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RESUMO

Os genes KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors) s&o responsaveis por codificar
um grupo de receptores semelhantes as imunoglobulinas que interagem com
moléculas HLA de classe | na superficie das células natural killers (NK ou assassinas
naturais), uma subpopulagédo de linfocitos que participam principalmente da resposta
imune inata, tendo a funcdo de reconhecer e destruir células infectadas por virus ou
células tumorais. Estes genes estdo contidos no Leukocyte Receptor Complex (LRC),
na posicao 19q13.4, e apresentam um nivel incomum de diversidade. Estudos de
genética de populagdes e de associagdao com doengas complexas tém cada vez mais
envolvido os genes KIR. O Pénfigo Foliaceo Endémico (PFE ou Fogo Selvagem) € uma
doenga auto-imune restrita a paises da Ameérica do Sul e caracterizada por uma
resposta de linfécitos T, principalmente Th2, e pela ocorréncia de autoanticorpos de
classe IgG, subclasse IgG4, que atuam sobre as desmogleinas tipo 1, glicoproteinas
pertencentes a familia das caderinas e fundamentais para a adesao celular de células
de superficie. Nosso objetivo foi caracterizar trés amostras populacionais (uma
amerindia Kaingang da reserva do Ivai, uma afro-brasileira e outra de ascendéncia
principalmente japonesa) quanto as frequéncias (génica e de presenca) de sete genes
KIR e verificar se o polimorfismo de auséncia e presenca dos genes KIR3DL1 e
KIR3DS1 apresenta associagcdo com o PFE. Utilizamos a técnica de PCR-SSOP para a
genotipagem dos quatro genes moldura e de KIR2DS3, KIR3DL1 e KIR3DS1. A
amostra amerindia de Kaingang do Ivai diferiu estatisticamente das amostras
afrodescendente e de origem predominantemente japonesa em relagéao aos trés genes
nao moldura. Estas duas ultimas amostras apresentaram distribuicdo semelhante entre
si e em relagcdo a populagbes de origem predominantemente européia. O gene
KIR2DS3 apresentou frequéncia nula apenas na amostra amerindia, o que pode
sugerir que este gene tenha desaparecido por deriva genética e efeito fundador nesta
populagdo. Os genes moldura foram detectados em todos individuos analisados, com
excecao de um individuo da amostra afro-brasileira que ndo apresentou KIR3DL3.
Encontramos associacdo negativa do gene KIR3DS1 (OR = 0,56; 1C(95%) 0,32-0,97)

com o PFE, a partir da analise de uma sub-amostra de pacientes e controles de origem



predominantemente européia, levando nos a sugerir que a presenca deste gene

oferecga aos seus portadores menor predisposi¢cao a doenca.

Palavras-chave: Polimorfismo. Genes KIR. Populagbes humanas. Pénfigo Foliaceo.
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1 INTRODUCAO

Os genes KIR (do inglés, killer cell immunoglobulin-like receptors) sao
responsaveis por codificar um grupo de receptores semelhantes as imunoglobulinas
nas células NK (ou assassinas naturais, do inglés, natural killers). Estas células sao
uma subpopulacgao de linfécitos que participam da resposta imune inata, tendo a funcao
de reconhecer e destruir células infectadas por virus ou células tumorais, constituindo
assim a primeira linha de defesa do corpo contra esses tipos de patologia, além de
participarem também das respostas imunes adaptativas (ZINGONI et al., 2004).

De forma geral, os estudos envolvendo os genes KIR seguem duas vertentes
principais: aqueles que buscam por associagdes entre as variantes e doencas
especificas e os que examinam a diversidade e as variagdes normais do complexo em
populagdes geograficas (MIDDLETON et al., 2007). Em ambas as vertentes, a maioria
dos estudos sdo referentes a presenga/auséncia de genes KIR. E importante destacar
que as duas abordagens devem ser discutidas e analisadas em conjunto, uma vez que,
para compreender os reais motivos das associacdes e entender a razdo pela qual
perfis ou gendtipos KIR conferem susceptibilidade ou protecdo a determinada doencga,
€ necessario antes entender a diversidade normal desses genes, através de estudos
em diversas populacdes de diferentes ancestralidades. Além disso, a ocorréncia de
fenotipos moleculares KIR caracteristicos de certas populacbes estd no mesmo
patamar de doencas que ocorrem exclusiva ou comumente em certos grupos
geograficos humanos e, mais ainda, podem revelar uma forte ligagdo entre si.

No entanto, ndo é apenas nesta linha que destacamos a relevancia em se
adquirir mais conhecimento quanto a diversidade genética humana. O estudo de locos
polimorficos, como realizado neste trabalho, pode nos munir de dados capazes de
permitir compreender a historia evolutiva da espécie humana, através da observagao
de fendbmenos evolutivos inerentes as populagdes regionais, ou simplesmente através
da descricao de gradientes geograficos para alelos, genes e/ou haplétipos.

Desde o inicio do novo século, os estudos envolvendo o complexo génico KIR

cresceram expressivamente, sob as mais diversas abordagens, principalmente aquelas



considerando estes genes no contexto das doengas autoimunes e virais. Estudos de
genética de populagdes, como este, também se tornaram numerosos, embora ainda se

saiba muito pouco sobre a incomum diversidade dessa familia génica.

1.1 AS CELULAS NK, OS RECEPTORES KIR E O SISTEMA IMUNE

As células NK, linfécitos derivados da medula éssea, utilizam receptores
semelhantes as imunoglobulinas presentes em sua superficie para reconhecer células
infectadas ou neoplasicas, que sdo em geral caracterizadas pela baixa expressédo de
moléculas HLA (do inglés, Human Leukocyte Antigens) (LJUNGGREN e KARRE,
1990). Uma vez reconhecidas, estas células sdo eliminadas gragas a produgédo de
citocinas e de citotoxicidade direta a partir das células NK (BANCROFT, 1993).

1.1.1 Interagdo KIR-HLA

E consenso que a ativacdo das células NK é desencadeada a partir de um
desequilibrio entre sinais inibidores e ativadores gerados pela interagdo de seus
receptores e ligantes especificos. Os receptores KIR, por exemplo, reconhecem
ligantes HLA de classe |, codificadas pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade
(ou MHC, do inglés, Major Histocompatibility Complex).

Quando receptores ativadores reconhecem ligantes especificos, ha o
desencadeamento de sinais ativadores que levam a célula NK ao ataque através da
liberagdo de citocinas. Por outro lado, os receptores inibidores reconhecem as
moléculas HLA de classe | (FIGURA 1), que sdo expressas na maioria das células do
corpo, gerando sinais inibidores que sao epistaticos aos sinais ativadores, fazendo com
que a célula NK tenha sua acdo citotoxica inibida. Como as células infectadas e

cancerosas normalmente apresentam uma reducao drastica de moléculas HLA préprias



em sua superficie (BIRON et al., 1999) a auséncia dessas moléculas faz com que as
células NK nao encontrem ligantes para os receptores inibidores. A auséncia dos sinais
inibidores permite que prevalecam os sinais ativadores e a célula NK ataca essas
células anormais no organismo. Esse mecanismo foi chamado de “missing self’ (falta
do proprio, em inglés) uma vez que as células NK lisam as células que nao apresentam
ligantes HLA proéprios, sendo importantes células para o reconhecimento da
normalidade no organismo.

A inibicdo pode também ser sobrepujada por um forte aumento de sinais
ativadores, isto é, sem que haja necessariamente a queda ou auséncia de sinais
inibidores, como observado em alguns tumores capazes de aumentar a expressao de

receptores ativadores nas células NK (BAUER et al., 1999).

KIRZDLA

HELA-Cwed-1

FIGURA 1 - DIAGRAMA DOS RECEPTORES KIR INIBIDORES E SEUS LIGANTES HLA. Em A, a
interface entre KIR2DL2 e HLA-Cw3, evidenciando a complementaridade entre os residuos de
aminoacidos basicos (em azul) e acidos (em vermelho). Em B, a interagdo dos dominios a1 e a2 da
molécula HLA-Cw4 com os dominios D1 e D2 do receptor KIR2DL1.

FONTE: Fan et al. (2001) e Boyington et al. (2000).



1.1.2 Associagao entre KIR e doencgas

Ha varios motivos pelos quais estes genes tém despertado o interesse acerca
do seu potencial papel em doencas humanas. Primeiramente, a diversidade
populacional destes genes pode responder pelos diferentes percursos que certas
infecgdes virais cronicas tomam e mostrar correlagdo com disturbios inflamatérios que
afetam apenas subgrupos de uma determinada populagdo. Além disso, tanto os
receptores KIR quanto outros receptores das NK, controlam o funcionamento dessas
células, que estdo envolvidas no sucesso da resposta imune a infecgdes virais e
tumores. Um terceiro ponto que pesa a favor da possivel relagdo entre genes KIR e
doencas ¢é a longa lista de quadros clinicos associados ao polimorfismo dos genes HLA
de classe |, que como sabemos, sdo o0s responsaveis por codificar ligantes dos
receptores KIR. Somado a isso, estudos como o de Zingoni et al. (2004) e Gerosa et al.
(2002) sugerem que as NK participam da resposta imune adaptativa por meio de
interagcdes com células dendriticas e células T, salientando a participacdo dos
receptores KIR em quadros inflamatdrios.

Nesses estudos mostrou-se que individuos apresentando KIR3DS1 e um
subconjunto de alelos HLA-B Bw4 tém progressao mais lenta para a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), em comparagdo com individuos sem esta combinagdo ativadora KIR-HLA
(MARTIN et al.,, 2002). Outra infecgao viral estudada foi a do Virus da Hepatite C
(HCV), tendo sido encontrado, além de um efeito protetor da combinagao KIR3DS1 e
HLA-B Bw4, uma freqiiéncia elevada de KIR2DL3-HLA-C*"° em individuos que
eliminaram a infeccdo em comparagao com aqueles que permaneceram cronicamente
infectados (KHAKOO et al., 2004).

Quando o enfoque € dado para as doengas autoimunes, acredita-se que o
componente genético em geral responsavel pelo aumento da susceptibilidade seja um
excesso da combinacado ativadora KIR-HLA de classe | nos individuos afetados em
comparagao com o grupo controle. Pelo menos duas doengas autoimunes tém sido

bastante estudadas neste contexto, psoriase e artrite reumatéide. Uma elevada



frequéncia do gene ativador KIR2DS1 numa amostra de individuos com psoriase vulgar
foi registrada por Suzuki et al. (2004). Quanto a artrite reumatdide, n&o parece haver
associagao especifica entre KIR e susceptibilidade a doenga, a ndo ser entre KIR2DS2
e vasculite reumatdide, constatada a partir de um subgrupo de pacientes com artrite
(YEN et al., 2001).

Estudos de associacdo entre KIR e tumores apontam para relagdes de
susceptibilidade ou protegdo quando se trata, em geral, de um tumor originado em
consequéncia a uma infecg¢ao viral (KHAKOO e CARRINGTON, 2006).

1.1.3 A importancia do gendtipo KIR em transplantes

Além de poderem estar relacionadas ao desenvolvimento de tumores e doencas
complexas e virais, as células NK também tém participacdo na doenca do enxerto
contra hospedeiro (GVHD) em transplantes de medula 6ssea e regulagdo da
hematopoiese, trazendo a tona a importancia em se parear doadores e receptores nao
s6 em fungdo do gendtipo HLA, mas também levando em consideragdo o perfil de
receptores das células NK, principalmente o perfil KIR, ja que este exibe grande
diversidade (FLODSTROM et al., 2002; PARHAM e MCQUEEN, 2003).

1.2 OS RECEPTORES DAS CELULAS NK

Os receptores das células NK s&o codificados por genes presentes em dois
cromossomos distintos (FIGURA 2): no brago curto do cromossomo 12, ha o Natural
Killer Complex (NKC), que compreende genes de receptores semelhantes a lectina tipo
C, como o0 CD94 e o NKG2; ao passo que o brago longo do cromossomo 19 contém o

Leukocyte Receptor Complex (LRC), que compreende, na posicdao 19q13.4, a



superfamilia de genes das moléculas semelhantes a imunoglobulina, incluindo os
genes KIR.

Os genes KIR foram descritos apds a descoberta de genes que codificam para
receptores Ly49 em camundongos, que apresentam funcdo analoga aos receptores
KIR humanos. Além da semelhanca funcional, o compartihamento de outras
caracteristicas entre estas familias génicas e a existéncia de um pseudogene Ly49 no
cromossomo 12 humano corroboram a hipétese de que o ser humano evoluiu a partir
um ancestral contendo genes Ly49 (HSU et al., 2002). No entanto, apesar da fungao
semelhante entre Ly49 e KIR, eles sao receptores completamente diferentes em

estrutura.
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FIGURA 2 - ORGANIZACAO DOS GENES DE RECEPTORES DE CELULAS NK EM
HUMANOS E CAMUNDONGOS. Na porcdo superior da figura, observa-se o complexo
génico LRC e, na porgao inferior, o complexo NKC, ambos presentes em humanos e
camundongos.

FONTE: Hsu et al. (2002).



1.3 AESTRUTURA DOS GENES KIR

Inicialmente foram descritos 14 genes (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DLA4,
KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2,
KIR3DL3 e KIR3DS1) e 2 pseudogenes (KIR2DP1 e KIR3DP1l) KIR, mas estes
numeros variam entre os autores em funcdo do incomum polimorfismo encontrado
nessa familia. Todos os genes KIR de um individuo estado localizados numa regiao de
100 a 200 mil bases (kb) (TROWSDALE, 2001), sendo a disténcia entre dois genes
adjacentes em média de 2,4kb. A Unica excecéo para este intervalo de 2,4kb esta entre
o gene KIR2DL4 e o pseudogene KIR3DP1l, que estdo separados por
aproximadamente 14kb (HSU et al., 2002).

A sequéncia gendbmica completa dos genes KIR varia de 4 a 16kb, apresentando
de 4 a 9 éxons (FIGURA 3) (VILCHES e PARHAM, 2002).
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FIGURA 3 - ESTRUTURAS DOS GENES KIR QUANTO AO NUMERO EA EXTENSAO DOS EXONS E
SUA RELACAO COM OS DOMINIOS DOS SEUS PRODUTOS PROTEICOS. Nota-se que o éxon 2 de
KIR3DP1 pode estar ausente.

FONTE: IPD. Disponivel em <http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/images/figure_02.jpg>. Acesso em 08/08/2008.

1.4 NOMENCLATURA KIR

Os genes KIR séo classificados, como sugerido por Long et al. (1996), com base
nas caracteristicas estruturais e funcionais dos receptores que codificam. Se o receptor
apresenta dois dominios extracelulares semelhantes a imunoglobulina, foi utilizado o
prefixo KIR2D, ao passo que se o receptor possui trés dominios extracelulares, 0 nome

do gene inicia com KIR3D. Além disso, o receptor pode ter uma cauda citoplasmatica



curta ou longa, sendo entdo acrescido o sufixo S (do inglés, short) ou L (do inglés,
long), respectivamente (FIGURA 4). Os numeros de 1 a 5 apds o sufixo L ou S foram
colocados a medida que os genes foram sendo descobertos. As caudas
citoplasmaticas longas em geral possuem dois motivos inibidores baseados em tirosina
(ou ITIM, do inglés Immune Tyrosine-based Inhibitory Motifs), responsaveis pela
transducdo do sinal inibidor para a célula NK. Em contrapartida, as caudas
citoplasmaticas curtas apresentam, associado a regido transmembranica, um residuo
de aminoacido carregado positivamente e que as permite interagir com moléculas
sinalizadoras DAP12, capazes de gerar um sinal ativador (VILCHES e PARHAM,
2002). No entanto, o receptor KIR2DL4 é conhecido como o unico apresentando fungéo
inibidora e ativadora, visto que apresenta tanto a um ITIM, quanto a um DAP12
(MAXWELL et al., 2002).
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FIGURA 4 - ESTRUTURA DOS RECEPTORES KIR. O grupo de genes KIR2D se divide ainda em tipos |
e Il. O tipo | apresenta um pseudoexon e codifica dominios extracelulares com conformagdo D1 e D2,
enquanto que KIR2D do tipo Il codifica dominios extracelulares com conformagao DO e D2. Os genes
KIR3D dao origem a proteinas com os trés tipos de dominios: DO, D1 e D2.

FONTE: IPD. Disponivel em <http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/images/figure_06.jpg>. Acesso em 08/08/2008.

KIR3DP1, também encontrado na literatura como KIRX, é um pseudogene e
representa o nivel maximo de variagdo estrutural dentre os genes KIR3D: ndo possui
os éxons de 6 a 9 e, eventualmente, o éxon 2. As demais regides do gene mostram alta
similaridade com KIR3DL3 em nivel de sequéncia (VILCHES et al., 2000). Outro
pseudogene, KIR2DP1, chamado antigamente de KIRZ, apresenta, em adicdo ao
pseudoexon 3, um éxon 4 mais curto, causado pela delegdo de uma unica base
(VILCHES, PANDO e PARHAM, 2000).



1.5 DIVERSIDADE KIR

Diferentemente do gene precursor das imunoglobulinas, a familia de genes KIR
nao sofre grandes expansbes ou contragbes de segmentos génicos, como o
embaralhamento de éxons. Portanto, torna-se essencial compreender por quais
mecanismos esta familia passou a apresentar grande polimorfismo genético,
comparavel até mesmo ao apresentado pelo MHC.

A diversidade KIR resulta ndo somente da existéncia de alelos para os
diferentes genes, mas também da ocorréncia de hapldtipos que carregam diferentes
genes em diferentes numeros e da combinagao dos haplétipos materno e paterno. Ou
seja, ha trés niveis de diversidade: alélica; haplotipica e de presenga ou auséncia de
genes KIR. Portanto, dois individuos dificilmente apresentam o mesmo perfil KIR, assim
como € praticamente impossivel a existéncia de individuos com o mesmo gendtipo
MHC, excluindo-se, é claro, a existéncia de irmaos monozigéticos.

Além disso, estes genes sofrem intensa recombinagéo e duplicagao ao longo do

cromossomo, o que pode resultar na existéncia de genes duplicados em um haplétipo.

1.5.1 Diversidade haplotipica

Os haplétipos KIR foram determinados com base em estudos de segregagao em
familias e entdo classificados em dois haplogrupos distintos (A e B) de acordo com o
conteudo génico (FIGURA 5). Todos os haplétipos KIR descritos (FIGURA 6) estédo
flanqueados na regido centromérica por KIR3DL3, na regiao telomérica por KIR3DL2 e
na regiao central por KIR3DP1 e KIR2DL4. Estes genes KIR s&do conhecidos como
genes moldura e estdo presentes em praticamente todos os individuos analisados. O
haplogrupo A apresenta haplétipos com um unico gene ativador de cauda curta
(KIR2DS4), o gene ativador/inibidor KIR2DL4 e mais cinco genes KIR inibidores de
cauda longa (KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3), além do pseudogene



KIR3DP1 (MARSH et al., 2003). Dessa forma, o haplogrupo A n&o varia em relagéo ao
conteudo génico, sendo sua diversidade ditada pela diversidade alélica. Por outro lado,
o haplogrupo B ¢é caracterizado por haplétipos com diferentes combinagdes dos
seguintes genes KIR: KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 e KIR3DS1.
Dessa forma, todas as combinagdes existentes excetuando-se a formada pelos genes
do haplogrupo A, sao classificadas como pertencentes ao haplogrupo B, que pode
apresentar de dois a sete genes KIR ativadores (incluindo KIR2DL4) e numero
semelhante de inibidores em comparagao ao A.

Contudo, a descricdo de um alelo nulo de KIR2DS4 apresentando frequéncia de
80% em uma populacado irlandesa (MAXWELL et al.,, 2002) e a existéncia de um
grande numero de alelos nédo funcionais para KIR2DL4 causados por delegbes que
alteram o quadro de leitura (YAWATA et al., 2006), fez concluir que, como o haplétipo
A carrega apenas dois genes capazes de exercer fungdo ativadora (KIR2DS4 e
KIR2DL4), individuos homozigotos para este haplotipo ndo apresentam nenhum gene
KIR ativador (HSU et al., 2002).

Baseado nisso e no fato de que o haplétipo A ocorre com alta freqliéncia em
muitas populagdes, levando a inexisténcia de genes KIR ativadores em milhdes de
individuos, Parham (2005) sugeriu que os genes KIR inibidores sdo mais essenciais
que os ativadores. Khakoo e Carrington (2006) sugeriram que, somado a existéncia do
alelo n&o funcional para KIR2DL4, a expressao restrita (e ndo constitutiva) desse gene
ao compartimento endosomal é mais um fator que pode levar a ocorréncia de

haplétipos A, e consequentemente de individuos AA, sem genes ativadores.

1.5.2 Diversidade alélica

O polimorfismo alélico, gerado por mutagao pontual e recombinagao homadloga e
que diferencia haplétipos KIR (principalmente os do haplogrupo A) contendo os
mesmos genes, tem sido atribuido a todos os locos KIR. Tamanha é essa diversidade

que, através da genotipagem de alta resolugédo de apenas quatro genes KIR em um



grupo de pessoas nao relacionadas, encontrou-se um indice de 0,24% de identicidade
entre os individuos da amostra. Este valor foi claramente superestimado tendo em vista
que poucos genes foram genotipados ao nivel alélico e que alguns alelos ndo puderam
ser distinguidos (SHILLING et al., 2002).

Com esses dados observa-se que a diversidade do complexo génico KIR
assegura genotipos diferentes para a maioria dos individuos de uma populagéo, assim
como ocorre para o MHC humano. Além disso, novos alelos sdao constantemente

descritos, havendo muito ainda a ser explorado neste aspecto.
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FIGURA 5 - DIAGRAMA DOS GRUPOS DE HAPLOTIPOS (HAPLOGRUPOS) A E B. Todos os
haplotipos KIR descritos estdo flanqueados na regido centromérica por KIR3DL3 (primeiro gene da
esquerda para a direita), na regido telomérica por KIR3DL2 (ultimo gene da esquerda para a direita) e na
regido central por KIR3DP1 (retdngulo cortado diagonalmente) e KIR2DL4 (primeiro gene a direita de
KIR3DP1). Estes genes KIR s&o conhecidos como genes moldura (framework genes).

FONTE: IPD. Disponivel em <http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/images/figure_03.jpg>. Acesso em 08/08/2008.
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FIGURA 6 - HAPLOTIPOS KIR DETERMINADOS POR ANALISES DE SEGREGAGAO.
Esquema de todos os haplétipos ja descritos em populagdes. O haplétipo 1 pertence ao
haplogrupo A, ao passo que todos os demais ao haplogrupo B. Genes moldura estao
representados em cinza, genes que codificam para receptores ativadores estdo em
vermelho e para receptores inibidores em verde. Em amarelo esta representado o
pseudogene KIR2DP1, como é também o gene moldura KIR3DP1.

FONTE: Khakoo e Carrington (2006).



1.6 EXPRESSAO CLONAL DOS GENES KIR

Além da elevada diversidade genética deste complexo, a expressédo clonal
destes genes resulta em diferentes repertorios de receptores KIR na superficie das
células NK. Cada uma dessas células adquire, ao longo do seu desenvolvimento na
medula éssea, um conjunto de receptores KIR que pode variar de um a todos os genes
funcionais existentes num gendétipo, nas mais variadas combinagdes, e até mesmo de
genes que nao conferem ligantes as moléculas HLA de classe |. Este fendtipo adquirido
permanece estavel na célula NK durante toda sua vida (UHRBERG, 2005).

Contudo, os fatores que controlam a expressao dos genes KIR, para assim gerar
diferentes repertorios nas células NK, ainda nao sao bem compreendidos. Acredita-se
que 0 mecanismo de aquisicao de tolerancia ao préprio seja um deles, a partir do
momento que os receptores das células NK se ligam, durante sua formacéao, a
moléculas HLA de classe | para nao responderem futuramente contra células préprias
sadias. No entanto, ja que para que isso ocorra € necessaria pelo menos uma molécula
KIR inibidora e, tendo em vista que ha subconjuntos de células NK que néao
apresentam nenhuma, passou a se procurar por outro mecanismo que explicasse a
expressao dos genes KIR. A metilagao dos sitios promotores em ilhas CpG tem sido o
principal mecanismo epigenético encontrado para explicar a transcri¢ao diferenciada de
genes KIR em subconjuntos de células NK (GARDINER, 2007).

1.7 GENETICA DE POPULACOES E EVOLUGAO

A familia KIR apresenta uma peculiaridade evolutiva compartilhada por outros
grupos de genes do sistema imune, a recombinagdo ou permuta desigual. Por meio
deste mecanismo, ocorre duplicagdo ou perda de segmentos de DNA que podem
conter genes, 0 que parece explicar, em parte, os eventos de expansado e contragao
aos quais os haplétipos KIR estao sujeitos (MARTIN et al., 2003). Ao passo que este

fendmeno bioldgico busca explicar a diversidade haplotipica, podemos dizer, de forma



simplista, que a diversidade alélica € guiada basicamente pela ocorréncia de mutacéo
seguida de selegcdo natural, deriva genética e fluxo génico, sendo que estes ultimos
atuam também sobre os haplétipos. Portanto, a partir de estudos de genética de
populacdes podem ser evidenciados estes fenbmenos.

A analise em nivel populacional do complexo génico KIR tem servido de base
para iniciar outras abordagens referentes a estes genes. Sendo assim, dezenas de
estudos de genética de populagdes envolvendo os genes KIR ja foram publicados
desde a sua descoberta e tém gerado uma vasta quantidade de dados, freqientemente
agrupados em trabalhos de revisdo e em seguida utilizados para comparar diversos
grupos geograficos que muitas vezes tém origens bem distintas. Como este trabalho
esta inserido no contexto citado, reservamos esta se¢do para fazer um levantamento
do que ha de mais recente e do que ja existe ha algum tempo, em escala global, dos
genes KIR em populagdes.

Para o levantamento de dados de frequéncias génica e de presenga dos genes
KIR, esta ultima também referida como frequéncia fenotipica ou de portadores, em
diversas populagdes (TABELA 1), principalmente aquelas com origens
predominantemente asiaticas, africanas ou amerindias, fez-se uma consulta ao site
“‘www.allelefrequencies.net” (MIDDLETON et al., 2003) e ainda a varios trabalhos de
genética de populagdes.

E possivel notar algumas peculiaridades referentes as freqiiéncias de certos
genes em certas populagdes. Por exemplo, KIR2DS3 possui freqliéncia muito baixa ou
nula em amerindios, 0 que pode ser consequéncia da agao da deriva genética nessas
populagdes de tamanho efetivo reduzido (GENDZEKHADZE et al.,, 2006), além de
selecao natural e outros fatores estocasticos. Observa-se também uma frequéncia
reduzida de KIR2DL2, KIR2DL5 e KIR2DS2 em chineses e japoneses e de KIR2DS1 e

KIR3DS1 em populacdes afrodescendentes.



TABELA 1 - FREQUENCIA DOS GENES KIR EM POPULAGOES DE DIFERENTES ORIGENS
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GENE KIR 2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DL1 3DL2 3DL3 3DS1 2DP1 3DP1
% f % f % f % Ff %9 f % f %9 Ff %f %f %fFf %f %9Ff %f %fFf % f %f
POPULAGCAO (N)
Aborigines sul-australianos (67)* 72 0,47 79 054 68 043 - - - - 82 0,58 84 0,60 81 0,56 52 0,31 0 0,00 55 0,33 100 1,00 - - 78 0,53 - - - -
Africanos de Gana (41)" 93 0,74 54 0,32 85 0,61 100 1,00 56 034 5 0,03 56 034 34 0,19 98 0,86 22 0,11 100 1,00 100 1,00 100 1,00 5 0,03 100 1,00 100 1,00
Africanos de Senegal (118)" 100 1,00 55 0,33 90 0,68 100 1,00 52 0,31 13 0,07 42 0,24 24 0,13 100 1,00 30 0,16 99 0,89 100 1,00 100 1,00 4 0,02 100 1,00 100 1,00
Africanos de Trinidad e Tobago (62)" 79 0,54 52 0,31 85 0,61 100 1,00 52 0,31 23 0,12 45 0,26 19 0,10 97 083 24 0,13 98 0,86 100 1,00 - - 13 0,07 - - - -
Afro-americanos-EUA (58)" 98 0,86 57 0,34 81 0,56 100 1,00 53 0,31 22 0,11 47 0,27 28 0,15 100 1,00 38 0,21 100 1,00 100 1,00 100 1,00 14 0,07 98 0,86 100 1,00
Amerindios Amazdnia-BRA (40)° 93 0,74 65 041 80 0,55 100 1,00 85 0,61 88 065 58 035 10 0,05 78 0,53 90 0,68 65 041 98 0,86 100 1,00 70 0,45 - - - -
Amerindios Bari-VEN (80)° 89 0,67 44 0,25 89 0,67 100 1,00 64 040 64 040 44 025 O 0,00 81 056 64 0,40 83 0,59 100 1,00 100 1,00 61 0,38 - - - -
Amerindios Warao-VEN (89)° 96 0,80 60 0,37 96 0,80 100 1,00 67 043 70 045 57 034 20 0,11 83 0559 57 0,34 83 0,559 100 1,00 100 1,00 60 0,37 - - - -
Amerindios Yucpa-VEN (61)° 71 0,46 71 046 71 0,46 100 1,00 74 049 74 049 71 046 0 000 71 046 74 049 71 046 100 1,00 100 1,00 74 049 - - - -
Amerindios Chiriguanos-ARG (54)° 91 0,70 44 0,25 87 0,64 100 1,00 59 036 57 0,34 41 023 6 0,03 87 064 56 0,34 87 064 100 1,00 100 1,00 57 0,34 91 0,70 100 1,00
Amerindios Wichis-ARG (101)" 84 0,60 62 0,38 84 0,60 100 1,00 53 0,31 53 0,31 61 038 3 0,02 89 067 52 0,31 89 067 100 1,00 100 1,00 54 0,32 84 0,60 100 1,00
Amerindios Huicholes-MEX (73)° 100 1,00 34 0,19 100 1,00 100 1,00 56 0,34 56 0,34 34 0,19 16 0,09 97 083 48 028 97 0,83 100 1,00 100 1,00 56 0,34 - - - -
Amerindios Purepechas-MEX (53)° 100 1,00 34 0,19 100 1,00 100 1,00 62 0,39 62 039 34 0,19 4 0,02 98 086 62 039 98 0,86 100 1,00 100 1,00 62 0,38 - - - -
Amerindios Tarahumara-MEX (65)° 100 1,00 34 0,19 100 1,00 100 1,00 66 042 66 042 34 0,19 0 0,00 99 087 66 042 99 0,88 100 1,00 100 1,00 66 042 - - - -
Chineses de Hong Kong (100)' 99 0,90 28 0,15 98 0,86 100 1,00 45 026 40 0,22 28 015 25 0,13 94 0,75 26 0,14 94 0,75 100 1,00 100 1,00 39 0,22 99 0,90 100 1,00
Chineses de Singapura (47)' 100 1,00 28 0,15 100 1,00 100 1,00 39 0,22 28 0,15 28 0,15 17 0,09 98 085 22 0,11 98 0,85 100 1,00 100 1,00 30 0,17 100 1,00 100 1,00
Japoneses 1 (41)° 100 1,00 15 0,08 100 1,00 100 1,00 39 0,22 34 0,19 15 0,08 15 0,08 98 0,86 24 0,13 98 0,86 100 1,00 100 1,00 29 0,16 100 1,00 100 1,00
Japoneses 2 (132)" 100 1,00 11 0,06 100 1,00 100 1,00 36 0,20 33 0,18 11 006 14 0,07 99 089 22 0,11 99 0,89 100 1,00 100 1,00 32 0,18 100 1,00 100 1,00
Japoneses de Kyoto (240)" 99 0,90 15 0,08 99 0,89 100 1,00 41 023 41 0,23 15 0,08 10 0,05 87 0,64 35 0,19 100 1,00 100 1,00 100 1,00 44 0,25 - - - -
Sul-africanos San (91)' 96 0,80 74 049 60 0,37 100 1,00 68 043 14 0,07 73 047 25 0,14 100 1,00 64 0,40 99 0,89 100 1,00 100 1,00 2 0,01 92 0,72 100 1,00
Sul-africanos Xhosa (50)" 96 0,80 72 047 64 040 100 1,00 82 058 10 0,05 64 040 38 0,21 100 1,00 62 0,38 100 1,00 100 1,00 100 1,00 4 0,02 98 0,86 100 1,00

FONTE: a - Toneva et al. (2001); b - Ewerton et al.
(2006); f - Middleton et al. (2007); g - Yawata et al. (2002); h - Yawata et al. (2006); e w -

(2007); c - Gendzekhadze et al. (2006); d - Flores et al. (2007); e - Gutiérrez-Rodriguez et al.

“www.allelefrequencies.net” (MIDDLETON et al., 2003).

NOTA: % - freqliéncia de presenca em %; f - frequiiéncia génica; quando apenas uma dessas duas frequéncias era fornecida, obtivemos a outra
por meio da férmula de Bernstein; a “populagéo” descrita por Ewerton et al. (2007) € um agrupamento de individuos de varias tribos indigenas.
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1.8 PENFIGO FOLIACEO ENDEMICO

O pénfigo é considerado um grupo de doengas autoimunes que se manifestam
na pele e mucosas através da formacao de bolhas intra-epiteliais, resultantes da perda
de adesdao normal entre as células deste tecido, num processo conhecido como
acantdlise (DIAZ et al., 1989). Uma das classificagdes traz o pénfigo sob duas formas,
Pénfigo Foliaceo (PF) e Pénfigo Vulgar (PV), sendo que em ambas o alvo dos
autoanticorpos séo glicoproteinas denominadas desmogleinas (Dsgs), pertencentes a
familia das caderinas e fundamentais para a adesao celular de células de superficie. O
que diferencia as duas formas de pénfigo é que no PF a Dsg1, restrita a camada
subcdérnea do tecido epitelial, representa o alvo da ag¢ao de autoanticorpos, enquanto
que no PV este alvo é a Dsg3, disseminada na camada suprabasal e nas mucosas
(ANHALT, 1990).

Ainda segundo Diaz et al. (1989), do ponto de vista epidemioldgico, o pénfigo
pode ser esporadico, ocorrendo em diversas regides do globo, ou endémico (PFE),
estando neste caso restrito a paises da América do Sul, onde é também conhecido
como Fogo Selvagem. No Brasil, pais onde mais se registram casos, o pénfigo
acomete principalmente individuos habitantes dos estados de Goias, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Parana e Sao Paulo.

No caso do PFE, foi sugerido, devido a distribuicdo coincidente desta doencga
com a abrangéncia geografica do simulideo Simulium nigrimanum (borrachudo, mosca
negra), que este inseto esteja desencadeando a resposta autoimune (LOMBARDI et
al., 1992). Acredita-se que um ou mais antigenos salivares do simulideo contenham
moléculas capazes de desencadear uma reacéo cruzada com a Dsg1, levando a uma
resposta autoimune contra epitopos do quinto dominio extracelular (EC5) desta
glicoproteina (LI et al., 2003).

Do ponto de vista imunologico, o PF é gerado através de uma resposta de
linfocitos T, principalmente do tipo Th2, e pela ocorréncia dos autoanticorpos da classe

IgG, subclasse 1gG4, que atuam sobre a Dsg1.



Uma vez que as doencas autoimunes sao causadas por desequilibrios da
resposta imune, que por sua vez € controlada por genes do sistema imune, estes
ultimos se tornam candidatos a estarem associados ao desenvolvimento destas
doengas complexas. No caso do PFE, varios estudos de associacao foram feitos desde
1989, quando foi publicado o trabalho pioneiro de Petzl-Erler e Santamaria que buscou
verificar relagao de susceptibilidade ou protecao entre os genes HLA e a doenga.
Entretanto, n&do se conhece nenhum estudo em que os genes KIR estejam sendo
investigados neste aspecto, apesar destes ja terem se mostrado associados a outras

doencgas autoimunes.



2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

O presente estudo tem por objetivo geral caracterizar trés amostras
populacionais (uma amerindia, uma afro-brasileira e outra de ascendéncia japonesa)
quanto as frequéncias (génica e de presencga) de sete genes KIR e verificar se o
polimorfismo de auséncia e presenga dos genes KIR3DL1 e KIR3DS1 apresenta
associagao com a doenca auto-imune Pénfigo Foliaceo Endémico (PFE).

Como objetivos especificos, temos:

e implementar a técnica de PCR-SSOP para a detecgao de genes KIR;

e utilizar os dados obtidos para comparacao com outros estudos populacionais;

o determinar as distancias genéticas entre as amostras deste estudo e destas com
outras presentes na literatura;

o verificar se as frequéncias de auséncia e presenga dos genes KIR3DL1 e
KIR3DSL1 diferem entre o grupo de pacientes de PFE e controles, através de um
estudo de associagao.

Apesar do crescente estudo envolvendo os genes KIR, populagdes como as
afrodescendentes ainda ndo foram bem caracterizadas para este complexo génico, o
que mostra a importancia de trabalhos como este. O estudo de populagdes amerindias
pode fornecer dados que futuramente venham a auxiliar na compreensdo da
colonizacdo das Américas, além de nos permitir observar quais fatores evolutivos
governam estes grupos. Conhecendo a diversidade genética de populagdes de origem
oriental podemos sugerir o grau de miscigenagao destas com a populacéao brasileira.

Outro aspecto importante deste estudo € o fato de abordar genes do sistema
imune. Conhecendo a variabilidade genética humana normal geramos informagdes que
podem servir para trabalhos de associagao entre doencgas multifatoriais e genes KIR.
No caso do PFE, uma doenga causada por uma resposta imune adaptativa a partir da
producdo de autoanticorpos, pouco se sabe sobre os mecanismos que geram a auto-
imunidade e a etiologia. No entanto, o fato de as variantes KIR terem sido relacionadas
também as repostas imunes adaptativas, torna-os genes candidatos a estarem

envolvidos na patogénese do PFE.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA E EXTRAGAO DE DNA

A obtencédo de DNA dos individuos das amostras do nosso grupo de pesquisa
ocorreu a partir de 1988 por diferentes pesquisadores através de duas técnicas
distintas de extracdo de DNA gendmico a partir de sangue periférico: o método do
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (SAMBROOK et al., 1989), adaptado do protocolo do
XIII Workshop Internacional de Histocompatibilidade (HURLEY et al., 1998), e menos
frequentemente o método do salting-out (LAHIRI e NURNBERG, 1991).

Todos os individuos participaram de forma voluntaria, autorizando a coleta de
uma amostra de 20mL de sangue periférico e assinando um termo de consentimento
no ato da averiguagao de seus dados pessoais.

A amostra de descendentes japoneses foi cedida pela Profa. Dra. Luiza Tamie
Tsuneto, do Departamento de Analises Clinicas, da Universidade Estadual de Maringa
(UEM), localizada no Parana. A amostra afro-brasileira foi cedida pelo Laboratério de
Polimorfismos e Ligacdo, do Departamento de Genética, da Universidade Federal do
Parana (UFPR).

O projeto deste estudo foi aprovado pelo conselho de ética da UFPR e esta de

acordo com as leis do pais.

3.2 CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS POPULACIONAIS

As amostras populacionais analisadas tém ancestralidades distintas: a amostra
oriental (ORI-BR) é de origem predominantemente japonesa, composta de 67
individuos habitantes do estado do Parana; a amostra afro-brasileira (AFR-BR) é

composta por uma porcdo de individuos mesticos, de ancestralidade



predominantemente africana e européia, e por outra de individuos predominantemente
africanos, totalizando 115 individuos; a amostra amerindia (KIV) é do grupo Kaingang
do lvai, localizada no estado do Parana, e representada por 128 individuos.

A populacédo Kaingang do Ivai, localizada na reserva indigena do Ivai (24°30’S,
51°40’0), é composta por cerca de 700 pessoas, na area abrangida pelo municipio
paranaense de Manoel Ribas. Segundo dados da FUNAI e do Instituto Socioambiental,
atualmente ha cerca de 460 mil indigenas no Brasil, distribuidos em 225 povos
diferentes, representando em torno de 0,25% da populagao total brasileira. No Parana
existem 10.375 indigenas representados por diferentes etnias, como a Kaingang,
considerada a terceira maior do Brasil. Este grupo fala o Kaingang, lingua classificada

na familia J&, tronco linguistico Macro-Jé.

3.3 AMOSTRAS DE PFE E CONTROLES

Entre pacientes e controles de PFE, foram analisados 441 individuos sem
vinculo genético, residentes principalmente no estado do Mato Grosso do Sul (MS). Os
individuos dessas amostras foram classificados de acordo com as caracteristicas
morfologicas faciais (formato da boca, nariz e olhos, tipo de cabelo e cor de pele),
permitindo-nos estimar quais as principais contribui¢des genéticas (africana, amerindia,
asiatica ou européia) recebidas por cada individuo, o que é relevante principalmente no
ato da comparacao das amostras.

Para as analises estatisticas, subdividimos cada amostra em diferentes grupos
de acordo com a ancestralidade predominante a fim de parear as sub-amostras
também quanto as suas origens. Obtivemos assim 4 sub-amostras: uma de origem
predominantemente européia (EUR-BR = 232); outra de origem predominantemente
européia e amerindia (EUR-BR+AMERIN = 40); uma de ascendéncia
predominantemente européia e africana (AFRO-BR 1 = 170) e, por fim, uma de origem

predominantemente africana (AFRO-BR 2 = 83), obtida a partir da anterior.



3.3.1 Caracterizacdo das amostras de PFE e controles

A amostra de pacientes de PFE é composta de 236 individuos, sendo a coleta
de sangue realizada, em sua maior parte, no Hospital Adventista do Pénfigo (HAP), em
Campo Grande-MS, a partir de 1997. Apenas 20 amostras foram coletadas no Hospital
de Dermatologia Sanitaria, em Piraquara-PR, no ano de 1988. Todos os pacientes
foram previamente diagnosticados, através de anadlises clinicas, histologicas e
imunoquimicas, como apresentando PFE.

Ja a amostra de controles esta representada por 205 individuos, a maioria dos
quais tiveram o sangue coletado no préprio HAP, a partir de 1997. Neste mesmo ano,

algumas amostras foram obtidas na Santa Casa de Misericordia de Curitiba-PR.

3.4 GENOTIPAGEM

As amostras de DNA foram amplificadas por PCR (reacdo em cadeia da
polimerase, do inglés, polymerase chain reaction) e depois genotipadas para o
complexo génico KIR por um método em que se utilizam oligonucleotideos-sonda de
sequéncia especifica (SSOP, do inglés, sequence specific oligonucleotide probe). Os

protocolos de PCR, adaptados de Maxwell et al. (2004), seguem nas Tabelas 2 e 3:

TABELA 2 - PROTOCOLO DE AMPLIFICACAO SEM DMSO

REAGENTES VOLUME/QUANTIDADE
Tampéao sulfato 1uL
MgCl, 50mM 0,4puL
dNTP 2mM 0,25uL
Primers 3' e 5' 20uM 0,1uL
Taq DNA polymerase (Platinum) 0,06pL
DNA ~20ng
Agua 7,09uL
Volume final 10uL

FONTE: O autor (2008).



TABELA 3 - PROTOCOLO DE AMPLIFICACAO COM DMSO

REAGENTES VOLUME/QUANTIDADE
Tampao sulfato 1uL
MgCl, 50mM 0,4pL
dNTP 2mM 0,5uL
DMSO 100% 0,5uL
Primers 3' e 5' 20uM 0,1uL
Taq DNA polymerase (Platinum) 0,12pL
DNA ~20ng
Agua 6,08uL
Volume final 10uL

FONTE: O autor (2008).

As condicdes de amplificacdo no aparelho termociclador Mastercycler®ep
(eppendorf) foram: desnaturacéo inicial a 96° C por 240s; 40 (ou 45) ciclos de 96°C por
60s, 60°C por 45s e 72°C por 30s (ou 60s); e por fim, extensdo final a 72°C por 300s.

Para a amplificacdo especifica de genes KIR, foram empregadas quatro
combinagdes de oligonucleotideos iniciadores (TABELA 4), utilizados por Maxwell et al.
(2004). Cada combinagao amplifica uma regido do gene, sendo estas regides
correspondentes ao dominio 0, 1 ou 2 (Ig DO, D1 ou D2) ou ao dominio

transmembranico/citoplasmatico das moléculas KIR (FIGURA 7).

TABELA 4 - OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES (PRIMERS) UTILIZADOS NA PCR

Alvo Nome déligo Sequiéncia do déligonucleotideo iniciador (5° - 3’) Tamanho
Dominio  TMF1 GCTGTGATTAGGTACTCAGTGGCC
transmem- 1o GTTCTGATTGGGACCTCAGTGGTC
brananico/ ~930pb
citoplas-  TMF3 ATTCTGATTGGGACCTCAGTGGCT
méatico  DmcytR TTGAGACAGGGCT(GA)TTGTCTCC
- D2F TTCCAGGTC(TC)ATXTG(AG)GAAACCTTC
Df;m[')g'o D2R ACCTGTGAC(AG)GAAACAAGCAGTGG ~302pb
D2R2 ACCTGTGACAGAAAC(GA)(GA)GCAGTGG
Dominio D1F AGAGAXXGTCATCCTGCA(AG)TGTTGGTC ~241pb
lgb1  DIR GATCACXATGTCCAG(AG)GG(GA)TCACTGG
DOF-1 GTGGTCAGGACAAXCCCTTXCT(GC)TCTGCC(CT)GGC
Dominio DOF-2 GTGGTCAGGACAAGCCCTTCTGCTCTGCCTGGC ~265pb
lgD0  DORRf1 GGGTTGCTGGGTGC(TC)GACCACC

DORR2 GGGTTGCTGGGTGC(TC)GACCACTC
FONTE: Maxwell et al. (2004).

NOTA: O “X” representa a base universal inosina e as bases entre parénteses substituem as
imediatamente anteriores, produzindo primers de mesmo alvo, mas com seqiéncias diferentes.
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FIGURA 7 - DIAGRAMA DOS DOMINIOS DE RECEPTORES KIR AMPLIFICADOS POR PCR.
FONTE: Maxwell et al. (2004).

Aliquotas dos produtos de PCR resultantes foram submetidas, juntamente com
GelRed®, & corrida eletroforética em gel de agarose 1%, a 80V, para confirmar a
amplificagcdo. O gel foi visualizado em um transiluminador de luz ultra-violeta, acoplado
a uma maquina fotografica digital, conectada a um microcomputador.

Apés a etapa de PCR, teve inicio a etapa de SSOP, que permitiu a genotipagem
dos indiviuos para a presenga ou auséncia de genes KIR. A esséncia deste
procedimento consiste na hibridagdo entre o DNA amplificado, desnaturado e fixado e
os oligonucleotideos-sonda de sequéncia especifica marcados com biotina e, apos
hibridacdo, a realizacdo de uma revelacdo colorimétrica. A relacdo de
oligonucleotideos-sonda empregados na detecgdo dos genes KIR encontra-se na
Tabela 5:



TABELA 5 - OLIGONUCLEOTIDEOS-SONDA (PROBES) UTILIZADOS NA SSOP

Nome do oligonucleotideo-sonda Seqiiéncia do oligonucleotideo-sonda Temperatura de lavagem de
para cada dominio (5-3) alta estringéncia (°C)

Dominio transmembranico
citoplasmatico

NK1 (2DL1) TCTGCAGGAAACAGAAC 44
NK2DL1vR (2DL1*004) GGAGCACCAGCAATGAAGGAGA 62

NK2 (2DL2) TCGTGTACGCGGAACTT n&o otimizada
NK3 (2DL3) CTGGTGCTGCAACAAA 40
NK2DL3/1350 CTGAGCCCTGATCCAAA n&o otimizada
NK10 (2DL4) GCCTGCGGGACACAGAAC 62
NK2DL5 CATTGCTGCTGCTCCA 48

NK8 (3DS1) GGAACAGAAGTGAACAG 38

NK6 (3DL1) CAGAACAGCCAACAGCGA 40

NK7 (3DL2) GCCTGCGGGGGACAGAAC 52

D2 - Dominio extracelular

Ig1 2DL2 CCATGAATGTAGGTTC nio otimizada
Ig1 2DL4 TTCGCTTACAGCCCGGC n&o otimizada
Ig1 2DL5 TCGGCTCTCTCCATGAC nao otimizada
Ig1 2DS1aR (2DS1/2DL1*004) TTGACCTTGGTICCCTGCAGG nao otimizada
Ig1 2DS1bR (2DS1/2DL1*004) AGGTCCCTCCATGGGTGGCA nao otimizada
Ig1 2DS2 CCACGGTTITGGCAGGA n&o otimizada
I1g8 (2DS3) CCCAAGGAGGAACCTAC nao otimizada
Ig1 2DS3 ATCTATCCACGGAGGG nao otimizada
Ig1 2DS4 TCCGTGACGCTCCCTAC nao otimizada
Ig1 2DS4del (2DS4*003) CTGCAGCT—-22bp—CCATCTAT nao otimizada
Ig1 2DS4n CCTCTGGACCCTGCC n&o otimizada
D1 - Dominio extracelular

Ig2 3DL2 TACAGATGTTATGGTTCT 40

Ig2 3DL3 CACGATGCGGGTTCCCAG 60

Ig2 3DS1 CACAAAGAGTGGATCTCT 46

g2 2DL1 CCTATCAGGTGTCAGCT 53

g2 2DL2 GTCTCCAAAGCCAACTT 46

Ig2 2DS1Agg (2DS1*001) CCATCAGTCGCATGAGGCAAG 60

Ig2 2DS1Aga (2DS1*003) CCATCAGTCGCATGAAGCAAG 60

Ig2 2DS2 GGGGAAGTATAAGGACA 40

Ig2 2DS3 CTATCAGTTITCAGCTCC 54

g2 2DS4 TTCTCCATTGGTCCCAT 50

Ig2 2DS5a ACGTTTAACCACACTTTG 46

Ig2 X (3DP1) GAAGTTTAATGACACTTTG 46

g2 Z (2DP1) CCATGATGGAAGACCTG 46

DO - Dominio extracelular

P70-3 (3DL1*00101) GAATCCACATTCCCATC 50



TABELA 5 - CONCLUSAO

Nome do oligonucleotideo-sonda Sequéncia do oligonucleotideo-sonda Temperatura de lavagem de

para cada dominio (5 -3) alta estringéncia (°C)
P70-4 (3DL1*002) ATGGCAGATTATTCCAG 52
Ig3 3DL2 GACAGAAGCCACGTTC n&o otimizada
g3 3DL3 CTGAAGGACAACATGTG nao otimizada
P70-1 (3DS1) TGCCTCGCGGAGGAC 46
Ig3 2DL4 CATCTTCACGCTGTAC 50
Ig3 2DL5 GGGTTTACCATCTTC 44
Ig3 X (3DP1) GAAACACCGTTTTCATAG 52
Ig3 Z (2DP1) CAGGGACGTACAGAT 44

FONTE: Adaptado de Maxwell et al. (2004).

Para a genotipagem, 1,5uL dos produtos amplificados foram aplicados em

membranas de nailon carregadas positivamente (Hybond-N+, Amersham Pharmacia

Biotech®). Em seguida, as membranas foram imersas por 5min em solucdo de NaOH

0,4N, a temperatura ambiente, para desnaturagdo do DNA. Apds, as membranas

passaram por uma etapa de neutralizacdo em solucdo de SSPE 3X por 10min, a

temperatura ambiente, e, por fim, colocadas para secar a 37°C por aproximadamente
30min (TABELA 6). O DNA foi fixado nas membranas por calor, a 80°C durante 2

horas. Uma vez fixado e desnaturado, o DNA péde, havendo complementariedade, se

hibridar ao oligonucleotideo-sonda através das seguintes etapas:

hidratacdo das membranas em 10mL de SSPE 4X por 10min a temperatura T
(em geral 37 °C);

bloqueio com 10mL de solugdo de hibridacdo com caseina por 30min a
temperatura T;

hibridagdo com 10mL de oligonucleotideos-sonda especificos (20uM) por
1h30min a temperatura T,

lavagem de baixa estringéncia com 10mL de SSPE 2X, SDS 0,1 % por duas
vezes durante 10min a temperatura T,

lavagem de alta estringéncia por 20min com 10mL de SSPE 5X, SDS 0,1% na
temperatura especifica de cada sonda (ver TABELA 5);

lavagem com 10 mL de SSPE 3X, SDS 0,5% por 10min a temperatura T;



e incubacdo com 10 mL de SSPE 3X, SDS 0,5% e 3pL do conjugado HRP-SA
(0,5ug/mL) durante 30min a temperatura T;

e lavagem com 10 mL de SSPE 1X, SDS 0,1% por duas vezes durante 10min a
temperatura T;

e acidificacdo das membranas com 5mL de tampao citrato pH5,0 por 5min a
temperatura T;

e reacgao colorimétrica com 5mL de tampao citrato pH5,0, 150uL de TMB 2mg/mL

e 3uL de H,0, 3% durante 10min no escuro, a temperatura T.

TABELA 6 - SOLUGCOES UTILIZADAS PARA HIBRIDAGCAO E REVELAGCAO DAS SONDAS

REAGENTE QUANTIDADE CONCENTRACAO FINAL
NaCl 175,329 3M
NaH,PO4H,0O 27,69 0,2M
SSPE 20X EDTA-Na, 7,49 0,02M
H,Odd g.s.p. 1L

Ajustar para pH 7,4 adicionando NaOH 10N.

NaCl 175,3g 3M
SSC 20X Citrato de sddio 2H,0 88,29 0,3M
H,Odd g.s.p- 1L

Ajustar para pH 7,0 adicionando HCI 1M.

SSC 20X 250mL 5X
Solucgéo de Caseina 2,59 0,25%
hibridacdo N Lauril sarcosil 10% 10mL 0,1%
com caseina SDS 10% 2mL 0,02%
H,Odd g.s.p- 1L
Citrato trissédico 2H,0 29,49 0,1M
Tampéo Citrato H,Odd g.s.p. 1L

Ajustar para pH 5,0 adicionando acido citrico monohidratado.
FONTE: O autor (2008).

Os dot blots, pontos correspondentes aos locais onde os produtos de PCR foram
aplicados, foram traduzidos em “auséncia” ou “preseng¢a” do gene KIR testado para o
DNA de cada individuo de acordo com a intensidade de seu sinal. No entanto, como
existe variacdo na qualidade dos produtos de PCR, é fundamental fazer a leitura dos

dot blots levando em consideracdo a intensidade destes produtos apds a corrida



eletroforética. Além disso, gracas aos genes KIR moldura e a outros com frequéncia de
quase 100%, foi possivel usar sondas monomorficas (que hibridam em todos os
produtos de PCR homdlogos) como controle de intensidade.

Uma das vantagens da técnica de SSOP é a possibilidade de reutilizagdo dos
dot blots para posterior reibridagdo com outra sonda. Para isso, basta retirar com uma
lavagem em alcool 80% o TMB precipitado e em seguida realizar duas outras etapas:

e lavagem com NaOH 0,4N, SDS 0,1% por 30min a 10 °C acima da temperatura
de fusédo (Tm, do inglés, melting temperature) da sonda;

e lavagem com Tris HCI 2M pH 7,5 10%, SSPE 0,1X, SDS 0,5% por 30min a 10°C
acima da temperatura de fusdo da sonda.

Por fim, & necessario reidratar a membrana em agua, estando entdo os dot blots

prontos para uma nova etapa de hibridacao.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os gendtipos KIR foram entdo determinados e armazenados em um banco de
dados do Microsoft Access® versado 1997. Em seguida, estes dados foram processados
no programa Convert® 1.1 (PROBST, 1998), uma ferramenta computacional que realiza
contagem direta. Ja as frequéncias génicas foram obtidas por meio da formula de
Bernstein, uma vez que a metodologia empregada ndo permite distinguir individuos
homozigotos de individuos heterozigotos para cada gene: freqiiéncia génica = 1 - V(1 -
f), sendo f a frequéncia de presenga do gene observada na populagédo. Essa formula
pressupbde que as frequéncias seguem as proporgdes esperadas pelo equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Para investigar diferencas entre as frequéncias de cada amostra populacional,
foram feitos testes de contingéncia utilizando o programa RxC® (MILLER, 1997), que
fornece o valor de P pelo teste exato de Fisher. Valores de P inferiores a 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.



As distancias genéticas entre as amostras populacionais deste estudo e as
presentes na literatura foram estimadas a partir do método de Cavalli-Sforza (CAVALLI-
SFORZA e EDWARDS, 1967) e o dendrograma foi produzido a partido do método
Fitch-Margoliash (FITCH e MARGOLIASH, 1967) utilizando o programa de inferéncia
filogenética PHYLIP (FELSENSTEIN, 2004) e visualizado no programa Treeview®
(PAGE, 1996).

Para a analise de associagdo, pacientes e controles foram pareados
principalmente de acordo com a ancestralidade predominante, além de critérios como
condi¢cbes de vida, escolaridade, sexo, ambiente e outros também terem sido levados
em consideragdo. Em seguida foram feitos os mesmo testes de contingéncia usados
para a andlise de genética de populagdes. Adicionalmente, calculamos a razdo de
chance (ou OR, do inglés, odds ratio), uma aproximagao do risco relativo que fornece
com quantas vezes mais chance o grupo de pacientes com determinado gene ou alelo
tem de desenvolver a doenga quando comparado ao grupo controle com a mesma
variante. Esta OR foi obtida através do método de Woolf, usando a seguinte féormula:

OR=a.b/c.d
sendo a e d, respectivamente, o numero absoluto de pacientes e controles portando a
variante hipotética x e b e c, respectivamente, o numero absoluto de pacientes e
controles nao apresentando tal variante.

O intervalo de confianga (IC) da OR foi calculado para diferenciar as
associacgdes reais daquelas que seriam observadas ao acaso em fungao das variagdes
nas frequéncias de presengca de cada gene em cada grupo. Para tal, adotamos a

seguinte formula, como feito por Pavoni et al. (2003):
IC (95%) = anti In (In(OR) + 1,96 . \(1/a + 1/b + 1/c + 1/d))

sendo a, b, ¢ e d as mesmas classes do calculo da OR e In o logaritmo neperiano.



4 RESULTADOS

4.1 OTIMIZACAO DA TECNICA DE PCR-SSOP

Os protocolos de PCR para as regides genémicas do dominio Ig D1 e DO dos
receptores KIR foram otimizados (TABELA 2), mas nao para a regido do dominio Ig D2.
O protocolo de PCR para a regido gendmica correspondente ao dominio
transmembranico/citoplasmatico dos receptores KIR (TABELA 3) foi parcialmente
otimizado, pois apresentou excelentes resultados para DNA’s que em geral tinham sido
obtidos recentemente. Como este ndo era o perfil das amostras das trés populagdes
deste estudo, so utilizamos produtos de PCR dos dominios Ig D1 e DO para a etapa de
SSOP.

Dos 43 oligonucleotideos-sonda listados na Tabela 5, 28 tiveram a temperatura
de lavagem de alta estringéncia (temperatura em que metade da quantidade das
moléculas de sonda esta hibridada ao alvo especifico) estabelecida empiricamente por
SSOP. No entanto, devido a problemas técnicos discutidos mais adiante, apenas oito
oligonucleotideos-sonda (Ig2 2DS3, Ig3 2DL4, Ig3 3DL2, 1g3 3DL3, Ig3 X (3DP1), P70-
1 (3DS1), P70-3 e P70-4) foram utilizados para a genotipagem dos genes KIR nas trés
amostras populacionais, sendo que um par de sondas (P70-3 e P70-4) foi empregado
para a detecgao de KIR3DL1 (FIGURA 8).



FIGURA 8 - FOTO DE MEMBRANA COM DOT BLOTS DO DOMINIO IG DO
HIBRIDADOS COM A SONDA P70-3 (3DL1*00101). Neste caso, a auséncia
(e. g., individuo A4) ou presenga (e. g., individuo A5) de sinal indica,
respectivamente, se o individuo tem ou nao o alelo 3DL1*00101. Para a
genotipagem de presenga ou auséncia do gene KIR3DL1 foi necessario
hibridar os dot blots também para a sonda P70-4 (3DL1*002), que permite a
detecgéo dos demais alelos do gene. Nesta membrana, estéo representadas
as trés populagdes analisadas (AFR-BR, KIV e ORI-BR).

4.2 FREQUENCIA DE GENES KIR EM AFR-BR, KIV E ORI-BR

Os genes analisados em AFR-BR, KIV e ORI-BR incluem os 4 genes moldura e
outros 3 genes, sendo dois ativadores (KIR2DS3 e KIR3DS1) e um inibidor (KIR3DL1)
(TABELA 7). Todos os genes moldura mostraram ter frequéncia de presenga de 100%
em todas as amostras, com exceg¢do de KIR3DL3, que apresentou frequéncia de
presenca de 99,1% em AFR-BR. Encontramos, para os genes ndo moldura analisados
(KIR2DS3, KIR3DL1 e KIR3DS1), diferengca estatisticamente significante entre as



frequéncias apresentadas por KIV quando comparadas as apresentadas por AFR-BR
(P<10* P <102 e P < 10™ respectivamente) e ORI-BR (P < 10™* P <102 e P < 10?,
respectivamente). Nao foram observadas diferencas significantes entre AFR-BR e ORI-
BR (P =0,19, P=1,00 e P = 0,19, respectivamente).

TABELA 7 - FREQUENCIAS GENICA E DE PRESENGA DE SETE GENES EM AFR-BR, KIV E ORI-BR

GENE KIR  2DS3 3DL1 3DS1 2DL4 3DL2 3DL3 3DP1

AFR-BR (115) % 25 95 30 100 100 99 100
f 0,13 0,78 0,16 1,00 1,00 0,90 1,00

KIV (128) % 0 81 67 100 100 100 100
f 0,00 0,56 0,43 1,00 1,00 1,00 1,00

P2 <10 <107 <10* NS NS NS NS

ORI-BR (67) % 16 95 41 100 100 100 100
f 0,08 0,78 0,23 1,00 1,00 1,00 1,00

P> NS NS NS NS NS NS NS

P <10 <107 <103 NS NS NS NS

NOTA: % - freqliéncia de presenga em %; f - freqliéncia génica; P? - valor de P para a comparagéo entre
KIV e AFR-BR; P" - valor de P para a comparacdo entre ORI-BR e AFR-BR; P° - valor de P para a
comparagao entre ORI-BR e KIV; NS - valor de P néo significativo (P > 0,05); o nimero de individuos
analisados encontra-se entre parénteses ao lado do codigo de cada amostra; para maiores detalhes
sobre como foram feitas as comparagdes entre as amostras, ver a segao Material e Métodos.

A estimativa das distancias genéticas entre AFR-BR, KIV, ORI-BR e diversas
amostras de origens semelhantes descritas na literatura foi representada num
dendrograma (FIGURA 9) que apresentou dois ramos principais: hum deles, apenas
populagbes amerindias, incluindo KIV (KAINGANGIV), foram agrupadas; no outro
ramo, reuniram-se uma populagcdo amerindia e as populagdes de origem
predominantemente oriental, européia ou africana, incluindo as amostras AFR-BR
(AFRODESCEN) e ORI-BR (ORIENTALBR).
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FIGURA 9 - DENDROGRAMA REPRESENTANDO AS DISTANCIAS
GENETICAS PARA OS GENES KIR2DS3, KIR3DL1 E KIR3DS1 ENTRE AS
POPULAGCOES DESTE ESTUDO E DIVERSAS POPULACOES DE
ORIGENS SEMELHANTES DESCRITAS NA LITERATURA.



4.3 ASSOCIAGCAO ENTRE A DIVERSIDADE DE GENES KIR E A DOENCA PFE

Na amostra total obtivemos auséncia de associacdo tanto para KIR3DL1 (P =
0,18), quanto para KIR3DS1 (P = 0,14). Com a subdivisdo encontramos associagao
negativa (ou inversa) do gene KIR3DS1 (P = 0,04, OR = 0,56; I1C(95%) 0,32-0,97) na
sub-amostra de origem predominantemente européia (EUR-BR). Nas sub-amostras de
ascendéncia predominantemente européia e amerindia (EUR-BR+AMERIN) e
predominantemente afro-brasileiras (AFRO-BR 1 e AFRO-BR 2) ndo foram
encontradas associagdes entre o polimorfismo de auséncia e presenga desses genes
KIR e a doenca PFE (TABELA 8).

TABELA 8 - FREQUENCIAS GENICA E DE PRESENCA DOS GENES KIR3DL1 E KIR3DS1 EM
QUATRO SUB-AMOSTRAS DE PACIENTES E CONTROLES DE PFE

EUR-BR EUR-BR+AMERIN AFRO-BR 1 AFRO-BR 2
pacientes controles pacientes controles pacientes controles pacientes controles
GENE KIR (111) (121) (27) (13) (98) (72) (51) (32)
3DL1 % 92 89 93 92 94 87 94 90
f 0,72 0,67 0,74 0,72 0,76 0,64 0,76 0,68
P NS NS NS NS
3DS1 % 30 43 41 23 39 43 31 41
f 0,16 0,25 0,23 0,12 0,22 0,25 0,17 0,23
P 0,04 NS NS NS

NOTA: % - frequéncia de presenca em %; f - freqUiéncia génica; P - valor de P para a comparacéo entre
pacientes e controles de cada sub-amostra; NS - valor de P nao significativo (P > 0,05); o niumero de
pacientes e controles analisados encontra-se entre parénteses abaixo do cddigo de cada sub-amostra;
para maiores detalhes sobre como foram feitas as comparagoes entre as amostras, ver a se¢gao Material
e Métodos.



5 DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO DA TECNICA DE PCR-SSOP

A otimizagéo das temperaturas de lavagem de alta estringéncia para cada sonda
usada na detecgdo dos genes KIR pela técnica de PCR-SSOP mostrou-se um
procedimento altamente empirico. A maioria das sondas teve sua temperatura
otimizada, mas algumas dificuldades impediram sua utilizagdo para a genotipagem das
amostras deste estudo. Sendo a SSOP uma técnica sensivel a quantidade de produto
de PCR, que depende diretamente da qualidade do DNA, tem-se um problema quando
lidamos com amostras de DNA antigas ou de baixa qualidade.

Um dos obstaculos encontrados foi a elevada heterogeneidade quantitativa dos
produtos de PCR correspondentes ao dominio transmembranico/citoplasmatico dos
genes KIR, além das inumeras falhas de amplificagdo mesmo apdés uma busca
insistente por um protocolo de PCR ideal. Com isso, a hibridagdo desta regido para
posterior genotipagem ficou inviabilizada.

Somado a isso, a genotipagem para algumas sondas nao apresentou o0s
resultados esperados, isto €, mesmo havendo controles positivos para ela, o resultado
obtido era sempre auséncia total de sinal. O fato de termos solicitado ressintese de
uma das sondas que se encontrava em tal situagdo e termos com isso resolvido
pontualmente a questao, nos fez acreditar na hipotese de haver problemas de sintese
com outras sondas.

Em outros casos, mesmo apos diversos testes de temperaturas de lavagem de
alta estringéncia, a genotipagem dos controles positivos e negativos, previamente
obtidos por PCR-SSP (AUGUSTO, 2006; PIOVEZAN, 2007), ndo correspondia ao
padrao de leitura obtido a partir dos dot blots.

Uma observagao interessante quanto ao emprego da técnica de PCR-SSOP na
deteccao de genes KIR foi que, de maneira geral, a intensidade de sinal dos dot blots é

fraca mesmo para os produtos de PCR de sinal mais forte, o que pode ter relacao



direta com o fato de amplificarmos muitos genes simultaneamente, sendo que apenas
no maximo um €& complementar a sonda testada. Conseguimos amenizar esta
dificuldade aumentando a ciclagem do programa de PCR de 40 para 45 ciclos, o que
representa um aumento teorico de bilhdes de cédpias de DNA, haja visto a escala
exponencial da técnica.

Em fungdo disso, nossa analise ficou restrita a poucos genes KIR, dos quais
mais da metade sdo genes moldura, pouco informativos do ponto de vista populacional,

uma vez que apresentam frequéncia de 100% em quase todas as populagdes.

5.2 KIR2DS3, KIR3DL1 E KIR3DS1 EM POPULACOES AMERINDIAS,
AFRODESCENDENTES E DE ORIGEM PREDOMINANTEMENTE JAPONESA

Diversos estudos com populagdes amerindias registraram frequéncia nula ou
muito baixa do gene KIR2DS3. Em KIV néo foi observado nenhum individuo portador
desse gene, assim como nao foi em outro grupo Kaingang do Parana (reserva indigena
do Rio das Cobras, municipio de Nova Laranjeiras) estudado por nossa equipe
(AUGUSTO, 2006; PIOVEZAN, 2007 e dados nao publicados), o que pode sugerir que
este gene tenha desaparecido por deriva genética e efeito fundador. E mais
parcimonioso sugerir deriva genética ao invés de selegcdo natural pois, além destas
populacdes amerindias serem de tamanho reduzido e isoladas, o que torna a deriva
genética expressiva, o contato com patégenos exdgenos deveria aumentar as
frequéncias dos genes ativadores através de sele¢ao natural direcional e ndo diminui-
las. Entretanto, como um desequilibrio de sinais ativadores e inibidores relacionado a
presenca de genes ativadores poderiam levar as células NK a atacarem células
préprias e saudaveis, a selecdo natural também n&o pode ser descartada.

Comparando os dados obtidos para KIV com os dados da literatura
apresentados na Tabela 1, verificamos que os genes KIR2DS3 e KIR3DL1 em KIV
diferem mais comumente em relacdo a outras populacbes amerindias em termos de

frequéncia que o gene KIR3DS1. Este ultimo s6 apresentou diferenga significante (P =



0,04) quando comparado a uma amostra de amerindios Wichis da Argentina (FLORES
et al., 2007).

KIR3DL1 em KIV diferiu quando comparado a todas as amostras de amerindios
mexicanos estudadas por Gutiérrez-Rodriguez et al. (2006) (P < 103, P <102 e P < 10°
3 em relacdo a Huicholes, Purepechas e Tarahumara, respectivamente) e a uma
amostra de diversos grupos amerindios da Amazdénia (EWERTON et al., 2007) (P =
0,0496).

KIR2DS3 em KIV também diferiu em relagcdo a esta amostra da Amazénia (P <
10%), além de ter diferido de uma amostra amerindia venezuelana (GENDZEKHADZE
et al., 2006) (P < 10, para Warao), argentina (FLORES et al., 2007) (P = 0,02, para
Chiriguanos) e mexicana (GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2006) (P < 10, para
Huicholes).

Analises da sequéncia do genoma mitocondrial humano em nativos americanos
sugerem que as Américas tenham sido povoadas ha cerca de 20 mil anos quando se
deu uma provavel onda migratéria originada no nordeste asiatico. No entanto, a
entrada efetiva no continente ocorreu provavelmente ha 18 ou 19 mil anos atras, apos
um longo confinamento na Beringia (FAGUNDES et al., 2008; FAGUNDES, KANITZ e
BONATTO, 2008). Em seguida a essa entrada, as migragcdes teriam ocorrido no
sentido norte-sul, sem consenso na literatura das rotas utilizadas (PUCCIARELLI et al.,
2008).

De posse dessas informacdes, deveriamos observar freqliéncias semelhantes
entre as populagdes amerindias e as de origem predominantemente asiatica. No
entanto, nossos dados mostram que as frequéncias dos trés genes KIR ndo moldura
analisados diferem estatisticamente entre KIV e ORI-BR, o que mais uma vez evidencia
0 quéo intensa foi a deriva genética para essas populagbes pequenas € com pouco ou
ausente fluxo génico (PROBST et al., 2000).

As freqUéncias de auséncia e presenca da amostra populacional de origem
predominantemente japonesa foram comparadas com outras amostras japonesas
listadas na Tabela 1 e como resultado obtivemos diferenga significativa apenas para o
gene KIR3DL1 em wuma populagdo de Kyoto (dados obtidos no site

“‘www.allelefrequencies.net”) em relagdo a ORI-BR (P = 0,01). Comparamos também



com duas amostras chinesas (MIDDLETON et al., 2007), mas nenhuma diferenga foi
registrada.

Numa abordagem comparativa entre AFR-BR e as amostras de origem africana
apresentadas na Tabela 1, notamos praticamente o contrario ao observado em KIlV, ou
seja, as diferengas significantes foram registradas apenas para o gene KIR3DS1, que
se mostrou mais freqiente em AFR-BR do que nas amostras com as quais foi
comparada. Os valores de P foram de aproximadamente 0,02 entre AFR-BR e as
amostras africana de Trinidad e Tobago (“www.allelefrequencies.net”) e afro-americana
dos Estados Unidos da América (EUA) (“www.allelefrequencies.net’), inferior a 10
entre AFR-BR e a amostra de Gana (“www.allelefrequencies.net’) e inferiores a 10™
entre AFR-BR e a amostra de Senegal (“www.allelefrequencies.net”) e as duas
amostras da Africa do Sul - San e Xhosa (MIDDLETON et al., 2007).

Para KIR2DS3, a excegao da amostra sul-africana Xhosa (P = 0,09), todas as
demais comparagbes entre AFR-BR e as amostras de origem africana resultaram em
valores de P variando entre 0,31 e 1,00, o que sugere que a distribuicdo desse gene
entre essas populagdes seja realmente muito semelhante.

A freqiéncia do gene KIR3DL1 também nao diferiu de forma estatisticamente
significante entre as amostras africanas da Tabela 1 e AFR-BR, no entanto, os valores
de P foram em geral mais proximos do limiar (P = 0,42, P = 0,18, P = 0,34, P = 0,06, P
= 0,14 e P = 0,18, para as comparagdes com as amostras africana de Trinidad e
Tobago, afro-americana dos EUA, africana de Gana, do Senegal e da Africa do Sul -
San e Xhosa - respectivamente).

Tendo em vista que ORI-BR apresentou freqiéncias muito semelhantes em
relacdo a amostra AFR-BR para os trés genes KIR, optamos por comparar ORI-BR
com as amostras de origem africana listadas na Tabela 1 a fim de verificar a
consisténcia dessa semelhanca. Para KIR3DL1, nao foi registrada nenhuma diferenca
significante entre ORI-BR e as 6 amostras africanas, ao passo que para KIR3DS1
houve diferengca em relacdo a todas as comparacdes, com todos os valores de P
inferiores a 1072 Entretanto, o gene KIR2DS3 mostrou distribuicdo diferente entre ORI-
BR e a amostra de Gana (P = 0,03) e sul-africana Xhosa (P = 0,01). Mesmo assim, os

dados mostram que as semelhancas entre ORI-BR e AFR-BR sao consistentes, uma



vez que ambas diferiram igualmente das amostras de origem africana para dois genes
KIR.

5.3 DENDROGRAMA DE POPULACOES COM BASE NAS FREQUENCIAS DOS
GENES KIR2DS3, KIR3DL1 E KIR3DS1

De forma geral, o dendrograma apresentou dois ramos principais, um formado
por populagcdes amerindias e outro por populagcdes ndao amerindias, sendo que a
populacdo aborigine do sul da Australia (TONEVA et al.,, 2001) constituiu um ramo
distinto, mostrando ser um grupo geneticamente distante dos demais, apesar da sua
origem predominantemente africana e recente miscigenagao com ingleses.

O ramo formado apenas por indigenas corroborou a hipétese de que deriva
genética e baixo fluxo génico sao fatores evolutivos importantes na composi¢céo da
diversidade genética destes grupos pequenos e isolados, tornando-os geneticamente
distantes das populagdes ndo amerindias, nas quais estes fatores nao sao relevantes.
Dentro desse ramo, pudemos notar que Kaingang da reserva lvai e Kaingang da
reserva Rio das Cobras (KaingangRC) no municipio de Nova Laranjeiras-PR
(AUGUSTO, 2006; PIOVEZAN, 2007 e dados nao publicados) sao tribos muito
proximas do ponto de vista genético. O fato de haver uma outra tribo (Guarani da
reserva Rio das Cobras, referida no dendrograma como GuaraniRC) que habita a
mesma reserva dessa outra populagcdo Kaingang estudada por nossa equipe e o fato
de a distancia genética entre elas ser maior que a distancia entre ambas as tribos
Kaingang, corrobora a hipotese de se tratarem de grupos isolados que mantém baixo
fluxo génico (PETZL-ERLER, LUZ e SOTOMAIOR, 1993; OLIVEIRA et al., 2008).

Outras duas populagdes amerindias estudadas por nossa equipe, além de
Guarani e Kaingang da reserva indigena do Rio das Cobras no Parana, foram Guarani
Kaiowa (GuaraniKW) e Guarani Nandeva (GuaraniND), ambas localizadas no estado
do Mato Grosso do Sul (AUGUSTO, 2006; PIOVEZAN, 2007 e dados nao publicados).

A distancia genética entre essas duas tribos foi maior que a distancia entre as amostras



Kaingang, mas GuaraniKW se mostrou mais proximo de GuaraniRC em relacdo a
GuaraniND.

No outro ramo, formado pelas populagdes ndo amerindias, com excegao da tribo
Huicholes do México (GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2006), AFR-BR
(AFRODESCEN) e ORI-BR (ORIENTAL-BR) mostraram-se muito préximas de
populagdes de origem predominantemente européia como a de Curitiba (AUGUSTO,
2006), Franga (MICCO, REVIRON, e CHIARONI, 2006) e Argentina (FLORES et al.,
2007), evidenciando haver fluxo génico com grupos de tal ascendéncia.

Todas as amostras de origem predominantemente africana foram agrupadas a
partir de um n6 comum, estando geneticamente mais proximas entre si do que das
demais populagdes deste segundo ramo principal. A amostra mestica do México
(CONTRERAS et al.,, 2007), que tem composicdo européia, amerindia e africana,
localizou-se entre as de origem principalmente africana e as de ascendéncia
predominantemente européia, corroborando ser um grupo consideravelmente distinto

do ponto de vista genético.

5.4 ASSOCIAGAO PROTETORA DE KIR3DS1 NA PATOGENESE DO PFE

O maior grau de pareamento das amostras de controles e pacientes deve ser
considerado uma das etapas mais criticas de estudos de associagcdo entre a
diversidade genética de um dado locus e uma doenga especifica. Na auséncia desta,
nao é possivel mensurar qual fator estara levando a observarmos ou nao diferencas
significantes entre a diversidade genética do grupo de pacientes e controles para uma
determinada doencga, ou seja, estas diferencas podem ser decorrentes de proporgao
sexual e faixa etaria desiguais, diferengas entre o poder aquisitivo e outros, mas
principalmente decorrentes de diferengas na composigdo genética, haja visto que boa
parte dos sistemas genéticos apresentam variantes que se distribuem diferentemente

entre as populag¢des geograficas.



Tendo em vista o exposto, procuramos subdividir as amostras de pacientes e
controles de PFE para realizar as analises estatisticas. Com esta subdiviséao,
registramos uma associag¢ao negativa entre o polimorfismo de presencga e auséncia do
gene KIR3DS1 e o PFE a partir da analise de duas sub-amostras de origem
predominantemente européia.

Esta associacdo protetora pode ser sustentada pelo fato de que as células NK
participam também da resposta imune adaptativa, e ndo apenas da inata, na qual
atacam células tumorais e infectadas por virus através de citocinas e citotoxicidade
direta.

A participacao das células NK na maturagédo das células dendriticas constitui o
elo de ligacdo entre a resposta por NK e a resposta por células T, que participam
ativamente da resposta imune adaptativa. Além disso, as células dendriticas regulam a
diferenciacdo e proliferacdo dos linfocitos B, regulando assim a secregdao de
imunoglobulinas, a aquisicao de fungdes efetoras e o recrutamento para os tecidos
(FRENCH e YOKOYAMA, 2004; FLODSTROM et al., 2002). Dessa forma, as células
NK, que se comunicam com o sistema imune através de moléculas como os receptores
KIR, estdo indiretamente relacionadas a atividade das células B, cruciais no
desenvolvimento da doenca autoimune Pénfigo Foliaceo Endémico.

A presencga do gene KIR3DSL1 ja foi relacionada a outras enfermidades, como a
AIDS, conferindo progressao mais lenta a doenga em individuos portadores também de
um subconjunto de alelos HLA-B Bw4 (MARTIN et al., 2002).

Portanto, tendo em vista o0 mecanismo de agao dos receptores, a genotipagem
HLA dos individuos da amostra de pacientes e controles de PFE pode eventualmente

fornecer um resultado ainda mais consistente.



6 CONCLUSAO

A técnica de PCR-SSOP mostrou ser uma metodologia de grande valia para a
tipagem dos genes KIR, uma vez que o gasto de reagentes e de DNA é extremamente
reduzido em relacdo a outras técnicas como a de PCR-SSP, sendo a etapa de
otimizacdo do método a mais dispendiosa. Além da economia, a velocidade de
genotipagem é expressivamente mais curta estando uma vez o método otimizado.

A amostra amerindia de Kaingang do Ivai diferiu das amostras afrodescendente
e de origem predominantemente japonesa em relacédo aos trés genes n&o moldura
abordados (KIR2DS3, KIR3DL1 e KIR3DS1). Ja estas duas ultimas apresentaram
distribuicdo semelhante para a auséncia e presenca destes genes.

O gene KIR2DS3 apresentou freqléncia nula apenas na amostra amerindia, o
que pode sugerir que este gene tenha desaparecido por deriva genética e efeito
fundador nesta populagéo, como deve ter ocorrido em outras populagdes indigenas da
América. Em contrapartida, registramos a maior frequéncia para o gene KIR3DS1 nesta
amostra de Kaingang do Ivai.

O gene KIR3DL1 exibiu elevada frequéncia nas trés amostras deste estudo e os
genes moldura foram detectados em todos individuos analisados, com excecdo de um
individuo da amostra afro-brasileira que nao apresentou KIR3DL3.

Por fim, encontramos associacdo inversa entre o polimorfismo de presenca e
auséncia do gene KIR3DS1 e a patogénese da doenga autoimune Pénfigo Foliaceo
Endémico numa amostra de pacientes e controles de origem predominantemente
européia, que nos leva a sugerir que a presenca do gene KIR3DS1 oferegca aos seus

portadores menor predisposi¢cdo a doenca.
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