56
Artigo / Article

Analise do polimorfismo rs1801157 da quimiocina cxcl12 em
descendentes asiiaticos em Maringa — PR

Polymorphism analysis of chemokine cxcl12 rs1801157 in
asian descent in Maringa — PR

Eduarda Libarino Suzuki', Stephanie Badaré Garcia®, Guiherme Cesar Martelossi
Cebinelliz, Nathalia Tatakiharaz, Ana Paula Lombardi Pereiraz, Nddia Calvo Martins
Okuyama®, Maria Angelica Ehara Watanabe’, Karen Brajio de Oliveira®

' Centro Universitdrio de Maringé, Curso de Biomedicina, Maringd — PR, Brasil.

? Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Biologicas, Departamento de Ciéncias
Patolégicas, Laboratério de Genética Molecular e Imunologia. Londrina — PR, Brasil.

? Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Biolégicas, Departamento de Ciéncias
Patolégicas, Laboratério de Estudos e Andlises de Polimorfismos. Londrina — PR, Brasil.

Endereco para correspondéncia

Karen Brajio de Oliveira

Departamento de Ciéncias Patoldgicas

Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445 Km 380 — CEP 86057-970 - Londrina - PR
e-mail: karen.brajao@uel.br

Resumo

As quimiocinas sdo proteinas cuja funcdo primordial € direcionar as células do sistema imune,
principalmente os leucdcitos, para os sitios de inflamagdo no organismo. A quimiocina
CXCL12 pertence a familia CXC (alfa-quimiocina), inicialmente descrita como um fator
derivado de células do estroma da medula éssea (SDF-1), e como um fator pré-estimulador de
células B, e ainda € o ligante especifico de CXCR4. O CXCR4 atua como um co-receptor para
importantes patdgenos, como o HIV, determinando o tropismo viral por diferentes células. A
quimiocina CXCL12 apresenta um polimorfismo designado CXCL12 rs1801157, cujo alelo
variante pode ter funcdes regulatérias importantes, resultantes do aumento na concentragdo da
proteina CXCL12. Desta forma a presenga do alelo variante na populagdo poderia diminuir a
susceptibilidade a infeccdo pelo virus HIV, ou promover um melhor prognédstico aos individuos
infectados. Desta forma o presente estudo teve como objetivo avaliar a freqiiéncia do alelo
variante do polimorfismo de quimiocina CXCL12 rs1801157, em individuos saudaveis de
ascendéncia asidtica. As amostras utilizadas foram de sangue periférico, das quais foi extraido o
DNA para andlise molecular do polimorfismo por meio da técnica de PCR-RFLP. Os dados
foram avaliados estatisticamente pelo programa SPSS Statistics 17.0, adotando o nivel de
significancia de p<0.05, onde observou-se uma freqii€ncia de 53,8% de gendtipos GG, 36,5%
de GA e 9,6% de AA, o que estd dentro do Equilibrio de Hardy-Weinberg, contudo ndo se
observou correlacido significativa entre a distribuicdo genotipica e os pardmetros avaliados,
como sexo, idade e geracao.

Palavras-chaves: CXCL12-3’ A, epidemiologia, SDF-1, SDF1-3’A
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Abstract

Chemokines are proteins whose primary function is to direct the immune system cells,
especially leukocytes to sites of inflammation in the body. The chemokine CXCL12 belongs to
the CXC family (alpha-chemokine), initially described as a Stromal-cell derived factor from
bone marrow (SDF-1), and as a pre-B cells stimulating factor. CXCL12 binds CXCR4, which
also acts as a co-receptor for important pathogens such as HIV. The chemokine CXCL12
presents a polymorphism designated CXCL12 rs1801157, the variant allele may have important
regulatory functions resulting from the increase in the CXCL12 concentration. Thus the
presence of the variant allele in the population might reduce susceptibility to HIV infection, or
promote a better prognostic. Thus this study aimed to evaluate the frequency of the variant allele
of the CXCL212 rs1801157 polymorphism in healthy Asian descent individuals. DNA was
extracted from peripheral blood samples to analyze the polymorphism by the PCR-RFLP
method. The data were statistically analyzed using the software SPSS Statistics 17.0, adopting
the significance level of p <0.05. The CXCL12 genotypes frequencies observed were 53.8% of
GG genotype, 36.5% GA and 9.6% AA, the genotypes are in agreement to Hardy Weinberg
Equilibrium and no significant correlation was observed among alleles distribution and any of
the evaluated parameters, as gender, age and generations.

Keywords: CXCL12-3'A, epidemiology, SDF-1, SDF1-3'A

INTRODUCAO

As quimiocinas s@o proteinas cuja funcao primordial € direcionar as células do
sistema imune, principalmente os leucdcitos, para os sitios de inflamac¢@o no organismo.
Estas foram estabelecidas como citocinas quimioatraentes em 1992 apdés o Encontro
Internacional de Imunologia em Budapest " Constituem uma grande familia de
mediadores inflamatérios e imunoldgicos, e apresentam similaridade e diferencas com
as citocinas. Assim como as citocinas, as quimiocinas sdo proteinas secretdrias
produzidas por leucécitos e células teciduais constitutivamente ou apds inducdo e
exercem seus efeitos localmente de forma autdcrina ou pardcrina. Entretanto, as
quimiocinas sdo moléculas muito menores que as citocinas e desempenham sua
atividade via receptores, com sete-hélices transmembrana, acoplados a proteina G, os
quais sdo tipicos para atracdo de leucéeitos @. Duas familias principais, CXC e CC,
também conhecidas como e quimiocinas respectivamente, sdo distinguidas de acordo
com a posi¢ao dos dois primeiros residuos de cisteina, os quais sdo separados por um
aminodcido varidvel (CXC) ou sdo adjacentes (CC). As cisteinas formam duas pontes
dissulfeto (Cysl — Cys3 e Cys2 — Cys4), o que confere as quimiocinas sua estrutura
tridimensional. As pontes dissulfeto mantém as regides aminoterminais juntas, o que é
essencial para sua atividade bioldgica ®. Para cada familia de quimiocinas descrita,
existem receptores respectivos, acoplados a proteina G e que medeiam suas funcdes
junto as células-alvo .

A quimiocina CXCLI12 pertence a familia CXC (alfa-quimiocina), a qual foi
inicialmente descrita como um fator derivado de células do estroma da medula éssea
(SDF-1), e como um fator pré-estimulador de células B . Constitutivamente expressa
por células do estroma medular e células endoteliais (4), do musculo cardiaco © e
esquelético (6), do figado (7), do cérebro ® e do parénquima renal (9), contudo, é
principalmente produzida por osteoblastos, fibroblastos e células endoteliais da medula
6ssea 9. 0O sequenciamento de nucleotideos do gene que codifica a quimiocina
CXCL12 (depositada no GenBank sob coédigo L36033) revelou na populagdo a
existéncia de um polimorfismo no segmento evoluciondrio conservado da regidao 3’ ndo
traduzida (3°’UTR), (posicio 801 G > A) do gene estrutural transcrito. Este
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polimorfismo, designado atualmente como CXCLI12 rs1801157, apresenta um alelo
variante que pode ter funcdes regulatérias importantes, resultantes do aumento na
concentracio da proteina CXCL12 V. Virios estudos tém avaliado a frequéncia do
alelo A em diferentes populacdes e diferentes condi¢des patolégicas, com o objetivo de
avaliar possiveis implicacdes deste polimorfismo na susceptibilidade a doencgas (1213 o
também suas possiveis implicacdes na patogénese tumoral 1% .

O receptor de quimiocina CXCR4 pertence a familia de receptores acoplados a
proteina G, participa do controle de inimeros processos bioldgicos dentre os quais o
trafego de células do sistema imunolégico, como linfécitos T, durante o trafego celular
e homeostase '”. O CXCR4 se liga especificamente 2 quimiocina CXCL12. Expresso
em linfécitos T, mondcitos e neutréfilos, medeia a quimiotaxia destas células frente ao
CXCLI12. A interacio CXCR4/CXCL12 participa da modulacdo da resposta imune,
induzindo a apoptose de células T CD8+ mediada por macréfagos ¥ e também do
desenvolvimento embrionério . O eixo CXCL12/CXCR4 é essencial para a migracio
de células progenitoras durante o desenvolvimento embriondrio cardiovascular,
hematopoiético e sistema nervoso central **. Também foi demonstrado que esta
interacdo desempenha um importante papel no crescimento e na invasio tumoral @n,

Os receptores para quimiocinas servem como co-receptores para importantes
patégenos, como o HIV. Esses receptores acabam por determinar o tropismo viral por
facilitarem a entrada s células *. O CXCR4 também atua como co-receptor
juntamente com CD4 para cepas de HIV-1 T-trépicos. Desta forma o CXCL12 poderia
bloquear a entrada do virus HIV-1 ligando-se ao CXCR4 .

Descobertos ha aproximadamente 20 anos, os antagonistas de CXCR4, foram
inicialmente desenvolvidos para o tratamento da infeccdo pelo HIV-1 “?. Como o
polimorfismo CXCL12 rs1801157, pode ter funcdes regulatérias importantes,
resultantes do aumento na concentracdo da proteina CXCL12 b a presenca do alelo
variante na populacido poderia diminuir a susceptibilidade a infecc@o pelo virus HIV.
Entretanto, como a mutacdo € pouco freqiiente na populagdo asidtica, o presente estudo
ird avaliar a incidéncia do polimorfismo em Brasileiros com ascendéncia asidtica, da
regido noroeste do Parand, a fim de avaliarmos a possivel influéncia do mesmo sobre
possiveis implicacdes deste na susceptibilidade a doencas.

MATERIAIS E METODOS

Populacdo estudada

A populagdo estudada consiste em 52 individuos descendentes asiaticos,
maiores de idade e de ambos os sexos, que se dispuseram a ajudar com a pesquisa apos
tomarem conhecimento da mesma, por meio de adesdo voluntdria firmada pela
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
n°058/2011 o qual estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio Humana
adotada pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) pela Resolucio
MS/CNS n°196/96 do Ministério da Saide (MS).

Ap6s assinatura do TCLE um questiondrio simples foi aplicado aos
pesquisados e procedeu-se a coleta de 3 mL de sangue periférico, a qual foi realizada no
Laboratdrio de Andlises Clinicas.

Biosaiide, Londrina, v. 14, n. 2, 2012



59

Extracdo de DNA

As andlises moleculares foram realizadas no laboratério de Biologia Molecular
do Centro Universitario de Maringd - CESUMAR. A extracdo do DNA foi realizada a
partir do sangue periférico. A técnica utilizada consiste basicamente no rompimento
enzimatico de membranas celulares, eliminagdo de proteinas e dcidos graxos por acao
de solventes organicos e precipitagdo do DNA com etanol de acordo com a técnica de
salting out descrita por Miller et al. (1988)°% e Kirby @ com algumas modificagdes.

Reacdo em cadeira da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando primers
especificos obtidos de acordo com a sequencia registrada no genBank sob n° L36033,
primer sense 5° CAG TCA ACC TGG GCA AAG CC 3’ primer anti-sense 5’ CCT
GAG AGT CCT TTT GCG GG 3'.

As etapas de amplificagdo consistiram em uma etapa inicial de desnaturacdo de
cinco minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto, com extensao final de 10 minutos a 72°C.

Digestdo enzimdtica e andlise do polimorfismo

O produto do PCR foi entdo submetido ao tratamento enzimatico em presenca
de enzima de restricdo Mspl (Promega, Brasil) durante 3 horas a 37°C de acordo com as
instrugdes do fabricante.

O produto da clivagem enzimdtica foi avaliado posteriormente através de
eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata, para a anélise
do polimorfismo, compreendendo um produto de 100 e 193 pares de bases no caso de
um alelo CXCL12-G e um produto com 293 pares de bases no caso de um alelo
CXCL12-A, caracterizando-se dessa forma os trés possiveis genotipos: GG, GA, AA.

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa SPSS
Statistics 17.0. Para a anédlise de correlagdo foram utilizados os testes de Pearson e
Spearman Rho. Para todos os dados o nivel de significincia adotado foi de p<0,05.

RESULTADOS

Foram avaliados 52 individuos brasileiros, saudaveis, descendentes de asiaticos
com idades entre 18-79 anos, com idade média de 36,50 + 16,8 anos (média + desvio
padrdo), de ambos os sexos.

A distribui¢do genotipica foi avaliada pela técnica de PCR-RFLP seguida de
eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, onde pode ser observados fragmentos
eletroforéticos de 293 pb para o produto do PCR, dois fragmentos, um de 100pb e outro
de 193pb para o gendtipo GG, o gendtipo GA apresenta trés fragmentos um de 293pb,
um de 193pb e outro de 100pb, ja o genétipo AA apresenta um tUnico fragmento de
293pb (Figura 1).
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FIGURA 1. Perfil Eletroforético dos fragmentos do gene CXCL12 analisados. (1)
ladder, (2) produto do PCR, (3) amostra homozigota para a mutagdio CXCL12
rs1801157, (4) amostra heterozigota e (5) amostra selvagem. Gel de Poliacrilamida 10%
corado com nitrato de prata.

A distribuicdo genotipica para o gene CXCLI2 encontra-se dentro do
Equilibrio de Hardy Weinberg (p>0,05). Com uma frequéncia genotipica de 53,8% de
individuos GG, 36,5% GA e 9,6% AA (Grafico 1).

A grande maioria dos individuos avaliados ndo apresentavam habitos
tabagistas 88,5% (46/52), e a maioria é descendente de japoneses da 3" geracdo
correspondendo a 55,8% (29/52) da populagdo analisada (Tabela 1). Os dados
demograficos detalhados estdo apresentados na tabela 1 de acordo com o gendtipo dos
individuos avaliados.

Gendtipos
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Grafico 1. Distribui¢do genotipica do CXCLI12 rs1801157 entre individuos
descendentes de asidticos. Frequéncia dos alelos G= 0,72 e A= 0,28.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas da populacao.

Genotipos
GG GA AA Valor de p
N (%) N (%) N (%)
SEXO F 14 269 8 15,4 2 38 0,832
M 14 269 11 21,2 3 58
GERACAO 1 3 58 4 17 0 0 0,696
2 7 135 4 7,7 2 38
3 17 32,7 9 17,3 3 58
4 1 1,9 2 3,8 0 0
TABACO N 23 442 18 39,1 5 10,9 0,289
5 96 1 16,7 0 0

S

A distribuicdo genotipica foi avaliada em relagdo ao género dos individuos, e
nao houve correlagdo entre gendtipo e género pelo teste de correlacdo de Pearson (p=
0,570) nem pelo teste de Spearman Rho (p=0,556).

Quando a distribui¢ao genotipica foi avaliada em relacdo as diferentes geracoes
dos descendentes asidticos também nao houve correlagdo significativa quando avaliados
pelos testes de correlagdo de Pearson (p= 0,874) ou pelo teste de correlacdo de
Spearman Rho (p= 0,809).

DISCUSSAO

Quimiocinas sdo conhecidas como citocinas que regulam a migracdo e
diferenciacdo de linfécitos em locais inflamatérios. Nos tltimos anos o seu papel na
patogénese de vdarias doencas tem sido reconhecida. A CXCLI2 é uma poderosa
citocina quimioatraente que regula a maturagdo, trafego e homing dos linfécitos T e B
imunogénicos .

Da interacdo de fatores virais com o hospedeiro acredita-se que a ligacao
CXCLI12/CXCR4 determina ndo apenas o risco para a aquisicdio do virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), mas também a infecc@o pode ser decorrente
de fatores genéticos do hospedeiro, o que afeta sua susceptibilidade a infeccdo pelo
virus, o que pode ser determinado pelo fato de que certos receptores de quimiocinas,
principalmente CCR5, CCR2 e CXCR4, funcionam como co-receptores do virus
juntamente com a molécula de CD4. Desta forma estes receptores funcionam tanto
como um portal de entrada para a infeccdo por HIV-1, como seus ligantes podem
modular a eficiéncia da infec¢ao (25, 30)
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Polimorfismos em genes que codificam as quimiocinas ou seus receptores sao
capazes de modular a susceptibilidade ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e a
progressao da doenca @8

Grimaldi et al. (2009)°" avaliaram a frequéncia do polimorfismo CXCL12
rs1801157 em individuos infectados e ndo-infectados pelo HIV-1 em trés diferentes
grupos étnicos brasileiros, onde nao observou diferencas estatisticamente significantes
quando a frequencia dos alelos foi compara entre os grupos (p>0,005). E o conjunto dos
dados avaliados por Grimaldi et al. (2009) ®" relataram uma progressdo mais lenta para
AIDS, e nenhuma correlacdo com susceptibilidade diminuida para a infec¢do por HIV-
1, embora os fatores genéticos tém se tornado uma matéria importante em HIV/AIDS
para a pesquisa, sendo que até agora nio sdo raros os relatos sobre a frequéncia deste
polimorfismo entre infectados e ndo-infectados por HIV no Brasil.

Em estudo realizado por Ide et al. @ com 184 amostras de japoneses
portadores de Diabetes Mellitus tipo 1, comparado com 106 amostras controle de
individuos sauddveis, apresentou a frequéncia do polimorfismo CXCL12 rs1801157 de
GG 53% (56/106), GA 43% (45/106) e AA 5% (13/184) em individuos saudaveis
demonstrando que a incidéncia do polimorfismo CXCLI12 rs1801157 na populagdo
japonesa do referido estudo, € similar a frequéncia encontrada no presente trabalho,
onde foi encontrada em descendentes asidticos brasileiros uma frequéncia genotipica de
GG 53,8% (28/52), GA 36,5% (19/52) e AA 9,6% (5/52).

Vieira et al. ®® avaliaram a frequéncia em uma populagdo brasileira
observando e GG 60,2% (139/231) GA 38,1% (88/231) e AA 1,7% (4/231) e
Estudando a influéncia do polimorfismo CXCL12 rs1801157 em pacientes infectados e
ndo-infectados pelo HIV, Tan et al. @7 observaram uma incidéncia de GG 15.9%
(40/251), GA 51,8% (130/251) e AA 32,3% (81/251) entre individuos infectados e GG
17,6% (42/238), GA 51,7% (123/238) e AA 30,7% (73/238) entre os ndo infectados,
demonstrando que nio houve diferenca entre os grupos.

Em estudo realizado em Londrina — Parand, por Reiche et al. ™, a frequéncia
do polimorfismo CXCL12 rs1801157 foi avaliada em quatro diferentes grupos, sendo
estes de individuos sauddveis, individuos expostos ao HIV, individuos portadores
assintomdticos do HIV e individuos portadores sintomdticos do HIV, ndo encontrando
também diferenca estatisticamente significativas entre os grupos. Contudo Reiche et al.
@® observou que a presence do alelo variante CXCL12-3’ A pode ter um efeito protetor
tardio na progressao da AIDS na populacao brasileira.

(28)

CONCLUSAO

Conclui-se entdo que o polimorfismo CXCLI12 rs1801157 € encontrado,
mesmo que raramente, em descendentes asidticos e varios outros grupos de populacdes.
Assim, ndo havendo uma diferenca de frequéncia encontrada entre estes, mesmo quando
relacionadas com o HIV-1 ou outras doengas.
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