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Resumo

A Doenca Inflamatéria Intestinal (IBD) caracteriza-se por causar
alteracGes na mucosa do trato gastrointestinal. E uma doenca multifatorial onde
fatores genéticos parecem interferir na predisposicédo ao desenvolvimento de
diferentes sintomas associados. Alguns genes relacionados ao sistema imune
ja foram indicados como alvos potenciais de terapia nesta doenga por
possivelmente influenciarem no desenvolvimento da IBD. O gene CCR5 € o
principal alvo de nosso projeto, por estar relacionado com resposta imune e
interferir na migracdo de células pré-inflamatérias, direcionando-as para 0s
locais de lesdo. Outro sistema que também estd sendo estudado € o da
molécula de HLA-G que apesar de apresentar distribuicdo tecido especifica e
polimorfismo limitado comparado as moléculas de HLA classicas de classe |,
pode ser expressa diferencialmente durante processos de inflamacdes
cronicas, vindo a favorecer respostas do tipo Th2. Até o momento foram
recrutados no Hospital Sdo Lucas da PUCRS 84 individuos portadores de IBD.
Foi extraido DNA gendémico desses individuos e esse material foi submetido a
genotipagem do gene CCR5 - visando a identificagéo da variante CCR5delta32
- e do gene HLA-G — analisando-se a regiao 3' UTR referente a um
polimorfismo inser¢cdo/delecdo de 14pb no éxon 8. A frequéncia alélica (73
individuos) da variante CCR5delta32 no grupo com IBD foi comparada com a
frequéncia do alelo em 102 individuos Euro-descendentes saudaveis,
provenientes da populagdo gaucha. A frequéncia alélica (82 individuos) da
variante HLA-G +14pb foi comparada com uma amostra de 137 individuos
provenientes de um banco de sangue da cidade de Porto Alegre, através do

teste de qui-quadrado. Apesar de existir uma pequena diferenca entre a



freqliéncia da variante CCR5delta32 dos individuos com IBD (0,054) e do
grupo controle (0,044), esta nao foi estatisticamente significativa. Ao analisar as
frequéncias genotipicas das variantes polimorficas do HLA-G, observou-se
diferenga significativa nos homozigotos para inser¢do, encontrados em menor
frequéncia nas amostras de pacientes com IBD (p=0,033). Nossos resultados,
até o presente momento, ndo indicam associacdo direta entre a variante
CCRb5delta32 do receptor de quimiocinas CCR5 com o desenvolvimento de IBD
na populacdo gaucha. O genétipo +14pb/+14pb de HLA-G parece estar
contribuindo no processo de inflamagédo existente na IBD. E essencial tanto o
aumento do numero amostral quanto também a classificacdo dos pacientes de

acordo com a forma clinica de IBD apresentada.



Introdugao

O sistema imune € o principal mecanismo de defesa do nosso corpo
contra agentes externos e, além disso, também desempenha importante funcéo
de vigilancia em relagéo a presenca de células “estranhas” reconhecidas como
“ndo préprias” no nosso organismo podendo ser tanto células de tecidos
enxertados quanto células tumorais.

As células responsaveis pela imunidade sao os linfocitos e os fagocitos.
Os linfécitos T e B juntamente com as células apresentadoras de antigenos
(APC — antigen presenting cell) auxiliam na comunicagdo e transmissdo de
sinais entre as células.

Os linfocitos T apresentam um papel central no desencadeamento da
resposta imune adaptativa. O TRC (T cell receptor) € o receptor antigénico do
linfécito T, que através da ligagdo especifica do complexo antigeno-MHC
(Major Histocompatibility Complex) € um dos pontos mais importantes da
resposta imune.

Pode-se dividir os linfocitos T em duas subclasses: linfécitos T citotdxico
ou CD8+ que reconhecem peptideos eddégenos que sdo apresentados no
contexto do MHC de classe | e os linfécitos T auxiliar (células T CD4+ ou T
helper) que reconhecem peptideos exégenos que sdo apresentados no
contexto do MHC de classe |l. Entre as células Th ativadas elas sao
classificadas da seguinte forma:

Th1 — ativam resposta inflamatéria; ativando macréfagos, com producéo

predominante de citocinas pré-inflamatérias;



Th2 — ativadoras de resposta humoral; estimulam ativagéo de células B, com
producdo de citocinas anti-inflamatérias mobilizando eosinéfilos, basofilos e
mastocitos.

Doenca Inflamatodria Intestinal

A Colite Ulcerativa (UC) e a Doenga de Crohn’s (CD) sdo os subtipos
mais comuns da Doenga Inflamatéria Intestinal (IBD). Caracterizam-se por
serem doencas inflamatérias crénicas que causam irritagcdo e inflamacédo no
trato digestivo. A UC manifesta-se basicamente no célon e no reto enquanto a
CD pode afetar todo o trato gastrointestinal (POTOCNIK et al., 2004). Os
portadores dessas enfermidades atravessam periodos remissivos e ativos da
doenca. Nos periodos de inflamagdo, os principais sintomas s&o: diarréia,
dores abdominais, hemorragia, baixa absor¢ao de nutrientes, falta de apetite,
perda de peso e febre. (RECTOR et al., 2001).

A IBD caracteriza-se por ser de heranc¢a multifatorial, onde o somatério de
fatores genéticos e ambientais pode levar a uma predisposicéo diferencial a
doenca (RECTOR et al., 2001; POTOCNIK et al, 2004). A origem étnica do
individuo € um fator genético que parece interferir na susceptibilidade ao
desenvolvimento da IBD, visto que esta doengca raramente ocorre em
individuos de ancestralidade Africana.

O diagnéstico tradicional da IBD é feito através de critérios clinicos,
radiolégicos e histolégicos. Devido ao avanco das técnicas moleculares é
possivel associar genes candidatos, que potencialmente estéo relacionados a
IBD, com fendtipos dos portadores da doenga (AHMAD et al., 2004).

Um fator importante no desenvolvimento da IBD parece ser o padrédo

preferencial de resposta imunolégica do individuo. Andlises da mucosa



intestinal em individuos portadores de CD e UC tém demonstrado um aumento
na expressdo de citocinas pré-inflamatérias potencialmente associadas a
morbidade da IBD, sugerindo assim, uma resposta inflamatéria do tipo Th1.
Além do mais, uma resposta imune desregulada e excessiva na mucosa
intestinal, contra a flora entérica, parece ser um fator contribuinte para a
morbidade associada a essa condigdo (PODOLSKY, 2002).

Marcadores Moleculares envolvidos com IBD

Atualmente, muitos trabalhos buscam a identificagdo de genes envolvidos
no desenvolvimento da IBD. Isso é feito através da comparagdo das
frequéncias alélicas de genes candidatos entre individuos que manifestam a
doenca e um grupo controle saudavel (AHMAD et al., 2004).

Diversos loci génicos que possivelmente estdo associados a IBD ja foram
identificados, sendo que desses, apenas sete (IBD1-7) foram os que
apresentaram um vinculo de maior significadncia com a doenca. Eles estéo
localizados nos seguintes cromossomos: 16q (IBD1), 12q (IBD2), 6p (IBD3),
' 14q (IBD4), 5q (IBD5), 19p (IBD6) e 1p (IBD7). E importante salientar que
alguns loci apresentam uma maior susceptibilidade a UC efou CD, o que pode
indicar etiologias diferentes para as duas manifestacbes clinicas da IBD
(ZHENG et al., 2003).

Quimiocinas

As citocinas quimiotaticas, também denominadas quimiocinas, s&o
responsaveis pela comunicagao entre as ceélulas no sistema imune exercendo
sua atividade sobre neutrdfilos, linfocitos e mondcitos, e tém um papel

importante na inflamacao e destruicéo de tecidos (SZEKANECZ et al., 2003).



As quimiocinas pertencem a uma grande familia de proteinas
estruturalmente pequenas (8-14 kDa) que diferem de outras citocinas por
serem 0s Unicos membros que atuam na superfamilia dos receptores de
proteina G. Elas sao importantes durante a quimioatracdo e ativacdo de
leucdcitos, contribuindo para o homing linfocitario tanto em condi¢des
fisiolégicas quanto no recrutamento de leucocitos para os locais de inflamacéo, |
favorecendo assim, uma resposta inflamatoria eficiente. As células alvo, uma
vez ativadas através de seus receptores de quimiocinas, migram por
quimiotaxia ao longo do gradiente de concentragéo para o local da inflamagéo
(PROUDFOOT, 2002).

Quimiocinas e receptores de quimiocinas sédo importantes para a
manutengdo do sistema imune da mucosa gastrointestinal durante periodos de
inflamacdo. Em doengas gastrointestinais, principaimente na IBD, o
envolvimento das quimiocinas e dos receptores que regulam o trafego
leucocitario n&o estdo muito claros ainda.

O receptor CCR5 pertence a subfamilia C—C onde os residuos
conservados de cisteina séo adjacentes. Entre os ligantes capazes de ativar
CCRS estéo o CCL3 (MIP-1 alfa) e CCL5 (RANTES) (SZEKANECZ et al., 1998;
ZLOTNIK et al.,, 2000). O CCR5 é um dos receptores que ja foi identificado
como mediador do homing linfocitério para o intestino durante periodos de
inflamacéo (PROUDFOOQT, 2002).

CCRS

O gene CCRS5 gene esta localizado no braco curto do cromossomo 3 na

posicéo 21 e codifica uma proteina G de membrana que atua como receptor de |

quimiocinas. Essa proteina encontra-se distribuida predominantemente na



superficie de células T CD4+ e em mondcitos. Durante o periodo de
inflamacao, as células da mucosa intestinal, para sinalizar que esta ocorrendo
uma inflamagéo, produzem CCL5, uma beta quimiocina que é reconhecida pelo
CCR5, fazendo com que os linfécitos migrem para o local da inflamagao
gerando uma resposta inflamatoria do tipo Th1.

Variantes alélicas do gene CCR5 podem alterar tanto a taxa de express&o
do gene quanto diretamente o produto protéico. O exemplo mais conhecido de
alteracé&o no gene que codifica a proteina CCR5 é uma delegédo de 32pb que
provoca o surgimento de um cédon de terminacéo precoce, o qual interfere na
traducdo gerando um receptor de membrana nao funcional. O alelo
responsavel por esta situacdo recebe o nome de CCRS5delta32 (vide revis&o
recente em GALVANI, NOVEMBRE; 2005). Os homozigotos para essa
mutacdo nao expressam a proteina CCRS5 na superficie dos linfocitos e isso faz
com que as células T ndo respondam adequadamente a fatores quimiotaticos.

Os heterozigos para a mutagdo CCR5delta32 expressam CCRS, porém
em menor quantidade que homozigotos para o alelo selvagem. A presenca do
alelo CCRb5delta32 leva a uma menor expressdao de proteina quando em
heterozigose, situacéo esta que pode chegar a total auséncia deste receptor
em individuos homozigotos. Com isso, provavelmente sua resposta
imunoldgica encontra-se alterada.

A distribuicdo geografica e populacional da ‘mutagcdo CCR5delta32 é
bastante caracteristica. Esta variante alélica € encontrada em alta frequéncia
em Caucasoides, mas € extremamente rara em Asiaticos. O alelo CCR5delta32
ndo é encontrado em populagdes nativas do continente americano, africano ou

australiano. Estudos populacionais sugerem que essa variante surgiu



provavelmente na Europa, relativamente recentemente (700 — 5.000 anos),
sendo resultante de um unico evento mutacional. Esses mesmos estudos
sugerem que portadores do alelo CCRb5delta32 poderiam ter alguma vantagem,
como menor taxa de mortalidade durante periodos de epidemias virais ou
bacterianas, como peste negra, variola, tuberculose levando a uma
sobrevivéncia diferencial destes individuos levando tanto @ sua manutencéo
quanto ao aumento relativamente rapido da frequéncia desse em diferentes
grupos populacionais. (revisdo em GALVANI; NOVEMBRE; 2005).

O CCRS5, juntamente com o CXCR4, é um dos principais co-receptores
envolvidos na entrada do virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1)
nas células T CD4+ facilitando a infeccdo dessas (BERGER et al., 1998).

Evidéncias epidemioldgicas associaram que homozigotos para a mutagéo
CCRbdelta32 apresentam um efeito protectivo contra a infecgéo do virus HIV-1
(SAMSON et al., 1996; ZIMMERMAN et al., 1997). Entretanto, ja foi identificado
que alguns homozigotos para essa mutacao foram infectados por HIV-1, o que
indica que esse efeito protetor ndo & absoluto (Biti et al., 1997; Theodorou et
al,, 1997).

HLA-G

Outra molécula que pode estar envolvida com o desenvolvimento da IBD
é a de HLA-G. Pertencente ao Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC) também conhecido como Antigeno Leucoci.tério Humano (HLA), essa
molécula se encontra na superficie de praticamente todas as células do
organismo, sendo responsavel pela exibicdo de peptideos exogenos e

endbdgenos aos linfécitos T auxiliares e T citotdxicos, respectivamente.



O HLA-G é uma molécula de classe | do complexo principal de

histocompatibilidade, porém n&o classico (TORRES et al., 2004). E altamente
expressa em células do citotrofoblasto e desempenha a importante fungéo de
inducado de imunotolerancia. Durante a gestacéo, as células Natural Killer (NK),
encontradas na decidua materna, reconhecem moléculas de HLA-G presentes
na superficie do tecido trofoblastico derivado do embrido determinando uma
resposta Th2. A falha nesse reconhecimento gera uma resposta Th1, com
ativacdo das células NK que eliminam o tecido embrionario. Geralmente, as
células NK s&o ativadas por outras células que expressam pouco as moléculas
de HLA, como células cancerigenas ou infectadas por algum tipo de virus.
Estudos recentes demonstraram que durante a gestac&o normal ocorre uma
elevacdo do nimero de receptores inibidores nas células NK deciduais que
reconhecem as moléculas de HLA-G fetal, prevenindo a ativagdo de tais
células. Assim, o reconhecimento das moléculas HLA-G pelas células NK
- promove uma resposta imune favoravel ao sucesso gestacional (TORRES et
al., 2004; PAZMANY et al., 1999).

O gene HLA-G situado no cromossomo 6 (regido 6p21.3) é composto por
oito exons, sete introns e uma regido 3" transcrita e ndo traduzida (3'UTR) que
faz parte do éxon 8. O transcrito primario sofre processamento alternativo,
podendo dar origem a sete isoformas distintas da proteina HLA-G, sendo que
quatro dessas isoformas ligam-se @ membrana celular (HLA-G1, HLA-G2, HLA-
G3 e HLA-G4) e trés apresentam-se sob a forma soltuvel (HLA-G5, HLA-G6 e

HLA-G7) (CAROSELLA et al., 2001; BAINBRIDGE et al., 2001).
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Figura 1: Representagio esquematica de isoformas da proteinas HLA-G.
(TORRES et al., 2001).

A presenca de uma delecéo (14pb) na regido 3" UTR (éxon 8) do gene
HLA-G pode influenciar na estabilidade do mRNA e as isoformas geradas da
presenca desse alelo. parecem ser menos estaveis (HVIID et al. 2002).

A molécula de HLA-G apresenta uma distribuigéo tecido especifica e
possui pelimorfismos- limitades. No entanto, a expressdo de HLA-G nédo é
restrita apenas as células dal interface materno-fetal. Ela pode ser regulada
positiva ou negativamente durante eventos patologicos. Ja foi demonstrado que
na superficie das células epiteliais intestinais da mucosa inflamada ocorre a
express&o de HLA-G que é principalmente modulada pela IL-10 (TORRES et
al., 2004).

O aumento da produgéo de IL-10 modula a expressdo de HLA-G, fazendo
com que ocorra um aumento na expressdo dessa molécula ocorrendo um
balango na regulagéo de resposta Th1 e Th2. A expresséo de HLA-G num

determinado tecido possivelmente atua como um agente protetor contra células



T citotéxicas no mesmo. Possivelmente, em patologias de carater inflamatorio,
como por exemplo, na doenca inflamatéria intestinal, a delecdo de 14pb na
regido 3'UTR do éxon 8 diminui a estabilidade do mRNA e quando presente,
parece diminuir a concentragdo das isoformas de proteinas HLA-G e isso
parece estar associado com um padrao de resposta do tipo Th1 (inflamatéria).
Ja o alelo de insergéo de14pb aumenta a estabilidade do mRNA e parece agir
como um fator de protecdo da mucosa gastrointestinal dificultando a infiltragéo
de células T no tecido.

A IL-10 favorece a expressdo de HLA-G, os IFNs utilizados em
tratamentos terapéuticos também afetam a expressédo in vivo nos niveis de
HLA-G e essa molécula também pode ser expressa em tecidos tumorais in
vivo, porém, geralmente, essa capacidade de expressao € perdida in vitro ja
que s&o necessarios fatores especificos em um dado microambiente para a

manutencao da expressdo dessa molécula (LeMaoult et al., 2003).



Objetivos

Considerando a distribuicdo caracteristica da variante CCR5delta32, o alto
grau de miscigenagao da populacédo Brasileira e o potencial envolvimento deste
receptor de quimiocinas em doencas proé-inflamatérias, esse trabalho tem como
objetivo:

A caracterizagdo imunogenética de pacientes portadores de UC e CD
através da andlise de variantes polimérficas de genes candidatos j& descritos
para IBD e que estdo relacionados ao sistema imune a fim de verificar se existe
alguma associagao entre eles.

As variantes polimorficas que serdo analisadas s&o:

« CCRS5 — Analise da variante CCR5delta32
* HLA-G - Andlise da regido 3UTR no éxon 8 (polimorfismo

insercéo/delecéo 14pb).



Materiais e Métodos
Amostras

Foi isolado DNA a partir de sangue periférico de 84 pacientes com doenga
inflamatéria intestinal os quais foram diagnosticados no Hospital Sdo Lucas da
Pontificia Universidade Catdlica de Porto Alegre (PUCRS). Estes pacientes
foram previamente convidados a participar do estudo e, aqueles que se
voluntariaram, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Atualmente, estas amostras fazem parte de um Banco de DNA gendmico
estocado no Laboratério de Imunogenética da UFRGS. O presente projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS no dia 22 de agosto de
2005.

Extracdo do DNA

O DNA foi isolado de células do sangue periférico de acordo com o
protocolo descrito por LAHIRI & NURNBERGER (1991). As amostras foram
armazenadas a -20°C.

Genotipagem CCR5

A genotipagem do gene CCRS5 foi feita através de PCR (Polimerase Chain
Reaction) utilizando-se primers especificos previamente descritos por CHIES &
HUTZ (2003). A reacdo de PCR para cada amostra foi preparada para um
volume final de 25uL nas seguintes condigbes: 1uL de DNA (0,2-0,5ug), 2,5uL
de tampéo de PCR 10X [200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI], 1uL de MgCI2
50mM, 1uL de dNTPs 5mM, 1uL de primers na concentragdo de 10pmol para
cada primer € 0,2uL de Tag DNA polimerase 5U/ulL. O programa de
amplificacdo utilizado consistiu de 40 ciclos de 94°C por 1 minuto para

desnaturagdo, 55°C por 1 minuto para anelamento dos primers, e 72°C por 1



minuto para extens&o, precedidos de um ciclo de desnaturagdo por 3 minutos a
94°C e seguidos de um ciclo de extens&o por 10 minutos a 72°C. O PCR
produz fragmentos de 137 pb para o alelo selvagem e de 105 pb para o alelo
delta32. As amostras foram aplicadas em gel de agarose 3% sendo coradas
com brometo de etideo para visualizag&o sob luz ultravioleta (Figura 2).

Genotipagem HLA-G

A genotipagem do gene HLA-G foi realizada através da PCR (Polimerase
Chain Reaction) utilizando-se primers especificos (HVIID, 2003). A reacdo de
PCR para cada amostra foi preparada para um volume final de 25ulL nas
seguintes condigdes: 1uL de DNA (0,2-0,5ug), 2,5uL de tampéo de PCR 10X
[200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI], 0,75uL de MgCI2 50mM, 2uL de
dNTPs 5mM, 1uL de primers na concentragdo de 10pmol para cada primer e
0,2uL de Taq DNA polimerase SU/uL. O programa de amplificagcdo utilizado
consistiu de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos para desnaturagao, 64°C por 1
minuto para anelamento dos primers, e 72°C por 2 minutos para extensao,
precedidos de um ciclo de desnaturagdo inicial por 2 minutos a 94°C e
seguidos de um ciclo de extens&o final por 10 minutos a 72°C. O PCR produz
fragmentos de 224 pb para homozigotos insercao (+14pb) e de 210 pb para
homozigotos delegdo (-14pb). As amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 6% sendo coradas com brometo de etideo para visualizagéo sob
luz ultravioleta (Figura 3).

Analise Estatistica

As frequéncias alélicas de ambos os genes foram determinadas por

contagem. Para determinar se as amostras populacionais estavam em
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gendtipos entre as populagdes foi utilizado o teste de Qui-quadrado com

correcdo de Yates.



Resultados

Foram genotipadas 73 amostras em relag@o a variante CCR5delta32 do gene
CCRS. Destas, 65 apresentaram homozigose para o alelo selvagem e 08 eram
derivadas de individuos heterozigotos. N&o foram observados individuos
homozigotos para a variante CCRb5delta32 (Tabela 1). A freqUéncia encontrada
para o alelo CCR5delta32 foi de 0,054 entre individuos com Doenga Inflamatéria
Intestinal. Quando essa foi comparada com a frequéncia descrita para uma
populagdo controle caucasoide do Sul do Brasil (0,044) (CHIES & HUTZ; 2003)
nao foi encontrada diferenga significativa. Tanto o grupo com Doenga Inflamatéria
Intestinal quanto a amostra controle encontravam-se em Equillbrio de Hardy-
Weinberg.

Para as variantes génicas do sistema HLA-G foram genotipados 84
individuos. Destes, 07 apresentaram homozigose para a insergéo (+14pb/+14pb),
38 heterozigose (+14pb/-14pb) e 37 homozigose para delecdo (-14pb/-14pb)
(Tabela 2). O grupo controle utilizado proveio de um banco de sangue da cidade
- de Porto Alegre com um total de 137 individuos e também foram genotipados em
nosso laboratorio (Tabela 3). Destes, 27 apresentaram homozigose para a
insercao (+14pb/+14pb), 57 heterozigose (+14pb/-14pb) e 53 homozigose para
delecdo (-14pb/-14pb) (Tabela 2). As frequéncias alélicas e genotipicas dos
individuos com IBD e o grupo controle foram comparadas através do teste do qui-
quadrado. N&o houve diferenga significativa entre as frequéncias alélicas
(p=0,081). Porém, ao analisar as frequéncias éenotipicas das variantes
polimérficas do HLA-G, observou-se diferenca significativa nos homozigotos para
insercéo, encontrados em menor frequéncia nas amostras de pacientes com |1BD
(p=0,033). Tanto o grupo com IBD quanto o grupo controle encontravam-se em

Equilibrio de Hardy-Weinberg.



Discussédo

A susceptibilidade a IBD esta relacionada tanto a fatores ambientais como
a fatores genéticos. Os receptores de quimiocinas estdo envolvidos com o
desenvolvimento de resposta imune, direcionando diferentes células para as
regides onde é necessaria a estruturagcdo de respostas inflamatorias.

A importancia do CCR5 como gene candidato no desenvolvimento e
controle da inflamagédo em pacientes com IBD foi sugerida em estudos
anteriores (RECTOR et al., 2001). Segundo Satsangi et al. (1996) e Hampe et
al. (2001), existe associacao de uma regiao do brago curto do cromossomo 3,
onde se encontra o gene do CCRS, com o desenvolvimento de IBD. No
entanto, Annese et al. (1999) e Rioux et al. (2000), em trabalhos desenvolvidos
com pacientes IBD originarios respectivamente da Italia e Canada, néo
relataram qualquer evidéncia que essa regido apresentasse algum tipo de
ligacéo com a doencga. A existéncia de dados conflitantes na literatura pode ser
explicada tanto pelo fato desta ser uma doenga complexa e multifatorial
(envolvendo fatores ambientais e genéticos) quanto pela situagéo de analise de
grupos populacionais com padrbes étnicos/genéticos distintos. Levando em
conta efeitos ambientais, foi sugerido que o aumento consideravel na
frequéncia de IBD nos ultimos anos poderia estar relacionado a mudangas nos
habitos alimentares, como por exemplo, 0 aumento da ingestdo de produtos
industrializados e com pouca fibra. No entanto, ap.enas fatores ambientais (e
especificamente aqueles relacionados a alimentagdo) ndo parecem ser
suficientes para explicar este aumento na incidéncia de IBD em diferentes

populacées.



Considerando a alteragdo na taxa de expressdo do CCRS5, é possivel que
a resposta inflamatéria (tanto em individuos heterozigotos quanto em
individuos homozigotos para o alelo CCR5delta32) fique alterada,
potencialmente interferindo tanto em respostas imunes normais quanto em
respostas patologicas. Em nossa analise péde-se observar que, apesar de ndo
existir uma diferenca estatisticamente significante, houve uma tendéncia de
uma maior frequéncia do alelo CCR5delta32 nos individuos com IBD (0,054)
quando comparados aos individuos controle (0,044); porém, ¢ CCR5 parece
nao estar associado com o homing linfocitério durante periodos ativos da IBD
provavelmente devido a agdo de outras quimiocinas que atuam sobre linfocitos
Th1 durante a resposta inflamatéria. E importante aqui salientar que diversos
trabalhos tém associado um receptor CCR5 né&o funcional com o
desenvolvimento de respostas inflamatérias exacerbadas, tanto em modelos
animais, como é o caso de camundongos CCRS5 nocaute infectados com uma
linhagem de virus influenza (DAWSON et al; 2000) quanto em doencas
humanas, tais como a anemia falciforme (CHIES & HUTZ, 2003) e a artrite
idiopatica juvenil (SCHEIBEL & VEIT, comunicagdo pessoal). Ainda, é
importante lembrar que, como salientado anteriormente, muitos genes
candidatos estdo associados a apenas uma das formas clinicas da IBD, seja a
Colite Ulcerativa ou a Doenca de Crohn’s. Dados preliminares desse trabalho
ser&o publicados na Revista Ciéncia em Movimento do Ipa Metodista na edicdo
de junho de 2006 (anexo 1).

Segundo ROUSSEAU et al., (2004), a delegdo e a insergdo de 14pb estao

presentes em aproximadamente 58% e 42%, respectivamente, da populacéo



caucasiana. Talvez esse polimorfismo possa ter consequéncias funcionais,
estando associado a baixos niveis de transcrito de HLA-G.

Baixas concentragbes de HLA-G resultariam em um aumento da
resposta de linfécitos T citotéxicos e a indugdo de um perfil de citocinas do tipo
Th1, enquanto altas concentragdes suprimiriam a resposta citotéxica e induziria
um perfil de citocinas do tipo Th2 (HVIID et al., 2005). Essa hipotese vai ao
encontro com os resultados obtidos no nosso trabalho, em que o alelo de
insercdo encontra-se significativamente diminuido no grupo de pacientes,
possivelmente devido ao padréo caracteristico de resposta imune na IBD ser
de perfil inflamatério (Th1).

Os dados clinicos de todos os pacientes que foram genctipados para a
variante CCR5delta32 e do polimorfismo insercéo/delecdo 14pb no éxon 8 de
HLA-G n&o estavam disponiveis. Ao agrupar apenas os dados dos individuos
com IBD que estavam disponiveis de acordo com género e diagnostico (UC e
DC) para a variante CCR5delta32 nenhuma diferenca relevante foi encontrada
~ (Tabela3). O mesmo foi observado para o polimorfismo inser¢ao/dele¢éo 14pb
no éxon 8 HLA-G (Tabela4).

E essencial tanto o aumento do nimero amostral do presente trabalho
guanto também a classificacdo dos pacientes de acordo com a forma clinica de
IBD apresentada, pois como pode ser observada, uma fragmentacdo do
tamanho da amostra entre os diferentes grupos diminui o poder de analise.
Outrossim, é importante que dados referentes a idade, sexo, etnia, além de
outras caracteristicas clinicas e fisicas dos pacientes sejam obtidos para que

possamos adequadamente caracterizar e subgrupar os individuos.



Conclusao

Apesar de existir uma pequena diferengca da frequéncia desta variante
entre os individuos com IBD (0,054) e o grupo controle (0,044), esta nao foi
estatisticamente significativa. Nossos resultados ndo indicam, até o presente
momento, uma associagdo direta entre a variante delta32 do receptor de
quimiocinas CCR5 e o desenvolvimento de IBD na populagdo gaucha. O
genotipo +14pb/+14pb parece estar interferindo no processo de inflamagao

existente na IBD apresentando um padréo alterado na resposta T citotoxica.
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Figura 2. Genotipagem do CCR5 em gel de agarose 3%: Canaletas 1, 2, 3, 4 e 6 individuos
homozigotos normais (CCRS5/CCRS); 5 e 7 individuos heterozigotos (CCR5/CCR5delta32); 8
marcador molecular, ladder de 100pb.

224pb
g > 210pb

Figura 3. Genotipagem do HLA-G em gel de acrilamida 6%: Canaleta 1 controle negativo; 2 e
3 heterozigotos (+14pb/-14pb); 4, 6 e 7 homozigotos para delecio (-14pb/-14pb); 5 homozigoto
para insercgéo (+14pb/+14pb); 8 marcador molecular, ladder de 100pb.



Tabela 1: Freqiiéncias alélicas e nimero de individuos por genétipo do CCR5 em pacientes

com IBD e controles saudaveis.

CCRS Pacientes com IBD Grupo Controle
(n=73) (n=102)
Alelo CCR5 0,945 0,956
(freqiéncia) CCRS delta32 0,055 0,044
Gendtipo homozigoto 65 (89%) 93 (91%)
selvagem
(n) heterozigotos 08 (11%) 9 (9%)

Tabela 2: Freqiiéncias alélicas e nimero de individuos por genétipo do HLA-G em pacientes

com IBD e controles saudaveis.

HLA-G Pacientes com IBD Grupo Controle
(n=82) (n=137)
Alelo +14pb 0,317 0405
(freqliéncia) -14pb 0,683 0,595
Gendtipo Insercao 07 (8,53%) 27 (19,7%)
(n) Heterozigoto 38 (46,34%) 57 (41,6%)
Delegao 37 (45,13%) 53 (38,7%)




Tabela 3: Dados de genotipagem da variante CCR5delta32 agrupados de acordo com género e
diagnéstico [Doenca de Crohn’s (DC) ou Colite ulcerativa (UC)] dos pacientes que
apresentavam dados clinicos disponiveis.

hom CCRS5 (n = 14)

Sexo Masculino DC
(n=27) (n=16) het CCR5/CCR5delta32
(n=02)
hom CCRS (n = 09)
ucC
(n=11) het CCR5/CCR5delta32
(n=02)
hom CCR5 (n = 13)
Sexo Feminino DC
(n=33) (n=16) het CCR5/CCR5delta32
(n = 03)
hom CCRS5 (n = 16)
uc
(n=17) het CCR5/CCR5delta32

(n=01)

Tabela 4: Dados de genotipagem do polimorfismo insercdo/delecdo 14pb éxon 8 do gene
HLA-G agrupados de acordo com género e diagndstico [Doenga de Crohn’s (DC) ou Colite
ulcerativa (UC)] dos pacientes que apresentavam dados clinicos disponiveis.

hom +14pb/+14pb (n = 01)

Sexo Masculino DC
(n=29) (n=17) het +14pb/-14pb (n = 11)
hom -14pb/-14pb (n = 06)
hom +14pb/+14pb (n = 00)
uc
(n=11) het +14pb/-14pb (n = 07)
hom -14pb/-14pb (n = 04)
hom +14pb/+14pb (n = 02)
Sexo Feminino DC
(n=34) (n=16) het +14pb/-14pb (n = 05)
hom -14pb/-14pb (n = 09)
hom +14pb/+14pb (n = 02)
uc
(n=18) het +14pb/-14pb (n = 04)

hom -14pb/-14pb (n = 12)




Figura 5: Dados de todos os pacientes genotipados neste trabalho. (UC: Colite Ulcerativa; DC:
Doenca de Crohn; F: sexo feminino; M: sexo masculino; *genotipagem n&o disponivel,
**informacdes ndo disponiveis).

AMOSTRA
IBD 001
IBD 002
IBD 003
IBD 004
IBD 005
IBD 006
IBD 007
IBD 008
IBD 009
IBD 010
IBD 011
IBD 012
IBD 013
IBD 014
IBD 015
IBD 016
IBD 017
IBD 018
IBD 019
IBD 020
IBD 021
IBD 022
IBD 023
1BD 024
IBD 025
IBD 026
1BD 027
IBD 028
IBD 029
IBD 030
IBD 031
IBD 032
IBD 033
IBD 034
IBD 035
IBD 036
IBD 037
IBD 038
IBD 039
IBD 040
IBD 041
IBD 042
IBD 043
IBD 044
IBD 045
IBD 046
IBD 047
IBD 048

CCRS
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal

CCRS5/delta32
CCRS&/delta32
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
CCRS/delta32
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
CCRS&/delta32
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
CCRS&/delta32
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
CCRS5/delta32
Homozigoto Normal
CCRS5/delta32
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal
Homozigoto Normal

Homozigoto Normal

*

HLA-G
Delecéo
Heterozigoto
Heterozigoto
Delecédo
Heterozigoto
Heterozigoto
Heterozigoto
Delegéo
Heterozigoto
Insergdo
Delegéo
Delecéo
Heterozigoto
Delecédo
Delecdo
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Resumo

A Doenca Inflamatéria Intestinal (IBD) é caracterizada por causar
alteragdes na mucosa do trato gastrointestinal. E uma doenca multifatorial onde
fatores genéticos parecem interferir bastante na predisposicdo € no
desenvolvimento de diferentes sintomas associados a doenga. Alguns genes
relacionados ao sistema imune ja foram indicados como alvos potenciais de
terapia nesta doenga por possivelmente influenciarem o desenvolvimento da
IBD. O gene CCRS5 é o principal alvo de nosso projeto, por estar relacionado
com resposta imune e interferir na migracdo de células pro-inflamatorias,
direcionando-as para os locais de lesdo. Até o momento foram recrutados no
Hospital Sao Lucas da PUCRS 57 individuos portadores de IBD. Foi extraido
DNA gendmico destes individuos e este material foi submetido & genotipagem
do gene CCRY, visando a identificag@o da variante CCR5delta32. A frequéncia
alélica desta variante no grupo com IBD foi comparada com uma amostra de
102 individuos Euro-descendentes saudaveis, provenientes da populacdo
gaucha, através do teste de qui-quadrado. Apesar de existir uma pequena
diferenca da frequéncia desta variante entre os individuos com IBD (0,070) e o
grupo controle (0,044), esta ndo foi estatisticamente significativa. Nossos
resultados ndo indicam, até o presente momento, uma associagao direta entre
a variante delta32 do receptor de quimiocinas CCR5 e o desenvolvimento de

IBD na populagéo gaucha.

Palavras-chave: Doenca inflamatéria intestinal, CCRS5, polimorfismos de DNA



Abstract

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is characterized by alterations on the
mucosal of gastrointestinal tract. It is a multifactorial disease where genetic
factors seems to highly interfere on disease predisposition. Some genes were
already indicated as potential targets to therapy as they possibly interfere on
IBD development. The CCR5 gene is the main target on our work, as it is
involved on inflammatory immune responses and direct proinflammatory cells to
the sites of lesion. Until now, 57 IBD patients recruted from the Hospital S&o
Lucas (PUCRS) were genotyped in order to identify the polymorphic variant
CCR5delta32. The allelic frequencies were compared to a control group (102
healthy Euro-descendent individuals from the population of Rio Grande do Sul).
Although slightly different, the CCR5delta32 frequency among IBD patients
(0.070) did not statistically differs from the control group (0.044). Our results
indicated that the CCR5delta32 variant is not directly associated to IBD in our

population.

Key works: Inflammatory bowel disease, CCR5, polymorphisms



Introdugao

A Colite Ulcerativa (UC) e a Doencga de Crohn’s (CD) s&o os subtipos
mais comuns da Doenga Inflamatdria Intestinal (IBD). Caracterizam-se por
serem doencas inflamatérias crénicas que causam irritacdo e inflamacéo no
trato digestivo. A UC manifesta-se basicamente no colon e no reto enquanto a
CD pode afetar todo o trato gastrointestinal (POTOCNIK et al., 2004). Os
portadores destas enfermidades atravessam periodos remissivos e ativos da
doenca. Nos periodos de inflamacgéo, os principais sintomas s&o: diarréia,
dores abdominais, hemorragia, baixa absor¢éo de nutrientes, falta de apetite,
perda de peso e febre. (RECTOR et al., 2001).

A IBD caracteriza-se por ser de heranga multifatorial, onde o somatério
de fatores genéticos e ambientais pode levar a uma predisposigéo diferencial a
doenca (RECTOR et al,, 2001; POTOCNIK ef al., 2004). A origem étnica do
individuo & um fator genético que parece interferir na susceptibilidade ao
desenvolvimento da IBD, visto que esta doenga raramente ocorre em
individuos de ancestralidade Africana.

O diagnostico tradicional da IBD é feito através de critérios clinicos,
radiolégicos e histologicos. Devido ao avango das técnicas moleculares é
possivel associar genes candidatos, que potencialmente estéo relacionados a
IBD, com o fendtipo dos portadores da doenga (AHMAD et al., 2004).

Um fator importante no desenvolvimento da IBD parece ser o padréo
preferencial de resposta imunolégica do individuo. Andlises da mucosa
intestinal em individuos portadores de CD e UC tém demonstrado um aumento
na expressdo de citocinas pré-inflamatérias potencialmente associadas a

morbidade da IBD, sugerindo assim, uma resposta inflamatdria do tipo Th1.



Além do mais, uma resposta imune desregulada e excessiva na mucosa
intestinal contra a flora entérica parece ser um fator contribuinte para a

morbidade associada a esta condigao (PODOLSKY, 2002).

Marcadores Moleculares envolvidos com IBD

Atualmente, muitos trabalhos buscam a identificacdo de genes
envolvidos no desenvolvimento da IBD. Isso é feito através da comparagéo das
frequéncias alélicas de genes candidatos entre individuos que manifestam a
doenca e um grupo controle saudavel (AHMAD et al., 2004).

Diversos loci génicos que possivelmente estdo envolvidos com IBD ja
foram identificados, sendo que destes, apenas sete (IBD1-7) foram os que
apresentaram um vinculo de maior significancia com a doenga. Eles estéo
localizados nos seguintes cromossomos: 16q (IBD1), 12q (IBD2), 6p (IBD3),
14q (IBD4), 5q (IBD5), 19p (IBD6) e 1p (IBD7). E importante salientar que
alguns loci apresentam uma maior susceptibilidade a UC e/ou CD, o que pode
indicar etiologias diferentes para as duas manifestagbes clinicas da IBD
(ZHENG et al., 2003).

O presente trabalho esté relacionado com a caracterizagao
imunogenética de individuos portadores de CD e UC através da analise de
variantes polimorficas de genes ja descritos como candidatos para IBD e que
estdo relacionados ao sistema imune. Nosso principal alvo de pesquisa, no
momento, € o gene CCR5. Este gene esta Iocailizado no brago curto do
cromossomo 3 na posi¢éo 21 e codifica uma proteina G de membrana que atua
como receptor de quimiocinas. Essa proteina encontra-se distribuida

predominantemente na superficie de células T CD4+ (células T auxiliares) e em
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mondcitos. Durante o periodo de inflamacao, as células da mucosa intestinal,
para sinalizar que esta ocorrendo uma inflamagéo, produzem CCL5, uma beta
quimiocina que € reconhecida pelo CCR5, fazendo com que os linfocitos
migrem para o local da inflamag&o gerando uma resposta inflamatéria do tipo
Th1.

Variantes alélicas do gene CCR5 podem apresentar alteragéo tanto da
taxa de expressdo do gene quanto na propria proteina. O exemplo mais
conhecido de alteragdo no gene que codifica a proteina CCR5 é uma delecéo
de 32pb que provoca o surgimento de um codon de terminagdo precoce, 0 qual
interfere na tradugéo gerando um receptor de membrana néo funcional. O alelo
responsavel por esta situacdo recebe o nome de CCR5delta32 (vide reviséo
recente em GALVANI; NOVEMBRE; 2005). Os homozigotos para essa
mutacao ndo expressam a proteina CCR5 na superficie dos linfocitos e isso faz
com que as células T n&o respondam adeqguadamente a fatores quimiotaticos.
Os heterozigos para a mutacdo CCR5delta32 expressam CCR5, porém em
menor quantidade que homozigotos para o alelo selvagem. Com isso,
provavelmente sua resposta imunoldgica encontra-se alterada.

A distribuicdo geografica e populacional da mutagdo CCR5delta32 é
bastante caracteristica. Esta variante alélica € encontrada em alta freqtiéncia
em Caucasoides, mas € extremamente rara em Asiaticos. O alelo CCR5delta32
n&o & encontrado em populagdes nativas do continente americano, africano ou
australiano. Estudos populacionais sugerem que essa variante surgiu
provavelmente na Europa, recentemente (700 — 5.000 anos), sendo resultante
de um unico evento mutacional. Estes mesmos estudos sugerem que algum

fator, possivelmente a peste negra, a variola ou a tuberculose, tenha exercido



uma alta presséo seletiva a favor deste alelo, levando tanto a sua manutencgéo
quanto ao aumento relativamente rapido de sua freqiéncia em diferentes
grupos populacionais (revisdo em GALVANI; NOVEMBRE; 2005).

Assim, considerando a distribuicdo caracteristica da variante
CCR5delta32, o alto grau de miscigenacdo da populagéo Brasileira e o
potencial envolvimento deste receptor de quimiocinas em doengas pré-
inflamatérias, esse trabalho tem como objetivo a caracterizagéo imunogenética
de pacientes portadores de UC e CD através da analise de variantes
polimérficas de genes relacionados ao sistema imune. Serdo apresentados os
dados relativos ao alelo CCR5delta32 comparando-se a frequéncia do mesmo
entre um grupo de individuos com Doenca Inflamatdria Intestinal e uma

amostra da populagdo saudavel do Rio Grande do Sul.

Desenvolvimento
Amostras e Extracdo do DNA

Foi isolado DNA a partir de sangue periférico, de acordo com o protocolo
descrito por LAHIRI, NURNBERGER (1991), de 57 pacientes com doenga
inflamataria intestinal os quais foram diagnosticados no Hospital Sdo Lucas da
Pontificia Universidade Catdlica de Porto Alegre (PUCRS). Estes pacientes
foram previamente convidados a participar do estudo e, aqueles que se
voluntariaram, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. As
amostras foram armazenadas a -20°C e, atualmente, fazem parte de um Banco
de DNA genoémico estocado no Laboratério de Imunogenética da UFRGS. O
presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS no

dia 22 de agosto de 2005.



Genotipagem CCR5

A genotipagem do gene CCR5 foi feita através de PCR (Polimerase
Chain Reaction) utilizando-se primers especificos previamente descritos por
CHIES; HUTZ (2003). A reagéo de PCR para cada amostra foi preparada para
um volume final de 25ul nas seguintes condigées: 1uL de DNA (0,2-0,5ug),
2,5uL de tampéo de PCR 10X [200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI], 1uL de
MgCI2 50mM, 1uL de dNTPs 5mM, 1uL de primers na concentragéo de 10pmol
para cada primer € 0,2uL de Tag DNA polimerase 5U/uL. O programa de
amplificacéo utilizado consistiu de 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1
minuto, e 72°C por 1 minuto, precedidos de um ciclo de desnaturagéo por 3
minutos a 94°C e seguidos de um ciclo de extensdo por 10 minutos a 72°C. O
PCR produz fragmentos de 137 pb para o alelo selvagem e de 105 pb para o
alelo delta-32. As amostras foram aplicadas em gel de agarose 3% sendo

coradas com brometo de etideo para visualizacdo sob luz ultravioleta (Figura

1)

Analise Estatistica

As frequéncias alélicas foram determinadas por contagem. Para
determinar se as amostras populacionais estavam em Equilibrio de Hardy-
Weinberg e para comparar a frequéncia dos alelos entre as populacdes foi

utilizado o teste de Qui-quadrado com correcéo de Yates.

Resultados
Foram genotipadas 57 amostras em relagéo a variante CCR5delta32 do

gene CCRS5. Destas, 49 apresentaram homozigose para o alelo selvagem e 08



eram derivadas de individuos heterozigotos. Ndo foram observados individuos
homozigotos para a variante CCR5delta32 (Tabela 1). A freqiiéncia encontrada
para o alelo CCR5delta32 foi de 0,070 entre individuos com Doenga
Inflamatédria Intestinal. Quando essa foi comparada com a freqUéncia descrita
para uma populagdo controle caucasoide do Sul do Brasil (0,044) (CHIES;
HUTZ; 2003) nao foi encontrada diferenga significativa. Tanto o grupo com
Doenca Inflamatéria Intestinal quanto a amostra controle encontravam-se em
Equilibrio de Hardy-Weinberg.

A Tabela 2 apresenta os dados de genotipagem da variante
CCR5delta32 agrupados de acordo com género e diagnostico (Doenga de

Crohn’s ou Colite ulcerativa) dos pacientes.

Discussao

A susceptibilidade a IBD esta relacionada tanto a fatores ambientais
como a fatores genéticos. Os receptores de quimiocinas estéo envolvidos com
o desenvolvimento de resposta imune, direcionando diferentes células para as
regides onde & necessaria a estruturacao de respostas inflamatorias.

A importancia do CCR5 como gene candidato para susceptibilidade no
desenvolvimento e controle da inflamagé&o associada a pacientes com IBD foi
sugerida em estudos anteriores (RECTOR ef al., 2005). Segundo Satsangi et
al. (1996) e Hampe et al. (2001), existe associacdo de uma regido do brago
curto do cromossomo 3, onde se encontra o gene CCR5 com o
desnvolvimento de IBD. No entanto, Annese et al. (1999) e Rioux ef al. (2000),
em trabalhos desenvolvidos com pacientes IBD originarios respectivamente da

ltalia e Canada, ndo relataram qualquer evidéncia que essa regiao
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apresentasse algum tipo de ligagdo com a doenga. A existéncia de dados
conflitantes na literatura pode ser explicada tanto pelo fato desta ser uma
doenca complexa e multifatorial (envolvendo fatores ambientais e genéticos)
qguanto pela situacéo de analise de grupos populacionais com padrées étnicos
distintos. Levando em conta efeitos ambientais, & possivel que o aumento
consideravel na frequéncia de IBD nos ultimos anos possa estar relacionado a
mudancas nos habitos alimentares, como por exemplo, 0 aumento da ingestao
de produtos industrializados e com pouca fibra. No entanto, apenas fatores
ambientais (e especificamente aqueles relacionados a alimentagdo) néo
parecem ser suficientes para explicar este aumento na incidéncia de IBD em
diferentes populacdes.

A presenca do alelo CCR5delta32 leva a uma menor expressado de
proteina quando em heterozigose, situacdo esta que pode chegar a total
auséncia deste receptor em individuos homozigotos. Considerando esta
alteragcdo na taxa de expressdo do CCR5, é possivel que a resposta
inflamatéria (tanto em individuos heterozigotos quanto em individuos
homozigotos para o alelo CCRS5delta32) fique alterada, potencialmente
interferindo tanto em respostas imunes normais quanto em respostas
patolégicas. Em nossa analise pdde-se observar que, apesar de néo existir
uma diferengca estatisticamente significante, houve uma tendéncia de uma
maior freqiiéncia do alelo CCR5delta32 nos individuos com IBD (0,070) quando
comparados aos individuos controle (0,044). E importante aqui salientar que
diversos trabalhos tém associado um receptor CCR5 n&o funcional com o
desenvolvimento de respostas inflamatérias exacerbadas, tanto em modelos

animais, como € o caso de camundongos CCR5 nocaute infectados com uma



linhagem de virus influenza (DAWSON et al.; 2000) quanto em doencas
humanas, tais como a anemia falciforme (CHIES; HUTZ, 2003) e a artrite
idiopatica juvenil (SCHEIBEL; VEIT, comunicac&o pessoal). Aindzg, € importante
lembrar que muitos genes candidatos estdo associados a apenas uma das
formas clinicas da IBD, seja a Colite Ulcerativa ou a Doenc¢a de Crohn’s e que,
portanto, & essencial tanto o aumento do nimero amostral do presente trabalho
quanto também a classificacdo dos pacientes de acordo com a forma clinica de
IBD apresentada. Os dados apresentados na Tabela 2 reforcam esta
afirmagdo, uma fragmentacdo do tamanho da amostra entre os diferentes
grupos diminui o poder de analise. Qutrossim, € importante que dados
referentes a idade, sexo, etnia, além de outras caracteristicas clinicas e fisicas
dos pacientes sejam obtidos para que possamos adequadamente caracterizar

e subgrupar os individuos.

Conclusao

Apesar de existir uma pequena diferenca da frequéncia desta variante
entre os individuos com IBD (0,070) e o grupo controle (0,044), esta néo foi
estatisticamente significativa. Nossos resultados ndo indicam, até o presente
momento, uma associacéo direta entre a variante delta32 do receptor de

quimiocinas CCR5 e o desenvolvimento de IBD na populagdo galcha.

Referéncias Bibliograficas
AHMAD, Tariq et al. Clinical Relevance of Advantages in Genetics and
Pharmacogenetics of IBD. Gastroenterology, n. 126, p.1533-1549, maio 2004.



ANNESE, V et al. Genetic analysis in Italian families with inflammatory bowel
disease supports linkage to the IBD1 locus--a GISC study. European Journal of
Human Genetics, n. 7, p. 567-573, julho. 1999.

CHIES, José Artur Bogo; HUTZ, Mara Helena. High frequency of the
CCRb&delta32 variant among individuals from an admixed Brazilian population
with sickle cell anemia. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, n.
36, p. 71-75, Janeiro 2003.

DAWSON, TC et al. Contrasting effects of CCR5 and CCR2 deficiency in the
pulmonary inflammatory response to influenza A virus. American Journal of
Pathology, n. 156, p.1951-19589, jun. 2000.

GALVANI, AP; NOVEMBRE, J. The evolutionary history of the CCR5-delta32
HIV-resistance mutation. Microbes and Infection, n. 7, p. 302-309, fev. 2005.

HAMPE, J et al.Fine mapping of the chromosome 3p susceptibility locus in
inflammatory bowel disease. Gut, n. 48, p.191-197, fev. 2001.

LAHIRI, DK; NURNBERGER, JlJr. A rapid non-enzymatic method for the
preparation of HMW DNA from blood for RFLP studies. Nucleic Acids
Research, n. 19, p. 5444, out. 1991.

PODOLSKY, DK. Inflammatory bowel disease. New England Journal of
Medicine, n. 347, p. 417-429, agosto 2002.

POTOCNIK, U et al. Polymorphisms in multidrug resistance 1 (MDR1) gene are
associated with refractory Crohn disease and ulcerative colitis. Genes and
Immunity,; n. 5, p. 530-539, nov. 2004.

RECTOR, Annabel et al. Analysis of the CC chemokine receptor 5 (CCR5)

delta-32 polymorphism in inflammatory bowel disease. Human Genetics, n.108,
p.190-193, mar 2001.

£n



RIOUX. JD et al. Genomewide search in Canadian families with inflammatory

bowel disease reveals two novel susceptibility loci. American Journal of Human

Genetics, n. 66, p.1863-1870, jun. 2000.

SATSANGI, J et al. Two stage genome-wide search in inflammatory bowel
disease provides evidence for susceptibility loci on chromosomes 3,7 and 12.
Nature Genetics, n. 14, p.199-202, out. 1996.

ZHENG, CQ et al Progress in searching for susceptibility gene for inflammatory

bowel disease by positional cloning. World Journal of Gastroenterology, n. 9, p.
1646-1656, agosto 2003.

|1



137pb —
105pb —»

Figura 1. Genotipagem do CCR5 em gel de agarose 3%: Canaletas 1, 2, 3,4 €

6 individuos homozigotos normais (CCR5/CCR5); 5 e 7 individuos
heterozigotos (CCR5/CCR5delta32); 8 marcador de peso molecular, ladder de
100pb.



Tabela 1: Fregliéncias alélicas e numero de individuos por genétipo do CCR5 em pacientes
com IBD e controles saudaveis.

Pacientes com IBD Grupo Controle
CCRS5
(n=157) (n=102)
Alelo CCRS 0,930 0,956
(frequéncia) CCRS delta32 0,070 0,044
T homozigoto
Gendtipo 49 (86%) 93 (91%)
selvagem
(n) heterozigotos 08 (14%) 9 (9%)

Tabela 2: Dados de genotipagem da variante CCR5delta32 agrupados de acordo com género e
diagnéstico [Doenga de Crohn’s (DC) ou Colite ulcerativa (UC)] dos pacientes. O n total da
tabela é igual a 56 pois uma paciente do sexo feminino, homozigota para o alelo CCR5
selvagem, apesar de diagnosticada como portadora de IBD, ndo foi subclassificada.

hom CCR5 (n = 10)

Sexo Masculino DC
(n=22) (n=12) het CCR5/CCR5delta32
(n = 02)
hom CCRS5 (n = 08)
uc
(n=10) het CCR5/CCR5delta32
(n=02)
hom CCRS5 (n = 16)
Sexo Feminino DC
(n = 34) (n=19) het CCR5/CCR5delta32
(n=03)
hom CCR5 (n = 14)
ucC
(n=15) het CCR5/CCR5delta32

(n=01)
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