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RESUMO

O habito tabagista parece estar geneticamente associado a genes de
receptores olfatérios. Um grupo destes genes encontra-se em forte desequilibrio de
ligacdo com a regido HLA, no cromossomo 6. O presente trabalho teve por objetivo
investigar a frequéncia de haplétipos HLA e sua relagcdo com o tabagismo em uma
amostra da populacdo paranaense, através do estudo de associa¢do. A amostra (n =
74144; fumantes = 13019; ndo-fumantes = 61125) provém do banco de dados de
doadores voluntarios de células tronco hematopoiéticas do LIGH (Laboratorio de
Imunogenética e Histocompatibilidade da UFPR), previamente genotipado para os
loci HLA-A, -B, -DR em baixa/média resolucdo pela técnica SSO (sondas
oligonucleotidicas especificas). As frequéncias haplotipicas foram estimadas pelo
método da maximizacdo de expectativas. A analise de associacao foi feita por odds
ratio para cada haplétipo. A fim de evitar artefatos estatisticos, novas analises foram
realizadas dividindo-se a populacdo por etnia e sexo, buscando associagbes
consistentes em todos os subgrupos. Dos 14540 haplétipos encontrados, 188
apresentaram odds ratio significativo nos dois sexos, sendo 18 associagbes
positivas (mais frequentes em fumantes) e 170, associa¢cdes negativas (mais
frequentes em ndo fumantes). Além do haplétipo ja conhecido, apenas o haplotipo
HLA-A24-B7-DR1 apresentou associacdo consistente em todos os subgrupos. Os
odds ratios (or) e intervalos de confianca (IC) para o total da amostra foram: homens,
or=1,618; IC =[1 — 2,59]; mulheres, or = 1,712; IC =[1,13 — 2,59]. Este € o segundo
haplétipo HLA possivelmente associado ao tabagismo e também estd em

associacao positiva, podendo ser um fator de risco na aquisicdo do habito.

PALAVRAS-CHAVE: Tabagismo; Receptor Olfatorio; Haplétipo HLA;



ABSTRACT

Tobacco smoking behavior seems to be genetically related to olfactory
receptor genes, and part of them are known to be in strong linkage disequilibrium
with HLA region on chromosome 6. In the present work we have investigated the
relation between HLA haplotypes frequencies and tobacco smoking behavior in a
sample of Parand's population through a genetic association study. The sample (n=
74144; smokers; 13019; non-smokers = 61125) was available at the LIGHS's
(Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade of UFPR) database for
hematopoietic stem cell donors, which were genotyped for HLA A, B and DR loci at
low/medium resolution using SSO technique. Haplotype frequencies were estimated
by expectation-maximization method. The association analysis was performed by
estimation of odds ratios for specific haplotypes. In order to avoid statistical artifacts ,
new analyzes were performed by dividing the population by ethnicity and gender
categories, aiming to find consistent associations in every subpopulation. Of the
14540 haplotypes found, 188 had significant odds ratio in both genders (more
frequent in smokers) and 170 had negative association (more frequent in non-
smokers). Besides the already known association, HLA A24-B7-DR1 was the only
haplotype that showed a consistent association in all subgroups. Odds ratio (or) and
confidence interval values (CI) in the whole sample were: men, or = 1,618; Cl = [1 -
2,59]; women, or = 1,712; Cl =[1,13 - 2,59]. This is the second HLA haplotype that
can possibly be associated with tobacco smoking habit, and it is also in positive

association, indicating it to be a risk factor in smoking habit acquisition.

KEYWORDS: Smoking behavior; Olfactory receptor; HLA haplotype.
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1. INTRODUCAO

O sistema olfativo possibilita aos seres humanos a capacidade de perceber,
discriminar e reagir diante de uma gama de compostos quimicos disseminados no
meio ambiente. Um estimulo quimico presente no ambiente desencadeia um
impulso elétrico na membrana do neurbnio olfativo através do contato com o0s
receptores olfatorios. Esses estimulos sdo entdo levados para o bulbo olfatério e
posteriormente conduzidos para regides cerebrais que identificam determinado odor
(MALNIC et al., 1999). Existe na natureza uma grande variacdo no numero de genes
qgue codificam receptores olfatérios para as diferentes espécies, podendo variar de
48 a 367 em insetos (MITCHELL et al., 2012) 1500 em camundongos (GODFREY et
al., 2004).

A organizagdo do sistema olfatorio, em humanos, foi descrita nos estudos de
Buck e Axel (1991), o que Ihes rendeu o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em
2004. Este sistema abrange uma grande familia génica, aproximadamente 1000
genes, que codificam para proteinas que atuam como receptores olfatérios.
Mcclintock (1971) observou que pode haver certa sincronizacéo de ciclos menstruais
de mulheres que convivem em um mesmo ambiente, sendo um forte indicio de como
o olfato influéncia em caracteristicas comportamentais humanas. Evidéncias
crescentes sugerem que a escolha preferencial de parceiros, percepcdo do
ambiente, reconhecimento da prole e de parentesco, selecdo gamética e até mesmo
o habito tabagista e outras funcdes podem estar relacionados ao alto grau de
polimorfismo existente na regido MHC (complexo principal de histocompatibilidade),
provavelmente devido ao forte desequilibrio de ligacdo destes com genes de
receptores olfatérios.

O hébito tabagista, grave ou moderado, parece sofrer influéncia de fatores
genéticos (SULLIVAN; KENDLER, 1999), herdabilidade de aproximadamente 60%
(KENDLER et al., 2000), tendo sido encontradas evidéncias de genes associados
em diversas regides do genoma, incluindo os achados de Fist et al. (2004) que
descrevem associacdo com haplétipos da regido gendmica do HLA (Antigenos
Leucocitarios Humanos), possivelmente devido ao forte desequilibrio de ligagédo
desta com um cluster de genes que codificam para receptores olfatorios (OR) da

mesma regido cromossdmica. Santos et al. (2008), encontraram evidéncias de
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associacdo com o haplétipo HLA-A1-B8-DR3 e um receptor OR (gene: OR12D3,
SNP: rs3749971).

A determinacdo de alelos relacionados ao habito tabagista, juntamente com
aqueles ja estudados nas pesquisas de Santos et al. (2008) e Fust et al. (2004) é
importante para a compreensao da etiologia desta condicdo, e fornece dados para
novas investigacodes cientificas a respeito desse tema. Isso porque o tabagismo esta
relacionado com o desenvolvimento e avanco de varias doencgas graves, tais como
doenca arterial coronéaria, cancer de varios orgaos e doencas autoimunes. O
presente trabalho tem como objetivo levantar novos dados que contribuam na

investigacdo dos mecanismos que predispdem ao habito tabagista.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Investigar as frequéncias dos haplétipos HLA-A, -B, -DR e sua relagdo com o
tabagismo por intermédio da razdo de possibilidades (odds ratio) em grupos de
mulheres e homens, fumantes e ndo fumantes, em uma amostra de diferentes

origens étnicas da populacédo paranaense.

2.1.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Calcular as frequéncias haplotipicas em amostras de fumantes e nao

fumantes da populagédo paranaense;

e Investigar os odds ratio entre haplétipos de homens e mulheres fumantes e

nao-fumantes;

e Verificar se algum destes haplétipos esta associado aos individuos fumantes,
buscando associa¢cfes consistentes em todas as amostras, conforme a

origem étnica (amarelo, branco, negro e pardo);

e Determinar se estes haplétipos encontram-se em desequilibrio de ligacao
com genes de receptores olfatdrios, através da analise molecular in silico de
uma amostra da populacdo CEU (norte americanos com ascendéncia
europeia) do banco de dados HapMap, a fim de compara-la com os

resultados da populacéo paranaense.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.CROMOSSOMO 6 E MHC

Constituido por cerca de 166.880.988 pares de base, 1557 genes e 633
pseudogenes, 0 cromossomo 6 representa cerca de 6% do genoma humano e é
considerado um dos maiores cromossomos sequénciados até os dias de hoje
(MUNGALL et al., 2003)(FIGURA 1).

O cromossomo 6 é altamente rico em genes relacionados ao sistema
imunologico, mas também apresenta genes que afetam caracteristicas de
comportamento e percepc¢ao sensorial (ZIEGLER, 1997).

O Complexo Principal de Histocompatibilidade ( MHC, do inglés Major
Histocompatibility Complex) esta situado no braco curto do cromossomo 6, na regiao
6p21.3. Contendo mais de 200 genes (CAMPBELL; TROWSDALE, 1993;
COMPLETE sequence and gene map of a human major histocompatibility complex,
1999 ) os mais polimorficos do genoma humano, recebe a designacdo de HLA em
humanos( Human Leucocyte Antigens ), por ter sido inicialmente detectado nos
leucdcitos. O MHC ocupa uma grande regido cromossdmica (aproximadamente 4Mb
de DNA), abrangendo o sistema génico HLA e outros genes nao pertencentes a
esse sistema (CARROSELLA et al., 1999; O’'CALLAGHAN; BELL, 1998) (FIGURA
1). Essa regido contém um conjunto de genes que sdo expressos de forma
codominante e esta presente no genoma de todas as espécies de vertebrados. Foi
descrito primeiramente em observa¢cdes no ano de 1936 no fenémeno de aceitacao
e rejeicdo de transplantes de tecidos entre camundongos alogénicos ou singénicos
(o complexo H-2 de camundongos) (GORER, 1936; KLEIN, 1986). Entretanto, a sua
funcdo primordial é a de apresentador de antigenos aos linfécitos T, constituindo a
base molecular para que o sistema imunoldgico possa distinguir proteinas préprias
do corpo das proteinas produzidas por invasores estranhos, tais como virus e
bactérias ( ABBAS; LICHTMAN, 2012). O MHC foi subdividido em trés regibes,
levando em conta a estrutura e fungdo dos seus produtos moleculares: classe Il
(centromérico), classe Ill e classe | (telomérico) (LAMM et al., 1985; BELL, 1989;
CHRISTIANSEN et al., 1994), como mostrado na figura 1.
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FIGURA 1- ORGANIZACAO DO MHC EM HUMANOS
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) Acesso em: 14 Abril de 2014.

NOTA: llustracdo mostrando a posicdo do MHC no cromossomo 6, bem como a disposicdo dos
principais genes.

O MHC est4 associado a mais de 100 doencas, incluindo véarias doencas
autoimunes, tais como esclerose multipla e diabetes tipo 1 (GOURRAUD et al.,
2012; TEMPLE; SHIELD, 2010). Muta¢cBes em genes do cromossomo 6 também s&o
responsaveis por uma forma de Parkinson Infantil, epilepsia, e alguns tipos de
cancer (MUNGALL et al., 2003; URBAN et al., 2002).
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3.2.GENES HLA DA REGIAO MHC DE CLASSE |, Il e Il

3.2.1. MHC de Classe |

A regido HLA de classe | compreende mais de 122 locos. Os genes que
codificam para a cadeia a das moléculas HLA de classe | sdo conhecidos como
classicos ou de classe la ( genes HLA-A, HLA-B e HLA-C )( STRACHAN, 1987) e
sdo altamente polimoérficos (FIGUEROA et al.,, 1988). Essas moléculas sé&o
expressas por todos os tipos celulares nucleados e plaquetas, e interagem com o
receptores de células T (TCR), bem como receptores KIR (killer immunoglobulin-like
receptors) expressos em células "natural killer" e algumas células T (TROWSDALE,
2001). Além dos locos classicos, o HLA de classe | compreende trés locos néao
classicos (HLA-E, HLA-F e HLA-G), sendo pouco polimérficos. Ha, ainda, nesta
regido os locos considerados pseudogenes (HLA-H, HLA-J, HLA-K e HLA-
L)(CAMPEBELL; TROWSDALE, 1993)

As moléculas MHC classicas de classe | (A, B e C) e classe Il (DR, DQ e DP)
apresentadoras de antigenos sdo formadas por duas cadeias glicoproteicas
expressas na superficie celular. A molécula de classe | se completa com uma cadeia
leve de B2- microglobulina (GUSSOW et al, 1987), a qual é codificada por um gene
localizado no cromossomo 15 (FIGURA 2, ilustracédo da esquerda).

A sequéncia do gene HLA de classe | foi determinada por Malissen et al.
(1982). Assim como no rato, a organizacdo dos dominios das proteinas do HLA
reflete precisamente as estruturas dos introns e éxons do gene: éxons separados
codificam o peptideo de sinal, cada um dos trés dominios externos e a regiao
transmembrana, enquanto trés éxons codificam o pequeno dominio citoplasmatico
(HOOD et al., 1982).

3.2.2. MHC de Classe Il

Moléculas HLA de classe Il sdo heterodimeros codificadas por genes alfa e
beta localizados na regiao HLA-D, no cromossomo 6p21.3 (TROWSDALE, 2001),
como mostrado na figura 2, llustragdo da direita, abrangendo as trés sub-regifes do
complexo principal de histocompatibilidade DR, DQ e DP (os genes dessas trés sub-

regides codificam os trés principais isotipos de moléculas HLA de classe II: HLA-DR,
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HLA-DP e HLA-DQ)(FIGURA 1). Tanto a cadeia alfa quanto beta das moléculas
HLA-DR e HLA-DP séo altamente polimorficas, enquanto que o HLA-DR alfa (HLA-
DRA) é invariante e o HLA-DR beta (HLA-DRB), o mais altamente expresso, é
codificado pelo gene HLA-DRB1 e é extremamente polimérfico (DAI et al., 2008).
Larhammar et al. (1982) determinaram a sequéncia completa do HLA-DR e
comentaram a semelhanca entre essa moléculas e as moléculas do HLA de classe |I.

Como a fenda de ligacdo ao antigeno de moléculas de MHC de classe Il €
aberta em ambas as extremidades enquanto a abertura correspondente nas
moléculas de classe | é fechada, os antigenos apresentados por moléculas MHC de
classe Il sdo mais longos, geralmente entre 15 e 24 residuos de aminoacidos de
comprimento (JANEWAY et al., 2001).

FIGURA 2- ESTRUTURA DAS MOLECULAS HLA DE CLASSE I E Il

MHC classe | MHC da classe |l
Fenda de ligagao Fenda de ligac@o de
f de peptideo _\ X / i peptideos -\ Peptideo
'; .. al Bl "i/
LS R, 2
ol o2 . Al .
’ & Bl
o3 1 | o2 p2
o3 P
. B2m ' B2
rr;croglobulma Reai
egido i
C transmembrana Saerggv?embrana

Dominiodelg : }
C C C

FONTE: Modificado de ABBAS, A. K.; LICTHMAN, A. H. The Major Complex Histocompatibility. In:
Cellular and molecular immunology. 7th ed. Philadelphia : Elsevier/Saunders, 2012 p. 64-83

NOTA: Na figura da esquerda esta representado a molécula HLA de classe I. A cadeia pesada (em
verde), codificado pelo cromossoma 6, tem uma massa molecular de 44.000 e é composta por trés
dominios N-terminais extracelulares de 90 aminoacidos cada , um segmento que atravessa a
membrana hidrofébica pequeno e um pequeno dominio C-terminal intracelular hidrofilico. O terceiro
dominio , mais proximo da membrana , e a cadeia leve 32M (em azul) sdo altamente conservadas. A
figura da direita representa os dominios que compde a molécula HLA de classe I, com dois dominios
a (a1 e a2) e dois dominios B (B1 e p2) externos com uma ancora citoplasmatica. A porgao distal da
molécula de classe Il, formada por a1 e 1 forma o sitio de "binding" do peptideo. Em ambas as
figuras esta representado a interagcdo dessas moléculas com um peptideo (em amarelo).
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3.2.3. MHC de Classe llI

MHC de classe Il € caracterizado por uma densidade extremamente elevada
de genes, com 59 genes expressos e abrangendo aproximadamente 760kb no braco
curto do cromossomo 6 (FIGURAS 1 e 3). Essa regido inclui genes que participam
do processo de ativagdo do complemento (Bf, C2, C4A, C4B), bem como os genes
que codificam as citocinas: fator de necrose tumoral (TNF- a) e LTA (LT- a)
(MATSUZAKA et al., 2001), representado na figura 3. A suscetibilidade de varias
doencas tém sido ligadas a essa regido, incluindo a doenca de Graves (HASHAM,;
TOMER, 2012), deficiéncia na 21- hidroxilase (FOREST, 2004) e lupus eritematoso
sistémico (LES, doenca que causa autoimunidade ao tecido conjuntivo)(LESSARD
et al., 1997).

FIGURA 3- MAPA DO MHC DE CLASSE Il HUMANO

CYP C48 CYP C4A

218 \ 21Ps |
\ ]I [ T
RIS \| |/ & L8 | LTA
\l (] lee \l/ e MICA
[ TI0 O C_THICTT 0000 MOCCNCO 0 OmEN Moao0 8
I I I ] 1 1 I | I 1 ] 1 1 I I I 1 | 1 1 |
(1050) 1100 1200 1200 1400 1600 1600 1700 1600 1600 2000 (2060)

FONTE: Adaptado de Immunobiology: The Immune System in Health and Disease. 5th edition.
JANEWAY, C. A. JR.; TRAVERS, P.; WALPORT, M.; SHLOMCHIK, M. J..New York: Garland
Science, 2001. p.198.

NOTA: Regido de classe Ill do MHC humano. Essa regido compreende os genes que codificam
proteinas do complemento C4 (C4A e C4B), C2 e fator B (Bf), gene das citocinas: fator de necrose
tumoral- a (TNF- a) e LTA (LT- a). Esta intimamente ligado ao gene C4 o gene 21-hidroxilase (CYP
21B, enzima envolvida na sintese de esteroides). Os genes mostrados em cinza e nomeados em
italico sdo pseudogenes.

3.3.MHC ESTENDIDO (xMHC)

A evidéncia de que havia genes MHC relevantes (HFE, TRIM38 e BTNS),
forte desequilibrio de ligacdo e a presenca de sintenia conservada estendendo-se
além dos limites que definiam o MHC humano fez com que Stephens et al. (1999, p.
291) acreditassem que poderia haver uma regido MHC estendida (MHCX).

Posteriormente, em 2003, o sequenciamento completo do cromossomo 6 definiu


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hasham%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22457094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tomer%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22457094
http://www.garlandscience.com/textbooks/0815341237.asp
http://www.garlandscience.com/textbooks/0815341237.asp

19

esta regido que abrange 7,6 Mb e mais 420 genes e esté inserida no braco curto
deste cromossomo ( MUNGALL et al., 2003).

O processo de duplicacdo génica € relativamente comum no genoma
humano, estima-se que cerca de 5% dos genes humanos derivem de duplicacbes
(BAILEY et al., 2002), as quais sdo usadas para explicar a distribuicdo de familias de
genes (clusters) no genoma. Os principais agrupamentos de genes estdo presentes
na regiado do MHCx que constitui-se de pelo menos 6 clusters e 6 superclusters
génicos. Dentre eles os genes relacionados a resposta imune ( HLA class |
supercluster; HLA class Il cluster), os genes de citocinas (tumor necrosis factor
cluster, que inclui o fator TNF, genes LTA e LTB), genes que codificam para
histonas (histones superclusters) e genes receptores olfatérios que estdo
intimamente relacionados com processos comportamentais e reprodutivos (olfactory
receptor supercluster e vomeronasal-receptor cluster)(TABELA 1) (HORTON et al.,
2004).

3.4.RECEPTORES OLFATORIOS

A percepcgdo e a discriminacdo quimica de moléculas do meio, como a
percepcdo das moléculas de odor, é realizada nos animais pelo 6rgdo de sentido
olfativo. Acredita-se que em seres humanos este 6rgdo possa reconhecer mais de
um trilhdo de odores (BUSHDID et al., 2014) com um poder tdo alto de
discriminacdo que uma sutil mudanca na estrutura quimica pode levar a profundas
diferencas na percepc¢do do odor. Estudos envolvendo a base molecular da
transducdo de sinais relacionados ao sistema olfatério vém sendo referidas em
diversos estudos de varias areas cientificas (BOZZA et al., 2002; VOSSHALL, 1999).

Em vertebrados, as moléculas de odor séo reconhecidas por dois principais
sistemas de reconhecimento: epitélio olfatorio principal e 6rgdo vomeronasal. Com
aproximadamente 1000 genes (380 genes funcionais e 414 pseudogenes) a familia
de receptores olfatérios (ORs), que sdo expressos no epitélio olfatério, é
considerada a maior do genoma humano (BUCK; AXEL, 1991) distribuindo-se em
quase todos os cromossomos (MALNIC et al., 2004) . Esta familia codifica

receptores acoplados a proteina G (GPCRs) que sdo proteinas de membrana
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constituidas por sete a-hélices transmembranares, as quais sdo expressas no
epitélio olfativo (FIGURA 5)(VENKATAKRISHNAN et al., 2013).

TABELA 1- CLUSTERS E SUPERCLUSTERS DE GENES DENTRO DO MHC
EXTENDIDO

Cluster type Total number Number of protein-  Number of pseudo-
of loci coding loci geneltranscript loci

Gene superclusters

Histone 66 55 11

HLA class | 26 9 17

tRNA 157 151 6

Butyrophilin 8 8 0

Olfactory receptor 34 14 20

Zinc finger protein 36 26 10

Gene clusters

Solute carrier 17A 4 4
VVomeronasal receptor 5 0
Tumour necrosis factor 3 3
Lymphocyte antigen-6 5 5
Heat shock protein 3 3
HLA class Il 24 15

© O O O U1 O

FONTE: Adaptado de HORTON, R.; WILMING, L.; RAND, V.; LOVERING, R. C.; BRUFORD, E. A;;
KHODIYAR, V. K.; LUSH, M.J.; POVEY, S.; TALBOT, C.C. JR.; WRIGHT, M.; WAIN, H. M,
TROWSDALE, J.; ZIEGLER, A.; BECK, S. Gene map of the extended human MHC. Nature Reviews
Genetics , London, v.5, n.12, p.892, 2004.

NOTA: A tabela contem o0s 6 clusters e 6 superclusters génicos presente na regido do MHC
estendido. Inclusive os dois maiores clusters de genes do genoma humano estdo inseridos, e
parcialmente sobrepostos, nesta regido (genes que codificam para histonas e tRNA).

Os mamiferos possuem multiplos 6rgaos para deteccdo de odores: o epitélio
olfativo (OE), o 6rgdo vomeronasal (VNO), ganglio Grueneberg (GG) e o 6rgdo
septal de Masera (SO) (BREER et al., 2006).

Quando inalamos o ar entra nas vias olfatérias e atinge o epitélio olfativo que
esta localizado na regido dorsal da cavidade nasal. Inserido neste epitélio estdo os
neurdnios receptores olfativo, uma ceélula bipolar que ira receber informacéo olfativa
atraves dos receptores olfatérios (ORs) e transmiti-la para o bulbo olfatério, que se
comunica com 0 sistema nervoso central, através de uma cascata de sinalizagédo
intracelular ( MORAN et al., 1982).
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A discriminacdo destas informacdes requer que o cérebro possa discernir qual
dos inumeros receptores foram ativados por um determinado odorante. Em
mamiferos, apenas um dos mais de 1000 genes de receptores é expresso em cada
um dos neurbnios sensoriais olfativos. Sendo assim, cada neurbnio é

funcionalmente distinto para diferenciar as moléculas de odor (NGAI et al., 1993).

FIGURA 4- CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DOS RECEPTORES
ACOPLADOS A PROTEINA G

Meio extracelular

FONTE: Adaptado de VENKATAKRISHNAN, A. J.; DEUPI, X.; LEBON, G; TATE, C. G,
SCHERTLER, G. F.; BABU, M. M. Molecular signatures of G-protein-coupled receptors. Nature,
v.494, p. 185-194, 2013.

NOTA: A ilustragdo mostra o arranjo espacial dos sete dominios transmembranares (TM1, TM2, TM3,
TM4, TM5, TM6 e TM7) das proteinas GPCRs com a regido N-terminal localizada extracelularmente e
a regido C-terminal intrecelular, bem como as alcas extracelulares (EC1, EC2 e EC3) e as alcas
intracelulares (IC1, IC2 e IC3)

3.5.0LFATO E MHC

Alguns dos genes da regido MHC apresentam funcdes diferentes daquelas
relacionadas ao sistema imunolégico. O forte desequilibrio de ligacdo entre alguns
clusters de genes com haplotipos HLA (a combinacdo de alelos em locais
adjacentes em um cromossomo herdados em conjunto) e o grande polimorfismo dos

genes da regido MHC (principalmente aqueles relacionados ao sistema olfativo -
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receptores olfatorios) parecem influenciar no comportamento e percepc¢do do meio
pelas diferentes espécies.

Estudos tém mostrado que os genes do MHC servem para conferir identidade
olfativa pessoal ("odortipo") (FERSTL et al., 1992; YAMAZAKI et al.,1999). Wedekind
et al. (1995) constataram que a preferéncia das mulheres por odores masculinos
estd negativamente correlacionado com o grau de similaridade entre o seu préprio
gendtipo MHC. Muitos outros autores chegaram a resultados parecidos (SANTOS et
al., 2005; THORNHILL et al., 2003). Estes, e outros trabalhos, sugerem que a
preferéncia por parceiro com MHC distinto do seu préprio pode ser relacionado a
pistas olfativas, como o "odortipo" (apesar de haver outras hipoteses a cerca desse
tema). Esta escolha preferencial por parceiros com MHC dissimilares pode estar
relacionado a adaptacéo, pois aumenta a heterozigosidade do MHC da prole, com
influéncia benéfica sobre a viabilidade da mesma através do aumento da resisténcia

a doencas infecciosas, e evitando efeitos de endogamia (MILINSKI, 2006).

3.6. TABAGISMO, MHC, OLFATO E DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

O tabagismo é uma das maiores causas de morte pré-matura, doencas e
invalidez em todo o mundo (EZZATI et al., 2002). Segundo a Organiza¢cao Mundial
de Saude (OMS) cerca de cinco milhes de mortes todos os anos podem ser
atribuidas ao uso do tabaco (podendo chegar perto de 8 milhdes até o ano de 2030
se o0 crescimento continuar)( WHO report on the global tobacco epidemic: the
mpower package, 2008)

O consumo de produtos oriundos do tabaco tem sido associado a diversas
doencas, incluindo varios tipos de cancer ( pulmao, laringe, es6fago, boca, faringe,
bexiga e muitos outros)( WORLD CONGRESS ON TOBACCO OR HEALTH, 2003),
doencas autoimunes (como artrite reumatoide)(HILL et al., 2003) e doenca arterial
coronaria (WANG et al., 2003). Apesar de estar bem estabelecido que a nicotina
seja o componente viciante do cigarro (JARVIS, 2004) fatores genéticos e

ambientais parecem influenciar na aquisicdo e continuacdo do habito de fumar

(BATRA et al., 2003).
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Sendo assim, além de influenciar em habitos sexuais o alto grau de
polimorfismo da regido HLA e a existéncia de desequilibrio de ligacdo com genes
ORs parecem influenciar em outras caracteristicas comportamentais, como o0
tabagismo, por estarem inseridos na mesma regidao gendémica (FUGURA 7). Fust et
al. (2004), baseado em estudos de marcadores moleculares para o habito de fumar
localizados no brago curto do cromossomo 6 , descritos por BERGEN et al. (1999),
encontraram evidéncias de que alelos HLA podem estar associados com o
tabagismo (mulheres : odds ratio= 13,6 e homens: odds ratio=2,79). Em adic&o
Santos et al. (2008), fundamentado pelos dois estudos anteriores, encontraram
associacdo entre o haplétipo HLA-A8-B7-DR1 ( o haplétipo mais comum entre 0s
caucasianos) e um receptor OR da mesma regidao cromossomica (gene: OR12D3,
SNP: rs3749971).

FIGURA 5- MAPA GENOMICO MOSTRANDO OS GENES MHC HUMANO E
GENES RECEPTORES OLFATORIOS (OR) INSERIDOS ENTRE AS REGIOES
6p21.33 e 6p21.31
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FONTE: FUST, G.; ARASON, G.; KRAMER, J.; SZALAI, C.; DUBA, J.; YANG, Y.; CHUNG, E. K
ZHOU, B.; BLANCHONG, C. A.; LOKKI, M. L.; BODVARSSON, S.; PROHASZKA, Z.; KARADI, I.;
VATAY, A.; KOVACS, M.; ROMICS, L.; THORGEIRSSON, G.; YU, C. Y. Genetic basis of tobacco
smoking: strong association of a specific major histocompatibility complex haplotype on chromosome
6 with smoking behavior. International Immunology, Oxford, v.16, n.10, p.1507-1514, 2004.

NOTA: As marcacdes | e Il da figura indicam as regifes do MHC de classe | e I, respectivamente. Os
nameros apos as histonas e OR representam o numero de genes presentes na regido. Estdo
inseridos também na figura as regides dos genes C4A, C4B, TNFA. MB= Megabases.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. AMOSTRA

A amostra utilizada consistiu em 74144 individuos, de quatro grupos étnicos,
classificados por auto-declaracdo conforme o critério do IBGE em amarelos,
brancos, negros ou pardos. Do total, 13019 se declararam fumantes e 61125 se
declararam ndo-fumantes. A amostra estava previamente genotipada para os loci
HLA-A, -B, -DR em baixa/média resolucdo pela técnica SSO (sondas
oligonucleotidicas especificas). Os dados foram obtidos do banco de dados de
doadores voluntérios de células tronco hematopoiéticas do LIGH (Laboratério de
Imunogenética e Histocompatibilidade da UFPR). Este banco de dados tem sido
utilizado por diversos pesquisadores, incluindo os trabalhos de SILVA et al. (2013)
para investigacdo de diversidade genética de genes OR e 0s seus niveis de
desequilibrio de ligagdo com genes MHC.

A andlise de desequilibrio de ligacdo entre genes de receptores olfatorios e
haplétipos HLA foi realizada por Santos et al. (2008), utilizando uma amostra de 180
individuos residentes de Utah (29 familias, contendo 45 trios de pais e prole
relacionados) com descendéncia europeia (MIRETTI et al., 2005).

A segunda amostra estudada era proveniente do banco de dados do LIGH, e
composta por 61 trios familiares (pai, mée e filhos) da populacdo paranaense.
Estavam previamente genotipados para os loci HLA-A, -B, -DR em baixa resolugao e
0 genotipo para os genes OR foi determinado em trabalhos anteriores (para mais
informagdes ver SILVA, 2012).

4.2. CALCULO DAS FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS E ANALISE DOS DADOS
OBTIDOS

As frequéncias haplotipicas foram estimadas pelo método da maximizacao de
expectativas, usando o programa Arlequin® versdo 3.5 (EXCOFFIER e LISCHER,
2010). A analise de associacao entre cada haplotipo e o tabagismo foi realizada por
odds ratio, utilizando o suplemento SNP_tools do programa EXCEL® (CHEN et al.,
2009) e incluiu o calculo dos intervalos de confianga. A fim de evitar associagdes
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espurias, novas analises foram feitas dividindo-se a populacédo por etnias (amarelo,
branco, negros e pardos) e sexo, buscando associa¢gdes consistentes em todas as

subpopulacoes.

4.3.ANALISE IN SILICO DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE tagSNPs
DE GENES OR E HAPLOTIPOS HLA

Uma vez encontradas associacfes positivas entre haplétipos HLA e
tabagismo, procurou-se realizar testes in silico utilizando o programa Haploview
(BARRETT et al., 2005) com o objetivo de calcular o desequilibrio de ligacdo entre
os tagSNPs que caracterizam o cluster de receptores olfatérios presente proximos a
regido HLA, a partir dos dados de SANTOS et al. (2008)

A analise molecular in silico foi feita com dados de genotipagem de 180
individuos da amostra CEU (MIRETTI et al., 2005), seguindo a mesma metodologia
dos estudos de Santos et al. (2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir da estimativa da frequéncia haplotipica, foram encontrados 14540
haplétipos. Destes, 188 apresentaram odds ratio significativo nos dois sexos, sendo
18 associagbes positivas (mais frequentes em fumantes) e 170 associacdes
negativas (mais frequentes em nao fumantes). A fim de evitar associa¢des espurias,
verificou-se a consisténcia das mesmas dividindo-se a populacdo nas diversas
etnias (amarelo, branco, negro e pardo), considerando-se consistente 0s casos em
que a associagdo ocorreu em todos estes subgrupos. Apenas o0s haplétipos HLA-A1-
B8-DR3, j& conhecido dos estudos de Santos et al. (2008), e o haplétipo HLA-A24-
B7-DR1 apresentaram odds ratio estatisticamente significativos (TABELA 2) em
todos os subgrupos. Nota-se pela tabela 2, que a nova associacdo encontrada
(haplotipo HLA-A24-B7-DR1) apresentou odds ratio mais alto do que para aquela ja
descrita, podendo ser um indicativo de associacéo positiva daquele haplétipo com o
hébito tabagista. O grupo étnico "brancos" apresenta o maior odds ratio entre todos
0s subgrupos, inclusive entre o total da amostra. Isso, provavelmente, porque € o
grupo com maior nimero de individuos e hapl6tipos, o que permitiu uma analise
mais robusta (TABELA 3).

Para uma andlise mais refinada da relacdo entre genes HLA e receptores
olfatérios realizou-se testes de associacdo com dados de genotipagem de uma
coorte de individuos caucasianos (populacdo CEU). Entretanto, o numero de
individuos portadores do haplétipo alvo (HLA-A24-B7-DR1) era muito baixo e,
portanto, a analise ndo pode ser completada. Como alternativa, optou-se por utilizar
outra amostra de individuos genotipados do banco de dados de doadores
voluntarios de células tronco hematopoiéticas do LIGH. A amostra em questdo
continha 61 trios familiares ( pai, mée e filho) previamente genotipados para os loci
HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1 (depositados no banco de dados LIGH) e genotipados
para 0s genes OR nos trabalhos de SILVA (2012). Neste caso os haplétipos
envolvendo os loci HLA-A, -B, -DRB1, assim como os SNPs dos genes OR, puderam
ser estritamente determinados. Novamente, os dados ndo foram suficientes para o
calculo do desequilibrio de ligacdo entre genes OR e haplétipos HLA, uma vez que o
namero de individuos fumantes na amostra foi insuficiente para a analise de

associacao (apenas quinze individuos eram fumantes dos diversos haplotipos).
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TABELA 2- HAPLOTIPOS COM ASSOCIACAO CONSISTENTE EM TODOS 0OS

SUBGRUPOS

HLA-A24-B7-DR1 HLA-A1-B8-DR3

Etnias or IC or IC
Amarelos Homens 1,4506 0.56 - 3.74 0,7336 0,16-3,34
Mulheres 1,3703 0,59-03,16 0,5719 0,13-2,45

Brancos Homens 2,7072 1,46-05,02 0,6664 0,58-0,76
Mulheres 2,3394 1.24-04.42 0,4533 0,40-0,52

Negros  Homens 0,0000 0,00-00,00 1,1377 0,61-2,14
Mulheres 4,7692 0,30-76,52 1,3648 0,61-3.03

Pardos  Homens 3,2143 0,62-16,79 1,3544 0,96-1,91
Mulheres 1,4129 0,16-12,84 1,0935 0,73-1,63

Total Homens 1,6177 1,00-02,59 1,0900 0,97-1,24
Mulheres 11,7119 1,13-02,59 0,8800 0,78-0,99

FONTE: O autor

NOTA: A tabela apresenta os odds ratio (or), bem como os intervalos de confianca (IC) para os
haplétipos com associagdo consistente em todos 0s subgrupos.

O haplétipo HLA-A1-B8-DR3, que estudos anteriores indicavam estar em

associacdo positiva com o tabagismo, no presente trabalho também apresenta

associacdo estatisticamente significativa, porém nem sempre no sentido positivo (

apresentou associacdo positiva (or>1) em alguns subgrupos, porém esta em

associacao negativa (or<1) em outros sub grupos e no total da amostra— TABELA2).

E possivel que este resultado ndo se mantenha em estudos com melhor

caracterizacdo dos fumantes (formando uma coorte que destaque todo o histérico do

hébito tabagista). Também ¢é possivel que, em nossa populacdo, o haplotipo ndo

esteja associado aos mesmos alelos OR. Deve-se notar que na amostra dos 61 trios

familiares do LIGH (para as quais todos os hapldtipos sdo bem definidos) apenas

sete individuos apresentavam este haplotipo e nenhum deles era tabagista.
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TABELA 3 - NUMERO ESTIMADO DE INDIVIDUOS PORTADORES DOS
HAPLOTIPOS HLA-A1-B8-DR3, HLA-A24-B7-DR1 E PARA O TOTAL DA
POPULACAO

HLA-A24-B7-DR1 HLA-A1-B8-DR3 Total

Etnias N3o Nao Nao
Fumantes Fumantes Fumantes Fumantes Fumantes Fumantes

Negros Homens 0 0 13 46 302 1217
Mulheres 1 1 8 28 251 1193

Pardos Homens 2 3 44 155 782 3683
Mulheres 1 4 30 148 754 4058

Brancos Homens 18 22 287 1376 4655 15332
Mulheres 16 24 282 2047 5336 18685

Amarelos  Homens 6 18 2 12 111 474

Mulheres 7 36 2 24 114 787

Total Homens 26 50 364 1033 6208 19222
Mulheres 29 103 334 2318 6811 41903

FONTE: O autor

Os individuos cadastrados como doadores voluntarios de medula éssea ndo
formam uma coorte, no que diz respeito ao habito de fumar. Isso, porque ndo ha
nenhuma especificacdo de dados como quanto tempo fumou durante a vida, qual
marca de cigarro e, no caso de ndo-fumante, se ja fumou em algum momento. Este
fator, pode ter influenciado nos resultados da andlise pois individuos que se intitulam
nao fumantes, por exemplo, poderiam ter fumado até pouco tempo.

Pode-se notar que o haplétipo HLA-A1-B8-DR3 ndo é o mais frequente na
amostra dos 61 trios familiares (TABELA 4), o que difere dos dados da populacao de
individuos caucasianos em que este é o haplétipo HLA mais comum, segundo 0s
estudos de Alper et al. (2006). Provavelmente, isto se deve ao fato de que a
populacdo paranaense apresenta grande heterogeneidade de etnias (PROBST et
al., 2000)
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TABELA 4 - MAIORES FREQUENCIAS DOS HAPLOTIPOS HLA DOS 61 TRIOS

FAMILIARES

Haplétipo A-B-DRB1

Frequéncia (n=230)

0.026 02 15 13
0.022 03 07 15
0.017 03 07 04
0.017 01 08 03
0.017 02 50 07
0.017 11 35 01
0.017 03 35 01
0.013 02 49 13
0.013 02 15 14
0.013 02 27 01

FONTE: Modificado de SILVA, J. S. Caracterizagcdo dos polimorfismos nos genes OR2W6P,

OR2B8P, OR1F12 e OR12D2 em uma amostra da populacdo paranaense. 60 f. Dissertacdo

(Mestrado em Biologia) - Setor de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal do Parana, Curitiba,

2012.
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6. CONCLUSOES

O haplétipo HLA-A24-B7-DR1 apresentou-se fortemente associado ao habito
tabagista. E provavel que tal haplétipo esteja em desequilibrio de ligacdo com algum
alelo de um gene de receptor olfatério, situado na regido xHLA. Se isto de fato
ocorre, entdo tal alelo esta possivelmente implicado na génese da condicao
tabagista. Este desequilibrio ndo pdde ser investigado porque o haplotipo é
relativamente raro e nao foi encontrado na amostra CEU usada no presente estudo
e tampouco na amostra dos 61 trios familiares provenientes do LIGH.

O hapldtipo HLA-A1-B8-DR3 ndo apresentou resultados estatisticamente
significativos no sentido positivo de associacdo. Em novas andlises, com melhor
caracterizacdo dos individuos fumantes, pode ser que esses resultados ndo se
mantenham.

A associacdo do haplétipo HLA-A24-B7-DR1 com o tabagismo, indicada pelo
presente estudo, justifica investigacfes posteriores, com dados mais precisos,
particularmente no que diz respeito a caracterizacdo das amostras de fumantes e
nao fumantes, ou seja, para os fumantes determinar quantos cigarros fuma por dia,
h& quanto tempo fuma, e qual marca de cigarro mais usa e, entre os ndo fumantes,
verificar se ja foi fumante anteriormente. Se, nestas condi¢cfes, a associacdo for
comprovada, a mesma amostra devera ser investigada com relacdo aos genes OR.
Para tanto, seria necessaria a genotipagem dos genes HLA e de receptores
olfatorios.

Este estudo, assim como os demais trabalhos sobre o assunto, visou
contribuir para o esclarecimento de fatores bioldgicos implicados na génese do

habito de fumar cuja importancia para a saude publica ndo pode ser minimizada.
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