de Taqg DNA polimerase 5U/nL

*qsp H20

Esta preparagdo foi submetida a 40 ciclos de 1 minuto para
desnaturacdo (94°C), 1 minuto para anelamento (56°C) e 1 minuto para
extensdo (72°). Estes ciclos sao precedidos por 1 minuto a 94°C e sucedidos
por 3 minutos a 72°C. O produto obtido foi entdo submetido a eletroforese em
gel de agarose 3,0% com brometo de etideo (Figura 13). A amplificacdo das
amostras de homozigotos para o alelo normal origina uma banda de 137 pb,
enquanto a homozigose para a delecdo é caracterizada por uma banda de 105
pb (esquema do ensaio na Figura 14). Os individuos heterozigotos sao
identificados pela presenca de ambas as bandas simultaneamente.

Figura 13 — Foto de gel de agarose

ab c
SR RN N N 3% com os produtos da amplificacao

1

por PCR de regido do gene CCR5. A

seta “a” indica o homozigoto do alelo

- e S R e S S O

selvagem, a “b” indica o heterozigoto

para a delecdo D32 enquanto a seta “c”

indica o padrédo molecular de 100 pb.
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FIGURA 14 -- Esquema simplificado do ensaio realizado para andlise genotipica do
gene CCRS5.

Amostra DNA Total

\

Amplificagcdo por PCR com primers especificos
para regido de estudo do gene CCR5

137 105
Alelo selvagem Alelo D32
Amplificagdo de um segmento

Amplificagdo de um segmento

32pb menor que 0 segmento
normal.

de 137bp
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3.7 PCR-RFLP para o exon 6 do gene do TNFR-II

O polimorfismo bialélico do éxon 6 (posicdo 196) do TNFR-II foi
analisado a partir da amplificacdo por PCR com primers especificos, 5'-
ACTCTCCTATCCTGCCTGCT-3' e 5-TTCTGGAGTTGGCTGCGTGT-3. A
reacao foi feita em um volume total de 25ni., sendo preparada como mostrado
a sequir:

* 1L de DNA total

* 1nl de primers (10pmol/nL cada)

* 1L de dNTP (10 mM cada nucleotideo)

* 1nl de MgCl, 50 mM

*2,5nL de tampéao 10X

* 0,2l de Tag DNA polimerase 5U/nL

*qsp H20

Esta preparacdo foi entdo submetida a 35 ciclos de 1 minuto para
desnaturacdo (94°C), 1 minuto para anelamento (57°C) e 1 minuto para
extensdo (72°C). Estes ciclos foram precedidos por 1 minuto a 95°C e
sucedidos por 3 minutos a 72°C. O fragmento obtido nesta amplificagéo possui
242 pb. A substituicdo de uma base (T/G) na posicédo 196 esta correlacionada
com presenca ou auséncia de um sitio de restricdo para a enzima Nlalll.
Quando o nucleotideo encontrado nesta posicédo é a timina, o cédon codifica
uma metionina e o alelo chama-se M. Este alelo possui o sitio de restricdo para
a enzima Nlalll, que cliva o fragmento original de 242 pb em dois fragmentos
de 133 pb e 109 pb. Um esquema simplificado desta reacéo € apresentado na
Figura 15. O alelo R possui a guanina na posi¢cao 196 e codifica uma arginina
no lugar da metionina, ndo possuindo o sitio de restricdo para a enzima. Para a
genotipagem, portanto, o produto de PCR sofre digestdo pela endonuclease
Nlalll. A reacéo é feita incubando-se 10nL do produto de PCR juntamente com
10U da enzima durante 16 horas a 37°C. ApGs este processo o material é
submetido a eletroforese em gel de agarose 3,0% (Figura 16). A presenca de

uma Unica banda de 242 pb caracteriza o genétipo homozigoto para o alelo R.
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A presenca de duas bandas, com 133 e 109 pb, caracteriza o genotipo
homozigoto para o alelo M. O gendétipo heterozigoto € identificado pela
presenca das trés bandas, 242, 133 e 109 pb, simultaneamente.

FIGURA 15 -- Esquema simplificado do ensaio RFLP realizado para andlise

genotipica da posicéo 196 do éxon 6 do gene do TNFR-II.

242

Segmento génico do TNFR2 amplificado por PCR

.

Tratamento com enzima Nlalll

242 109
Alelo R Alelo M
A composicdo deste alelo néo A substituicdo de um nucleotideo
permite a clivagem pela enzima e o caracteriza o sitio de acdo da enzima,
fragmento permanece inteiro gue realiza a clivagem.

Figura 16 — Foto de gel de agarose
3% com os produtos da reacdo RFLP para
polimorfismo do éxon 6 do TNFR-II. A seta
“a” indica o padrao heterozigoto, a seta “b”
indica o padrdo homozigoto do alelo 196R,
a seta “c” indica o padrdo homozigoto do
alelo 196 M.
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3.8 PCR-RFLP para regiao promotora do gene da IL-10

A andlise do polimorfismo da posicdo —597 da regido promotora do
gene da IL-10 teve inicio com a amplificacdo por PCR, com primers
especificos, de um segmento génico englobando o ponto de interesse. Os
primers utilizados para esta amplificagéo foram 5'-
ATCCAAGACAACACACTACTAA-3 e 5-TAAATATCCTCAAAGTTCC-3. A
reacdo de amplificacdo foi preparada, para um volume final de 50mi, da
seguinte forma:

* 1L de DNA total

* 1nl de primer (10pmol/ni cada)

* 1L de dNTP (10 mM cada nucleotideo)

* 3nL de MgCl, 50 mM

*5nl de tampéo 10X

* 0,2l de Tag DNA polimerase 5U/nL

*qsp H20

Esta preparacdo € submetida a 30 ciclos de 30 segundos para
desnaturacdo (94°C), 30 segundos para anelamento (56°C) e 1 minuto para
extensdo (72°C). Estes ciclos foram precedidos por 1 minuto a 94°C e
sucedidos por 3 minutos a 72°C. O fragmento amplificado possui 580 pb. O
polimorfismo da posicdo —597 é devido a substituicdo de um nucleotideo C por
A. A presenca da adenina na posicao citada cria um sitio de restricdo para a
enzima Rsal. A digestdo para genotipagem é feita incubando-se 10nL do
produto de PCR adicionado de 10U da endonuclease Rsal a 37°C durante 2
horas. Apos este tratamento o produto € submetido a eletroforese em gel de
agarose 4,5% com brometo de etideo (Figura 18). O fragmento inicial possui
ainda mais dois pontos de clivagem para a Rsal, mas estes sitios sao
monomoérficos e nao interferem na genotipagem. O alelo C, ap6s o tratamento
com a enzima, é clivado em 3 fragmentos menores de tamanhos 306, 232, e 42
pb, enquanto o alelo A é clivado em 4 fragmentos, com 240, 232, 66 e 42 pb.

Porém, no gel de agarose 4,5% néo é possivel visualizar qualquer diferenca
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entre as bandas de 232 e 240 pb. O que se observa séo trés bandas para o
genotipo homozigoto para o alelo C, com 306, 232 e 42 pb, e 3 bandas para o
genodtipo homozigoto para o alelo A, com 240+232, 66 e 42 pb. O gendtipo
heterozigoto é identificado pela presenca de quatro bandas, apresentando o
padrao 306, 240+232, 66 e 42 (esquema simplificado da reac&o na Figura 17).

FIGURA 17 -- Esquema simplificado do ensaio RFLP realizado para analise

genotipica Do SNP da regido promotora de IL-10.

580

Segmento génico da regido promotora da IL-10 amplificado por PCR

.

Clivaogem com enzima Rsal

44 232 306
’ ' X ol =
Alelo C
Ha dois pontos de clivagem i i i
monomorficos no fragmento original.
A presencga da citosina na posi¢do Alelo A
—597 ndo permite a acado da enzima Quando h& uma adenina na posicéo
neste ponto, que cliva o fragmento -597 surge mais um ponto de clivagem
original em apenas 3 partes. para a enzima, que cliva o fragmento

original em 4 partes.

Figura 18 — Foto de gel de agarose
4,5% com os produtos da reacdo RFLP
para IL-10. A seta “a” indica o padréo
homozigoto do alelo A, a seta “b” indica

0 padrdo heterozigoto, enquanto a seta

“c” indica o homozigoto do alelo C.

42




4. RESULTADOS

4.1 Polimorfismos de segmentos génicos do receptor de

célulaT

Os trés polimorfismos de TCR analisados estdo em Equilibrio de
Hardy-Weinberg na populacdo de individuos normais de origem japonesa,
residentes em col6nias do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Os genotipos
para os l6ci TCRBV3S1, TCRBV13S5 e TCRBV18 de cada individuos sao
apresentados na Tabela 1. Foram analisados 105 individuos para TCRBV3S1,
118 individuos para TCRBV13S5 e 117 individuos para TCRBV18. As
freqUuéncias alélicas e genotipicas de cada um dos sistemas estao
apresentadas nas Tabelas 2, 4 e 6.

Os dados obtidos nas andlises da presente populacdo foram
comparados com frequiéncias alélicas e genotipicas de populacdes normais
(caucasoéides e afro-brasileiros) obtidas em outros estudos realizados em nosso
laboratério. Essas comparac¢des podem ser observadas nas Tabelas 3, 5 e 7.
Diferengas estatisticamente significativas foram encontradas entre as
freqiéncias dos alelos de TCRBV3S1 em Japoneses e as frequéncias em
caucasoides (p< 0,0001) e afro-brasileiros (p< 0,0001), sendo os dados das
populacdes citadas apresentados na Tabela 3. Diferencas significantes
também podem ser observadas entre as freqUéncias dos alelos de
TCRBV13S5 em Japoneses quando comparadas, novamente, com
caucasoides (p = 0,000) e afro-brasileiros (p = 0,000), comparacao
apresentada na Tabela 5. Ja as frequéncias dos alelos de TCRBV18 em
Japoneses sdo estatisticamente diferentes das frequéncias em individuos
caucasoides (p < 0,05), mas ndo houve diferenca estatistica quando
comparadas com as frequéncias encontradas nos individuos afro-brasileiros

(p>0,1), estando as freqUéncias destes grupos apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 1 -- Gendtipos individuais para os sistemas polimorficos TCRBV3S1,
TCRBV13S5 e TCRBV1S.

individuos

TCRBV3

TCRBV18

TCRBV13S5

1

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

heterozigoto

heterozigoto

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 1

homozigoto 2

© (0 |N O [0 | W N

homozigoto 2

ndo determinado

homozigoto 2

=
o

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

=
=

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 2

[EnY
N

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

=
w

ndo determinado

heterozigoto

homozigoto 2

[EEY
N

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

=
6]

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

=
(o]

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

[EnY
©

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 2

N
o

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

N
[y

ndo determinado

heterozigoto

ndo determinado

N
w

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

N
N

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

N
(o]

ndo determinado

heterozigoto

homozigoto 2

N
-~

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

N
(o]

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

N
(o]

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

w
o

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

w
=

heterozigoto

homozigoto 1

heterozigoto

w
N

ndo determinado

ndo determinado

homozigoto 2

w
w

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2




individuos

TCRBV3

TCRBV18

TCRBV13S5

34

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

35

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

36

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 2

37

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

38

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

39

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

40

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

41

homozigoto 1

homozigoto 1

homozigoto 2

42

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

43

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

44

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

45

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

46

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

47

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

48

homozigoto 1

homozigoto 1

homozigoto 2

49

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

50

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

51

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

52

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

53

heterozigoto

homozigoto 1

heterozigoto

54

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

55

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

56

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

57

homozigoto 1

homozigoto 1

homozigoto 2

58

ndo determinado

homozigoto 1

homozigoto 2

59

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

60

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

61

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

62

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

63

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

64

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2
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individuos

TCRBV3

TCRBV18

TCRBV13S5

65

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

66

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

67

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

68

Nao determinado

heterozigoto

homozigoto 2

69

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

70

heterozigoto

heterozigoto

homozigoto 2

71

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 2

72

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

73

homozigoto 1

homozigoto 1

homozigoto 2

74

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 2

75

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

76

homozigoto 1

homozigoto 1

homozigoto 2

77

heterozigoto

heterozigoto

homozigoto 2

78

homozigoto 1

heterozigoto

homozigoto 2

79

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

80

Nao determinado

homozigoto 2

homozigoto 2

81

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

82

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

84

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

85

homozigoto 1

homozigoto 1

homozigoto 2

86

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

87

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 2

88

heterozigoto

heterozigoto

homozigoto 2

89

heterozigoto

heterozigoto

homozigoto 2

90

heterozigoto

heterozigoto

homozigoto 2

91

heterozigoto

heterozigoto

homozigoto 2

92

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

93

homozigoto 1

heterozigoto

homozigoto 2

94

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

95

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2
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individuos

TCRBV3

TCRBV18

TCRBV13S5

96

heterozigoto

homozigoto 1

heterozigoto

97

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

98

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

99

homozigoto 1

homozigoto 1

homozigoto 2

100

heterozigoto

homozigoto 1

heterozigoto

101

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

102

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

103

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

104

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

105

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

106

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

107

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

108

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

109

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

110

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

111

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 2

112

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

113

homozigoto 1

homozigoto 1

homozigoto 2

114

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

115

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

116

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 2

117

homozigoto 2

heterozigoto

homozigoto 2

118

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

119

heterozigoto

homozigoto 1

homozigoto 2

120

homozigoto 1

homozigoto 1

homozigoto 2

121

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

122

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

123

heterozigoto

heterozigoto

homozigoto 2

124

homozigoto 2

homozigoto 1

homozigoto 2

n=119

n =105

n=117

n=118
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Tabela 2 — Frequéncias alélicas observadas e frequiéncias genotipicas
observadas e esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg na
andlise do segmento génico TCRBV3S1 na populagdo de origem

Japonesa do Sul do Brasil.

TCRBV3S1 11 12 22 alelol alelo?2
observado 0,114 (12) 0,448 (47) 0,438 (46) 0,338 0,662
esperado 0,114 (11,995) 0,448 (46,989) 0,438 (46,016) # #

c®=1,0 g¢gl=1 p=0,317

Tabela 3 — Frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo do
segmento génico TCRBV3S1 observadas na populacdo de
origem Japonesa do Sul do Brasil e freqiéncias alélicas e

genotipicas encontradas nas populacées caucasoide e afro-

brasileira.
TCRBV3S1 japoneses caucasoides* afro-brasileiros*
alelo 1 0,338 0,545 0,685
alelo 2 0,662 0,455 0,315
Homozigoto 1 0,114 0,318 0,507
heterozigoto 0,448 0,455 0,356
Homozigoto 2 0,438 0,277 0,137
Total de individuos 105 66 73
Japonesea x caucasoides c®=17,999 gl=1 p<0,0001

Japoneses x afro-brasileiros  ¢*=51,860 gl=1 p<0,0001
*Dresch et al, 20002.
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Tabela 4 — Frequéncias alélicas observadas e frequiéncias genotipicas
observadas e esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg na analise do
segmento génico TCRBV13S5 na populacdo de origem Japonesa do Sul do

Brasil.

TCRBV13S5 11 12 22 alelo 1 alelo 2
observado 0,000 (00) 0,034 (04) 0,966 (114) 0,017 0,983
esperado 0,0003 (0,035) 0,0337 (3,977) 0,966 (113,988) # #

c®=0,035 gl=1 p=0,852

Tabela 5 — Frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo do
segmento génico TCRBV13S5 observadas na populacéo
Japonesa de origem Japonesa do Sul do Brasil e freqiéncias
alélicas e genotipicas encontradas nas popula¢des caucasoide e
afro-brasileira.

TCRBV13S5 japoneses caucasoides* afro-brasileiros*
alelo 1 0,017 0,133 0,116
alelo 2 0,983 0,867 0,884
homozigoto 1 0 0,013 0
heterozigoto 0,034 0,24 0,232
homozigoto 2 0,966 0,747 0,768
Total de individuos 118 79 92
Japonesea x caucasoides c®=25313 gl=1 p<0,0001

Japoneses x afro-brasileiros  ¢*=20,337 gl=1 p<0,0001

*Nornberg e Mello, comunicacgéo pessoal.
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Tabela 6 — Frequéncias alélicas observadas e frequliéncias genotipicas

observadas e esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg na

andlise do segmento génico TCRBV18 na populacdo de origem

Japonesa do Sul do Brasil.

TCRBV18 11 12 22 alelo 1 alelo 2
observado 0,795 (93) 0,196 (23) 0,008 (01) 0,893 0,107
esperado 0,797 (93,249) 0,192 (22,464) 0,011 (1,287) # #

c®=0,077 gl=1 p=0,781

Tabela 7 — Frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo do

segmento génico TCRBV18 observadas na populacéo Japonesa

de origem Japonesa do Sul do Brasil e frequéncias alélicas e

genotipicas encontradas nas populacées caucasoide e afro-

brasileira.
TCRBV18 japoneses caucasoides* afro-brasileiros*
alelo 1 0,893 0,806 0,934
alelo 2 0,107 0,194 0,057
homozigoto 1 0,795 0,663 0,885
heterozigoto 0,196 0,287 0,115
homozigoto 2 0,008 0,05 0
Total de individuos 117 80 61
Japonesea x caucasoides c®’=6,800 gl=1 p=0,018

Japoneses x afro-brasileiros ¢ = 2,760

*Dresch et al, 2000.

gl=1 p=0,193
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4.2 Polimorfismo D32 do CCR5

Através da analise de DNA de 117 individuos da populagéo de origem
Japonesa do Sul do Brasil, verificamos que todos possuem genétipo
CCR5+/CCR5+, ndo sendo verificada a presenca do alelo CCR5D32 em
nenhum deles. Portanto, a populacdo estudada mostrou-se monomorfica para
o CCR5 normal. Da listagem apresentada na Tabela 8, apenas nao foram

genotipados os individuos de nimeros 32 e 98.

4.3 Polimorfismo do éxon 6 do gene do TNFR-II

A andlise do polimorfismo do éxon 6 do gene do TNFR-II abrangeu 79
individuos da amostra. Este sistema ndo se encontra em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Os gendtipos referentes aos individuos analisados sé&o
apresentados na Tabela 8. As frequiéncias alélicas e genotipicas (observadas e
esperadas) sdo demonstradas na Tabela 9. O teste de c? foi aplicado para a
comparacao estatistica entre as frequéncias genotipicas com popula¢cbes de
ouras etnias. Na Tabela 10, apresentamos as frequéncias alélicas e
genotipicas encontradas na populacdo Japonesa em paralelo as freqiiéncias
observadas em populacfes caucasoide e afro-brasileira do sul do Brasil. N&o
h& diferenca significativa entre a populacdo estudada e a populagdo afro-
brasileira do sul do Brasil (p = 0,093). A comparacdo das frequéncias
encontradas para o sistema TNFR-II na populacdo de origem japonesa e as
freqUiéncias de uma populagéo caucasoéide do sul do Brasil, no entanto, indicou
diferenca significativa (p = 0,01).
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Tabela 8 — Genotipos dos sistemas polimérficos da regido promotora do gene

da IL-10 e do éxon 6 do gene do TNFR-Il para os individuos da populacao

estudada; sexo e cidade de origem dos mesmos individuos.

Individuos IL-10 TNFR2 SEXO Local de Nascimento

1 n&o determinado n&o determinado M Kagoshima

2 AA MM M Kumamoto

3 AC néo determinado M Porto Alegre (Brasil)
4 AA ndo determinado F Kumamoto

5 AC n&o determinado M Kagoshima

6 AA MM M Kagoshima

7 AA n&o determinado F Kagoshima

8 n&o determinado n&o determinado F Kagoshima

9 AA n&o determinado M Kagoshima
10 AA RR M Nagazaki

11 AA MM M Miyazaki

12 néo determinado n&o determinado F Kobe

13 AC n&o determinado F Hokkaido

14 n&o determinado n&o determinado F Kagoshima
15 AC MM M Kagoshima
18 n&o determinado n&o determinado F Kagoshima
19 AC MM M Nagazaki
20 AA MM M Kumamoto
21 ndo determinado ndo determinado F Moji das Cruzes (Brasil)
23 AA MM M Miyazaki
24 AA MM F Yokoama
26 n&o determinado RR F Iwato
27 AC MM F Hokkaido
28 AA MM F Kumamoto
29 ndo determinado n&o determinado M Hokkaido
30 AC n&o determinado F Nagazaki
31 ndo determinado n&o determinado F Hokkaido
32 ndo determinado n&o determinado F Hokkaido
33 AA n&o determinado M (Brasil)
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Individuos IL-10 TNFR2 SEXO Local de nascimento
34 AC n&o determinado F Kumamoto
35 AC MM F Japao
36 AA MM M Saitama
37 CC MM M Kumamoto
38 n&o determinado MM F Hokkaido
39 AC MM M Hokkaido
40 AC RR F Kumamoto
41 CC MM F Hokkaido
42 AA MM M Kumamoto
43 AA MM M Kumamoto
44 AA MM F Kumamoto
45 AA MR F Kumamoto
46 AA MM M Kumamoto
47 AC MM F Oita
48 AC MR F Yamanashi
49 AC MM M Kumamoto
50 AC MM F Kumamoto
51 AA MM M Kumamoto
52 AA MM F Kumamoto
53 AC MM F Kumamoto
54 AC MM M Kumamoto
55 CC MM M Hokkaido
56 AA n&o determinado F Hokkaido
57 AC n&o determinado F Kumamoto
58 AC MM F Fukuoka
59 AA MM M Kumamoto
60 AA MM F Kumamoto
61 AA MM M Hokkaido
62 AC MM F Kumamoto
63 AC MM F Kumamoto
64 AA MM F Cachoeira do Sul (Brasil)
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Individuos IL-10 TNFR2 SEXO Local de Nascimento
65 AA MR M Kochi
66 CC MM F Kochi
67 CC MM M Ishikawa
68 CC MM F Ishikawa
69 CC MM M Hokkaido
70 AC n&o determinado F Hokkaido
71 AA n&o determinado M Saga
72 AC n&o determinado M Hokkaido
73 AC n&o determinado M Kochi
74 AA n&o determinado F Hokkaido
75 AC n&o determinado F Hokkaido
76 AA n&o determinado M Hokkaido
77 AC n&o determinado F Hokkaido
78 AC n&o determinado F Hokkaido
79 CC n&o determinado M Hokkaido
80 AC MR F Osaka
81 AA MM M Akito
82 AA MR F Yamagushi
84 AC MR F Osaka
85 AC MM M Yamagushi
86 AA MM M Hokkaido
87 CC MR F Hokkaido
88 AA MM F Hokkaido
89 CC MM M Hokkaido
90 AC MM F Hokkaido
91 CC MM M Hokkaido
92 AA MM F Hokkaido
93 AC MM M Hokkaido
94 AC MM F Shizuoka
95 AA MM M Kumamoto




Individuos IL-10 TNFR2 SEXO Local de Nascimento
96 AC MR F Kumamoto
97 CC MR F Kumamoto
98 n&o determinado n&o determinado M Kumamoto
99 AA MM M Gumma
100 AA MM F Gumma
101 AA MR M Tokushima
102 AA MR F Kagoshima
103 CC MM M Hokkaido
104 AC MM F Hokkaido
105 AC n&o determinado F Hokkaido
106 AA n&o determinado M Nagazaki
107 AC n&o determinado F Kumamoto
108 AC n&o determinado M Kagoshima
109 AA n&o determinado F Kagoshima
110 CC n&o determinado F Kumamoto
111 AC n&o determinado F Alvares Machado (Brasil)
112 CcC néo determinado F Andradina (Brasil)
113 AA n&o determinado F Nagazaki
114 AA n&o determinado F Yamagushi
115 CC n&o determinado F Hokkaido
116 AA ndo determinado M Kumamoto
117 AC n&o determinado F Kumamoto
118 CC n&o determinado M Nagazaki
119 AA n&o determinado M Nagazaki
120 AC n&o determinado M Kagoshima
121 AA ndo determinado F Kumamoto
122 AA n&o determinado M Nagazaki
123 n&o determinado n&o determinado M Niigata
124 AA ndo determinado F Kumamoto

n=119 n =106 n=79
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Tabela 9 — Frequéncias alélicas observadas e frequiéncias genotipicas
observadas e esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg na analise do
polimorfismo do éxon 6 do gene do TNFR-II na populacédo de origem Japonesa
do Sul do Brasil.

TNFR2 M/M M/R R/R 196M 196R
esperado 0,719 (56,809) 0,258 (20,36) 0,023 (1,825) # #
observado 0,759 (60) 0,177 (14) 0,063 (05) 0,848 0,152

c’=7,746 gl=1 p=0,005

Tabela 10 — FreqlUiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo de TNFR-II
observadas na populacdo de origem Japonesa do sul do Brasil e
freqUéncias alélicas e genotipicas encontradas nas populacdes
caucasoide e afro-brasileira.

TNFR2 japoneses caucasoides* afro-brasileiros*
196M 0,848 0,844 0,769
196R 0,152 0,156 0,231
M/M 0,759 0,687 0,628
M/R 0,177 0,312 0,282
R/R 0,063 0 0,089
Total de individuos 79 41 62
Japonesea x caucasoides c®=6,633 gl=1 p=0,010

Japoneses x afro-brasileiros ¢?=2,816 gl=1 p=0,093

*Nornberg e Mello, comunicagéo pessoal.
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4.4 Polimorfismo da regido promotora do gene da IL-10

A andlise das frequéncias genotipicas do polimorfismo da posicédo
-597 da regido promotora do gene da IL-10 mostrou que o sistema esta em
equilibrio de Hardy-Weinberg na populacdo Japonesa que estudamos. As
freqUéncias alélicas e genotipicas observadas estdo apresentadas na Tabela

11. Os genotipos individuais estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 11 - Frequéncias alélicas observadas e frequéncias genotipicas
observadas e esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg na
analise do polimorfismo da regidao promotora do gene da IL-10 na

populacdo de origem Japonesa do Sul do Brasil.

IL-10 AA AC CC alelo A aleloC
observado 0,454 (48) 0,386 (41) 0,160 (17) 0,646 0,354
esperado 0,417 (43,785) 0,457 (47,985) 0,125 (13,125) # #

c®=2527 gl=1 p=0,112
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4.5 Andlises de Sub-Populacdes

Dentro da populagdo de individuos de origem japonesa do sul do
Brasil separamos duas sub-populacdes de acordo com a origem geografica dos
individuos imigrantes, representativas do sul e do norte do Japao. Chamamos
de Hokkaido a sub-populacéo constituida de individuos da ilha de Hokkaido, no
norte do Japdo. A outra sub-populacdo é representativa da ilha de Kyushu, no
sul do Japdo, sendo constituida de individuos provenientes de Kumamoto,
Nagazaki e Kagoshima; esta sub-populacdo foi chamada Kumamoto como
referéncia a cidade que contribuiu com maior nimero de individuos. Dentre
todos os sistemas analisados na populagdo original, apenas trés estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg dentro das sub-populac6es apontadas. Para
estes sistemas foi realizado o teste de c® para melhor investigar as possiveis
diferencas na distribuicdo das frequéncias entre as sub-populacdes
selecionadas. Os sistemas analisados nas sub-populagcbes foram os
polimorfismos de TCRBV3S1, TCRBV18 e da regido promotora do gene da IL-
10. As frequéncias encontradas para os alelos e genétipos de TCRBV3S1 nédo
apresentam diferencas entre as sub-populacdes Hokkaido e Kumamoto. Ja as
frequéncias das variantes do TCRBV18 e regidao promotora do gene da IL-10
séo significativamente diferentes entre os dois grupos (para o TCRBV18
p = 0,001 e para IL-10 p = 0,003). As Tabelas 12, 13 e 14 apresentam as
freqUéncias alélicas e genotipicas encontradas nestas sub-populacbes e as

freqUiéncias alélicas e genotipicas encontradas na populacéo total analisada.
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Tabela 12 — Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo do segmento

génico TCRBV3S1 observadas na populacdo de origem

Japonesa do sul do Brasil e frequéncias alélicas e genotipicas

encontradas nas sub-populacdes Hokkaido e Kumamoto.

TCRBV3S1 Pop. Total Hokkaido Kumamoto
Alelo 1 0,338 0,365 0,326
Alelo 2 0,662 0,635 0,674
homozigoto 1 0,114 (12) 0,154 (04) 0,087 (04)
heterozigoto 0,448 (47) 0,423 (11) 0,478 (22)
homozigoto 2 0,438 (46) 0,423 (11) 0,435 (20)
Total de individuos 105 26 46
Pop. total x Hokkaido c®=0,291 gl=1 p<0,590
Pop. total x Kumamoto c®=0,300 gl=1 p<0,584
Hokkaido x Kumamoto c®=0,759 gl=1 p<0,384

Tabela 13 — Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo do segmento

génico TCRBV18 observadas na populacdo de origem Japonesa

do sul do Brasil e frequiéncias alélicas e genotipicas encontradas

nas sub-populacdes Hokkaido e Kumamoto.

TCRBV18 Pop. Total Hokkaido Kumamoto
Alelo 1 0,893 0,823 0,970
Alelo 2 0,107 0,177 0,030
homozigoto 1 0,795 (93) 0,645 (20) 0,940 (47)
heterozigoto 0,196 (23) 0,355 (11) 0,060 (03)
homozigoto 2 0,008 (01) 0,000 (00) 0,000 (00)
Total de individuos 117 31 50
Pop. total x Hokkaido c’=3,616 g=1 p=0,057
Pop. total x Kumamoto ¢’ =6,580 g=1 p=0,010
Hokkaido x Kumamoto c®=11,557 gl=1 p=0,001
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Tabela 14 - Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo do gene da
IL-10 (posicdo —-597) observadas na populacdo de origem
Japonesa do sul do Brasil e frequéncias alélicas e genotipicas

encontradas nas sub-populacdes Hokkaido e Kumamoto.

IL-10 (-597) Pop. Total Hokkaido Kumamoto
alelo A 0,646 0,463 0,722
alelo C 0,354 0,537 0,278
homozigoto A 0,454 (48) 0,259 (07) 0,533 (24)
heterozigoto 0,386 (41) 0,408 (11) 0,378 (17)
homozigoto C 0,160 (17) 0,333 (09) 0,089 (04)
Total de individuos 106 27 45
Pop. total x Hokkaido c®=5,076 gl=1 p<0,024
Pop. total x Kumamoto c’=1692 gl=1 p<0,133
Hokkaido x Kumamoto c®=8578 gl=1 p<0,003
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5. DISCUSSAQO

Neste trabalho analisamos diferentes polimorfismos de genes ligados
ao sistema imune em uma amostra de individuos de origem japonesa
residentes no Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Estes individuos sdo, em
sua grande maioria, nascidos no Japao, tendo imigrado para o Brasil na
década de 60. Cinco sistemas polimorficos SNP bialélicos de genes ligados ao
sistema imune foram testados na populagéo, sendo trés de segmentos génicos
de TCR (TCRBV3S1, TCRBV13S5 e TCRBV18), um do gene do TNFR-Il e um
da regido promotora do gene da IL-10. Um sexto sistema polimorfico de gene
ligado ao sistema imune foi também analisado na populacdo, sendo referente
ao polimorfismo bialélico do CCR5, em que um dos alelos apresenta uma
delecdo de 32pb (CCR5D32). De um total de cerca de 630 individuos que
compdem o banco de DNA do Laboratério de Geriatria e Gerontologia da
PUCRS referente a uma populacdo originaria do Japdo residente no Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, analisamos 119 individuos. Nem todas as
amostras de DNA puderam ser testadas para todos o0s seis sistemas
polimorficos. Pelo menos 105 individuos foram analisados para cada sistema
polimérfico anteriormente citado, com excecao de um sistema (TNFR-II), para o
gual foram analisados 79 individuos.

Os polimorfismos de TCR sdo importantes & medida que podem
alterar o repertério deste receptor antigénico, o que pode influenciar no
estabelecimento de uma resposta imune contra determinados antigenos.
Dentre os diversos polimorfismos existentes na regido TCRBYV, selecionamos
os polimorfismos dos segmentos TCRBV3S1, TCRBV13S5 e TCRBV18 para
serem estudados na populacdo de origem japonesa do sul do Brasil. Para o
segmento TCRBV3S1 foram analisados 105 individuos, 118 individuos para o
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TCRBV13S5 e 117 individuos para o segmento TCRBV18. Estes trés sistemas
polimérficos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg na populacédo estudada, o
que facilitou uma comparacdo dos dados obtidos com dados de outras
populacdes.

O polimorfismo do TCRBV3S1 interfere na freqiéncia com que este
segmento é usado na recombinacdo soméatica para montagem do TCR pelas
células. Individuos que sdo homozigotos para o alelo 1 tém o segmento Vb3
expresso em menor numero de células T periféricas do que individuos
homozigotos para o alelo 2. Os resultados das andlises realizadas na
populacdo de origem japonesa do Sul do Brasil mostram que a freqiéncia do
alelo 1 nesta populacao é de 0,338. Esta frequiiéncia chama a atencédo por ser
significativamente diferente (p<0,001) das frequéncias encontradas para
TCRBV3S1 em populagcdes normais de individuos caucasoides (alelo 1 =
0,545) e de individuos afro-brasileiros (alelo 1 = 0,685) do sul do Brasil (Dresch
et al, 2002). Algumas doencas autoimunes parecem ser ativadas pela resposta
a superantigenos, o que torna importante o estudo de segmentos génicos
envolvidos no reconhecimento dos mesmos, como € o caso do Vb3. Isso é
demonstrado em um trabalho com individuos afetados por dilatacao
cardiomiopética idiopatica (Luppi et al, 1998). Este trabalho demonstrou o
envolvimento de resposta imune mediada por superantigenos na patogénese
da doenca cardiaca, com frequiéncia elevada nas células T Vb3+ entre as
células T infiltradas no miocardio.

Além de ser importante no reconhecimento de superantigenos, o
segmento Vb3 parece estar envolvido na resposta imune em diferentes
situacdes. Em células T periféricas e de lavado bronco-alveolar de pacientes
com asma alérgica, sdo encontradas, em média, mais células T Vb3+ do que
em individuos controle (Wahistrom et al, 2001). Em linfonodos de
camundongos apos transplante de medula 6ssea também é possivel encontrar
uma alta freqiéncia de células T Vb3+, 0o que sugere o seu envolvimento na
reacao enxerto versus hospedeiro (Annat e Dutartre, 1998). Poucos trabalhos

tém sido realizados na tentativa de associar os polimorfismos do segmento
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génico TCRBV3S1 com doencas. Um trabalho realizado na Australia em 2000
por Buhler et al, aponta uma associacdo do alelo 1 do TCRBV3S1 com o
desenvolvimento de esclerose mdltipla. Esta associacédo esta relacionada com
outros polimorfismos de genes ligados ao sistema imune (HLA e TCRB), o que
ndo diminui o carater interessante da associacdo estabelecida. Ao contrario, a
associacado conjunta de diferentes genes ligados ao sistema imune mostra a
importancia da caracterizacdo imunogenética de diferentes popula¢cdes como
suporte para os estudos de determinacao dos fatores genéticos envolvidos no
estabelecimento de doencas.

O segmento génico TCRBV18 foi analisado na populacdo de
individuos de origem japonesa residentes no sul do Brasil e apresentou uma
freqUéncia de 0,107 para o alelo nulo (alelo 2). Esta frequiéncia é intermediaria
as frequéncias encontradas nas populacdes caucasoide e afro-brasileira do sul
do Brasil (Dresch et al, 2002). A freqiiéncia encontrada na populacéo estudada
apresenta diferenca estatisticamente significativa em relacdo a frequéncia
encontrada nos individuos caucasoéides (0,194; p < 0,05), mas nao ha diferenca
estatisticamente significativa na comparacdo com a frequéncia apresentada
pelos afro-brasileiros (0,057, p > 0,1). O alelo nulo esta em homozigose em
apenas 1 dos 117 individuos analisados (0,8%). Na populacdo de individuos
caucasoides, chega a 5% o indice de homozigotos para o alelo nulo. O Vb18
parece ser importante na montagem de certos tipos de resposta imune, uma
vez que € encontrado em cerca de 3,4% dos linfocitos T circulantes de
individuos que sdo capazes de produzir o segmento Vb18 funcional (Choi et al,
1989). Os homozigotos para o alelo nulo do TCRBV18 tém, portanto, um furo
no repertério de especificidades de TCR. Isto leva a crer que poderia haver
nestes individuos uma deficiéncia na montagem de respostas imunes
determinadas, uma vez que, potencialmente, uma gama de antigenos deixaria
de ser reconhecida pelas células T. Essa caracteristica pode parecer prejudicial
ao individuo, no entanto alguns estudos sugerem que um furo no repertério de
TCR pode trazer vantagens em algumas situacbes. Osman et al, 1999,

mostraram que camundongos de uma linhagem com uma dele¢&o no repertério
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de TCRB eram incapazes de desenvolver artrite induzida em laboratério.
Linhagens de camundongos contendo o haplétipo H29 (do complexo MHC) sé&o
suscetiveis a inducdo de artrite por injecdes de coladgeno. Uma linhagem de
camundongos endocruzada que continha o haplétipo H29 mas também
possuia uma delecdo na regido Vb (incluindo o segmento TCRBVS8), nao
desenvolvia artrite ap6s a inducao pelas injecdes de colageno. Desta forma o
furo no repertério de TCR destes camundongos teve uma consequéncia
positiva para os mesmos. Além disso, estudos mostram a participacédo do Vb18
na patogénese da esclerose multipla e da alergia a pé. No caso da esclerose
multipla, o segmento Vb18 foi encontrado em grande propor¢édo das células T
do liquido céfalo-raquidiano de individuos afetados, sendo estas células T
reativas contra mielina (Heard et al, 1999). Entre as células T circulantes de
individuos alérgicos a pod, células T Vbl8+ foram observadas em maior
frequéncia do entre células T circulantes de individuos controles ndo alérgicos
(Kircher et al, 2002). Assim, o fato de ndo poder montar respostas imunes
baseadas no Vbl8 pode evitar o desenvolvimento de certas condi¢cdes
patolégicas. Por outro lado, resultados opostos foram encontrados em
individuos afetados por miastenia gravis, onde a freqiéncia de células T Vb18+
periféricas foi menor do que a freqiéncia de células T em individuos controle
(Navaneethan et al, 1998).

Em contraste com a populacédo de origem japonesa do nosso estudo,
algumas populagdes caucasoides apresentam frequéncias de até 11% de
homozigose para o alelo 2 do TCRBV18 (Charmley et al, 1993). Apesar do
Vb18 estar envolvido em alguns processos patolégicos, o polimorfismo
analisado no presente trabalho ainda n&o foi diretamente associado com
resisténcia ou suscetibilidade a nenhuma doenca autoimune ou de fundo
genético. Contudo, as diferencas significativas encontradas nas freqiiéncias
alélicas de TCRBV18 em popula¢cbes de etnias distintas podem contribuir para
diferencas que existam no perfil de resposta imune, reforcando a necessidade
de estabelecer o perfil imunogenético destas populacées.



O terceiro polimorfismo de TCR analisado em nosso trabalho foi
referente ao segmento génico TCRBV13S5. As frequéncias observadas na
populacdo de individuos de origem japonesa do sul do Brasil para este
polimorfismo foram de 0,017 para o alelo 1 e 0,983 para o alelo 2. Estas
frequéncias sdo estatisticamente diferentes (p < 0,0001) das frequéncias
encontradas em popula¢des de individuos caucaséides (alelo 1 = 0,133) e afro-
brasileiros (alelo 1 = 0,116) previamente estudadas em nosso laboratorio
(Nornberg e Mello, comunicacdo pessoal). O segmento Vb1l3 é um dos
componentes do repertério de TCR encontrado com maior freqiéncia em
células T periféricas (cerca de 4,6%) de individuos livres de infeccao (Muraro et
al, 2002). Seu envolvimento em algumas situacfes patolégicas como alergia a
polen (Breiteneder et al, 1997), tireoidite autoimune (Wang et al, 2001), cirrose
hepatica (Mayo et al, 1996) foi descrito, mas o mecanismo pelo qual ocorre sua
influéncia nestas situacdes ainda néo esta esclarecido. H& varios polimorfismos
descritos em segmentos génicos da familia Vb13, porém os estudos de
associacao destes polimorfismos com doencgas sé&o poucos. O polimorfismo do
segmento génico TCRBV13S5 ainda néo foi associado com nenhuma patologia
especifica, porém, uma variante da regiao promotora do segmento génico
TCRBV13S5 (TCRBV13S5P*1) foi associada com o desenvolvimento de artrite
reumatdide (AR) em individuos HLA-DR4+ (Mu et al, 1996). Isso sugere que
diferencas na expressdo do segmento TCRBV13S5 podem estar
correlacionadas com a patogénese da artrite reumatéide. Extrapolando esta
informacdo, podemos imaginar que ndo somente o nivel de expressédo do
TCRBV13S5 esteja relacionado com artrite (ou com outras doencas), mas
também que variantes polimérficas que resultem em alteracbes na sequéncia
de aminoacidos deste segmento possam ser responsaveis por diferencas na
afinidade do receptor pelo antigeno e, consequentemente, pelo
estabelecimento e desenvolvimento de um processo autoimune. Desta forma, é
importante a caracterizacdo das frequéncias alélicas de polimorfismos do
segmento génico TCRBV13S5 em popula¢cdes normais de diferentes etnias,
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fornecendo subsidios para o estudo de associacdo entre este importante
segmento génico e a manifestacdo de diferentes patologias.

O CCR5 apresentou monomorfismo na populacdo de origem japonesa
do sul do Brasil com relagdo a auséncia do alelo CCR5D32, o qual nado foi
encontrado em nenhum dos 117 individuos analisados. Este dado esta de
acordo com o0 esperado, uma vez que o alelo D32 ndo é relatado em
japoneses. Como nossa amostra é constituida principalmente de individuos
nascidos no Japao antes de 1950, sendo apenas 6 brasileiros descendentes
diretos dos imigrante japoneses, a possibilidade de encontrar o alelo D32 era
remota. A presenca do alelo CCR5D32 nesta populagdo indicaria a
miscigenagdo com individuos de ascendéncia caucasoide ainda no Japé&o.
Como o Japao €é geograficamente separado do continente asiatico e
extremamente distante das regifes de ocupacado caucasoide, era de se esperar
a auséncia do polimorfismo. Esta auséncia, no entanto, ndo descarta uma
miscigenacdo da populagéo imigrante japonesa com popula¢des caucasoides,
uma vez que, sendo baixa a frequéncia do CCR5D32 (mesmo entre
caucasoides) a probabilidade de que o alelo seja transferido para outra
populacdo também é reduzida.

A importancia da verificacdo da presenca da delecdo CCR5D32 na
populacdo estudada vai além da investigacdo sobre possivel miscigenacdo
com caucasobides. O papel do CCR5 na resposta inflamatéria torna importante
o estudo do polimorfismo D32 em doencas que apresentam quadro de
inflamacé@o, como € o caso de algumas doencas autoimunes como artrite
reumatdide e lupus eritematoso sistémico. Além disso, a auséncia de um
receptor CCR5 funcional (0 que acontece em individuos homozigotos
CCR5D32) ja foi associada a maior suscetibilidade a infeccfes diversas em
camundongos (Dawson et al, 2000; Nansen et al, 2002).

Ainda em relacdo a alteracbes do sistema imune em humanos e
polimorfismo de CCR5, ha descricdo de resisténcia apresentada por individuos
homozigotos CCR5D32 a infeccao por HIV-1 que possui tropismo por

macréfagos. Os individuos heterozigotos para CCR5D32 ndo estédo protegidos
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contra a infecgdo, mas apresentam um retardamento no desenvolvimento da
SIDA (sindrome de imunodeficiéncia adquirida) propriamente dita, que leva
mais tempo para se manifestar que em individuos homozigotos para o alelo
CCRS5 normal. (Lucotte et al, 2001; Smith et al., 1997). Esta resisténcia ao HIV
proporcionada pelo alelo CCR5D32 incentivou o seu estudo em diversas
populagdes. Estudos demonstram uma distribuigcdo da freqiéncia do alelo D32
na Europa em um sistema de clina norte-sul, isto €, a freqiéncia do alelo é
maior nas populacdes do norte (até 0,14) e declina gradativamente, atingindo
os menores indices em popula¢gdes do sul do continente (0,05) (Lucotte et al,
2001; Stephens et al, 1998). A andlise das frequéncias do mesmo alelo em
diversas populacdes da Europa e da Asia demonstra igualmente um declinio
gradual da presenca do alelo CCR5D32 no sentido oeste-leste, até a sua
auséncia na Georgia, india, China e Coréia (Stephens et al, 1998). No entanto,
um estudo recente identificou a presenca do CCR5D32 em populacdes
chinesas com uma frequéncia de 0,01, e pode estar refletindo a ocorréncia de
fluxo génico (Zhang et al, 2002). O fato da freqiéncia do alelo CCR5 com a
delecéo ser alta em populacdes caucasoides, apesar de a mutacao ser recente
(entre 2000 e 700 anos atras), reforca a teoria de que forcas seletivas atuaram
contribuindo para a manutencao do alelo na populacéo. Individuos portadores
do alelo CCR5D32 poderiam ter alguma vantagem, como menor taxa de
mortalidade durante epidemias virais ou bacterianas, como a peste causada
pela Yersinia pestis, e a sobrevivéncia diferencial destes individuos teria
aumentado a frequéncia do alelo CCR5D32 nestas populacdes (Nansen et al,
2002; Stephens et al, 1998).

Recentemente outros polimorfismos de CCR5 foram descritos, alguns
dos quais também apresentam alelos que codificam uma proteina defeituosa e
nao funcional. Alguns ja foram encontrados em popula¢cdes japonesas, e ha
indicios de que a influéncia destas variantes sobre o individuo seja semelhante
a influéncia da variante CCR5D32, estando estes alelos também implicados em

resisténcia ao virus HIV (Blanpain et al, 2000).
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O sistema polimérfico da posi¢cdo —597 da regido promotora do gene
da IL-10 foi analisado em uma amostra de individuos de origem japonesa do
sul do Brasil, estando em equilibrio de Hardy-Weinberg nesta populacdo. As
freqiéncias encontradas foram de 0,646 para o alelo A e 0,354 para o alelo C.
Outros estudos vém sendo feitos em nosso laboratério, visando a investigacao
das freqUéncias destes alelos em populacdes caucasbides e afro-brasileiras do
sul do Brasil. Até 0 momento, no entanto, a amostra analisada néo é suficiente
para que possa ser comparada com os dados obtidos na populacdo de origem
japonesa apresentados no presente trabalho. Porém outros grupos analisaram
o polimorfismo da regido promotora do gene da IL-10 em populagdes de
diferentes etnias. Um trabalho realizado por Meenagh et al, 2002, aponta uma
significativa variacdo nas frequiéncias encontradas para os alelos da posicéo
-597 do promotor de IL-10 em populacdes distintas. Em irlandeses a
frequéncia do alelo A é 0,183 e em individuos de peninsula arabica a
freqUéncia deste alelo € 0,247. Em individuos africanos (Zulus), a frequiéncia do
alelo A é 0,339 e em uma populacdo do extremo oriente (chineses de
Singapura), a freqiiéncia do alelo chegou a 0,673. Esses dados exemplificam a
importante variacdo da frequéncia deste alelo em populacdes de diferentes
etnias. A frequiéncia encontrada em nosso trabalho para a populacdo de origem
japonesa do sul do Brasil (0,646) € bastante semelhante a encontrada na
populagdo Chinesa do trabalho supracitado (0,673) e também muito
semelhante a frequéncia encontrada em japoneses saudaveis (0,672) (Tegoshi
et al, 2002).

A variacdo dos niveis de expressao da IL-10 em diferentes situacdes
patoldgicas incentivou o estudo de associacdo de polimorfismos da regido
promotora do gene que a codifica com doencas. Alguns dos polimorfismos
mais estudados sé&o os das posi¢coes —1087G/A, -824C/T e —-597C/A. Estes
polimorfismos sdo estudados tanto em conjunto (andlise de haplétipos) como
individualmente. Neste sentido, algumas associa¢cfes ja foram comprovadas,
como a associacdo do haplétipo ACC com severidade de AR, associacdo do
haplétipo GCC com SLE e associacdo do haplotipo ATA com nefrite em
pacientes com SLE na China (Bidwell et al, 1999). Algumas associacdes dos
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polimorfismos isolados ja foram demonstradas, como do alelo —1087G com
esquizofrenia (Chiavetto et al, 2002) e comprometimento renal em individuos
[Gpicos (Hurme et al, 1998). Em uma populacéo japonesa, a variante alélica
—597C esté associada um subgrupo de individuos com diabetes tipo | (com alta
producdo de anticorpos anti-GAD) (Tegoshi et al, 2002). Alguns estudos de
associacdo entre esses polimorfismos e doencas tém mostrado resultados
contraditérios ou incoerentes com a patologia. Nesses casos, a discordancia
entre os resultados pode ser atribuida, entre outros fatores, as diferentes
origens das populacdes estudadas. Um caso interessante € o estudo em que
Hajeer et al (2002), ndo encontraram diferenga significativa nas frequéncias
dos haplétipos de —1087, —824 e -597, entre individuos com artrite reumatoide
e 0 grupo controle. No mesmo trabalho estes autores encontraram associagao
de um haplétipo de baixa producédo de IL-10 com um subgrupo de individuos
com artrite reumatoide que apresenta caracteristicas imunoldgicas esperadas
para a alta producdo da citocina. O interessante € observar que o grupo de
individuos afetados por AR analisado no estudo é dito caucasoide, enquanto o
grupo controle foi definido como “etnicamente miscigenados”. Este exemplo
reflete, mais uma vez, a importancia da definicdo de padrdes de frequéncias
alélicas de genes em diferentes grupos étnicos.

O sistema polimérfico do TNFR-II ndo se encontra em equilibrio de
Hardy-Weinberg na populacdo de origem japonesa analisada. H& duas
hip6teses para explicar a auséncia do equilibrio de Hardy-Weinberg para este
sistema na populacédo estudada. A primeira hipétese é de que o desequilibrio
tenha sido ocasionado por um efeito de fundador. A outra hip6tese é que, como
0 presente trabalho foi realizado com uma amostra geral de uma populagéo, e
ndo com um grupo selecionado de individuos, de forma que (considerando a
possibilidade de um determinado alelo ou gendétipo estar associado a uma
patologia autoimune) a existéncia de individuos afetados por esta patologia na
populagédo estudada poderia causar uma distor¢do da frequéncia deste alelo
encontrada nesta populagéo.

Em nosso estudo foi constatada a existéncia de diferencas
significativas nas frequéncias encontradas para o polimorfismo do TNFR-II
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entre a populacdo de origem japonesa e uma populacédo caucasoide do sul do
Brasil (p = 0,01), mas ndo foi constatada diferengca na comparagdo da
populacdo de origem japonesa com uma populacdo de afro-brasileiros do sul
do Brasil (p = 0,093). Pode-se notar que a frequéncia encontrada nos
japoneses para o alelo 196R (0,152) é semelhante as freqiéncias citadas na
literatura para populagdes japonesas normais. Um estudo, correlacionando o
alelo 196R com lupus eritematoso sistémico (SLE) em japoneses, mostrou que
a frequiéncia deste alelo no grupo controle (populacdo normal de japoneses)
era de 0,188 (Komata et al, 1999) frequiéncia esta semelhante a encontrada em
nosso trabalho. Bridges et al, 2002, estudaram as freqtiéncias dos alelos da
posicdo 196 do éxon 6 do TNFR-Il em populacdes de trés diferentes etnias,
separando grupos de individuos saudaveis e afetados por artrite reumatéide
(AR). Diversas comparacdes foram realizadas, tendo sido constatadas
diferencas significativas nas frequéncias do alelo 196R (196G) entre diferentes
etnias, sendo as frequéncias do alelo citado de 0,27, 0,17 e 0,11 para
caucasoides, afro-americanos e japoneses, respectivamente (populacdes de
individuos saudaveis). As frequiéncias do alelo 196R, em individuos com artrite
agrupados por etnia, foram de 0,33 para caucaséides, 0,20 para afro-
americanos e 0,14 para japoneses. Em nenhum destes grupos houve
associacao positiva entre artrite reumatodide e o alelo 196R, mas em todos 0s
trés grupos étnicos a sua freqiiéncia é levemente superior em individuos com
AR do que nos respectivos grupos controles saudaveis. Isso sugere que o
alelo 196R pode ter alguma relagcdo com a patogénese da doenca, porém seu
papel seria apenas um entre varios fatores que atuam no desenvolvimento da
artrite. O alelo 196R do TNFR-Il também estd associado com o
desenvolvimento de SLE em individuos japoneses (Komata et al, 1999; Morita
et al, 2001), mas ndo em caucasoides (Al-Ansari et al, 2000) e Coreanos (Lee
et al, 2001). A andlise funcional do TNFR-II demonstra que o alelo 196R nao
confere diferenca na afinidade do receptor pelo TNF-a quando comparado com
o alelo 196M. Especula-se que a diferenca de um aminoacido conferida pela
substituicdo do nucleotideo T por G possa interferir na ligacdo da enzima
responsavel pela liberacdo do TNFR-II sollvel, o que pode ser importante na
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patogénese de algumas doencas inflamatérias (Morita et al, 2001). Portanto, as
diferengas genéticas encontradas no sitio 196 do TNFR-II poderiam influenciar
a severidade de doencas e a resposta aos tratamentos, pontos que poderao
ser mais bem esclarecidos com investigacdes mais detalhadas, que deverao
utilizar os dados referentes a populacdes especificas como base.

Mesmo dentro da populacdo de origem japonesa estudada no
presente trabalho, podem ser identificadas sub-populagbes. Para verificar a
existéncia de diferencas intrapopulacionais, caracterizamos duas sub-
populacdes dentro da populacdo de origem japonesa estudada. A primeira foi
chamada Hokkaido, sendo composta pelos individuos imigrantes da provincia
de Hokkaido, que € uma grande ilha no extremo norte do Japdo (mapa da
Figura 1). A segunda populacdo foi chamada Kumamoto, e trata-se de um
grupo representativo da populacdo do sul do Japdo, com individuos das
cidades de Kumamoto, Nagazaki e Kagoshima, sendo estas cidades
selecionadas por sua localizacdo no extremo sul do Japé&o, proximidade uma
das outras e numero de individuos proveniente das mesmas. Comparacfes
entre estas duas sub-populagfes indicaram a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas nas frequéncias dos alelos dos polimorfismos do
gene da IL-10 (p = 0,003) e do segmento génico TCRBV18 (p = 0,001). Estes
dados enfatizam mais uma vez a importancia da realizacdo de caracterizacéo
imunogenética em diferentes populacdes. Isto fica ainda mais evidente quando
pensamos que o Japdo é um pais de pequena extensdo e com populacao
relativamente homogénea quando comparado com paises como o Brasil, e
mesmo assim sdo encontradas diferencas marcantes no perfil imunogenético
de duas sub-populagdes.

Os estudos de associacdo de polimorfismos génicos com
desenvolvimento de doencas tém, muitas vezes, apresentado resultados
conflitantes. Problemas como a caracterizacdo dos grupos de individuos
afetados e individuos controle, a ampla gama de genes que podem ser
testados e a possibilidade de muitos genes estarem envolvidos
concomitantemente na patogénese de uma determinada doenca, podem ser

responsaveis pelas dificuldades encontradas nessa area da ciéncia. Contudo,
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o estabelecimento do perfil imunogenético de populacdes de diferentes etnias e
provenientes de diferentes localizacdes geogréficas, pode auxiliar no progresso
destes estudos. Neste sentido, nosso trabalho pretende contribuir para a
caracterizacdo imunogenética de uma populacdo de individuos normais de
etnia japonesa, imigrantes no sul do Brasil.

Este trabalho iniciou a caracterizacdo imunogenética de uma
populacdo normal de etnia japonesa. Ha possibilidade de ampliacdo do niumero
amostral, bem como ampliagdo do quadro de sistemas polimérficos de genes
ligados ao sistema imune a serem analisados. Além disso, uma pesquisa
detalhada do histérico clinico dos individuos analisados podera fornecer dados
para o0 estudo da correlacdo de manifestacdes patolégicas com o0s

polimorfismos génicos analisados.
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6. CONCLUSOES

ApOs a analise genotipica de seis diferentes sistemas polimorficos
bialélicos em uma populacdo de individuos de origem japonesa residentes no
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, chegamos as seguintes conclusdes:

O sistema polimérfico TCRBV3S1 esta em equilibrio de Hardy-
Weinberg na populagdo estudada e as frequéncias alélicas
observadas sao de 0,338 para o alelo 1 e 0,662 para o alelo 2.

O sistema polimoérfico TCRBV13S5 esta em equilibrio de Hardy-
Weinberg na populagdo estudada e as frequéncias alélicas
observadas sao de 0,017 para o alelo 1 e 0,983 para o alelo 2.

O sistema polimérfico TCRBV18 esta em equilibrio de Hardy-
Weinberg na populagdo estudada e as frequéncias alélicas
observadas sao de 0,893 para o alelo 1 e 0,107 para o alelo 2.

O sistema polimorfico de IL-10 esta em equilibrio de Hardy-Weinberg
na populacéo estudada e as frequéncias alélicas observadas séo de
0,646 para o alelo A e 0,354 para o alelo C.

O sistema polimérfico de TNFR-1I ndo estd em equilibrio de Hardy-
Weinberg na populagdo estudada e as frequéncias alélicas
observadas séo de 0,848 para o alelo M e 0,152 para o alelo R

A populacdo de origem japonesa estudada é monomorfica para o
CCR5, sendo a variante CCR5D32 ausente nesta populagéo.

Ha diferencas estatisticamente significativas entre freqiéncias
encontradas na populacdo de origem japonesa estudada e
populacdo caucasoide do sul do Brasil para os sistemas TCRBV3S1,
TCRBV13S5, TCRBV18, TNFR-II e IL-10.
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Ha diferencas estatisticamente significativas entre freqiiéncias
encontradas na populacdo de origem japonesa estudada e
populacdo afro-brasileira do sul do Brasil para o0s sistemas
TCRBV3S1, TCRBV13S5 e IL-10.

Ha diferencas intrapopulacionais estatisticamente significativas entre
os dois subgrupos estabelecidos com base na regido geografica de
origem dos imigrantes para os sistemas TCRBV18 e IL-10.
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7. SUMMARY

The frequencies of different allelic variants of genes involved in the
development of an immune response were analyzed in a south Brazilian
population (n=119) with Japanese origin. Biallelic polymorphisms from the
CCR5, TNFR-Il and IL-10 gene; TCRBV3S1, TCRBV18 and TCRBV13S5 gene
segments were analysed by PCR-RFLP. Allelic frequencies were determined
and compared with those obtained from other ethnic groups (Caucasoids and
Afro-Brazilians). We observed the absence of the CCR5D32 in the tested
population. The TCRBV3S1 and the TCRBV13S5 gene segments and the IL-10
gene polymorphisms analyzed showed allelic frequencies that differed from
those observed in Caucasoids and Afro-Brazilians. The TCRBV18 gene
segment polymorphism showed allelic frequencies that were statistically
different from those of the Caucasoids. Also, the comparison of two
subpopulations defined in our sample according to geographic origin in Japan
showed differences between them for the allelic frequencies of the polymorphic
genes TCRBV18 and IL-10.Those data indicate the existence of different
immunogenetic patterns among different ethnic groups. Other SNPs in genes
involved in the immune system will be tested and compared in our laboratory

using these same populations.
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