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“Nao importa onde vocé parou...
Em que momento da vida vocé cansou...
O que importa € que sempre é possivel e necessario
RECOMECAR.
Recomecar é dar uma nova chance a si mesmo...
E renovar as esperangas na vida
E o mais importante...
Acreditar em vocé de novo.
Sofreu muito neste periodo?
Foi aprendizado...
Chorou muito?
Foi limpeza da alma...
Ficou com raiva das pessoas?
Foi para perdoa-las um dia...
Sentiu-se so por diversas vezes?
Foi porque fechaste a porta até para os anjos...
Acreditou naquilo que estava perdido?
Era o inicio da tua melhora...
Onde vocé quer chegar?
Ir alto?
Sonhe alto...
Queira o melhor do melhor...
Se pensarmos pequeno
Coisas pequenas teremos...
Mas, se desejarmos fortemente o melhor...
E, principalmente...
Lutarmos pelo melhor...
O melhor vai acontecer em nossa vida.
Porque sou do tamanho daquilo que vejo,
E nao do tamanho da minha altura.”

(Carlos Drummond de Andrade)



Para meus amigos...

Saudade...
Um dia a maioria de nos ira se separar.
Sentiremos saudades de todas as conversas jogadas fora, das descobertas que
fizemos, dos sonhos que tivemos, dos tantos risos e momentos que compartilhamos.
Saudades até dos momentos de lagrimas, da angustia, das vésperas
de finais de semana, de finais de ano, enfim... do companheirismo vivido.
Sempre pensei que as amizades continuassem para sempre. Hoje ndo tenho mais
tanta certeza disso.
Em breve cada um vai pra seu lado, seja pelo destino, ou por algum
desentendimento, segue a sua vida, talvez
continuemos a nos encontrar quem sabe... nos e-mails trocados. Podemos nos
telefonar conversar algumas bobagens...
Al os dias vao passar, os meses... 0s anos... até este contato tornar-se
cada vez mais raro. Vamos nos perder no tempo.
Um dia nossos filhos verao aquelas fotografias e nos
perguntardo: "Quem sdo essas pessoas?”
Diremos que eram nossos amigos e isso vai doer tanto!...
Foram meus amigos, foi com eles que vivi os melhores anos de minha vida!
A saudade vai apertar bem dentro do peito...
Vai dar uma vontade de ligar, ouvir aquelas vozes novamente...
Quando o nosso grupo estiver incompleto... nos reuniremos para um ultimo adeus
de amigo...
E entre lagrimas nos abragcaremos . Faremos promessas de nos encontrarmos mais
vezes daquele dia em diante.
Por fim, cada um vai para o seu lado para continuar a viver a sua vidinha isolada do
passado.
E nos perderemos no tempo...
Por isso, fica aqui um pedido deste humilde amigo: ndo deixes que a vida passe em
branco, e que pequenas adversidades sejam a causa de grandes tempestades...
Adoro todos vocés...

Autor desconhecido



1 CORINTIOS 13

AINDA que eu falasse a lingua dos homens e dos anjos, se ndo tivesse amor, seria
como o metal que soa ou como o sino que tine.

E ainda que tivesse o dom da profecia, e conhecesse todos os mistérios e toda a
ciéncia, e ainda que tivesse toda a fé, de maneira tal que transportasse os montes,
se n3o tivesse amor, nada seria.

E ainda que distribuisse toda a minha fortuna para sustento dos pobres, e ainda que
entregasse 0 meu corpo para ser queimado, se ndo tivesse amor, nada disso me
aproveitaria.

O amor é paciente, é sofredor, é benigno; 0 amor nao é invejoso; o amor nao trata
com leviandade, ndo se ensoberbece.

O amor ndo arde em ciumes, ndo se ufana, ndo se conduz incovenientemente,
Né&o se porta com indecéncia, ndo busca 0s seus interesses, ndo se exaspera, ndo
se ressente do mal;

Né&o se alegra com a injustica, mas regozija-se com a verdade;

Tudo sofre, tudo cré, tudo espera, tudo suporta.

O amor nunca falha e jamais acaba...

Se eu n&o tivesse amor, eu nada seria...

“Minha bondade é tao ilimitada quanto o mar, e tao profundo como este, é o0 meu

amor. Quanto mais te dou, mais tenho, pois ambos s&o infinitos”.

(Shakespeare)
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“Vivemos esperando
Dias melhores
Dias de paz, dias a mais
Dias que néo deixaremos

Para tras

Vivemos esperando
O dia em que
Seremos melhores
Melhores no amor
Melhores na dor

Melhores em tudo
Vivemos esperando
O dia em que seremos

Para sempre

Vivemos esperando
Dias melhores pra sempre

Vivemos esperando...”

(Rogério Flausino)
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RESUMO

Os receptores para a porcao Fc das IgG (FcyR) estdo amplamente expressos nas
células do sistema imune e podem estimular uma variedade de respostas efetoras. Trés
classes de FcyR sao descritas nos humanos: FcyRl, FcyRIl e FcyRIll. O neutréfilo expressa
constitutivamente as isoformas FcyRlla (CD32) e FcyRlllb (CD16), as quais apresentam um
polimorfismo funcional decorrente do polimorfismo alélico. No FcyRlla, a substituicdo da
histidina (H) pela arginina (R) na posicao 131 resulta nas variantes polimorficas FcyRlla-
R131 e FcyRlla-H131, que diferem quanto a capacidade de ligacao a IgG2 humana. Quanto
ao FcyRlllb (CD16), o polimorfismo genético € responséavel pela expressao dos antigenos de
neutréfilo (NA)1, NA2 e SH e resulta em um maior numero de sitios de glicosilagdo em NA2.
O FcyRlllb é responsavel pela aproximacao dos ligantes na membrana para o FcyRlla e
também interage com o receptor para complemento tipo 3 (CR3) na superficie celular.

A cooperacao entre os FcyRlla/lllb com o CR3 promove a estimulagdo maxima das
respostas do neutréfilo, dentre elas o burst oxidativo. Uma vez que a interacao FcyRIlIb/CR3
ocorre via sitio de ligagao lectina-sacarideo, o objetivo deste estudo foi avaliar se o
polimorfismo alélico do FcyRIllb poderia afetar a cooperacao entre os FcyR e os CR em
mediar o burst oxidativo dos neutrofilos. As freqiéncias dos alelos H/R-131 e NA1/NA2/SH
foram analisadas por genotipagem com oligonucleotideos alelo-especificos e reagcdo em
cadeia da polimerase e a densidade de expressao dos receptores (FcyRlla, FcyRlllb, CR1 e
CR3) foi determinada por citometria de fluxo. A distribuicdo dos gendtipos para o FcyRlllb
(n=169) foi NA1/NA2 (52,1%), NA2 (27,8%) e NA1 (20,1%). Dentre 174 individuos, apenas
6,3% apresentaram o gene SH. Quanto aos gendétipos para o FcyRlla (n=143), a distribuigcao
mostrou R-131 (41,2%), H/R-131 (38,5%) e H-131 (20,3%). Os neutréfilos foram
estimulados com imunocomplexos (IC) de IgG opsonizados ou nao por complemento e o
burst oxidativo medido por quimioluminescéncia. De um modo geral, a opsonizagdo com

complemento aumenta o burst oxidativo confirmando os dados da literatura. A cooperagao
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dos CR com os FcyRlllb em individuos NA2/NA2 néao foi tdo eficiente quanto nos outros
gendtipos para NA. O gendtipo R/NA2 apresentou uma melhor cooperagdo entre o0s
receptores para gerar o burst. Quanto a expressao de CD16, observou-se uma diferenca
significativa na expressao de CD16 entre os grupos R/NA2 e HR/NA1/2. Observou-se uma
correlacdo positiva e significativa entre CR3 e CD16. A correlagdo entre os receptores
estudados, em alguns casos, pode ser influenciada pelas diferentes combinagcbes de

gendtipos.

Palavras-chave: Receptores de IgG; neutrofilos; burst oxidativo.
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ABSTRACT

Receptors for immunoglobulin G (FcyR) are known to be expressed on many cells of
the immune system and they can trigger a variety of biological responses. Human FcyR
belong to the Ig superfamily and three classes of these receptors have been recognized:
FcyRl, FcyRIl and FcyRIIl, with different affinities and specificities for I1gG subclasses.
Neutrophils express the FcyRlla (CD32) and FcyRlllb (CD16) isoforms, which display a
functional polymorphism due to biallelic polymorphisms. In the case of FcyRlla, an arginine
(FcyRlla-R131) or histidine (FcyRlla-H131) at amino acid position 131 determines receptor
affinity for 1gG2, FcyRlla-H131 being the isoform with highest affinity. On neutrophils, the
FcyRlllb bears the neutrophil antigen (NA) polymorphism, NA1, NA2 and SH, NA2 being the
more glycosylated isoform. Cooperation of FcyRlllb with FcyRlla and CR3 (complement
receptor type 3) is necessary for efficient neutrophil responses, including the oxidative burst.
Since the FcyRIlIb/CR3 cooperation occurs via lectin-sacharide-like interaction, the aim of
this study was to evaluate whether the allelic polymorphism, NA1 and NA2, could influence
the cooperation of FcyRIlIb with CR3 in mediating the oxidative burst of neutrophils. FcyRlla
and FcyRlllb genotyping analysis were performed by polymerase chain reaction with allele-
specific primers and surface expressions of FcyRlla, FcyRlIllb, CR1 and CR3 on neutrophils
were determined by flow cytometry. The FcyRIllb genotype distribution (n=169) was
NA1/NA2 (52.1%), NA2 (27.8%) and NA1 (20.1%). SH gene was found in 11 (6.3%)
volunteers from 174 subjects. With respect to the FcyRlla genotype (n=143), the distribution
observed was R131 (41.2%), H/R131 (38.5%) and H (20.3%). Neutrophils were stimulated
with immune complexes (IC)-IgG opsonized or not with complement and the oxidative burst
was measured by chemiluminescence. Overall the opsonization with complement increased
the oxidative burst, as described in literature. In neutrophils homozygous for NA2, the
cooperation of CR3 with FcyRIllb was not efficient, in contracts with those observed in other

genotypes for NA. The most efficient cooperation between FcyR and CR in mediating the
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oxidative burst was observed in neutrophils with the combination of the homozygosis R and
NA2. Analysis of combinations of the FcyRlla (R/H) and FcyRlllb (NA1/NA2) gene variants
revealed that the FcyRIllb (CD16) expression on neutrophils was significantly different
between R/NA2 and HR/NA1/NA2 groups. In addition, overall there was a positive correlation
between CD16 and CR3 expressions on neutrophils, but the combinations of the HR/NA

alleles may influence the correlation between the receptors studied.

Key words: Receptors for IgG; polymorphism; complement receptors; neutrophils; oxidative

burst.
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Neutrofilos

Os neutréfilos sdo células fagociticas extremamente importantes na defesa do
hospedeiro contra microrganismos invasores e particulas estranhas. Nos mamiferos, a
fagocitose de particulas estranhas é favorecida pela ligagdo das imunoglobulinas aos
receptores para a porcao Fc (FcR) nos fagdcitos profissionais, tais como os neutréfilos e
macrofagos, e a particula opsonizada é, entdo, rapidamente internalizada. Esta
internalizacao é caracterizada por uma extensao da membrana plasmatica, dependente da
actina, ao redor da particula, e é seguida pela produgéo de espécies reativas de oxigénio,
bem como pela liberagdo de enzimas lisossomais e de citocinas inflamatérias dos fagécitos
(MAY; MACHESKY, 2001).

Apoés estimulagado o neutréfilo € capaz de produzir um metabolismo oxidativo, ndo
mitocondrial, referido na literatura como burst (surto ou explosao) oxidativo ou respiratorio. O
burst oxidativo € caracterizado pela producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que
sao geradas por mecanismos dependentes da mieloperoxidase (MPO) liberada dos granulos
e por mecanismos independentes da MPO. Este metabolismo oxidativo dos neutréfilos é
mediado por um complexo enzimatico, associado as membranas citoplasmatica e dos
granulos especificos, chamado nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADPH)
oxidase (Figura 1). O complexo NADPH oxidase esta dormente na célula ndo estimulada, e
é formado por sete subunidades, sendo que no estado nédo ativado, duas permanecem
associadas a membrana da célula e cinco no citoplasma. Quando os fagdcitos sdo expostos
a estimulos adequados, as sete subunidades se unem e o complexo rapidamente se ativa

(BABIOR, 1988; EL-BENNA et al., 2005).
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Figura 1- Esquema representativo do complexo NADPH oxidase na membrana da célula e
suas subunidades (LICHTMAN, et al.,2006).

Quando os neutréfilos sdo ativados, as ERO geradas podem, via oxidagao, converter
moléculas como o luminol a derivados intermediarios instaveis e excitados, que quando
retornam ao seu estado fundamental emitem luz na forma de foétons. Esta producao de luz,
durante a reacao quimica, € conhecida por quimioluminescéncia (QL) e é uma das
caracteristicas do burst oxidativo, podendo ser um indicador da ativagdo do metabolismo
oxidativo. Desta forma, o luminol tem sido utilizado, como sonda quimioluminescente no
estudo do metabolismo oxidativo dos neutréfilos. O luminol é exclusivamente oxidado pelo
peréxido de hidrogénio (H.O,) e espécies derivadas dele sendo a enzima mieloperoxidase,
presente nos neutréfilos, um importante catalisador da reacdo. (ALLEN, 1982). Assim, o
luminol pode ser utilizado para avaliar a produgdo de ERO durante a estimulagdo dos
neutréfilos (GASBARRINI et al., 1998).

Os estimulos que desencadeiam o burst oxidativo, envolvem uma variedade de
agentes soluveis e particulados, capazes de ativar os fagocitos, podendo estar ou néo
revestidos por proteinas do hospedeiro (opsoninas), tais como imunoglobulinas, formando
complexos antigeno-anticorpo (imunocomplexos = IC) e/ou complemento, que podem
aumentar o reconhecimento da particula pelos fagécitos. Esta ligacdo é mediada por

receptores para a porcao Fc (fragmento cristalizavel) da IgG (FcyR = Fc gamma receptors)
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e/ou receptores para complemento (CR) (MANTOVANI, 1975; MELAMED et al., 1982;
OKHURQO et al., 1995).

Desta forma, a possibilidade de se estudar o metabolismo oxidativo dos neutréfilos
por QL tem sido amplamente explorada e também utilizada para diferenciar doencas agudas
e crbnicas, 0 que implica na importancia das alteragbes deste metabolismo para o
significado clinico (ANTON et al., 1988; FONSECA et al., 1993; FONSECA et al., 1998). E
como os neutréfilos podem ser ativados via FcyR e/ou CR, as diferengas nestes podem

influenciar a dindmica de ativagéo destas células.

Receptores para IgG (FciR)

As imunoglobulinas da classe G (IgG) exercem inumeras e importantes funcées
biolégicas pelo fato de interagirem com varios tipos celulares. A base desta interacao é a
ligacéo dos dominios Fc da IgG aos FcyR presentes nas membranas das células do sistema
imune. Desta forma, os FcyR sdo importantes mediadores da ligacdo entre as respostas
imunes celular e humoral, fazendo assim a ponte entre a imunidade inata e a adaptativa,
com a finalidade de direcionar os imunocomplexos (IC) para as células efetoras (DAERON,
1997b; BIEZEVELD et al., 2006).

A 1gG constitui 70-75% do total de imunoglobulinas (Ig) do soro humano, é a classe
mais abundante nas respostas imunes secundarias e esta distribuida igualmente entre os
espacos intra e extravasculares. Existem quatro subclasses de IgG humana (IgG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4) e elas possuem cadeias pesadas denominadas y1, y2, Y3 e V4,
respectivamente, que diferem ligeiramente entre si na seqUéncia de aminodcidos. Estas
quatro subclasses de IgG (IlgG1-1gG4) ocorrem, aproximadamente em proporcdes de 66%,
23%, 7% e 4%, respectivamente (MORELL et al., 1972; SCHUR, 1987).

Inicialmente, os FcyR foram descritos hd mais de 30 anos como glicoproteinas de
membrana e, posteriormente, formas sollveis destas moléculas foram identificadas em

alguns fluidos biolégicos (DAERON, 1997b; GALON et al., 1995). Os FcyR atuam como
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reguladores das respostas imunes (NIMMERJAHN; RAVETCH, 2008) e a ligacdo da IgG
aos FcyR estimula uma variedade de respostas biolégicas, as quais dependem de fatores
como: tipo celular, tipo de receptor Fcy e natureza do complexo de IgG como esta

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1- Distribuicdo e propriedades dos FcyR humanos

FcyR Expressao Funcao Especificidade
Constitutiva Induzida Modulada
FcyRI Monadcitos, Neutrdfilos T: G-CSF, Fagocitose, ADCC, Mondmeros e
Macrofagos, (IFN-y, G- IFN-y, IL-10 Endocitose, agregados de IgG1 e
precursores CSF); Internalizacao, IgG3 humanas
mieléides CD34" Apresentagdo de
antigeno, Producao
de superoxido,
Liberagao de: TNF-
a, IL-1B, IL-6
Eosindfilos diIL-4, 1L-3
(IFN-y)
FcyRIl
lla Mondcitos, T L4 lla:Fagocitose, lla-H131: IC de
Macréfagos, ADCC, Endocitose, 1gG3>IgG1=IgG2>>IgG
Neutrofilos, d: IFN-y, IL-3 Internalizacao, 4
Eosindfilos, (eosindfilos Burst respiratério,
Basofilos, Células somente) Liberacéao de: TNF-
de Langerhans, a, IL-6 [la-R131: IC de
Plaquetas, Células 1gG3>1gG1>>1gG2,4
endoteliais da
placenta, Linhagem
de células IC de IgG1 e IgG3
megacariociticas
llb Mondcitos, Ilb1: Capping
Macrofagos, 1Ib2: Internalizagéo
Células B, 1Ib1/2: Down
Subpopulagbdes de regulagao de
Células T células B
FcyRlll
llla Macréfafos, Mondcitos: biIL-4 Fagocitose, ADCC, Afinidade intermediaria
Linfécitos grande TGF-p T: TGF-B Endocitose, para IgG monomérica e
granulares/células Internalizacao, IC de IgG1 e IgG3
NK, Células T v, Produgéao de
Subpopulagdes de superdxido,
mondécitos Liberacéo de: IFN-
Y, TNF-a, Indugéo
de apoptose
b Neutrdfilos Eosindfilos: T: IFN-y, GM- lllb-NA1: IC de
IFN-y CSF, G-CSF IgG3>>IgG1>>1gG2,4
IlIb-NA2: IC de

19G3>1gG1>>1gG2,4

Fonte: MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 2005

Estas respostas incluem processos diretamente relacionados com a eliminacdo de

antigenos tais como: fagocitose, citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC:
antibody dependent cell-mediated cytotoxicity), geragdo de espécies reativas de oxigénio

(inducao do burst oxidativo), liberacao de enzimas lisossomais, clearance de IC e regulagao
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da producao de anticorpos. Além do fato de que os FcyR também participam da imuno-
regulacdo na patogénese de reacdes alérgicas (MALBEC; DAERON, 2007), auto-imunes e
inflamatoérias (BIEZEVELD et al., 2006; SCHMIDT; GESSNER, 2005; TAN SARDJONO et
al., 2003; DAERON, 1997b). Esta diversidade funcional dos FcyR também é atribuida ao
polimorfismo genético, que introduz variagdes entre os individuos (RASCU et al., 1997), bem
como a geragao de formas soluveis de FcyR (GALON et al., 1995) e ao sinergismo com
outros receptores (ZHOU; BROWN, 1994).

Nos seres humanos, todos os FcyR pertencem a superfamilia das imunoglobulinas e
sao expressos em muitas células, principalmente nas de origem hematopoética, mas nao
sao marcadores especificos de um clone, e uma mesma célula pode expressar mais do que
um tipo deste receptor (DAERON, 1997a). Sabe-se que os FcyR ndo reconhecem
diretamente o antigeno, mas quando a imunoglobulina se liga ao FcyR, confere ao antigeno
especificidade para uma grande variedade de células, sendo que a maioria das quais sao
destituidas de estruturas para o reconhecimento de antigeno (DAERON, 1997a;
BIEZEVELD et al., 2006),

Os FcyR diferem em vérios fatores, como: expressado e distribuicdo das diferentes
classes destes receptores na superficie das células hematopoiéticas, peso molecular,
afinidade (forca e capacidade) de ligacao as diferentes sub-classes de IgG e tipo de sinal
intracelular. Sendo que a heterogeneidade destas classes de moléculas é ainda aumentada
pelos polimorfismos genéticos e funcionais de algumas sub-classes ou isoformas destes
receptores (FcyRIIA, FcyRIIIA e FcyRIIIB), cujos polimorfismos estdo localizados nos
dominios extracelulares, que sao sitios de ligagao de Ig e desta forma afetam a afinidade de
ligacdo as diferentes sub-classes de IgG (DAERON, 1997a; GESSNER et al., 1998;
KIMBERLY; SALMON; EDBERG, 1995; TORKILDSEN et al., 2005).

Assim, as trés principais classes de FcyR reconhecidas nas superficies celulares séo:
um receptor de alta afinidade FcyRI (CD64) e, os de baixa afinidade, FcyRIl (CD32) e FcyRIlI

(CD16), além do receptor Fc neonatal para IgG (FcRn), cada um contendo multiplos genes
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distintos e variantes nos splicings alternativos. Além disso, os receptores FcyR exibem
algumas isoformas: FcyRl (CD64) - FcyRla e FcyRlIb; FeyRIl (CD32) - FeyRlla, FeyRllb e
FcyRllc; e FeyRIll (CD16) - FeyRllla e FeyRlIllb. Sendo que alguns destes genes, FcyRIIA,
FcyRIIIA e FcyRIIIB, demonstram determinados polimorfismos genéticos (DAERON, 1997a;
GESSNER et al., 1998; KIMBERLY; SALMON; EDBERG, 1995; TORKILDSEN et al., 2005;
DE HAAS et al., 1996).

As classes de FcyR séo codificadas por oito genes distintos que estdo localizados no
brago longo do cromossomo 1 (1921-23), nas bandas 1p13 e 1921 (FcyRl), na banda 1922
(FcyRIl e FcyRIIl) e no cromossomo 19 nas bandas 19913 para o FcRn. Alguns destes
genes tém multiplos exons e a selegcao entre estes, na jungdo do RNA mensageiro (RNA-m)
(splicing alternativo), pode gerar proteinas diferentes. A andlise da seqiéncia dos RNAs-m
indica a possibilidade da ocorréncia de varias isoformas das trés principais classes de FcyR,
no entanto, muitas delas ainda ndo foram demonstradas in vivo (DAERON, 1997b;
GESSNER et al., 1998; BAZILIO et al., 2004).

Além disso, o polimorfismo genético é responsavel por variagées entre os individuos.
Por exemplo, o FcyRlla, presente em neutrofilos, possui duas variantes alotipicas, o FcyRlla-
R131 e o FcyRlla-H131, sendo que o FcyRlla-R131 nao liga a 1gG2, ou o faz muito
fracamente. Enquanto que o FcyRlllb apresenta 3 al6tipos, os antigenos de neutréfilo ou
antigenos de neutréfilos humanos (NA - Neutrophil Antigen ou HNA — Human Neutrophil
Antigens) 1 (NA1 ou HNA-1a) e 2 (NA2 ou HNA-1b) e o SH ou HNA-1c (BUX et al., 1997;
SALMON; EDBERG; KIMBERLY, 1990; STEFFENSEN; VARMING; VERSILD, 2000).

Em relacdo a sua estrutura molecular, os FcyR podem apresentar dois ou trés
dominios extracelulares (EC) semelhantes aos das imunoglobulinas (lg-like), que séao
altamente conservados entre as diferentes classes destes receptores. Além dos dominios
EC, os FcyR possuem dominios transmembrana (TM) e dominios citoplasmaticos (C).
Sendo que o sitio de ligacdo para a IgG encontra-se no dominio EC de uma cadeia de

aminoacidos, denominada cadeia o, presente nos FcyR. Alguns dos FcyR sdo moléculas
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formadas por complexos de uma ou mais cadeias (y, p ou {) associadas a cadeia o, sendo
assim conhecidos como receptores de cadeias multiplas, enquanto outros sdo apenas
formados pela cadeia o, e por isso sdo conhecidos como receptores de cadeia Unica
(GESSNER et al., 1998).

Os receptores de IgG formados por cadeias multiplas, podem ser divididos em dois
tipos principais. O primeiro tipo é representado pelos FcyRI e FcyRllla, que sdo compostos
de uma cadeia ou subunidade a ligante de IgG, semelhante aquela presente nos receptores
de cadeia unica. Nestes receptores, embora esta subunidade o apresente dominios EC e
TM, o dominio citoplasmatico ndo possui a seqiiéncia de aminodcidos transdutora de sinal
intracelular. No entanto, as subunidades o do FcyRI e do FcyRllla estdo associadas a uma
ou duas cadeias acessorias, que contém tais sequéncias de sinalizagdo. Estas cadeias
acessorias encontram-se na membrana celular e podem variar de acordo com o tipo celular
onde estdo expressas. Sendo assim, constituem as subunidades de transduc¢do de sinal
intracelular, quando ha a ligacdo da IgG ao seu receptor (DAERON, 1997b; GESSNER et
al., 1998; FLESH; NEPPERT, 2000).

O segundo tipo de receptor de IgG, formado por mais de uma cadeia, € o FcRn, e é 0
que possui alta afinidade para a IgG (ORLOFF et al., 1990).

Ja os FcyR de cadeia Unica que sao receptores de baixa afinidade e compreendem
as isoformas: FcyRllb, FcyRlla/c e FcyRlllb. Os FcyRIl apresentam uma cadeia o com um
dominio EC, um dominio TM e um dominio C (com uma seqiéncia de aminoacidos
responsavel pela transdugéo de sinal intracelular). Entretanto, a cadeia o do FcyRIllb ndo
apresenta os dominios TM e C, portanto, a expressao deste receptor na membrana dos
neutréfilos é mediada por uma molécula ancora de glicosil fosfatidil inositol (GPI:
Glycosylphosphatidylinositol) (DAERON, 1997b; SELVARAJ et al., 1988; ZHOU; BROWN,
1994).

De acordo com as propriedades bioldgicas dos FcyR de membrana, podemos dividi-

los em dois grupos principais sob o aspecto funcional: os FcyR que induzem a ativagéao
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celular e os FcyR que ndo o fazem. Assim, respectivamente, o primeiro grupo de receptores
possui um ou mais motivos de ativacdo citoplasmaticos denominados ITAM
(Immunoreceptor Tyrosyne-based Activation Motif) e incluem os receptores de cadeia Unica
(FcyRlla) e os de cadeias multiplas (FcyRI e FcyRllla). O segundo grupo, o dos receptores
sem ITAM, inclui os FcyR que nao estimulam a ativacao celular e podem ser divididos em: a)
receptores de cadeia unica (FcyRllb), apresentando ITIM (Immunoreceptor Tyrosyne-based
Inhibitory Motif)y no seu dominio C, que inibe a ativacédo celular mediada pelos receptores
com ITAM, b) o FcyRlllb, que ndo possui dominio C e por si sé ndo é capaz de ativar a
célula, mas contribui para a sinalizagdo gracas a co-expressao com outros receptores, o
FcyRlla e o receptor para complemento tipo 3 (CR3), e ¢) o FcRn, que nado estimula nem
inibe a célula, apenas medeia a transcitose da IgG em células polarizadas e recentemente
tem sido sugerido que em neutrdéfilos este receptor neonatal tenha um papel importante em
mediar a fagocitose (VIDARSSON et al., 2006; DAERON, 1997a; DAERON, 1997b).

A interacao entre FcyR e IgG estimula a rapida fosforilacdo dos residuos de tirosina
especificos nos motivos ITAMs dos dominios citoplasmaticos do receptor ou das moléculas
acessorias (DAERON, 1997a; DAERON, 1997b).

A Figura 2 ilustra as caracteristicas estruturais da familia de FcyR.
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Figura 2- Representacdo esquematica da familia de receptores humanos para Fc de

Ancora de GPI " B2 microglobulina

» NSO

Imunoglobulina G (FcyR). S-S: pontes de dissulfeto; ITAM: seqliiéncia de ativagao de imuno-
receptor baseada em tirosina (Immunoreceptor Tyrosyne-based Activation Motif); ITIM:
sequéncia de inibicdo de imuno-receptor baseada em tirosina (Immunoreceptor Tyrosyne-
based Inhibitory Motif); GPI: glicosil fosfatidil inositol (glycosylphosphatidylinositol). Os
dominios Ig-semelhantes (lg-like) préximos a membrana sdo os dominios ligantes de IgG.
Com excecgao do FcyRlIllb, todos os FcyR sdo moléculas transmembrana. Os produtos dos
genes para cada classe de FcyR e suas subunidades individuais estao indicados como: a, b,
e c eo, B, ve ( respectivamente. Fonte: MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM,
2005.

O FcyRI é primariamente expresso em mondcitos e macrofagos, e como ja dito

anteriormente, é capaz de ligar IgG monomérica com alta afinidade (GESSNER et al., 1998).
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O FcyRIl é a classe de receptores mais amplamente distribuida e é expresso em
muitos tipos de células sangtineas (leucécitos e plaquetas) (BIEZEVELD et al., 2006). Esta
classe de receptor liga IgG na forma de IC e é predominantemente expresso em células
mieldides. Um total de trés genes, FcyRIIA, FcyRIIB e FcyRIIC, codificam respectivamente
trés isoformas: FcyRlla, FcyRllbo e FcyRllc. E este polimorfismo genético parece ser
responsavel por variagbes entre os individuos, além do fato de que estas isoformas
apresentam funcgdes divergentes, estimulatérias ou inibitérias, dependendo da presenca do
ITAM ou ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation/Inhibition Motifs) no seu dominio
intracitoplasmatico (MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 2005). Assim, a co-
ligacdo tanto ao FcyR inibitério quanto ao FcyR estimulatério, pode determinar a magnitude
da resposta celular efetora (VAN DEN BERG et al., 2001).

O FcyRlla esta presente nos fagécitos mononucleares, neutréfilos e plaquetas, e é
encontrado tanto na forma transmembrana (FcyRllal) quanto na forma soltvel (FcyRlla2).
Este tipo de receptor possui um importante e funcional polimorfismo de um Unico
nucleotideo (SNP: single nucleotide polymorphism), localizado no exon 4 (A/G) que leva a
substituicdo de um aminoacido, uma arginina (R) ou uma histidina (H) na posi¢gao 131, no
dominio extracelular 2 (EC2) da molécula (BIEZEVELD et al., 2006; WARMERDAN et al.,
1990; KUWANO et al., 2000). Assim, dois alelos sdo expressos co-dominantemente, o
FcyRlla-R131 e o FcyRlla-H131. Estas variantes polimorficas, interagem diferentemente com
as subclasses de IgG, pois esta substituicdo do aminoacido influencia fortemente a sua
capacidade para ligar principalmente a IgG2 humana. Assim, o FcyRlla-H131 é o receptor
de IgG que eficientemente liga IgG2 em humanos, enquanto o FcyRlla-R131 ndo o faz ou o
faz muito fracamente (BIEZEVELD et al., 2006; BAZILIO et al., 2004; TORKILDSEN et al.,
2005). Assim, o gendtipo H/H induz os fagdcitos a uma capacidade de fagocitose maior do
que o H/R e o0 R/R (TORKILDSEN et al., 2005; SALMON et al., 1992). Além disso, como a
lgG2 ndo € um potente ativador da via classica do complemento, o FcyRlla-H131 é

essencial para uma ligagéo eficiente de IC de IgG2 (BAZILIO et al., 2004) ja que esta sub-
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classe de IgG é a principal responsavel pela resposta contra bactérias encapsuladas.
Variacoes alélicas do FcyRIIA sdo comuns dentro da populagédo e podem influenciar, em
certos contextos ambientais e genéticos, na suscetibilidade a doencas mediadas por IC
(BAZILIO et al., 2004).

Quanto aos FcyRIll (CD16) humanos, estes sdo proteinas altamente glicosiladas que
possuem pesos moleculares entre 50 a 80kDa. Estes receptores sdo capazes de ligar IgG
na forma de IC, com especificidade para IgG1 e IgG3 (Ka < 10’M™") e pequena ligacéo para
IgG4 e IgG2 (KIMBERLY; SALMON; EDBERG, 1995; GESSNER et al., 1998).

A diversidade molecular do FcyRIll é decorrente da existéncia de dois genes, FcyRIIIA
e FcyRIIIB, altamente homodlogos. O produto do gene FcyRIIIA é o FcyRllla, que € um
receptor transmembrana expresso em macrofagos e em células natural killer (NK), onde
medeiam as fungdes citotoxicas e fagociticas, sendo que nestas células dois alelos séo
expressos co-dominantemente, V158 (V: valina) e F158 (F: fenilalanina) (KOENE et al.,
1997; WU et al., 1997).

Enquanto que o gene FcyRIIIB codifica o FcyRlllb, exclusivamente expresso nos
neutréfilos, ligado a sua membrana por GPI (também promove a estimulacdo do burst
oxidativo), sendo o unico FcyR sem dominio TM (SELVARAJ et al., 1988; ZHOU; BROWN,
1994; TORKILDSEN et al., 2005). Mas dados experimentais, revelaram uma associagao de
proteinas ligadas a GPI dos FcyRlllb, com dominios particulares de membrana, ricos em
tirosina quinases (BROWN; ROSE, 1992; ZHOU; BROWN, 1994).

O FcyRIllb, preferencialmente, remove pequenos complexos imunes (ou
imunocomplexos) da circulagdo. Além disso, o FcyRlllb é liberado da membrana dos
neutréfilos durante a apoptose, € na sua forma solavel pode inibir a proliferacdo e a
producdo de imunoglobulinas por linfécitos B estimulados (BUX et al., 1997).

O gene FcyRIIIB também apresenta um polimorfismo, que determina a ocorréncia
dos al6tipos de antigenos especificos dos neutrofilos (NA - Neutrophil Antigen), 1 (NA1) e 2

(NA2), sorologicamente definidos (SALMON; EDBERG; KIMBERLY, 1990; BUX et al., 1997;



42

OMI et al., 2002).

A seqgléncia de nucleotideos dos genes de NA1 e NA2 codificam uma proteina
contendo 233 residuos de aminoacidos, entretanto, ao nivel de DNA, os alelos NA1 e NA2
diferem em cinco nucleotideos (G/C, C/T, A/G, G/A e G/A, respectivamente nas seguintes
posicdes 141, 147, 227, 277 e 349), dentro do exon trés, sendo que um deles (posicao 147)
€ uma mutagdo silenciosa. Quando estes nucleotideos s&o traduzidos, resultam em quatro
aminoacidos diferentes entre os alétipos NA (R/S-36, N/S-65, D/N-82 e V/I-106) localizados
no dominio EC1, com mutagbes nas posi¢des 65 e 82, dando origem a dois sitios extras de
glicosilagao (seis ao invés de quatro) no FcyRIlIb-NA2 (SALMON; EDBERG; KIMBERLY,
1990; BREDIUS et al., 1994; ORY et al., 1989; KUWANO et al., 2000).

Os al6tipos NA diferem em seu peso molecular relativo: de 50 a 65 kDa para
FcyRllIb-NA1 e de 65 a 80 kDa para FcyRIlIb-NA2. Sendo que os diferentes pesos
moleculares sado atribuidos aos diferentes padrdes de glicosilagao, dois sitios de glicosilagao
a mais na isoforma NA2 do que na NA1. Além disso, os al6tipos também se diferenciam
pela capacidade de ligacdo aos diferentes tipos de subclasses de IgG humanas, o que
influencia fortemente a capacidade fagocitica dos neutréfilos, demonstrando que este
polimorfismo pode ter consequiéncias significantes para as fungdes fisioldgicas (BUX et al.,
1997; SALMON; EDBERG; KIMBERLY, 1990; KUWANO et al., 2000).

Os neutrdfilos de individuos com o al6tipo NA2 sdo menos eficientes para fagocitar
IC com IgG1 e IgG3, quando comparados com os neutréfilos de individuos do al6tipo NAT.
No entanto, estes al6tipos ndo apresentam diferencas quanto a fagocitose mediada por
lgG2 (SALMON; EDBERG; KIMBERLY, 1990; BREDIUS et al., 1994). Desta forma, o
FcyRIIA e o FcyRIIIB podem ser simultaneamente ligados, levando a uma colaboragao na
inicializagao das fungdes integradas da célula. O polimorfismo FcyRIIIB-NA1/NA2, apresenta
influéncia sob a fungdo do FcyRIIA de forma alelo-especifica. Ja o FcyRIIIB-NA2/NA2,
apresenta uma menor ativacao da fagocitose mediada por FcyRIIA, quando comparada com

o FcyRIIIB-NA1/NA1 (OMI et al, 2002).
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Varios estudos étnicos mostram variagdes na distribuicdo dos varios genétipos de
FcyR (TORKILDSEN et al.,, 2005). Aproximadamente 0,1% da populagao Européia, nao
expressa o receptor FcyRlIllb em seus neutréfilos e consequentemente nao apresentam os
antigenos NA1 e NA2. Este fen6tipo é chamado de NA-nulo é causado por uma deficiéncia
no gene FcyRIIIB (BUX et al., 1997).

Um outro alo-antigeno ou alétipo do gene FcyRIIIB, chamado SH, foi localizado no
FcyRIlIb e é resultante de uma mutagdo em um Unico nucleotideo no gene FcyRIIIB-NA2, C
(no individuo NA2) para A (no individuo SH+) na posicao 266, que resulta na substituicao de
uma alanina por um acido aspartico na posicao 78 (BUX et al., 1997; KUWANO et al., 2000).

Um estudo de familias confirmou que esta substituicdo de nucleotideos € herdada, e
corresponde ao fenoétipo SH. Existe ainda uma outra hipétese de que os individuos SH
positivos, possuam uma copia adicional do gene FcyRIIIB, o qual pode ocorrer in tandem
com NA2-FcyRIIIB (KOENE et al., 1998). Assim, trés genes sao identificados: FcyRIIIB-NA1,
FcyRIIIB-NA2 e FcyRIIIB-SH (BUX et al., 1997; KOENE et al., 1998). A Figura 3 apresenta

as variantes polimérficas dos FcyRlla e FcyRlllb.

FcyRIla FcyRIIIa FcyRIIIb

I1a-R131 11a-H131 IIa-V158 IIIa-F158 IIIb-NA1 IIIb-NA2
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Figura 3- Representagdo esquematica das variantes polimoérficas dos receptores humanos
para Fc de imunoglobulina G (FcyR): R/Arg (Arginina)-131; H/His (Histidina)-131; V/Val
(Valina)-158; F/Fen (Fenilalanina)-158; NA: antigeno de neutréfilo (neutrophil antigen; NA1 e

NA2). ITAM: sequéncia de ativagdo de imuno-receptor baseada em tirosina
(Immunoreceptor Tyrosyne-based Activation Motif); GPI: glicosil fosfatidil inositol
(glycosylphosphatidylinositol). Fonte: MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 2005.
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As diferengas alélicas no FcyRIIA-131 e FcyRIIIA-176 podem predispor o individuo as
doencas auto-imunes com base numa incapacidade de realizar o clearence dos IC ou
mudangas no sinal de transdugédo sob estimulos apropriados, e alguns autores relatam a
ocorréncia de lipus eritematoso sistémico (LES) em pacientes com deficiéncia de FcyRIIIB.
Além disso, alguns estudos prévios em varias populagbes indicam uma possivel
participacdo ou influéncia dos polimorfismos de FcyRIIA, FcyRIIIA e FcyRIIB na
suscetibilidade ao LES, nefrite lupica e artrite reumatdide. Fatos que demonstram a
importancia da caracterizagdo genética dos individuos quanto a estes polimorfismos, para
contribuir para a identificagdo dos fatores primarios que possam estar associados com as
doencas auto-imunes (GONZALEZ-ESCRIBAN et al., 2002).

As formas alotipicas do FcyRlllb (NA1 versus NA2) também apresentam diferencas
quanto a ligacdo e a fagocitose e podem ter relevancia clinica para a suscetibilidade a
doengas infecciosas. Ja que este polimorfismo e a deficiéncia deste receptor tém sido
associados a neutropenia neonatal, quando maes sao alo-imunizadas em gestacoes
anteriores, e passam anticorpos IgG anti-FcyRlllb para o feto FcyRIllb (+) (VANCE et al.,
1993; HUIZINGA et al., 1990).

Desta forma, os polimorfismos do FcyR podem influenciar a intensidade da resposta
inflamatdria, além de contribuir para as diferencas na suscetibilidade as doencgas infecciosas
e auto-imunes. Existem ainda, varia¢des étnicas na freqiiéncia de distribuicao dos diferentes
alétipos. Ja que a prevaléncia das doencgas auto-imunes e infecciosas também varia entre
os diferentes grupos étnicos, pode ser que o polimorfismo destes receptores exerca

importancia clinica frente a estas doencas (VAN DEN BERG et al., 2001).

Receptores para complemento

Como o FcyRllIb é incapaz de estimular a ativagao celular por si s6, por nao possuir
uma sequiéncia de sinalizagao citoplasmatica, a sua interagcdo com outros receptores na

superficie celular é importante para uma resposta efetora completa, pois a cooperacao do
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FcyRlIllb com o FcyRlla e o CR3 é necessaria para a fagocitose, ADCC e desgranulagao
eficientes. Além disso, a co-agregacao dos FcyRlllb nos neutréfilos leva a ativacao celular
(ZHOU; BROWN,1994; HUNDT; SCHMIDT, 1992).

Portanto, a ativacdo simultdnea do FcyRIllb e CR3 leva ao burst oxidativo em
neutréfilos, devido a fosforilagdo do dominio C do FcyRlla e ao cross-linking do CR3, que
induz a associac¢ao do FcyRlla com o citoesqueleto (ZHOU; BROWN,1994). Uma vez que a
expressdo do FcyRlllb é predominante nos neutréfilos, com 1-3x10° moléculas/célula, e a
expressdo de FcyRlla é de 1-2x10* moléculas/célula (UNKLESS et al., 1995), ha de 10 a 20
vezes mais moléculas de FcyRlIllb expressas na superficie dos polimorfonucleares (PMN) do
que FcyRlla (HUIZINGA et al., 1990; ZHOU; BROWN, 1994).

Assim, alguns estudos sugerem que, em neutrofilos, o FcyRlllb, embora ndo possua
dominios TM ou C, seria importante para o acumulo de IC na membrana para ativar o
FcyRlla e para estimular o aumento do influxo de célcio (Ca*®), enquanto que o FcyRlla seria
o responsavel pelo potencial de membrana e geragéao de superdéxido (BRUNKHORST et al.,
1992; ZHOU et al., 1993).

Os neutrdéfilos expressam os receptores para complemento CR1 e CR3 em sua
superficie e ambos estdo implicados com a fagocitose. O CR1 (CD35) é uma proteina
transmembrana e medeia a aderéncia de particulas, ja o CR3 é uma integrina
heterodimérica (CD11b/CD18 ou Mac-1), capaz de ligar varios ligantes através de diferentes
sitios de reconhecimento, e a ligacdo de C3bi (fragmento inativado do componente 3b do
complemento) leva a fagocitose da particula. O CR1 e o CR3 ligam o componente 3b do
complemento (C3b) e o C3bi com diferentes afinidades (MAY; MACHESKY, 2001).

A cooperagao entre FcyR e receptor para complemento (CR) nos neutréfilos para
promover a fagocitose esta bem estabelecida na literatura (MANTOVANI, 1975; BROWN;
BOHNSACK; GRESHAM, 1988; ZHOU et al., 1993). Pelo fato da IgG e do componente do
complemento 3 (C3) serem as duas principais opsoninas do soro humano, a colaboragéo

entre os receptores para anticorpo e complemento possui um importante papel na defesa do
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hospedeiro, e 0 sinergismo entre anticorpo e complemento ativa as fungbes efetoras dos
fagocitos (MANTOVANI, 1975; ZHOU; BROWN, 1994).

Desde o trabalho de Ehlenberger e de Nussenzweig (1977) foi proposto que o papel
da opsonizagédo das particulas com complemento e sua interagdo com os CR era apenas
aumentar a eficiéncia da apresentacdo de IgG para receptores Fc em fagécitos. Outros
dados da literatura também apontavam para a falta de um papel para os CR na sinalizagcdo
das funcgoes destas células (ADEREM et al., 1985). Porém, outros estudos sugerem que os
CR possam ter um papel direto na transducgéo de sinal, em fungdes mediadas por FcyR em
fagécitos. Estudos bio-fisicos mostraram que o CR3, um membro da familia das -
integrinas, coopera com FcyRIlIl em PMN, hipotetizando-se uma interagéao fisica direta entre
FcyRIll e CR3 (ZHOU; BROWN, 1994).

Um mecanismo potencial para a associagcdo fisica destas duas moléculas na
superficie dos neutréfilos é a interacdo lectina-sacarideo (/ectin-saccharide). Esta hipétese
parece atrativa, porque Ross et al. (1985) mostraram que os CR3 possuem atividade lectina-
semelhante e o FcyRIIIb apresentam sitios de ligacao para a lectina. Portanto, para que haja
a interagéo entre FcyRlIllb e outros receptores é necessario que este possua sitios para
lectina (ZHOU et al., 1993). Além disso, os neutréfilos possuem uma outra integrina, a LFA-1
(leukocyte function-associated antigen-1; CD11a/CD18), que € estrutural e funcionalmente
homdloga ao CR3. Esta molécula participa na interagdo entre CR3 e FcyRlllb na membrana
dos neutréfilos. Assim, além de ligar carboidratos na superficie de particulas estranhas, o
CR3 também pode se ligar a carboidratos expressos na superficie dos neutréfilos (ZHOU et
al., 1993).

Em particular, o FcyRlllb é conhecido por possuir cadeias de oligossacarideos, desta
forma, a interacdo do CR3 com o FcyRlllb via o sitio de ligacao lectina-sacarideo-like,
poderia explicar a associacao destes receptores, a qual € importante para a fagocitose com
FcyR descrita anteriormente (MANTOVANI, 1975; KIMBERLY et al, 1990; ZHOU et al.,

1993; ROSS; CAIN; LACHMANN, 1985).
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FcyR e doencas

Existem circunstancias nas quais a interacao dos IC com os neutrdfilos, via FcyR
e/ou CR, pode estar envolvida na fisiopatologia de doencas inflamatérias cronicas,
especialmente aquelas de carater auto-imune, tais como as doengas por imunocomplexos
(DAVIES, 1996). Nestas doencas ocorre deposi¢ao de IC nos tecidos e conseqlientemente
acumulo de neutrdfilos, estabelecendo-se um processo inflamatério no local. Os neutréfilos
aderem aos IC depositados na tentativa de fagocita-los. No entanto, o IC néo € internalizado
e em conseqléncia desta fagocitose “frustrada”, ha uma liberagdo macica das ERO e
enzimas lisossomais dos neutréfilos sobre as células do hospedeiro, causando leséo
tecidual. Em circunstancias normais, as proteinases que extravasam para 0 meio
extracelular, durante a fagocitose, sao rapidamente inativadas por antiproteinases,
presentes nos fluidos intersticiais e no plasma, limitando os efeitos deletérios das
proteinases sobre os tecidos. No entanto, estudos demonstraram que as antiproteinases
eram sensiveis a oxidagao por reagentes quimicos ou produtos dos neutréfilos estimulados.
A oxidacao das antiproteinases diminui cerca de duas mil vezes a velocidade de associagéo
entre estes inibidores e a elastase do neutréfilo. Assim, o ataque dos tecidos pela elastase
nao pode ser inibido. Ainda que o recrutamento dos neutréfilos para o foco inflamatério,
inicialmente, tenha a funcdo de defesa, em algumas circunstancias, como nas doengas por
IC, estas células tornam-se responsaveis pela destruicdo dos tecidos do hospedeiro
(WEISS, 1989).

Os IC formados por IgG estdo envolvidos na patogénese de varias nefropatias
incluindo a glomerulonefrite (GN) causada pelo LES. O clearance anormal de IC de IgG é
considerado um importante fator na patogénese da GN, particularmente na nefrite causada
pelo LES. Este clearance depende essencialmente da expressdo de receptores para IgG
(FcyR) nas células (MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 1997).

Existe ainda, uma alta relevancia com relagdo aos polimorfismos das isoformas dos

FcyR para a suscetibilidade e para o prognostico das doengas auto-imunes (SALMON;
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PRICOP, 2001; KARASSA; TRIKALINOS; IOANNIDIS, 2004), das doencas infecciosas
(YUAN et al., 2003; REKAND et al.,, 2002), das respostas biolégicas aos agentes
terapéuticos (LOUIS et al., 2004, GRUEL et al., 2004) e do risco de rejeicao a aloenxertos
(YUAN et al., 2004).

Os antigenos NA sao clinicamente importantes, pois o polimorfismo estrutural do
FcyRlllb resulta na formacao de alo-anticorpos, 0s quais podem ser responsaveis pela
ocorréncia da neutropenia neonatal alo-imune (NNA) e reacgdes transfusionais (KOENE et
al., 1998). Por causa da alo-imuniza¢do, o SH também tem sido reportado como causa da
NNA, pois alo-anticorpos para o antigeno SH ja foram identificados no soro materno de
casos de NNA, indicando que a alo-imunizacdo ndo € um evento raro. Embora esta
patologia ndo seja muito frequiente, a NNA pode levar a graves infecgdes, como meningite
ou pneumonia, principalmente quando ndo reconhecida adequadamente logo apds o
nascimento (BUX et al., 1997).

Assim, pelo fato dos FcyR mediarem importantes respostas biolégicas,
especialmente a ativagao de neutrdfilos, a ativagdo e a regulagao das fungdes mediadas por
eles podem estar envolvidas na fisiopatologia de véarias doencas e processos inflamatérios
(revisado em MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 2005). Portanto, o estudo da
influéncia do polimorfismo dos FcyR, nas fungdes biolégicas mediadas por eles, pode
contribuir (i) para o entendimento da fisiopatologia de doencas infecciosas, bem como
aquelas de carater auto-imune; e (ii) para identificar individuos, cujo fen6tipo determinado
pelo polimorfismo dos FcyR possa conferir suscetibilidade ou protecao para determinadas
doencas.

Uma vez que a isoforma NA2 do FcyRlIllb difere da NA1 nos sitios de glicosilagéo, e
que a interacdo do CR3 com o FcyRIlIb ocorre via o sitio de ligacao lectina-sacarideo, seria
interessante determinar se este polimorfismo poderia afetar a cooperacdo entre CR3 e
FcyRlllb em mediar o burst oxidativo dos neutréfilos. Além disso, os estudos de

determinagéo da freqiiéncia dos alelos NA1/NA2 tém sido relacionados a avaliagdo da alo-
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imunizagédo pelos antigenos NA1 e NA2 durante a gravidez. Ainda ndo estd bem
estabelecida a freqliéncia desta imunizagdo com a ocorréncia da neutropenia neonatal

(BUX; MUELLER-ECKHARDT, 1992; ZUPANSKA et al., 2001).
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2. OBJETIVOS
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2.1. Gerais

2.1.1. Avaliar a influéncia do polimorfismo FcyRlllb (NA1/NA2) na cooperacdo com os CR

para mediar o burst oxidativo dos neutréfilos humanos.

2.1.2. Analisar a freqiiéncia dos genes NA1 e NA2 nos doadores de sangue do Hemonucleo
Regional de Araraquara do Nucleo de Atendimento a Comunidade (NAC), unidade auxiliar
associada a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, Universidade Estadual

Paulista (UNESP) “Julio de Mesquita Filho”.

2.2. Especificos

2.2.1. Avaliar a influéncia do polimorfismo FcyRIllb (NA1/NA2) na cooperacao com os CR,
em mediar o burst oxidativo dos neutréfilos utilizando como estimulos:

(a) IC contendo IgG para avaliar a resposta dos neutrofilos mediada somente por FcyR;
(b) IC contendo IgG e complemento do soro humano normal (SHN): IC/IgG-SHN, para

avaliar a resposta dos neutréfilos mediada pela cooperacao FcyR/CR,;

2.2.2. Determinar os al6tipos do FcyRlllb, NA1 e NA2, por PCR alelo-especifico, para
estabelecer os grupos de individuos homozigotos NA1, homozigotos NA2 e heterozigotos

NA1/NA2.

2.2.3. Determinar a densidade de expressao dos FcyR (FcyRlla e FcyRIlIb) e dos CR (CR1 e
CR3), por citometria de fluxo, para avaliar se existe relacdo do polimorfismo com a

expressao dos receptores e com o resultado do teste funcional do burst oxidativo.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Amostras de sangue

O protocolo de pesquisa foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (UNESP) e recebeu parecer favoravel para
a sua realizagao (Anexo 1).

As amostras de sangue foram obtidas de voluntarios adultos saudaveis doadores de
sangue do Hemonducleo Regional de Araraquara do Nucleo de Atendimento a Comunidade
(NAC), unidade auxiliar associada a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara,
Universidade Estadual Paulista (UNESP) “Julio de Mesquita Filho”.

O doador voluntario foi esclarecido sobre a pesquisa, e apds decidir participar desta,
recebeu e assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).

O sangue foi colhido por pungdo venosa, utilizando-se sistema de coleta a vacuo,
Vacutainer®, em tubos estéreis e descartaveis contendo o sal dipotassico do acido
etilenodiaminotetracético (EDTA-K,) como anticoagulante.

Cento e setenta e cinco (175) amostras de sangue foram coletadas e os respectivos
acidos desoxirribonucléicos (DNA) foram extraidos e armazenados. Deste total, 169
amostras foram genotipadas para o polimorfismo FcyRIlIb-NA1/NA2, 174 para o SH e 143
amostras para o polimorfismo FcyRlla-H/R-131. Oitenta e trés (83) amostras foram
analisadas quanto a expressao dos FcyR [FcyRlla (CD32) e FcyRlllb (CD16)] e 55 amostras
quanto a expressao dos CR (CR1 e CR3) na membrana dos neutréfilos. E 23 amostras
foram submetidas a avaliagdo funcional dos neutréfilos medida por ensaios de

quimioluminescéncia dependente de luminol.

3.2 Extracao e caracterizacao do DNA genémico
3.2.1 Extracao por método de “salting out”

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de salting out descrito por Abdel-
Rahman, (1994) e Dynal, (1996) com algumas modificacdes. O protocolo para preparacao

das solugdes consta no anexo 5.
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As amostras de DNA gendmico foram obtidas a partir da camada leucocitéria
separada ap6s a centrifugacdo do sangue total, colhido com anticoagulante EDTA-K,, a
1000g por 10 minutos. Quinhentos microlitros de sangue total ou da camada leucocitaria
foram colocados em tubo tipo eppendorf e acrescidos de 1mL de tampao de lise para
eritrocitos, que estava 5 vezes concentrado. A mistura foi cuidadosamente homogeneizada
por inversdo por 30 segundos e submetida a centrifugacdo a 15000g por 1 minuto. O
sobrenadante foi desprezado e as células foram lavadas com 1mL de agua destilada pura
estéril e centrifugadas a 15000g por 1 minuto, desprezando-se o sobrenadante.

As células foram ressuspendidas em uma mistura contendo 80uL de solugao tampéao
proteinase K (5 vezes concentrado), 30uL de uma solucdo estoque de proteinase K
(10mg/mL), 40uL de SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) a 10% e 216uL de agua destilada pura
estéril. Esta suspensao foi mantida em banho a 56°C por 30 minutos. Em seguida, a
preparacao foi resfriada a temperatura ambiente e, entdo, acrescida de 132uL de NaCl 5M,
homogeneizada em vortex por 15 segundos e submetida a centrifugagédo a 150009 por 6
minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo limpo e estéril e submetido a
centrifugacao a 15000g por 3 minutos. Novamente o sobrenadante foi transferido para outro
tubo limpo e estéril e 1mL de etanol absoluto (Merck) foi acrescentado. A mistura foi
homogeneizada, deixada em repouso a temperatura ambiente por 2 minutos e submetida a
centrifugacao a 15000g por 2 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado
lavado com uma solugéo de etanol a 70% e centrifugado a 15000g por 2 minutos. A seguir,
a remocdo do sobrenadante foi realizada cuidadosamente e o tubo foi mantido invertido
sobre um papel de filtro absorvente durante 5 minutos ou mais até a secagem completa.

O DNA presente no precipitado seco foi dissolvido em 100uL de agua destilada pura
estéril, homogeneizado em vortex por 30 segundos e, entdo, armazenado a temperatura de

4 a 8°C, em tubo tipo eppendorffechado, até o momento do uso.
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3.2.2 Quantificacao de DNA na amostra e avaliacao qualitativa da pureza

As amostras de DNA foram avaliadas quanto a concentragdo e pureza do material
obtido baseando-se em métodos descritos em Maniatis et al., (1989).

Para a quantificagcao, as amostras foram diluidas 100 vezes (1:100) em agua destilada
pura e a leitura das absorbancias nos comprimentos de onda de 260 e 280nm foi
determinada em espectrofotdmetro modelo Hitachi U-3000. A quantidade de DNA existente
na amostra foi determinada pela leitura da absorbancia no comprimento de onda de 260nm,
onde 1 unidade de densidade o6tica (DO) corresponde a 50ug de DNA/mL. A concentracéao

de DNA foi calculada pela seguinte formula:

DNA na amostra (ug/mL) = DO amostra (260nm) x 50 x diluicdo da amostra

A pureza do acido nucléico na amostra foi estimada pela razdo entre os valores das
leituras de DO em 260nm e 280nm (DO260nm/D0O280nm), como mostra a férmula abaixo,

sendo que esta relagéo deve estar entre 1,8 e 2,0.

Pureza da amostra = DO amostra (260nm) / DO amostra (280nm)

3.2.3 Verificacao da qualidade e integridade do DNA

As amostras de DNA foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, para
verificagdo da pureza da amostra e da integridade do DNA, baseando-se em métodos
descritos em Maniatis et al., (1989).

Cada gel foi preparado com 100 mL de agarose 0,8% em tampao Tris-Borato-EDTA
(TBE) pH 8,3, nas dimensdes de 11 x 14cm. Os pogos para a aplicagdo das amostras foram
confeccionados colocando-se um pente de 1Tmm de espessura, o qual foi retirado apds a
solidificacao da agarose. Cinco microlitros de cada amostra de DNA diluidas 50 vezes foram
acrescentados a 10uL de uma solugédo corante, contendo: azul de bromofenol 0,1%, SDS

1%, glicerol 50% e EDTA-Na, 0,1 M (tampao da amostra). As amostras com a solugéao
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corante, foram homogeneizadas em vértex e, entdo, aplicadas nos pogos do gel.

Para a corrida eletroforética foram utilizadas cubas contendo eletrodo de platina e
conectadas a uma fonte de corrente continua. Antes de iniciar a corrida, deixou-se passar o
tampao TBE pH 8,3 pelo gel durante 1 hora. A corrida foi acompanhada pela migracédo do
azul de bromofenol, contido na solucao corante da amostra, durante cerca de 40 minutos a
100 volts (V).

Apds a migragdo, o gel foi corado em um recipiente contendo 200mL de agua
destilada pura e 10uL de uma solucao estoque de brometo de etideo 10mg/mL, durante 10 a
15 minutos, para a visualizacdo do DNA em transluminador de luz ultra-violeta (UV). Como o
brometo de etideo é capaz de absorver luz a 300nm e emitir luz vermelha e alaranjada a
590nm, a quantidade de brometo de etideo intercalado no DNA, visto através do brilho

refringente, € proporcional a concentragdo de DNA na amostra.

3.3. Analise dos genétipos

A fim de esclarecer a nomenclatura apresentada, as formas “FcyRIIA” e “FcyRIIIB”,
designam os genes para os receptores, enquanto que as formas “FcyRlla” e “FcyRIlIb”, os
produtos dos respectivos genes.

Para estabelecer os grupos de individuos, os genétipos dos FcyR foram determinados
tanto para o polimorfismo do FcyRIIIB (NA1/NA2 e SH), quanto para o FcyRIIA (H131/R131).
Assim, obtivemos os seguintes grupos: a) NA1/H131/SH’; b) NA1/R131/SH; c¢)
NA2/H131/SH*; d) NA2/H131/SH; e) NA2/R131/SH*; f) NA2/R131/SH; g)
NA1/NA2/H131/SH*; h) NA1/NA2/H131/SH’; i) NA1/NA2/R131/SH*; j) NA1/NA2/R131/SH’; k)
NA1/H131/R131/SH; l) NA2/H131/R131/SH™; m) NA2/H131/R131/SH; n)
NA1/NA2/H131/R131/SH" e 0) NA1/NA2/H131/R131/SH".

A andlise do polimorfismo alélico dos FcyR foi realizada pela técnica de amplificacao
do DNA genbémico auxiliada pela polimerase (PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase),

utilizando-se oligonucleotideos (primers) alelo-especificos.
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Um controle positivo interno para o produto da PCR foi obtido pela adicao, em todos
os tubos, de oligonucleotideos controles, 0,5mM do sense (5’ gcc ttc cca acc att ccc tta 3') e
0,5mM do “anti-sense” (5’ ctc acg gat ttc tgt gtt t¢c 3’), para o gene HGH (Horménio do
Crescimento Humano), conforme descrito por Kuwano et al., (2000) e Tong et al., (2003),
que foram adicionados a todos os tubos na concentracdo de 0,5mM, e visualizado no gel de
agarose com peso molecular de 428pb. E ainda, como controle de contaminagdo dos
reagentes com DNA, dois controles contendo todo o mix de reagdo, mas sem DNA, cada um
contendo um dos primers alelo-especificos, também foram incluidos e submetidos as
mesmas condi¢des de reagcbes dos outros tubos que continham amostras de DNA. E como
controles da genotipagem, foram utilizadas amostras previamente genotipadas e

seqglenciadas, adicionadas a todas as reagoes.

3.3.1 Analise do genétipo FcyRIIA

As formas alélicas FcyRIIA-H-131 e FcyRIIA-R-131 resultam nas variantes: H-131 e R-
131. Assim, para a analise do polimorfismo alélico do FcyRIIA duas PCRs foram realizadas
para cada amostra de DNA. As reages utilizaram oligonucleotideos sense especificos para
cada um dos alelos (H-131 e R-131) e anti-sense comum aos dois, a saber: para H-131,
sense 5’ atc cca gaa att ctc cca 3’, para R-131, sense 5’ atc cca gaa att ctc ccq 3’ e o anti-
sense em comum 5’ caa ttt tgc tgc tat ggg ¢ 3’. As seqiiéncias dos oligonucleotideos para H-
131 e R-131 foram reproduzidas de acordo com aquelas descritas por Osborne et al., (1994)
e Kuwano et al., (2000) e aneladas a seqUéncia de DNA disponivel no genbank para a
verificacao da sequéncia dos oligonucleotideos (Anexo 3).

O volume total de reagdo em cada tubo foi de 25ulL, sendo 100 a 200ng de DNA
gendmico (2,0uL) e o restante de um mix de reagdo. Foram realizados dois tubos de mix,
um correspondente ao H-131 e outro ao R-131. O tubo de mix do H-131 era constituido
pelas seguintes quantidades de reagentes correspondentes a uma amostra, sendo estas

quantidades multiplicadas de acordo com o numero de amostras, assim: 2,5uL de tampéao
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para PCR contendo KCI (10 vezes concentrado) (Fermentas); 2,0uL ou 2mM de solugao de
MgCl, (25Mm) (Fermentas); 0,5uL ou 200uM de dinucleotideo trifosfato (dNTP) (Promega);
0,1uL ou 0,5 unidade (U) de Tag DNA polimerase recombinante (Fermentas); 1mM ou 1,0uL
de oligonucleotideo H-131 sense (Bioneer); 1TmM ou 1,0uL de oligonucleotideo H/R-131
anti-sense (Bioneer) ; 0,5uL de cada oligonucleotideo sense e anti-sense HGH (Bioneer) e
agua destilada pura estéril em quantidade suficiente para completar 25uL. O tubo de mix do
R-131 era constituido pelas mesmas quantidades e reagentes do tubo para H-131, sendo
que mudava-se apenas o oligonucleotideo alelo-especifico sense correspondente ao R-131
pois o oligonucleotideo anti-sense (Bioneer) era comum aos dois tubos de reacgao.

O tamanho dos fragmentos obtidos ap6s a amplificagao era: 253pb.

As reacbes foram realizadas em um ciclador automatico de temperatura Gene Amp
PCR System 2400 (Perkin Elmer) nas condigbes descritas por Osborne et al., (1994) e
Kuwano et al., (2000), com algumas modificacdes: 4 minutos a 95°C para desnaturacao
inicial; 30 ciclos de amplificagdo de 1 minuto a 95°C para desnaturacao, 2 minutos a 57°C
para anelamento e 1 minuto a 72°C para extensao, seguidos de um acréscimo de 5 minutos
a 72°C para completar a extensao final. Ao final da reagdo as amostras foram mantidas no

ciclador a 4°C e posteriormente foram armazenadas a -20°C até o uso.

3.3.2 Analise do gendétipo FcyRIIIB

As formas alélicas FcyRIIIB-NA1 e FcyRIIIB-NA2 resultam nas variantes polimérficas:
os alo-antigenos NA1 e NA2, respectivamente.

Assim, para a andlise do polimorfismo alélico do FcyRIIIB duas PCRs foram realizadas
para cada amostra de DNA. As reacoes utilizaram oligonucleotideos sense especificos para
cada um dos alelos (NA1 e NA2) e anti-sense comum aos dois, a saber: para NA1, sense 5’
cag tgg ttt cac aat gtg aa 3, para NA2, “sense” 5’ ctc aat ggt aca geg tgc tt 3’ e 0 anti-sense
em comum 5’ atg gac ttc tag ctg cac 3. As seqiéncias dos oligonucleotideos para NA1 e

NA2 foram reproduzidas de acordo com aquelas descritas por Torkildsen et al., (2005) e
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aneladas a sequéncia de DNA disponivel no genbank para a verificagdo da seqUéncia dos
oligonucleotideos (Anexo 4).

O volume total de reacdo em cada tubo foi de 25uL sendo 100 a 200ng de DNA
gendmico (2,0uL) e o restante de um mix de reacdo. Foram realizados dois tubos de mix,
um correspondente ao NA1 e outro ao NA2. O tubo de mix do NA1 era constituido pelas
seguintes quantidades de reagentes correspondentes a uma amostra, sendo estas
quantidades multiplicadas de acordo com o niumero de amostras, assim: 2,5uL de tampéao
para PCR contendo KCI (10 vezes concentrado) (Fermentas); 2,0uL ou 2mM de solucao de
MgCl, (25Mm) (Fermentas); 0,5uL ou 200uM de dinucleotideo trifosfato (dNTP) (Promega);
0,1uL ou 0,5 unidade (U) de Tag DNA polimerase recombinante (Fermentas); 1mM ou 1,0uL
de oligonucleotideo sense NA1 (Bioneer); 1mM ou 1,0uL de oligonucleotideo anti-sense
(Bioneer); 0,5uL de cada oligonucleotideo sense e anti-sense HGH (Bioneer) e agua
destilada pura estéril em quantidade suficiente para completar 25uL. O tubo de mix do NA2
era constituido pelas mesmas quantidades e reagentes do tubo para NA1, sendo que
mudava-se apenas o oligonucleotideo alelo-especifico sense correspondente ao NA2.

Os tamanhos dos fragmentos obtidos apds a amplificagdo eram: 141 pb para o NA1 e
221 pb para o NA2.

As reacdes foram realizadas em um ciclador automético de temperatura Gene Amp
PCR System 2400 (Perkin Elmer) nas condicoes descritas por Torkildsen et al., (2005) com
algumas modificagdes: 3 minutos a 94°C para desnaturacao inicial; 30 ciclos de amplificacao
de 1 minuto a 94°C para desnaturagao, 2 minutos a 57°C para anelamento e 1 minuto a
72°C para extensao, seguidos de um acréscimo de 10 minutos a 72°C para completar a
extensao final. Ao final da reacdo as amostras foram mantidas no ciclador a 4°C e

posteriormente foram armazenadas a -20°C até o uso.



60

3.3.3 Analise do genétipo SH

O alelo SH resultante de uma mutagdo do gene FcyRIIIB-NA2 d& origem ao alo-
antigeno SH.

Para a andlise do alelo SH uma PCR foi realizada para cada amostra de DNA. As
reacOes utilizaram os seguintes oligonucleotideos: sense 5’ aag atc tcc caa aag gct gtg 3, e
o anti-sense 5’ act gtc gtt gac tgt gtc at 3". As sequiéncias dos oligonucleotideos para SH
foram reproduzidas de acordo com aquelas descritas por Kuwano et al., (2000) e aneladas a
sequéncia de DNA disponivel no genbank para a verificagdo da seqUéncia dos
oligonucleotideos (Anexo 4).

O volume total de reacdo em cada tubo foi de 22,5uL sendo 100 a 200ng de DNA
genbémico (2,5uL) e 20uL do mix de reagdo. O mix de reacao era constituido pelas seguintes
quantidades de reagentes correspondentes a uma amostra, sendo estas quantidades
multiplicadas de acordo com o numero de amostras, assim: 2,25uL de tampao para PCR
contendo KCI (10 vezes concentrado) (Fermentas); 1,125uL ou 2mM de solugcédo de MgCl,
(50Mm) (Fermentas); 0,45uL ou 200uM de dinucleotideo trifosfato (ANTP) (Promega);
0,16uL ou 0,5 unidade (U) de Tag DNA polimerase recombinante (Fermentas); 1mM ou
0,45uL de oligonucleotideo sense (Bioneer); 1mM ou 0,45uL de oligonucleotideo anti-sense
(Bioneer); 0,12uL de cada oligonucleotideo sense e anti-sense HGH (Bioneer) e agua
destilada pura estéril em quantidade suficiente para completar 22,5uL.

O tamanho do fragmento obtido apds a amplificacao era de 191pb.

As reacdes foram realizadas em um ciclador automatico de temperatura Gene Amp
PCR System 2400 (Perkin Elmer) nas condi¢des descritas por KUWANO et al. (2000) com
algumas modificagdes: 5 minutos a 94°C para desnaturacao inicial; 30 ciclos de amplificacao
de 30 segundos a 95°C para desnaturacdo, 1 minuto a 60°C para anelamento e 30
segundos a 71°C para extensado, seguidos de um acréscimo de 5 minutos a 71°C para
completar a extensao final. Ao final da reacao as amostras foram mantidas no ciclador a 4°C

e posteriormente foram armazenadas a -20°C até o uso.
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A Tabela 2 resume todos os oligonucleotideos e condigcbes para a andlise dos

gendtipos FcyRlla, FeyRlllb e SH.

Tabela 2- SeqUéncias dos oligonucleotideos e das condi¢cées de PCR para a alotipagem

dos FcyR.
Gene Condicdes de PCR Referéncias
Seqiiéncias dos oligonucleotideos* Bibliograficas
e/ou
alelo
FeyRIIA Hot start: 4 min. a 95°C
30ciclos: | 1 min.a952C OSBORNE et al.,
H-131 sense 5’ atc cca gaa attctc cca 3’ 2 min. a57°C 1994
1 min.a72°C KUWANO et al.,
R-131 sense 5’ atc cca gaa att ctc ccq 3 Extensdo: 5 min. a 72°C 2000
Final: o a4°C
H e R-131 anti-sense 5’ caa ttt tgc tgc tat ggg ¢ 3’
FcyRIIB Hot start: 3 min. a 94°C
30 ciclos: (1 min.a94°C  TORKILDSEN et
NA1 sense 5’ cag tgg ttt cac aat gtg aa 3’ 2min.a57°C  al., 2005
1 min. a 72°C
NA2 sense 5’ ctc aat ggt aca gcg tgc tt 3’ Extensio: 10 min. a 72°C
Final: o a 4°C
NA1 e NA2 anti-sense 5’ atg gac ttc tag ctg cac 3’
SH sense5 aagalctcccaaaaggotolg 3" piot start: 5min. a94°C  KUWANO et al,
30 ciclos: (30 seg. a95°C 2000
anti-sense 5’ act gtc gtt gac tgt gtc at 3’ 1 min. a 60°C
30 seg.a71°C
Extensdo: 5 min. a 71°C
Final: o0 a 4°C
HGH sense 5’ gcc ttc cca acc att ccc tta 3’ KUWANO et al.
2000;
anti-sense 5’ ctc acg gat tic tgt gtt tc 3’ TONG et al

2003




62

3.4 Eletroforese dos produtos da PCR

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR, para as variantes polimoérficas do FcyR,
foram separados por eletroforese em gel de agarose 2% em tampao TBE pH 8,3. Uma
amostra de 10uL do produto de cada PCR foi misturada a 2uL do tampéo da amostra para
eletroforese de DNA, contendo azul de bromofenol. Estas misturas foram homogeneizadas
em vértex e, entdo, aplicadas nos pocos do gel. Amostras padrdes de marcadores de
numero de pares de base, DNA /ladder 50pb, também foram aplicadas nos géis
(0,5ug/poco).

O preparo dos géis e as condigbes da corrida eletroforética foram realizados como
descrito anteriormente para as amostras de DNA gendmico (item 3.2.3). A corrida foi
acompanhada pela migragéo do azul de bromofenol, contido na mistura da amostra, durante
60 a 90min a 100V.

Apb6s a migragédo, o gel foi corado em uma solugdo formada por 200mL de agua
destilada pura e 10uL de uma solucao estoque de brometo de etideo 10mg/mL, durante 10 a
15 minutos. As imagens dos fragmentos de DNA corados nos géis de eletroforese foram

capturadas em um sistema ImageMaster® VDS, Pharmacia Biotech.

3.5 Determinacao da expressao dos receptores para IgG (FcyRlla/CD32 e

FcyRIlIb/CD16) e para complemento (CR1 e CR3) nos neutréfilos

Amostras de sangue total (100uL) de cada doador saudavel foram utilizadas. Cada
amostra foi incubada, a temperatura ambiente, por 20 minutos, ao abrigo da luz, com 5uL do
anticorpo especifico anti-receptor marcado com fluorocromo ou com o anticorpo isotipo
controle como descrito por Marzocchi-Machado et al., (2002). As amostras que receberam o
isotipo controle foram utilizadas para descontar a fluorescéncia causada pela ligacdo
inespecifica do respectivo isotipo anti-receptor a célula. Apds este periodo de incubacao,

todas as amostras receberam 2000uL de tampéao de lise da marca Becton & Dickinson (BD),
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para lisar os eritrécitos e foram mantidas a temperatura ambiente, por 10 minutos, ao abrigo
da luz, e, em seguida, centrifugadas a 550g, a 4°C, por 10 minutos. As misturas foram
lavadas em 2000uL de PBS/SBF (Soro Bovino Fetal) 2%/azida < 0,1 % pH7,2 gelado, a
550g, a 4°C, por 10 minutos, e ressuspendidas em 500uL de PBS/formol 1%, para leitura no

citobmetro de fluxo dentro de 24 horas.

Os anticorpos marcados com FITC (isotiocianato de fluoresceina) ou PE (ficoeritrina)
usados foram: a) IgG1-PE de camundongo anti-FcyRIIl (CD16) humano (BD PharMingen™.-
30625X; clone 3G8; IgG1,x); b) IgG1-PE de camundongo, isotipo controle para anti-CD16
(BD PharMingen™-33815X; clone MOPC-21; I1gG1,x); ¢) IgG2b-FITC de camundongo anti-
FcyRIl (CD32) humano (BD PharMingen™-30934X; clone FLI8.26; IgG2b,x); d) IgG2b-FITC
de camundongo, isotipo controle para CD32 (BD PharMingen™-33804X; clone 27-35;
IgG2b,x anti-Dansyl); e) IgG1-PE de camundongo anti-CD11b (CR3; Mac-1) humano (BD
PharMingen™-30455X; clone ICRF44; 1gG1,x); f) IgG1-FITC de camundongo anti-CD35
(CR1) humano (BD PharMingen™-30964X; clone E11; 1gG1,x); g) IlgG1-PE de camundongo,
isotipo controle para anti-CD11b (CR3; Mac-1) (BD PharMingen™-33815X; clone MOPC-21;
lgG1,x) e h) IgG1-FITC de camundongo, isotipo controle para anti-CD35 (CR1) (BD

PharMingen™-33814X; clone MOPC-21; IgG1,x).

As analises foram feitas em um citdmetro de fluxo modelo Becton & Dickinson (BD)
FACS (Fluorescent Activated Cell Sorter) Calibur software Cell Quest Pro, no Laboratério de
Hematologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP.

O citograma bidirecional permitiu distingliir e selecionar a populacdo de neutréfilos
analisada. Os resultados foram expressos como mediana da fluorescéncia/célula
determinada em um histograma em escala logaritmo e como porcentagem de células

fluorescentes na populagéo total.
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3.6 Medida do burst oxidativo dos neutrofilos
3.6.1 Obtencao dos neutrofilos

Os neutréfilos foram obtidos a partir da mistura de sangue total com uma solucao de
gelatina, segundo metodologia descrita por Lucisano; Mantovani, (1984). O sangue total foi
colhido por puncdo venosa dos individuos doadores, em sistema a vacuo, utilizando-se
tubos (2 ou 3) sem anticoagulante (tubo seco) e rapidamente o sangue foi transferido para
um tubo contendo como anticoagulante solugao de Alséver (citrato de sddio) na proporgao
de volume a volume. Em seguida, o material foi centrifugado a 1000g por 10 minutos. O
plasma e a camada leucocitaria foram desprezados e acrescentou-se solugdo de gelatina
2,5% em cloreto de sodio (NaCl) 0,15M na quantidade equivalente a duas vezes o volume
de células restantes. Esta mistura foi homogeneizada e deixada em banho a 37°C por 30
minutos. Apds este tempo o sobrenadante foi retirado e colocado em outro tubo. Ao
sobrenadante foi acrescentado NaCl 0,15M na proporcdo de duas vezes o volume de
sobrenadante. Ap6s homogeneizagdo e centrifugagdo a 650g por 10 minutos sem
refrigeragéo, o sobrenadante foi desprezado e ao precipitado foi adicionado cloreto de
aménio (NH,CI) 0,83%, pH 7,2 (37°C), na proporcao de duas vezes o volume do precipitado.
O material foi deixado em repouso a 37°C por 5 minutos e submetido a centrifugacao a 650g
por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi lavado com NaCl 0,15M e
entdo centrifugado a 6509 por 10 minutos. O precipitado foi entdo ressuspendido com 1mL
de solugéo balanceada de Hanks, pH 7,2, contendo gelatina 0,1% e mantido no gelo até o
momento do uso. A suspensao de células foi diluida na propor¢do de 1:100 em Liquido de
Lazarus e contadas em Camara de Neubauer e depois avaliadas quanto a sua viabilidade
pela exclusdo do corante Azul de Tripan 0,04%, na propor¢cdo de volume a volume.
Comprovando que esta metodologia, descrita por Lucisano; Mantovani, (1984), assegura
uma preparagdo contendo 80-90% de neutréfilos e viabilidade maior que 95%, quando
analisada com o corante azul de Tripan.

Uma aliquota (30ul) de cada preparagéo de células, acrescida de 2 gotas de solugéo
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de albumina de soro bovino (1mg/ml) foi submetida a citocentrifugacao e posterior coloracao

panética por Leishman.

3.6.2 Fonte de complemento

O soro humano normal (SHN) foi obtido a partir de amostras sangue venoso,
colhidas sem anticoagulante, de voluntarios saudaveis e que nao faziam uso de qualquer
tipo de medicacdo. Apdés a completa retracdo do coagulo, o soro foi separado por
centrifugacdo a 1000g por 10 minutos a 4°C e imediatamente colocado no gelo. Varias
amostras foram reunidas para constituir um poo/ de SHN e um pool de soro humano normal
inativado (SHNI). A inativagcdo do SHN (inativagdo das proteinas do sistema complemento)
foi feita pelo tratamento da amostra a 56°C por 30 minutos. Os pools de SHN e SHNI foram

mantidos em aliquotas a —80°C até o uso (MARZOCCHI-MACHADO et al., 2002).

3.6.3 Imunocomplexos

Os neutréfilos humanos foram estimulados com |IC formados por albumina de soro
bovino (BSA, Sigma A 7638) e IgG policlonal de coelho anti-BSA, gentiimente doada pela
Profa. Dra. Yara Maria Lucisano Valim, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto-USP.

Os IC precipitados foram preparados na zona de equivaléncia, ponto de precipitacdo
maxima dos complexos, a partir de uma mistura, volume a volume, de uma solugdo de BSA
1mg/mL (antigeno) diluida 1:4 em solugédo salina tamponada com fosfato (PBS) pH7.4 e
uma diluicdo 1:8 em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) da preparacdo do
anticorpo 1gG de coelho anti-BSA, que estava a 20 mg/mL. Esta mistura foi mantida a 37°C
por 1 hora e overnight a 4°C. Entao, foi submetida a 12100g a 4°C por 10 minutos € o
sobrenadante lavado duas vezes em PBS pH 7.4, sendo ressuspenso neste mesmo
tampao. Uma aliquota desta suspenséo foi retirada para se estimar a concentragdo de

proteina em 280nm.
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Parte das amostras de IC foram opsonizadas com complemento segundo
MARZOCCHI-MACHADO et al., (2002). Cerca de 300 a 500ug IC foram incubados com uma
mistura de pool de SHN ou SHNI (controle negativo de opsonizagéo) diluida na proporcao
de 1:2 em tampao de fixagcdo para complemento trietanolamina (TEA) pH 7.4, contendo
Ca*?, Mg*? e gelatina 0,1%, e mantida a 37°C, em banho-maria, por 30 minutos. Esta mistura
foi entdo submetida a 12100g por 10 minutos a 4°C e o precipitado lavado 2 vezes em PBS
pH 7.4 a 12100g por 10 minutos a 4°C. Entéo, o precipitado, contendo IC/SHN ou IC/SHNI
foi ressuspendido em PBS pH 7.4. Desta forma, tinhamos como estimulos a) IC contendo
IgG e b) IC contendo IgG e complemento. Os IC foram utilizados nos ensaios como

suspensao.

3.6.4 Medida do burst oxidativo por quimioluminescéncia dependente de
luminol

Os ensaios de quimioluminescéncia (QL) foram realizados segundo Cheung et al.,
(1983) e Alves et al., (2003). Um ensaio preliminar foi realizado para determinar a
concentracdo de imunocomplexos a ser utilizada. Uma vez padronizada a condi¢do, o
método consistiu em uma suspensdo de 2x10° neutréfilos/2mL, em solugdo de
Hanks/gelatina 0,1%, pH 7,2, incubada com 60ug dos diferentes IC (IC-1gG, IC-IgG/SHN ou
IC-IgG/SHNI), na presenca de luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona) 10“*M. A
producdo de QL foi acompanhada em um luminémetro, modelo 1251 Bio-Orbit, a 37°C por
15 minutos e registrada em milivolts (mV).

Os controles de QL espontanea consistiram em incubar as células e luminol, na
auséncia de IC, em solugao de Hanks/gelatina 0,1%, pH 7,2.

Os resultados foram expressos como o valor da area sob a curva do perfil de QL

registrado.
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3.7 Forma de analise dos resultados
3.7.1 Analises Estatisticas

As variaveis numéricas para a avaliagao funcional dos neutréfilos foram comparadas
usando testes para dados ndo paramétricos com niveis de significancia de 5% (p<0,05): a)
Mann-Whitney, para comparacio entre 2 grupos ndo pareados; b) Kruskal-Wallis € Dunn,
para comparagdes multiplas de 3 ou mais grupos nado pareados e, c) Wilcoxon, para
pareamento dos dados de um mesmo individuo antes e depois da opsonizagdo com
complemento.

A andlise da expressao dos receptores foi feita por teste para dados paramétricos: a)
andlise de variancia (ANOVA), seguido por teste de Tukey para comparagdes de 3 ou mais
grupos, e b) andlises de correlacdo pelo teste de Pearson; considerando-se o valor de

p<0,05.



68

4. RESULTADOS
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4.1 Extracao e caracterizacao do DNA genémico
A verificacdo da qualidade das amostras de DNA extraidas foi realizada por
eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE pH 8,3, e estd apresentada na Figura 4. Para

a eletroforese, as amostras foram diluidas 50 vezes.

Figura 4- Avaliacdo qualitativa das amostras de DNA extraidas pelo método de salting out.
Representagédo do perfil eletroforético das amostras de DNA (nimeros 1 ao 10) em gel de
agarose 0,8% em TBE pH 8,3.

Ap6s a andlise das bandas no gel de agarose, concluimos que as amostras estavam
adequadas para serem utilizadas nas préximas etapas, pois todas as bandas indicaram uma
boa qualidade e integridade deste DNA. A banda que se encontrava no segundo pogo
apareceu mais fraca do que as demais pois esta amostra possuia DNA em menor

concentragao.

4.2 Alotipagem dos FcyR

A padronizagédo da técnica de amplificacdo do DNA por PCR, para a identificagdo do
gendtipo para o FcyRIlIb (NA1, NA2 e SH) e para FcyRlla (H-131 e R-131), foi realizada com
os oligonucleotideos alelo-especificos, cujas sequiiéncias e codicbes ja foram citadas
anteriormente na tabela 2.

A Figura 5 apresenta a analise dos produtos da PCR para os alelos NA1 e NA2. Os
fragmentos amplificados para os alelos NA1 e NA2 foram de 141 e 221 pb, respectivamente,

e o controle interno, produto do gene do horménio do crescimento humano (HGH) com 428
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pb, foi amplificado. Nenhuma amplificacdo pdde ser vista no pogo do controle de

contaminagao dos reagentes (pogo sem DNA).

NA1 NA1/NA2 NA2

428 pb

221 pb

141 pb

Figura 5- Perfil eletroforético dos produtos da PCR para amplificacdo do DNA com os
oligonucleotideos sense e anti-sense alelos-especificos para NA1 (141pb) e NA2 (221pb)
em gel de agarose 2% em TBE pH 8,3. Marcador de numero de pares de bases (pb), DNA
ladder 50pb (primeiro poco do gel). Controle da reacdo, HGH (428pb), visto somente nos
pocos 3 e 6. Pocos 8 e 9 sem DNA, controle de reagentes. O segundo e o terceiro poco
contém a mesma amostra de DNA (individuo homozigoto NA1), o quarto e o quinto poco
contém o DNA do mesmo individuo (sendo este heterozigoto: NA1/2) e o sexto e sétimo
pogos contém o DNA de um mesmo individuo (sendo este homozigoto para NA2).

A andlise da Figura 5 permite-nos observar o perfil eletroforético dos produtos de PCR
representativo de 169 amostras, sendo que a cada dois pogos temos uma amostra. A
amostra contida nos pocos 2 e 3 é representativa dos individuos homozigotos NA1, pois
observamos apenas a amplificagdo da banda do polimorfismo no tubo que continha
oligonucleotideos para a amplificagcdo do gene FcyRIIIB-NA1 (pogco 2), e nenhuma
amplificacdo no poco 3, assim estes individuos nao apresentam o gene FcyRIIIB-NA2. A
amostra contida nos pogos 4 e 5 é representativa dos individuos heterozigotos NA1/NA2,

pois observamos a amplificacdo da banda do polimorfismo tanto no tubo que continha
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oligonucleotideos para a amplificacdo do gene FcyRIIIB-NA1 (poco 4) quanto no que
continha oligonucleotideos para o gene FcyRIIIB-NA2 (poco 5). A amostra contida nos pogos
6 e 7 é representativa dos individuos homozigotos NA2, pois observamos apenas a
amplificacdo da banda do polimorfismo no tubo que continha oligonucleotideos para a
amplificacdo do gene FcyRIIIB-NA2 (pogo 7), e nenhuma amplificagdo no pogo 6, assim
estes individuos ndo apresentam o gene FcyRIIIB-NA1. Os ultimos dois pogos, 8 e 9, nao
apresentam sinal de qualquer amplificacdo, nem na mistura de reagentes que continha os
oligonucleotideos para amplificacdo do gene FcyRIIIB-NA1 (poco 8) e nem na do gene
FcyRIIIB-NA2 (poco 9), por isso podemos concluir que nenhum reagente estava

contaminado com DNA.

A Figura 6 apresenta a andlise dos produtos da PCR para o alelo SH. O fragmento
amplificado para o alelo SH apresenta 191 pb. O controle interno, produto do gene do
hormdnio do crescimento humano (HGH) com 428 pb, foi amplificado, e nenhuma
amplificagdo pdde ser vista no po¢o do controle de contaminagao dos reagentes (pogo sem

DNA).
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SOpb

428 pb

191 pb

Figura 6- Perfil eletroforético dos produtos da PCR para amplificacdo do DNA com os
oligonucleotideos sense e anti-sense alelos-especificos para SH (191pb), em gel de agarose
2% em TBE pH 8,3. Marcador de numero de pares de bases (pb), DNA ladder 50pb
(primeiro poco do gel). O controle da reacdao, HGH — 428pb, pode ser observado com maior
intensidade no poco 3. O controle dos reagentes encontra-se no poco 4, sem DNA. O
segundo pog¢o contém DNA de um individuo SH(+) e o terceiro po¢o de um individuo SH(-).

Apoés analisarmos a Figura 6, observamos o perfil eletroforético dos produtos de PCR
representativo de 174 amostras, para a amplificagdo ou ndo do gene FcyRIlIb-NA2/SH. A
amostra contida no pogo 2 é representativa dos individuos que apresentam o gene para o
SH, pois observamos a amplificagdo da banda do polimorfismo, ja no pogo 3 observamos
uma amostra representativa do perfil eletroforético dos individuos que nao apresentam este
polimorfismo, onde nenhuma amplificagcdo é observada neste poco. O ultimo pogo, 4, ndo
apresenta qualquer sinal de amplificacao, por isso podemos concluir que nenhum reagente
estava contaminado com DNA. No pogo 4 observamos a amplificacdo da banda do HGH
(428pb) provando que havia DNA naquele tubo de reagado mas que a banda do polimorfismo
nao foi amplificada pois este individuo nao apresentava o gene para tal polimorfismo.

A amplificagdo do gene do HGH, pode ser observada apenas nos pocos 3 e 6, pelo
fato da temperatura (temperatura de melting) para a amplificacdo dos alelos NA1 e NA2 nao

ter favorecido a amplificagdo do HGH. Mas também este fato pode ser devido a priorizagao
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da utilizacdo do DNA para a amplificacdo da banda do polimorfismo, ja que havia maior
quantidade de oligonucleotideos para esta finalidade.

A Figura 7 apresenta a andlise dos produtos da PCR para os alelos H-131 e R-131. Os
fragmentos amplificados para os alelos H-131 e R-131 foram de 253pb. O controle interno,
produto do gene do horménio do crescimento humano (HGH), com 428 pb, também foi
amplificado e nenhuma amplificacdo pdde ser vista no po¢o do controle de contaminagéao

dos reagentes (po¢o sem DNA).

Figura 7- Perfil eletroforético dos produtos da PCR para amplificacdo do DNA com os
oligonucleotideos “sense” e “anti-sense” alelos-especificos para H-131 e R-131 (253pb) em
gel de agarose 2% em TBE pH 8,3. Marcador de numero de pares de bases (pb), DNA
ladder 50pb (primeiro po¢o do gel). Controle da reacdo, amplificacdo do HGH — 428pb.
Controle de reagentes, poco sem DNA. O segundo e o terceiro pogo contém a mesma
amostra de DNA (individuo homozigoto para H-131), o quarto e o quinto pogo contém o DNA
do mesmo individuo (sendo este homozigoto para R-131) e 0 sexto e sétimo pogcos contém
o DNA de um mesmo individuo (sendo este heterozigoto: H/R-131).

Analisando a Figura 7, podemos observar o perfil eletroforético dos produtos de PCR
representativo de 143 amostras, sendo que a cada dois pogos temos uma amostra. A

amostra contida nos pogos 2 e 3 é representativa dos individuos homozigotos H-131, pois

observamos apenas a amplificacdo da banda do polimorfismo no tubo que continha



74

oligonucleotideos para a amplificacdo do gene deste alelo (pogo 2), e nenhuma amplificacdo
no poco 3, assim este individuo nao apresentava o alelo R. A amostra contida nos pocos 4 e
5 é representativa dos individuos homozigotos R-131, pois observamos apenas a
amplificacdo da banda do polimorfismo no tubo que continha oligonucleotideos para a
amplificacao deste alelo (pogo 5), e nenhuma amplificacdo no poco 4, assim este individuo
nao apresentava o alelo H. A amostra contida nos pogos 6 e 7 é representativa dos
individuos heterozigotos H/R-131, pois observamos a amplificagdo da banda do
polimorfismo tanto no tubo que continha oligonucleotideos para a amplificagédo do alelo H
(poco 6) quanto no que continha oligonucleotideos para o alelo R (pogo 7). Os ultimos dois
pogos, 8 e 9, ndo apresentam sinal de qualquer amplificagdo, nem no mix que continha os
oligonucleotideos para amplificagéo do alelo H (poco 8) e nem no do alelo R (pogo 9), por
isso podemos concluir que nenhum reagente estava contaminado com DNA. Além disso, a

amplificacao do gene do HGH (428pb) péde ser observada nos pogos de 2 a 7.

4.3 Analise da freqiiéncia dos alotipos NA1, NA2 e SH

A determinacao dos genétipos de 169 amostras para o FcyRlllb — NA1 e NA2, e 174
amostras para o FcyRIllb — SH, através de PCR alelo especifica, e posterior anélise do perfil
eletroforético dos produtos destas PCRs, resultou em: 34 amostras NA1/NA1, 47 amostras
NA2/NA2, 88 amostras NA1/NA2, 11 amostras positivas para SH e 163 amostras negativas

para SH.

A Tabela 3 apresenta a distribuicdo dos genétipos FcyRIIIB e SH e a freqiiéncia de

alelos NA1 e NA2.
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Tabela 3- Distribuicdo dos genoétipos FcyRIIIB e SH e frequéncia dos alelos NA1/2

FcyRIIIB SH Frequiéncia dos alelos
(n=169) (n=174) n =338
NA1/NA1 NA2/NA2 NA1/NA2 SH+ NA1 NA2
N 34 47 88 11 156 182
% do
20,1 27,8 52,1 6,3 46,2 53,8
total

Na Tabela 3, podemos observar que no grupo estudado a maior porcentagem de
individuos apresenta como gendétipo NA1/NA2. Desta forma, o alelo NA2 é o mais freqiente
na populagdo estudada. Ja dos 174 individuos tipados para o polimorfismo SH,
aproximadamente 6% deles mostram-se positivos para este polimorfismo. A freqiéncia das
combinagdes dos genotipos NA1/2 e SH nos doadores voluntarios saudaveis incluidos neste

estudo esta apresentado na Tabela 4.

Tabela 4- Fregliiéncia das combinacdes dos gendtipos NA1/2 e SH

N2 de doadores com genotipo

Genotipo FcyRIIIB (%)
n=169

NAT

NA1*/NA2/SH* 0

NA1*/NA2/SH 34 (20,1)
NA1/NA2

NA1*/NA2*/SH* 5 (3)

NA1*/NA2*/SH’ 83 (49,1)
NA2

NA1/NA2*/SH* 6 (3,6)

NA1/NA2*/SH’ 41 (24,3)

Na tabela 4, observamos que quando combinamos os genétipos NA e SH na
populagdo estudada, a maior freqiéncia é de individuos com gendtipo NA1/NA2*/SH*

(3,6%) seguido pelos individuos NA1*/NA2*/SH* (3%).
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4.4 Analise da freqiiéncia dos genes H-131 e R-131

A determinagao dos gendtipos de 143 amostras para o FcyRlla, através de PCR alelo
especifica, e posterior andlise do perfil eletroforético dos produtos destas PCRs, resultou

em: 29 amostras H/H-131, 59 amostras R/R-131 e 55 amostras H/R-131.

A Tabela 5 apresenta a distribuicédo e a freqiéncia dos genes H-131 e R-131 nos

doadores voluntarios saudaveis incluidos neste estudo.

Tabela 5- Distribuicdo dos genotipos e freqiéncia dos alelos FcyRIIA.

N¢ de doadores com genotipo FcyRIIA Freqiiéncia dos alelos

n=143 n =286
H/H-131 R/R-131 H/R-131 H-131 R-131
n 29 59 55 113 173
% do total 20,3 41,2 38,5 39,5 60,5

Ao analisarmos a tabela 5, podemos inferir que na populagdo estudada, a maior
porcentagem de individuos apresenta como genétipo R/R-131 (41,2%), sendo que a
freqliéncia do alelo R-131 também é a maior (60,5%) se compararmos com a freqiéncia de

H-131.

4.5 Analise das combinacoes dos genodtipos

ApoOs tipar geneticamente cada individuo, os seus genétipos foram agrupados e as

combinacdes foram analisadas, como mostra a Tabela 6.
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Tabela 6- Frequiéncia das combinac¢des observadas para os genoétipos FcyR

Genétipo Ne de individuos %
n =143 do total

HH-131/NA1/1 4 2,8
HH-131/NA1/1/SH 0 0
HH-131/NA2/2 8 5,6
HH-131/NA2/2/SH 0 0
HH-131/NA1/2 16 11,2
HH-131/NA1/2/SH 1 0,7
RR-131/NA1/1 12 8,4
RR-131/NA1/1/SH 0 0
RR-131/NA2/2 11 7,7
RR-131/NA2/2/SH 3 2,1
RR-131/NA1/2 30 20,9
RR-131/NA1/2/SH 3 2,1
HR-131/NA1/1 11 7,7
HR-131/NA1/1/SH 0 0
HR-131/NA2/2 13 9,1
HR-131/NA2/2/SH 2 1,4
HR-131/NA1/2 28 19,6
HR-131/NA1/2/SH 1 0,7

A analise da tabela 6, mostra a combinacao dos genétipos H/R e NA na populagéo
estudada, sendo que a maior freqiéncia de individuos apresenta como genoétipo RR-
131/NA1/2 (20,9%), seguida pelos individuos que possuem genétipo HR-131/NA1/2
(19,6%). Nesta tabela estéo incluidos apenas 10 individuos dos 11 que possuem o alelo SH,
pois em um deles que possui gendtipo NA2 nao foi possivel confirmar o seu genétipo para

H/R.

4.6 Medida do burst oxidativo dos neutrofilos
A Figura 8 apresenta a andlise qualitativa da preparacao de neutréfilos obtida a partir
do método de separacao em gelatina. Esta anélise mostra que o método leva ao rendimento

de uma populagao celular constituida por um namero maior que 90% de neutrofilos.
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Figura 8- Populacéo de neutréfilos obtida a partir do método de gelatina. Lamina preparada
por citocentrifugacao. Coloracao de Leishman (microscopia de luz com aumento de 100x).

O burst oxidativo dos neutroéfilos foi avaliado por ensaio de quimioluminescéncia (QL)
dependente de luminol. Primeiramente, realizou-se um ensaio de padronizagao para definir
a concentracao de imunocomplexos (IC) a ser utilizada como estimulo para a célula (Figura
9). Nesta figura, € possivel observar que a resposta dos neutréfilos versus a concentragéo
de estimulo, refletiu um padrao dependente de receptores (efeito dose-resposta). Assim, um
maximo de quimioluminescéncia foi observado quando as células foram estimuladas com

60ug do IC. Portanto, esta foi a concentracao definida para os ensaios.

800
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600 —
500 —
400 —
300 —

200 /

Quimioluminescéncia (mV)

100

0

0 ' 2(I)0 ' 4(I)0 ' 6(IJO ' 8(IJO ' 1 OIOO
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Figura 9- Padronizacao da concentragéo de imunocomplexos. Medida do burst oxidativo de
neutréfilos  (2x10°) estimulados com diferentes concentracdes de IC-lgG. Ensaio

representativo de 3 experimentos individuais.
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Os neutrofilos foram estimulados com 60ug de IC-IgG, IC-IlgG opsonizados por
complemento (IC-lgG/SHN) e, como controle, foi utilizado apenas neutréfilos e luminol (QL
espontanea). Em alguns ensaios foi também utilizado 1C-IgG-SHNI como controle negativo
para a atividade do complemento. A Figura 10 representa o perfil de QL registrado para a

medida do burst oxidativo com cada um destes estimulos.
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Figura 10- Representacao do perfil de QL registrado (mV) para os diferentes estimulos.

Neutréfilos (2x10°) de um individuo homozigoto para o genétipo FcyRIIIB-NA1 para 60ug de
diferentes estimulos.

Na Figura 11 pode-se observar que o efeito da opsonizacao pelo complemento, que
contribui para aumentar o burst oxidativo dos neutréfilos, e pode ser medido por QL
dependente de Iluminol (IC x IC/SHN, p<0,0001). Neste resultado as amostras foram

consideradas independentemente das combinagdes dos gendtipos HR e NA.
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Figura 11- Medida da QL-dependente de luminol. Os neutréfilos (2x10°) foram estimulados
com 60ug de IC-IgG (via FcyR) e com 60ug de IC/SHN (via FcyR/CR) na presenca de
luminol. O resultado esta apresentado como a area sob a curva do perfil de QL registrado
para cada amostra. As barras representam os valores de mediana para cada grupo. Teste
de Mann-Whitney: IC x IC/SHN, p<0,0001.

Para analisarmos se o perfil encontrado na figura anterior se mantinha ao
separarmos os individuos pelos gendtipos, apresentamos os resultados dos ensaios de QL
por grupo, estes estdo representados na Figura 12A-1. Os neutréfilos foram agrupados de
acordo com o genotipo de cada individuo doador voluntario, comparando o efeito da
opsonizagdo sobre o perfil de QL em cada um dos grupos. Os dados aparecem como 0s
valores das areas sob as curvas dos perfis de QL registrados para cada estimulo. Os

valores de QL espontanea (células e luminol) foram subtraidos.
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Apl6s a andlise da Figura 12, podemos inferir que mesmo que 0s grupos possuam
um numero de amostras pequeno, na maioria deles o perfil de QL se mantém, mostrando
que a opsonizacao exerce um efeito para o aumento do burst oxidativo, pois ha cooperacao
entre os receptores para IgG e para complemento, e que o polimorfismo ndo exerce

influéncia sobre o perfil de QL pois o perfil € mantido como na Figura 11.

A cooperacao dos CR para aumentar o burst oxidativo dos neutréfilos mediada por
FcyR foi avaliada a partir do calculo, em porcentagem, do aumento do valor de QL obtida
com o IC-IgG/SHN em relacao aquele obtido com IC-lgG. A Figura 13 apresenta as
diferencas do aumento do valor de QL, em porcentagem, dentro de cada grupo de gendétipos

para FcyR.

800

p>0,05
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n=1 n=1 n=3 n=1 n=1 n=1 n=3 n=3 n=5

Figura 13- Cooperagéo dos CR para aumentar o burst oxidativo dos neutréfilos. Aumento do
valor de QL (em porcentagem) em cada grupo de combinagédo dos genétipos HR/NA. Testes
de Kruskal-Wallis e de Dunn para comparagdes multiplas: p>0,05.

Analisando a Figura 13, podemos observar que no grupo R/NA2 o aumento do perfil de QL

foi maior do que nos outros grupos, e que o grupo H/NA1 foi o que apresentou quase
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nenhum aumento do perfil de QL, apesar de nao possuirmos nenhuma analise estatistica
significativa pelo fato de que os grupos sao constituidos por um nimero muito pequeno de
individuos.

Desta forma, como para os ensaios de QL a distribuicdo das diferentes combinagdes
dos gendtipos HR/NA resultou em um numero muito pequeno de amostras por grupo.
Assim, neste momento, optou-se por agrupar os individuos apenas quanto aos genotipos

para o FcyRllIb (NA) (Figura 14).
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Figura 14- Andlise da cooperacdo dos CR com os FcyR em mediar o burst oxidativo de
neutréfilos, de individuos com genoétipos NA1, NA2 e NA1/2, mediado por FcyR (IC-1gG) e/ou

FcyR/CR (IC-IgG/SHN). Teste de Kruskal-Wallis e de Dunn para comparag¢des multiplas: IC
x IC/SHN, *p<0,05.

Ao analisarmos a cooperacado entre os receptores FcyR e CR, na Figura 14,
observamos uma diferenca estatisticamente significativa no perfil de QL, quando utilizamos

como estimulos apenas IC e IC/SHN, nos grupos NA1 e NA1/NA2, mostrando a cooperagao

entre os receptores.
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De acordo com a Figura 14, o gendtipo NA2 nao apresentou diferenca significativa
na QL estimulada por IC/SHN em relagdo aquela apenas com IC, sugerindo a falta de
cooperacao dos CR em mediar o burst oxidativo dos neutréfilos. Entdo, a seguir analisou-se
a influéncia dos genétipos para FcyRlla (HR) em combinacao com o gendétipo NA2. A Figura
15 apresenta o perfil de QL dentro do genoétipo NA2, separado de acordo com os gendtipos

para FcyRlla (H, R e H/R).
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Figura 15- Perfil de QL dentro do grupo NA2, separado de acordo com as combinagdes dos

gendtipos HR para FcyRlla.

Desta forma, apés analisarmos a Figura 15, observamos que o grupo R/NA2 foi o
que apresentou uma melhor cooperagao entre os receptores, apesar de ndo apresentar uma
diferenca estatisticamente significativa devido ao pequeno numero de individuos neste
grupo.

Para eliminarmos a influéncia dos diferentes gendtipos HR, analisamos o perfil de QL
dentro do grupo HR separando-os de acordo com o gendtipo para NA, como esta

apresentado na Figura 16:
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Figura 16- Perfil de QL dentro do grupo HR, separado de acordo com as combinacdes de
gendtipos para NA.

Assim, apés analisarmos a Figura 16, observamos que o grupo HR/NA2 foi o que
apresentou uma menor cooperagdo entre 0s receptores, apesar de ndo apresentar uma
diferenca estatisticamente significativa devido ao pequeno numero de individuos nestes

grupos.

4.7 Quantificacao dos FciyR (FcyRlla/CD32 e Fc)RIlIb/CD16) e dos receptores
para complemento (CR1 e CR3) nos neutrofilos por citometria de fluxo

As Figuras 17 e 18 apresentam o0s histogramas representativos dos ensaios de
citometria de fluxo para determinacado da expressao dos FcyR, FcyRlla (CD32) e FcyRlllb

(CD16), nos neutrofilos [polimorfonucleares (PMN)] humanos.
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Figura 17- Histogramas representativos dos ensaios de citometria de fluxo para
determinacao da expressao dos FcyR, FcyRlla (CD32) e FcyRlllb (CD16), nos neutréfilos
(PMN) humanos de 83 amostras. Em A, observamos as células do sangue total inseridas no
aparelho, sendo que a janela demarca a populacdo de PMN analisada. Em B e C,
observamos os picos de fluorescéncia representando as células marcadas com os
respectivos anticorpos isotipos controle e as células marcadas com o anticorpo fluorescente
anti-CD32 (B) ou anti-CD16 (C). M1 — fluorescéncia inespecifica (isotipo controle); M2 —
fluorescéncia especifica para as células coradas com os respectivos anticorpos. Estas
andlises foram feitas em um citdbmetro de fluxo modelo Becton & Dickinson (BD) FACS
(Fluorescent Activated Cell Sorter) Calibur com software Cell Quest Pro.
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Figura 18- Histogramas representativos dos ensaios de citometria de fluxo para
determinacao da expressao dos receptores para complemento, CR1 (CD35) e CR3, nos
neutréfilos (PMN) humanos de 55 amostras. Em A, observamos as células do sangue total
inseridas no aparelho, sendo que a janela demarca a populagcao de PMN analisada. Em B e
C, observamos os picos de fluorescéncia representando as células marcadas com o0s
respectivos anticorpos isotipos controle e as células marcadas com o anticorpo fluorescente
anti-CR1 (B) ou anti-CR3 (C). M1 — fluorescéncia inespecifica (isotipo controle); M2 —
fluorescéncia especifica para as células coradas com o0s respectivos anticorpos. Estas
analises foram feitas em um citdbmetro de fluxo modelo Becton & Dickinson (BD) FACS

(Fluorescent Activated Cell Sorter) Calibur com software Cell Quest Pro.

Os resultados da expressao dos receptores FcyR (CD16 e CD32) nos diferentes
gendtipos, determinada por citometria de fluxo, estdo apresentados na Figura 19A-B.

Somente para CD16 encontrou-se diferenga significativa entre as combinagdes R/NA2 x
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Figura 19A-B- Andlise da expressdao de CD16 e CD32 por citometria de fluxo, nos
neutréfilos de individuos com diferentes combinac¢des dos genétipos para HR/NA. As barras
representam a média dos valores das medianas da intensidade de fluorescéncia/célula de

cada grupo. Testes de ANOVA e Tukey para comparagdes multiplas.

Os resultados da expressao dos receptores para complemento (CR1 e CR3) nos
diferentes gendétipos, determinada por citometria de fluxo, estdo apresentados na Figura

20A-B. Nao foi observada qualquer diferenga estatistica significativa entre os grupos

analisados.
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Figura 20A-B- Analise da expressao de CR3 e CR1, por citometria de fluxo, nos neutrofilos
de individuos com diferentes combinagdes dos genoétipos para HR/NA. As barras
representam a média dos valores das medianas da intensidade de fluorescéncia/célula de
cada grupo. Testes de ANOVA e Tukey para comparagdes multiplas.

A Figura 21A-F mostra a correlagcdo entre os diferentes receptores no total de
voluntarios sem discriminar as combinacées de genétipos HR/NA. Observou-se uma

correlacao positiva significativa entre a expressdo de CR3 e CR1 (Figura 21B) e entre CR3 e

CD16 (Figura 21C).
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Figura 21A-F- Analise da correlagdo da expressao dos receptores CD16, CD32, CR3 e
CR1. Teste de Pearson.

Dando énfase ao CD16, as correlagcbes com os demais receptores nos neutrofilos
dos individuos com diferentes combinacdes dos genodtipos HR/NA foram analisadas. Os
resultados das correlacdes entre os receptores CR3 e CD16, nas diferentes combinacdes de
gendtipos, estao apresentados na Figura 22A-I. A correlagéo positiva observada para CR3 x
CD16 no grupo de voluntarios totais (Figura 21C) manteve-se significativa somente na
combinacdao R/NA2 dos gendtipos (Figura 22E), sendo que o perfil correspondente a uma

correlagao positiva, como no total de voluntarios analisado, se manteve apesar de nao ser
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estatisticamente significativa. E a correlacdo praticamente desapareceu dentro do grupo

HR/NA1.
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A Figura 23A-I mostra as correlacbes de CR1 e CD16 em relagcao as diferentes
combinacdes de genoétipos HR/NA, desta forma podemos observar que em nenhum grupo
ha correlacao estatisticamente significativa entre CR1 e CD16, e que nem o perfil do total de

voluntarios (Figura 21D) é mantido.
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As correlagdes entre os receptores CD16 e CD32 em cada combinagéao de gendétipos
estdo apresentadas na Figura 24A-l. Observou-se uma correlagao positiva significativa para
CD32 x CD16 na combinacao HR/NA1/2 dos gendtipos (Figura 24l). Ao compararmos a
figura 24A-1 com o gréfico do total de voluntarios (Figura 21A) que possui uma correlacdo
ndo significativa mas que tende a ser negativa, observamos que alguns grupos, R/NA1
(Figura 24E), HR/NAT1 (Figura 24F) e R/NA1/NA2 (Figura 24H), apesar de ndo apresentarem
uma correlacao estatisticamente significativa, demonstram uma tendéncia a uma correlacao
negativa, mantendo o perfil observado na populagdo total (Figura 21A), mostrando que a

expressao dos receptores para CD32 e CD16 tende a ser inversamente proporcional.
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Portanto, a analise da expressao destes receptores foi importante para avaliar se o
polimorfismo genético do FcyRlllb (CD16) e do FcyRlla (CD32) poderia influenciar a
densidade de receptores na membrana do neutréfilo. A expressdo do CR1 e do CR3 nos
neutréfilos também foi determinada, uma vez que a cooperacdo destes receptores foi

avaliada no ensaio de medida do burst oxidativo.
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5. CONCLUSOES
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Quanto a genotipagem, a populagédo estudada apresentou uma maior freqiiéncia de
individuos NA1/NA2 (52,1%), apenas 6,3% dos individuos genotipados para SH
apresentaram este gene, e quando os genoétipos para NA e SH foram combinados
nenhum individuo homozigoto NA1 apresentou SH. Dos 143 individuos genotipados
para FcyRlla, a maioria deles (41,2%) apresentaram R/R-131 como genétipo. E
quando combinamos os gendtipos para HR e NA, observamos uma maior freqtiéncia
de individuos RR-131/NA1/2 (20,9%) e HR-131/NA1/2 (19,6%).

De um modo geral, a opsonizacdo com complemento aumenta o burst oxidativo
confirmando os dados da literatura;

A cooperagéo dos CR com os FcyRlIllb em individuos NA2/NA2 néo foi tao eficiente
quanto nos outros gendtipos para NA;

O gendtipo R/NA2 apresentou uma melhor cooperacao entre os receptores para
gerar o burst oxidativo dos neutrofilos;

Quanto a expressao de CD16, observou-se uma diferencga significativa na expressao
de CD16 entre os grupos R/NA2 e HR/NA1/2, quando comparados com 0s demais
grupos;

Observou-se uma correlagéo positiva e significativa entre CR3 e CD16;

A correlagdo entre os receptores estudados, em alguns casos, pode ser influenciada

pelas diferentes combinagdes de gendtipos.
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6. DISCUSSAO
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Os receptores para a porgéo Fc das IgG (FcyR) estdo amplamente expressos nas
células do sistema imune e fazem uma importante ligacdo entre as respostas imunes
humoral e celular, por estimularem uma variedade de respostas efetoras (DAERON, 1997b;
BIEZEVELD et al., 2006). O polimorfismo genético dos FcyR leva ao aparecimento de
variantes com polimorfismo funcional, o que pode resultar em comprometimento das
respostas bioldgicas mediadas por esses receptores (ZHOU; BROWN, 1994).

A isoforma FcyRlllb é expressa somente nos neutréfilos (SELVARAJ et al., 1988;
ZHOU; BROWN, 1994) e tem sido descrito que os al6tipos NA1 e NA2, os quais apresentam
diferencas no numero de residuos de agucares, podem diferir em algumas respostas desta
célula (SALMON; EDBERG; KIMBERLY, 1990; BREDIUS et al., 1994; ORY et al., 1989;
KUWANO et al.,, 2000). Uma vez que a cooperagcdo entre os FcyRlla/lllo com o CR3
promove a estimulacdo maxima das respostas do neutrdéfilo, dentre elas o burst oxidativo, e
que a interacdo FcyRIlIb/CR3 ocorre via sitio de ligacao lectina-sacarideo, € importante
avaliar se os alétipos NA1/NA2 podem influenciar a cooperagéao FcyR/CR.

No presente estudo, primeiramente nos procedemos a genotipagem dos diferentes
alétipos do FcyRlllb e do FeyRlla, através da técnica de PCR utilizando-se oligonucleotideos
alelo-especificos, para determinarmos a frequéncia e as combinagbes dos genotipos, dos
doadores de sangue do Hemonucleo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara, ja que existe uma alta relevancia com relagdo aos polimorfismos das isoformas
dos FcyR para a suscetibilidade e para o progndstico das doengas auto-imunes, infecciosas
e risco de rejeicao a aloenxertos (SALMON; PRICOP, 2001; KARASSA; TRIKALINOS;
IOANNIDIS, 2004; YUAN et al., 2003; REKAND et al., 2002; YUAN et al., 2004).

Quanto ao polimorfismo para o FcyRIllb, observamos que na populagéo estudada
(169 individuos), a maioria (52,1%) apresentava como genétipo NA1/NA2, seguidos por
27,8% de individuos NA2/NA2 e por ultimo 20,1% de individuos NA1/NA1. E a frequéncia
dos alelos distribui-se da seguinte forma: NA1 (46,2%) e NA2 (53,8%). No estudo realizado

por Kuwano et al., (2000) apds a genotipagem de alguns grupos étnicos Brasileiros como os
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indios de Amazénia e doadores de sangue, observou-se as seguintes freqiéncias com
relagéo ao FcyRlllb para os doadores de sangue: 83,5% de individuos NA1/NA2 e 16,5% de
NA1/NA1, sendo que nenhum individuo NA2/NA2 foi encontrado neste estudo. Com relagao
a genotipagem dos indios da Amazdnia, uma populagdo mais homogénea, as seguintes
freqliéncias foram encontradas: 52,2% de NA1/NA1, 30,4% de NA1/NA2 e 55% de
NA2/NA2. Além disso, ao compararmos a freqiiéncia dos nossos gendtipos com o de outras
populacées como Alemaes e Americanos brancos observamos que a nossa distribuicao
assemelha-se mais com a destas populagdes onde ha um predominio de individuos
NA1/NA2 (46% na populacdao Alema e 51% nos Americanos brancos), seguidos pelos
genotipos NA2/NA2 (42% na populacdo Alema e 38% nos Americanos brancos) e
finalmente pelos individuos NA1/NA1 (12% na populacdo Alema e 11% nos Americanos
brancos) (BUX et al., 1995; HESSNER et al., 1996). Na populagdo Norueguesa, também se
observou um predominio de individuos NA1/NA2 (45,2%), como na popula¢do estudada por
nés, seguido por 42,3% de NA2/NA2 e 12,5% de NA1/NA1 (TORKILDSEN et al., 2005). Em
contrapartida, a populacdo de Afro-Americanos possui um predominio do genétipo NA2/NA2
(54%), seguidos por 30% de NA1/NA2 e 16% de NA1/NA1 (HESSNER et al., 1996). A
populacdo de indios-Asiaticos apresenta uma distribuicdo de 55% de NA2/NA2, 28% de
NA1/NA2 e 16% de NA1/NA1 (HESSNER et al., 1996). A populagédo Hispanica possui uma
distribuicao destes gendtipos da seguinte forma: 72% de NA1/NA2, 17% de NA1/NA1 e 11%
de NA2/NA2 (HESSNER et al., 1996). Os Americanos Nativos apresentam predominio do
genodtipo NA1/NA2 (71%), com 20% da populacdo apresentando genédtipo NA1/NA1
(HESSNER et al., 1996). Ja na populagdo Japonesa, 52% dos individuos sdo NA1/NA2,
36% NA1/NA1 e 12% NA2/NA2 (FUJIWARA et al., 1999) que se assemelha a populagéo
Chinesa: 57,4% NA1/NA2, 31,8% NA1/NA1 e 10,9% NA2/NA2 (CHU et al., 2003). Na
populagdo Holandesa, este gendtipo se distribui da seguinte forma: 47% NA1/NA2, 40%
NA2/NA2 e 13% NA1/NA1 (VAN DER POL et al., 2003). Desta forma, ao levarmos em conta
o predominio de individuos genotipados para NA1/NA2, observamos que as popula¢des que

também apresentam predominio deste genétipo sdo: doadores de sangue do Brasil
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(KUWANO et al., 2000), Alemaes, Americanos branco, Noruegueses, Hispanicos,
Americanos nativos, Japoneses, Chineses e Holandeses, comprovando a forte
miscigenacao da populagao brasileira, pois 0 padrao de predominio se manteve. Os dados
comparativos entre a nossa populacao e as anteriormente citadas estdo apresentados na
Tabela 7.

Na populagéo estudada o alelo SH estava presente em apenas 6,3% dos individuos
genotipados (n=174), o que esta de acordo com a freqiiéncia de individuos SH-positivos
(5%) reportada na populacdo caucasiana (BUX et al., 1997; KOENE et al., 1998). Nesta
época ainda era desconhecida a prevaléncia deste alo-antigeno em outros grupos raciais,
foi entdo que em 1999, HESSNER e colaboradores genotiparam seis grupos raciais: Afro-
Americanos (SH+: 22,5%), Indios-Asiaticos (SH+: 15,9%), Hispanicos (SH+: 7,8%),
Coreanos (SH+: 0%) e Americanos nativos (SH+: 1,1%). Sendo que a maior freqiiéncia do
gene SH (22,5%) foi observada na populagédo Afro-Americana, enquanto que o alelo SH nao
foi observado na populagdo Coreana. Os dados comparativos entre a nossa populacao e as
demais apresentadas estdo apresentados na Tabela 8.

A genotipagem destes polimorfismos na populagéao apresenta uma grande relevancia
clinica j& que os antigenos NA sao clinicamente importantes, pois o polimorfismo estrutural
do FcyRlllb resulta na formagédo de alo-anticorpos, 0s quais podem ser responsaveis pela
ocorréncia da neutropenia neonatal alo-imune (NNA) e reacdes transfusionais (KOENE et
al., 1998). Em 1996, Bux e colaboradores identificaram um novo aloantigeno especifico dos
neutréfilos chamado de SH, sendo posteriormente denominado HNA-1c, que ocorre como
uma mutagao do NA2. Por causa da alo-imunizagao, o SH também tem sido reportado como
causa da NNA, pois alo-anticorpos para o antigeno SH ja foram identificados no soro
materno de casos de NNA, indicando que a alo-imunizagdo nao é um evento raro. Embora
esta patologia ndo seja muito frequente, a NNA pode levar a graves infecgdes, como
meningite ou pneumonia, principalmente quando ndo reconhecida adequadamente logo
apods o nascimento (BUX et al., 1997).

Desta forma, hoje em dia reconhece-se, que muitos individuos saudaveis
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apresentam trés genes FcyRIIIB para o receptor FcyRlllb, e este polimorfismo é capaz de
predispor o individuo a determinadas patologias.

Ja o genétipo FcyRlla se distribui da seguinte forma na populagéao estudada: 41,2%
individuos R/R-131, seguidos por 38,5% de individuos H/R-131 e por 20,3% de individuos
H/H-131. Quanto a freqUéncia dos alelos, encontramos: 60,5% para R-131 e 39,5% para H-
131. Bazilio et al., (2004) relatou que, na populagao brasileira saudavel, a freqiiéncia destes
gendtipos apresenta-se da seguinte forma: 27% H/H-131 e 21% R/R-131, e na populacéo
Caucasiana Francesa: 31% H/H-131 e 18% R/R-131, e na populagao Chinesa 26% H/H-131
e 16% R/R-131 (BAZILIO et al., 2004). A populacdo Norueguesa apresenta este gendtipo
distribuido da seguinte maneira: 47% H/R-131, 32,5% R/R-131 e 20,5% H/H-131
(TORKILDSEN et al., 2005) e na populagéo Etiope: 44,1% H/R-131, 31,2% R/R-131 e
24,7% H/H-131 (VAN DEN BERG et al., 2001). Analisando ainda, dados sobre a populagcéao
Japonesa, encontramos que 0s genoétipos se distribuem da seguinte maneira: 64,1% de
H/H-131, 32,7% de H/R-131 e 2,9% de R/R-131 (HATTA et al., 1999) e na populacao
Holandesa: 50% H/R-131, 26% H/H-131 e 24%R/R-131 (VAN DER POL et al., 2003). Num
estudo realizado por Kuwano et al., (2000), ap6s a genotipagem de alguns grupos étnicos
Brasileiros como os indios de Amazénia e doadores de sangue, observaram as seguintes
freqUiéncias com relagdo ao FcyRlla para os doadores de sangue: 44,7% H/R-131, 32,9%
R/R-131 e 22,4% H/H-131, e para os indios da Amazénia: 83,7% R/R-131, 15,2% H/R-131 e
1,1% H/H-131. Ao analisarmos a freqUéncia dos genoétipos da populacao estudada por nés
com as populagdes de diferentes etnias, observamos que apenas na nossa populagédo
estudada e no estudo com indios da Amazénia houve um predominio de individuos com
genotipo R/R-131, mostrando uma semelhanca entre os dados destas duas populagées. Os
dados comparativos entre a nossa populagdo e as anteriormente descritas estao
apresentados na Tabela 9.

Desta forma podemos observar que existe uma discrepancia na frequiéncia destes

genotipos, associada com a variagao étnica.
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O polimorfismo apresentado pelo FcyRIIA, H e R-131, promove diferengas quanto a
ligacdo das diferentes classes de IgG, pelo fato do H-131 ligar eficientemente 1gG2 e o R-
131 possuir baixa afinidade por este ligante, este polimorfismo determina diferengas quanto
a fagocitose. Desta forma individuos homozigotos para R-131 apresentam um maior risco a
infecgbes graves causadas por microorganismos encapsulados (que predominantemente
sdo eliminados via resposta de 1gG2) (SALMON et al.,, 1992; BREDIUS et al., 1993;
BREDIUS et al., 1994; SANDERS, et al., 1994; PLATONOV et al., 1998; DOMINGO et al.,
2002) e em consequéncia da deficiéncia na remogao dos imunocomplexos associa-se ao
envolvimento renal no LES (DUITS et al., 1995; SALMON et al., 1996; YUN et al., 2001).
Controversamente, a homozigose para o alelo R-131, pode fornecer uma protecao
moderada contra as infeccdes pelo virus da dengue clinicamente graves no Sudeste da Asia
(LOKE et al., 2002).

Apds a genotipagem dos individuos, seus gendtipos foram combinados para se
estabelecer a frequéncia destas combinacbes na populacdo estudada. Desta forma, os
gendtipos combinados mais frequentes foram RR-131/NA1/2 (20,9%) e HR-131/NA1/2
(19,6%), ambos negativos para SH. Ja as combinagcbdes de gendtipos ndo encontradas na
populagcdo estudada foram: HH-131/NA1/1/SH, HH-131/NA2/2/SH, RR-131/NA1/1/SH, HR-
131/NA1/1/SH. E as menos freqlentes (0,7%) foram: HH-131/NA1/2/SH e HR-
131/NA1/2/SH. Quando consideramos as combinac¢des apenas de FcyRlllb e FcyRlla, sem
incluir SH, podemos analisar a freqUéncia encontrada em outras populagdes, como a de
Caucasianos e a de Afro-Americanos estudada por Van Schie; Wilson, (2000), onde as
maiores frequéncias encontradas para Caucasianos foram HR-131/NA1/2 (19,6%), RR-
131/NA1/2 (18,4%), HR-131/NA2/2 (15,9%) e RR-131/NA2/2 (12,5%), sendo que todas as
outras combinacdes ficaram abaixo de 10%, o que assemelha-se muito aos nossos
achados, principalmente nos genétipos RR-131/NA1/2 (20,9%) e HR-131/NA1/2 (19,6%).
Quando analisamos a populacdo de Afro-Americanos, observamos que as maiores
freqliéncias encontram-se distribuidas entre as seguintes combinagbes de gendtipos: RR-

131/NA2/2 (17,8%), HR-131/NA2/2 (16,1%), HR-131/NA1/2 (16,1%), RR-131/NA1/2 (15,3%)
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e HR-131/NA1/1 (12,7%), as outras combinag¢des de gendtipos ficaram abaixo de 10%. Ao
analisarmos as freqiéncias de NA e SH combinados, na nossa populacdo estudada
encontramos que 3,6% dos individuos apresentavam genétipo NA2/2/SH e 3% NA1/2/SH, e
nenhum individuo NA1/NA1 foi genotipado para o genétipo SH. Quando comparamos
nossos achados com os apresentados por Flesch et al., (2002), onde na populacao Alema
tais genoétipos combinados se distribuem entre NA1/2/SH (3,46%) e NA1/1/SH (1,54%) e na
populacdo de Uganda entre NA2/2/SH (20,93%), NA1/1/SH (6,98%) e NA1/2/SH (4,65%),
observamos que em nosso estudo ndo encontramos nenhum individuo NA1/NA1 que
apresentasse o alelo SH, mas Flesch et al., (2002) mostra que isto pode ocorrer e sugere
que pode ser explicado pela coexisténcia de duas formas diferentes de heranga de SH. Os
dados comparativos das combinagdes de gendtipos entre a nossa populagdo e as outras
estao apresentados na Tabelas 10 e 11.

Apoés determinar os genotipos, a cooperagao FcyR/CR foi avaliada em um modelo de
estimulagdo de neutréfilos por imunocomplexos contendo IgG e/ou IgG/complemento, e o
burst oxidativo foi medido por técnica de quimioluminescéncia dependente de luminol. Os
resultados mostraram que, de um modo geral, a opsonizagdo com complemento aumenta o
burst oxidativo, confirmando os achados de Zhou; Brown, (1994) e de varios outros
pesquisadores, pois a existéncia desta cooperagdo ja estd muito bem estabelecida na
literatura. Sendo esta colaboracdo entre os receptores, para IgG e complemento, de
extrema importancia para a defesa do hospedeiro, pois é através deste sinergismo que as
funcoes efetoras dos neutréfilos sdo ativadas (MANTOVANI, 1975; ZHOU; BROWN, 1994).

Analisando a resposta de QL, dos ensaios com estimulos opsonizados com
complemento, dentro de cada grupo genotipado, observamos que a cooperagao dos CR
com os FcyRllIb em individuos NA2/NA2 nao foi tédo eficiente quanto nos outros genoétipos
para NA. Em vista do genétipo NA2/NA2 nao ter apresentado diferencga significativa na QL
estimulada por IC opsonizado com complemento em relacdo aquela estimulada por IC nao-

opsonizado, analisamos a influéncia do genétipo FcyRlla em combinacdo com o FcyRlllb-
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NA2/NA2, entdo pudemos observar que o genétipo R/NA2 apresentou uma melhor
cooperagdo entre os receptores para gerar o burst oxidativo. E quando analisamos a
porcentagem do aumento do valor de QL dentre todos os genoétipos (NA e HR) combinados,
pudemos constatar que o genétipo homozigoto R/NA2 (RR/NA2/2) foi o que apresentou a
maior porcentagem de aumento de QL, e, portanto uma melhor resposta deste genétipo ao
estimulo utilizado, e que o gendtipo homozigoto H/NA1 (HH/NA1/1) apresentava a menor
porcentagem de aumento de QL, mas como o numero de amostras em cada grupo era
pequeno, achamos melhor considerar os dados obtidos apenas com o gendtipo para NA,
sem combina-lo com o HR.

E interessante citar que a combinagéo dos genétipos R/NA2 foi associada com maior
suscetibilidade a doenga meningococica em individuos com deficiéncia de complemento
(FIJEN et al., 1993).

Desta forma, o polimorfismo entre estes receptores pode influenciar a eficacia das
funcbes efetoras para a geragao da resposta dos neutréfilos aos diferentes antigenos. E tais
achados podem contribuir para se observar as diferencas na resisténcia e suscetibilidade de
distintos grupos populacionais, nos quais 0s polimorfismos possam apresentar um
importante papel na patogénese de determinadas doencas.

Como controle, analisamos a expressdao dos receptores estudados (CD16, CD32,
CR1 e CR3) na superficie dos neutrdfilos, através de citometria de fluxo, com a finalidade de
avaliar se a ocorréncia dos diferentes alétipos poderia influenciar a expressao dos
receptores.

Quanto a expressao de CD16, observou-se uma diferenga significativa na sua
expressao entre os grupos R/NA2 e HR/NA1/2, quando comparados com 0os demais grupos.
Sendo que quanto a expressdo de CD32, CR1 e CR3 nao se observou diferencas
significativas dentre os grupos de gendétipos. Quando analisamos se havia correlagdo entre
os receptores CD16 e CD32 ndo pudemos observar tal correlagao significativa, mas havia
uma correlagao estatisticamente significativa e positiva entre CR1 e CR3 (p=0,0076). Entre

CR3 e CD16 observou-se uma correlacao positiva e altamente significativa (p<0,0001), o
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que reforca a importante cooperagao entre estes receptores para a geragcdo de um burst
oxidativo mais eficiente (MANTOVANI, 1975; BROWN; BOHNSACK; GRESHAM, 1988;
ZHOU et al., 1993). Sendo que correlacdes entre CR1 x CD16, CR3 x CD32 e CR1 x CD32
ndao puderam ser estabelecidas, apesar das retas apresentarem certa tendéncia a
positividade ou negatividade estatisticamente ndo pudemos observar correlacéo.

Ap6s analisarmos a correlagdo ou a auséncia dela, entre estes receptores na
populacao total estudada, obtivemos um perfil geral, entdo decidimos analisar se este perfil
de correlagdo ou ndo poderia ser influenciado pelos diferentes gendétipos. Ja que pudemos
observar uma correlagdo positiva significativa entre CD16 e CR3 no total de voluntarios
estudados, analisamos também se esta correlacdo se mantinha quando este grupo era
separado de acordo com as combinagdes genotipicas para HR e NA. Assim, pode-se
observar que a correlagdo positiva se mantinha na maioria dos grupos, mas como em
alguns deles o n era pequeno, ndo se obteve significancia. Apenas no grupo R/NA2
observou-se uma correlacdo positiva significativa. Porém, no grupo HR/NA1 a correlacédo
desapareceu.

Apesar de ndo termos observado correlagédo entre CR1 e CD16, analisamos se ao
separarmos pelos grupos de genoétipos observariamos alguma modificagcdo no perfil, entéao
pudemos constatar que as diferentes combinagdes de gendtipos, ou seja, o polimorfismo
nao influencia a auséncia de correlacédo entre CR1 e CD16.

Mesmo nao conseguindo estabelecer um estudo comparativo destes achados com
dados de outros estudos, por ndo existirem relatos com modelos similares na literatura que
relacionem os diferentes al6tipos x expressao, nossos resultados sugerem que a correlagao
entre os receptores analisados, em alguns casos, pode ser influenciada pelas diferentes
combinagdes de genotipos.

A importanica de estudos sobre a influéncia das combinacdes dos diferentes
gendtipos H/R e NA1/NA2 nas funcdes efetoras mediadas pelas imunoglobulinas é contribuir
para o entendimento de mecanismos fisiopatoldgicos e a possibilidade de se estabelecer

marcadores genéticos para as doencas.
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: E Universidade Estadual Paulista
: i Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara

R. Expediciondrios do Brasil, 1621 — Telefone: (16) 3301-6549
14801-902 — Araraquara — SP — Brasil

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , RG , Estado Civil s

o

Idade anos, Residente na , n Bairro

, Cidade , Telefone s

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho tem por finalidade estudar proteinas nas células do sangue dos seres humanos, nas
quais os anticorpos se ligam. Estas proteinas sdo chamadas de receptores para anticorpos e sdo
muito importantes para ajudar o organismo a combater alguns tipos de doengas infecciosas. Por
causa da heranca genética, algumas pessoas possuem pequenas modificacbes nestas proteinas,
que poderdo influenciar a maneira como o seu organismo ird se defender das doencas. Assim,
neste trabalho, nds iremos identificar estas proteinas nas células dos doadores de sangue, e
estudar como as suas células se comportam, quando sdo estimuladas para defender o seu
organismo;

2. Ao participar desse trabalho estarei contribuindo para um estudo que ird identificar pessoas que
tém receptores para anticorpos com pequenas modificacbes e também estudar como as suas
células podem melhorar os mecanismos de defesa contra os microrganismos;

3. Terei que doar para a realizacdo dessa pesquisa, o(s) seguinte(s) material (ais) bioldgico (s) 8 mL
de sangue;

4. A minha participacdo como voluntdrio dever ter a duragdo de /8 meses;

5. Que ndo corro nenhum risco ao participar dessa pesquisa e que a coleta de material ndo serd
desconfortavel;

6. Os materiais empregados na coleta serdo totalmente descartdveis;

7. Deverei voltar ao laboratério todas as vezes em que houver solicitacdo do médico ou dos
pesquisadores desse projeto;

8. Os procedimentos aos quais serei submetido nao provocardo danos fisicos ou financeiros e por
isso ndo haverd a necessidade de ser indenizado por parte da equipe responsavel por esse trabalho
ou da Instituicdo (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara/UNESP);

9. Meu nome serd mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade e se desejar, deverei
ser informado sobre os resultados dessa pesquisa;

10. Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer momento da
realizacdo dessa pesquisa, sem nenhum prejuizo ou penalizagdo, isto €, sem interrupcdo do meu
tratamento;

11. Qualquer didvida ou solicitagdo de esclarecimentos, poderei entrar em contato com a equipe
cientifica pelos telefones: UNESP (16) 3301-6545 (Laboratério de Hematologia - Prof. Dr. Luiz
Marcos da Fonseca); (16) 3301-6549 (Laboratério de Imunologia — Ana Carolina Urbaczek);

12. Para notificagdo de qualquer situacdo, relacionada com a ética, que nao puder ser resolvida pelos
pesquisadores deverei entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP, pelo telefone (16) 3301-6897.

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como voluntiria(o), do
estudo “Funcdes e burst oxidativo dos neutréfilos humanos: estudo da influéncia do polimorfismo do
receptor para IgG FcyRIIIb na cooperagdo com os receptores para complemento”.

Araraquara, ____de de 200__.

Assinatura do Voluntario Prof. Dr. Luiz Marcos da Fonseca
Pesquisador responsdvel
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ANEXO 3



mRNA .

" 1: NM 021642
LOCUS NM_021642
2008
DEFINITION
(CD32)

(FCGR2A) ,
ACCESSION

2411 bp

Homo sapiens Fc fragment of IgG,

NM_021642 XM_938849

receptor for

receptor

ORIGIN

/7

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

gtctcttaaa
ctcagaatgt
tggcttctgce
ggatcaacgt
agagcgactc
gctacaggtt
ccagcctcag
ctcacctgga
agcctctggt
atcccacctt
gaaacatagg
gcatgggcag
cagccattgt
attccactga
tcagaaagag
tgactctgaa
ccaacgacca
cagcttgctg
tggaaaaatc
aactacaaac
aacttggatc
agcagcctac
aaaaacaatt
aataaatact
agatttttcc
gagtgcagtg
atgcctcagce
tgtatttttt
ctcgaacttc
agcatcagcc
ccctactgcet
gcagtcggaa
tgttttgcct
taaattcccc
gagtcatcta
aatgactgac
catccacaca
aaacgcttat
gttaaaatag
attgatgacc
taaccaaaac

(CD32)"

/codon_start=1

/product="Fc fragment of IgG,

acccactgga
atgtcccaga
agacagtcaa
gctccaggag
cattcagtgg
caaggccaac
cgaccctgtg
gttccaggag
caaggtcaca
ctccatccca
ctacacgctg
ctcttcacca
tgctgctgta
tcctgtgaag
acaacttgaa
ccccagggca
tgtcaacagt
agtggatgac
ctgagcaaac
acaagcaaaa
atttctggta
taacatataa
atgtaattga
tgcctgtgac
tttaacatct
gtgctatctt
ctcccagtag
attttttttt
tggcctctag
ccaatgtcca
ggtttctgcc
gctccagaag
tgggatttga
ttggggaaga
cctgagtccc
tgcaccttct
gccaatacaa
gttacaggtt
actaacctct
tattttattt
a

cgttggcaca
aacctgtggce
gctgctcccc
gactctgtga
ttccacaatg
aacaatgaca
catctgactg
ggagaaacca
ttcttccaga
caagcaaacc
ttctcatcca
atggggatca
gtggccttga
gctgcccaat
gaaaccaaca
cctactgacg
aataactaaa
aaaaagaggg
aaaaccacct
cttcacgggg
aatgcttatg
ttaggtgact
aaaccaaccg
attttgccac
tttttttttt
ggctcactgc
ctgggattag
tttagtagag
cgatctgccc
gcctctttaa
ttctccatgce
aacaaagagc
gaagagaatt
cgaagggatg
aaagctccct
gtgcctcagce
ttagtcaaac
acatgagagc
aacaacaaat
ttctataatg

gtgctgggat
tgcttcaacc
caaaggctgt
ctctgacatg
ggaatctcat
gcggggagta
tgctttccga
tcatgctgag
atggaaaatc
acagtcacag
agcctgtgac
ttgtggctgt
tctactgcag
ttgagccacc
atgactatga
atgataaaaa
gagtaacgtt
gaattgttaa
ggcccttaga
tcatactaca
ttagaaataa
agggactttc
attgccttta
tggaacacta
tgacagagtc
aaacccgcct
aggcatgtgc
acagggtttc
gcctcggect
catcttcttt
tgagaacaaa
ccaattacca
agagaggtga
ctgcagttcc
gtcctgaaag
cgttcttgac
cactgttatt
aatcatgtaa
taaaagtgat
atcatatatt

mRNA

low affinity IIa,

gactatggag
attgacagtt
gctgaaactt
ccagggggcet
tcccacccac
cacgtgccag
atggctggtg
gtgccacagc
ccagaaattc
tggtgattac
catcactgtc
ggtcattgcg
gaaaaagcgg
tggacgtcaa
aacagctgac
catctacctg
atgccatgtg
aggaaaattt
aatagcttta
tacaagcata
gacaacccca
taagaagata
ttttgcttcc
aacttcatga
tcaatctgtt
cccaggttta
catcataccc
gcaatgttgg
cccaaagtgc
cctatgccecct
atcacctatt
gaaccacatt
ggatctggta
aaaagagaag
ccacagacaa
atcaagaatc
aacagatgta
gtctatatga
tgtttcaagg
acctttgtaa

Disclaimer | Write to the Help Desk

NCBI | NLM | NIH

linear

low affinity IIa,

acccaaatgt
ttgctgctge
gagcccceccgt
cgcagccctg
acgcagccca
actggccaga
ctccagaccc
tggaaggaca
tcccatttgg
cactgcacag
caagtgccca
actgctgtag
atttcagcca
atgattgcca
ggcggctaca
actcttcctc
gtcatactct
aaatggagac
actttgctta
agcaaaactt
gccaatcaca
cctaccccca
acattttccc
attgcgcctce
acccaggctg
agcgattctc
agctaatttt
ccaggccgat
tgggatgacc
ctctgtggat
cactgcttat
aagtctccat
tttcctggac
gactcttcca
tatggtccca
ttctgttcca
gcaacatgag
cttcagaaat
tgatgcaatt
taaaacatta

receptor
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PRI 17-FEB-



134

Gene CD32
Acesso AL590385 a=H-131 (I =R-131)

66001 tttttttttt tttttaacca gcaacagceat gtggaaaaaa ggggggaaga aggctctact
66061 tctitgctaa tacagticaa ggctgcccac cctcacticec caaagcettgt acaaaattta
66121 ccattaaatt agtaatccce agaccacaaa aactgacggc ttcaggcecct gtcgagtage
66181 ctctacagtt actgaaatgc gctcatttct ctactcaaac gtagtatttt aaattcctca

66241 gaattgtttt aaatatctgc tctgcatctt tgaaacctct gaaaacttct gettttagaa

66301 gtcccacaga tataatacca tatattgcct ataagagaat gcetcacatet gtcatgaage
66361 atcttcattt ctgtctgcca gacatcatgt caagttctgt gagtaacgta cctctgagac

66421 tgaaaaaccc ttggaatcta tccttacaac tttttcttat catatttgtg tctttcagaa

66481 tggctggtgce tccagacccec tcacctggag ttccaggagg gagaaaccat catgetgagg
66541 tgccacagct ggaagga caagcctctggtcaaggtc acat tettccagaa tggaaaatee
66601 cagaaattct ccc all tttgga tcccaccttc tccatcccacaagcaaaccacagtcacagt
66661 ggtgattaccactgcacaggaaacataggctacacgctgttctcatccaagcectgtgacce
66721 atcactgtccaaggtatggggagtctgccaagatgtaggga ggggagaagaggggatgga
66781 caagggctgaggtcacatgggcctacatggaggtctgagaa ageccatagcagcaaaatt
66841 gggcactggagcaaagaggagtggggtggaagectggetaagtattgaccaacaagtagg
66901 ggccagagcttggagcecctcacgtcccaggtaataggtagt caggetgtt gtttcacttt

66961 gaaatgtaggccccagactaaagatggcagtgaagcagagcetccctcatt gatgcagagg
67021 ttccctaagetcctgggceattcctaagagetgaggtitgectegtticttctcatggcete

67081 atgttatagccattcactccagaaagcctggcacgtcatggactgttcaaggcetgtgcetc

67141 catagagtaa tgatgcctcc agcetatgega ggctttggge ccacccteeg tactgtccee
67201 aggggctaag gggaatcctt ccctetgete ctgcatgetc accagtgtge tttcattcat
67261 ttggtggaga aacctgggta gggaggaggc acaagtccag ccacagaaac cctgtgccag
67321 tgaggcetggg gatgtggtga atcttgcatt ggtgagtgac tcagacacag aagagcttica
67381 ggtgacaagc actgggacat agcattggag gtgggaggtg ggacagggag aatacaaacg
67441 ttgtcattaa aatagtaacc ccccatcctg cectaatgtc tgtcticcct agtgecccage
67501 atgggcagct cttc accaat ggggatc attgtggctgtggtcattg cgac tgctgtageca
67561 gccattgttg ctgctgtagt ggccttgatc tactgcagga aaaagcggat ttcaggtttg
67621 tagctcctee cagtececttt tgttatcagt ttccatttgg cccagggcect aaccccagac
67681 attgccagaa tccegctctt agggcetagat atgeattccg atctaggccc accttttatt
67741 tattagttca tttattagtt catcctcaac aagagcacta ataggagtca cctcacaggg
67801 ttgccatggg gatgaaagag gctgatgctc ttacaccagt gectggtagg cagtaacage
67861 acacaaacag ggctgttgcc attctggagg aggtggtatg tgagggcagc gcttagctag
67921 ggaaggagga ctctccaggce actgggcecaa ggcagggact gaggetggat ggggcttata
67981 tgagggggga gtagataggg tactgcaagc ctctgagaaa gagaaataat cccactaaca

68041 cctcacaaag cactttgcaa ttggttcata gccaacacct cagttactga tgataagtaa

Oligonucleotideos para H/R-131 usados na PCR alelo-especifico:
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Sense H-131 - 5 atc cca gaa att ctc cca 3’ (sequéncia destacada em amarelo-
verde)

Sense R-131 - 5’ atc cca gaa att ctc ccq 3’ (seqiiéncia destacada em amarelo-pink)
Anti-sense NA1/NA2 - 5’ caa ttt tgc tgc tat ggg ¢ 3’ (seqliéncia destacada em verde)
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CD16 -

Representacdo da localizagdo das sequéncias de oligonucleotideos

complementares ao fragmento do gene FcyRIIIB no cromossomo 1 humano.

FcyRIIIB — codigo de acesso no GenBank 246223, DNA para FcgRIIIB humano
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&itool=toolbar

ORIGEM
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

aagcttccca
tctagcccac
gaggagtcaa
agaagtcacg
ccgctttttg
ccagatgagc
ttttgcaagg
ttccgttgtg
agggggaggg
aaatgaaaca
agaaagagca
tccaccccta
taagccaagt
gcagagtcat
ttacggggga
ccccctcecac
cagaccagcc
acacgaggaa
cttttcagcc
tttcttctaa
acatatccca
ataatattga
gcaggcaggg
tgaggtgaaa
ggtcttgctg
tctgggaaag
cagacctttg
cctattcctg
gtttcaagaa
tttactccct
tgtcecactece
ggtaagtcag
ccecttttea
agctgtggat
ttccaattgg
cactatgtgg
gacattccag
ttgaggctgt
ttgcacaggg
gcgcaagagg
tcctgattcet
actctatgtt
cttgcagttt
gtggggcaca
atgctgatgt
tectctggeca
gactgagcca
atggcagtgt
aagatctccc

tcctgttgceca
ccttttggta
ataagaaaat
tggcagaaag
cctcagagac
atctgaagtg
cgtagatgag
caatccaagg
gtgggtacgt
cacaaataaa
ttcatttata
acaagtatca
gagacctgtc
ctgattttct
gaatctggag
cttttctggt
cagatccagt
ggtaaagagt
tttcactggt
cctggaaatc
ggagcatata
ggcagagaca
cctcggcetgg
tgcaggaagc
tcccattctt
ctgagggcac
ggggagtaaa
ttctatggtg
aaggaaactg
cctgtctagt
agtgtggcat
gatatcecctg
ggctacgaat
tgagctacca
gtcatagtca
aactgaagag
ggttctecte
ttctgtgget
agcaaggggt
catgaacagt
tgggaaaatt
ctaatcactc
cagctggcat
tatggggaca
ggggttagca
gctttecectta
ccaagcatgg
agagcctgcect
aaaggctgtg

gtcccttact
gctaagaatt
aagacctcaa
ccacctggat
catccttagc
ctacagcaag
tcacttgaga
gcctgtggag
ggatggcaat
aaacaaaacc
gcaaaggttg
ggtgcccaca
ccagatgtcc
gcctgggacc
agaagagaag
aaggagccct
ggceccggagg
tcctgtcectce
gacttgttct
taatgatcaa
gattttgaat
ctgctagtgg
agatagatgg
cctcagagaa
ggtgctgggt
actctggcag
gggggcacac
gggctccatt
gcaggtgaca
cggcttggtc
catgtggcag
gttgagggag
gagactccca
ggacaagcca
tgagtgaggc
cttcgactag
tatggttttt
tggtttaggg
aagggagcag
agagaccaga
gggctcctgg
tgatctctge
gcggactggt
atggccataa
gggatagttc
agatactgaa
gtttgcaatg
cctctceectg

gtgttcctggagciitanty GEaEag </ oGEGNEE: /coagaagy

ctcctcctgt
cctccctceca
agaaggaaaa
atctgaaaag
cctgaaggct
gaacttcaag
aggagaactg
aaggggctgce
gggaggatca
tgagtagtgg
gcgggcacct
cgggcctgct
acgaatccac
tggaccattg
aggttaacaa
ggagccctgg
ggcctgagcet
acccctcccce
tccagggccce
atcacactaa
tttgaatttt
tcaaagattt
gtctggacga
tgctcctccce
ggatctaaat
attctgtgtg
ccacccacct
gcgagacttc
gagatgggtg
cctttagggce
ctgctecctce
aagtttgaga
caaagggatg
agatggggct
cagtcacttc
atggtcccta
aatttctacc
aaattcaacc
tgttgaaaat
gagcaggtag
ggcagaggag
ccccactcaa
gagtcagctt
gatattggga
ctccaacaca
caggccaaaa
agctcattct
tcctcaccce

gctctctcct
ttggagagtc
caaagtgaag
aagaaagaat
ttgtttctgc
tttccagata
gaatggcggce
tgcaagactc
attaactcca
tttttaggtc
gtgtcagccc
gctcgcecctcc
tgggggagtyg
tgagagtaac
ccctcccact
agccctggcet
aaatccgcag
acccccacct
atttctctac
aaagtcagct
gaaagaaatt
gaaaggacaa
ggcaggagag
accttgaatc
ccaggagatg
tgtcctcaga
tgcctccagg
agattgagaa
gagggactgg
tccggatatc
caactgctct
tgccttgggt
ggacccctca
agaaatgagg
acccctcetgg
gggtctgtct
ctttettgtg
tgtaccctta
agggatttgt
caaggtttcc
ggcaggggag
tatttgattt
catggtcttg
aatgcttgtt
gcagaacttg
atggggccaa

ggctttgagg
acattatctt

cttcttccta
acagaccaaa
gccttgcatc
tgagggatat
tttaggtttc
cttgtctgga
ctgggttcat
tgtgtgtggc
cccaggagcec
attctggagt
ctgcctccac
tgggcttttc
gcactatcaa
caacatgggg
tcctggccac
cctaggctga
gacctgggta
tttctgtgat
cctacctggg
cctgtggatt
ctgcgtggag
ctttctgtgt
tgagaagttc
tcatccccag
ggggcaagca
tgctcagccg
ctctttcctt
atcagatgaa
ggaaaggctg
tttggtgact
gctacttcta
tcatcagaga
ccacatctat
agaatgctgg
gtcccagaat
ctttcagttt
gggatatggg
atttgtgagt
gttgacagtg
accagaaaca
ttttaaactc
actctttttt
gattgaccca
gaatgggaaa
gcectgtget
gatgctctaa
ctcecctggga
ggctcctcag

acagtgtgactctgaagtgccagggagcctactcccctgaggacaattccacacagtggt
ttcacaatgagagcctcatctcaagccaggectcgag

As regides em negrito correspondem a identidade das sequéncias do cédigo de

acesso GenBank Z46223 (DNA para FcyRIIIB humano) com aquela do cédigo

NT_ 004487 para o cromossomo 1 humano descrita a seguir.



FcyRIIIB — cédigo de acesso no GenBank: NT_004487, cromossomo 1 humano
http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&itool=toolbar

ORIGEM
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101

cactccagtg
agtcaggatc
ttttcaggct
gtggattgag
aattgggtca
atgtggaacc
ttccagggtt
ggctctttct
acagggagca
aagaggcatg
gattcttggg
tatgttctaa
cagtttcagc
ggcacatatg
tgatgtgggg
tggccagcett
gagccaccaa
cagtgtagag

tggcatcatg
tcecectggttg
acgaatgaga
ctaccaggac
tagtcatgag
aaagagcttc
ctcctctatg
gtagcttggt
aggggtaagg
aacagtggag
aaaattgggc
tcactctgat
tggcatgcgg
gggacaatgg
ttagcaggga
tccttaagat
gcatgggttt
cctgectectce

tggcagctge
agggagaagt
ctcccacaaa
aagccaagat
tgaggccagt
gactagatgg
gtttttaatt
tcagggaaat
gagcagtgtt
accagagagc
tcctggggceca
ctctgcececcect
actggtgagt
ccataagata
tagttcctce
actgaacagg
gcaatgagct
tcecectgtect

tcctecccaac
ttgagatgcce
gggatgggac

ggggctagaa
cacttcaccc

tcectagggt
tctaccettt
tcaacctgta
gaaaataggg
aggtagcaag
gaggagggca
actcaatatt
cagcttcatg
ttgggaaatg
aacacagcag
ccaaaaatgg
cattctggct
caccccacat

tgctctgcecta
ttgggttcat
ccctcaccac
atgaggagaa
ctctgggtcc
ctgtctettt
cttgtgggga
cccttaattt
atttgtgttg
gtttccacca
ggggagtttt
tgatttactc
gtcttggatt
cttgttgaat
aacttggccc
ggccaagatg
ttgaggctcc
tatcttggcet

cttctaggta
cagacacccc
atctatagct
tgctggttce
cagaatcact
cagtttgaca
tatgggttga
gtgagtttgce
acagtggcgce
gaaacatcct
aaactcactc
ttttttettg
gacccagtgg
gggaaaatgc
tgtgcttcte
ctctaagact

ctgggaatgg
cctcag aaga

Ecteecaaaggetgtggt gt tcctggagciicaatagtacagc/ggEgeet /¢ gagaaggacag

tgtgactctg
caatgagaac
cgacagtgga

caaagggtcc
gatgagatga
gtcttgggca
tccaagaatc
ggcatagatg
tttgagacag
ctgcaacttc
agattacagg
ttcaccatgt
ctttccaaag
aataaattaa
gccctaagcec
atcaatgcta

aagtgccagg
ctcatctcaa
gagtacaggt
atcggtgagt
tgaaatactt
tgtgtggtcc
aaatgtcaaa
cccatatgga
ctcaataata
agtatcactc
tgccceccecttg
cacccgccac
tggtcagtct
tgctgggact
tgaatttggt
acctcccaaa
tactcaaacc

gagcctactc
gccaggcctce
gccagacaaa
tgatgaaggg
ggtaagagcc
cactgaatgg
gcctgtcaga
gtgcatacaa
gttatttatt
tctcacccag
ggttgtagtg
cacgcccagce
ggtctcaaac
acaggcgtga
gttaggacct
gcaatcctag
tataattaag

ccctgaggac
gagctacttc
cctctccacc
gaagaggaaa
agagatgata
tatcagagtt
cagtagatat
tgtgaatgtg
tatttatttt
gctggagtge
attctccagce
taatttttgt
tcctgacctce
gccaccacac
caatctcctt
tggcctagaa
cataaatttg

aattccacac
attgacgctg
ctcagtgacc
atcaccaata
ttcttagaga
gtagtcctag
aggctgctgce
tcatgtgaag
catttttttt
aatgcggcaa
ctcagcctcc
atttttagta
aggtgattca
ctggccaata
ctcgctctca
tcatatcttt
gtaatgtgat

agtggtttca
ccacagtcaa
-ugtgecaget
aagggtgaaa
taaaagctaa
ctctaagtag
attgcacaat
gttaggccat
aattttattt
tctgagctca
cgagtagctg
gagacagggt
ccggtcttgg
atttttattg
gacatgtaat
ctgtctcctce
agctcttcca

Oligonucleotideos para NA1 e NA2 usados na PCR alelo-especifico:

Sense NA1 - 5’ cag tgg ttt cac aat gtg aa 3’ (seqiiéncia destacada em amarelo)
Sense NA2 - 5’ ctc aat ggt aca gcg tgc tt 3’ (sequiéncia destacada em pink)
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Anti-sense NA1/NA2 - 5 atg gac ttc tag ctg cac 3’ (sequiéncia destacada em

vermelho)

Sense SH - 5’ aag atc tcc caa aag gct gtg 3’ (seqiiéncia destacada em verde)
Anti-sense SH - 5’ act gtc gtt gac tgt gtc at 3’ (seqiiéncia destacada em cinza)
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ANEXO 5
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SOLUCOES PARA EXTRACAO DE DNA

1) MgCl..6H,0 1M: preparar 50mL e autoclavar (PM = 203,30);

2) Tris HCI 1M; pH 8,0: preparar 50mL e autoclavar (PM = 121,14);

3) NaCl 5M: preparar 50mL e autoclavar (PM = 58,44); nao guardar na

geladeira;

4) EDTA.Na; 0,5M; pH 8,0: preparar 50mL e autoclavar;

PM (EDTA.Nay. 2H,0) = 372,24

5) SDS 10%: preparar 50mL e nao autoclavar (preparar em agua autoclavada);

nao guardar na geladeira;

6) Tampao de lise de eritrocitos 5x concentrado

SACAr0SEe ..ooovieieiieeeee e 27,49 (1,6M)
TrHION-X oo 2,5mL (5%)
*MgClo.6H20 1M e 1,25mL (25mM)
*Tris HCIIM pH 8,0 ..coeeeiiieee. 3,0mL (60mM)
*Agua deionizada estéril gsp ........ 50,0mL

* Ja estarao autoclavados.



7) Tampao Proteinase K (5x concentrado)

NACI BM ..o 750uL
*EDTA. Naz 0,5M, pH 8,0 ............. 2,4mL
*Agua deionizada estéril gsp ....... 10,0mL

* Ja estarao autoclavados.
8) Gel de Agarose 0,8%

0,89 de agarose para 100mL de tampé&o TBE (1x).

Para cada corrida usar cerca de 70 a 80mL de agarose a 0,8%.

TAMPAO TRIS-BORATO-EDTA (TBE) (10x concentrado)

Trisbase ....cccooeeieiiiiiiiis 121,1g (1M)
Acido Bérico Anidro ................. 55,69 (0,9M)
EDTANaz 2H30 ovvoveeo 3,79 (10mM)

Agua deionizada estéril gsp ..... 1000mL

Ajustar o pH final para 8,3 a 25°C com HCI
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% SOLUCAO DE AZUL DE BROMOFENOL
Glicerol ... 0,5mL (50%)

EDTAN@2.2H20 ..o, 0,037g (0,1 M)

SDS e, 0,01g (1%)

Azul de bromofenol ..................... 0,0019g (0,1%)

Agua deionizada estéril gsp ......... 1mL

SOLUCAO DE BROMETO DE ETIDEO (10 mq/ML)

Brometo de etideo ...........uuuu..... 0,019 (1%)

Agua deionizada estéril gsp ......... 1mL
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% SOLUCAO BALANCEADA DE HANKS

N 10 I 8¢

KOl e 0,49

(OF 1077321 = P © 1 0,185¢ [se o sal for anidro (sem agua), pesar 0,14 g]
MgCl2.6H20 ...covvvvieeveeeeee. 0,1g [se o sal for anidro, pesar 0,047¢]
MgSO4.7H20 ......oeeeiiiiiiiee 0,1g [se o sal for anidro, pesar 0,049 ¢]

NasHPOy4 ccoveeieeiieeei 0,048g

G =10 VI 0,069

GIlicOSe ..o, 1,09

NaHCO3 (Bicarbonato de sodio) - - --- 0,35g

Agua deionizada estéril gsp ... 1000mL

Ajustar o pH final para 7,2 a 25°C

SOLUCAQ DE GELATINA 2,5% NaCl 0,15M

Gelatina ......cccoovvniiiiiieeieeeee, 2,59

Sol. de NaCl 0,15M ................. 100mL



W ACIDO CITRICO 10%

ACIdO CItTICO. ..., 10g
Agua deionizada estéril gsp ......... 100ml
SOLUCAO DE ALSEVER
Citrato triss6dico.2H,0 ................. 89
Cloreto de sdédio (NaCl)................. 4,29
GIlICOSE ..uvvvvveiiieeeeeeeeeee e, 20,59
Agua deionizada estéril gsp ......... 1000mL

Acertar o pH final para 6,1 com solugéo de acido citrico 10%

CLORETO DE AMONIO 0,83%

Cloreto de aménio (NH4CI) [PM=53,49 € M=0,16M] ..................

Agua deionizada eSt&ril GSP ......cvevevrereeeeeeeeeeeee s

Ajustar o pH final para 7,2 a 25°C
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% NaCl 0,15M

NaCl [PM=58,44] ......c.ccceeirreernnne. 4,389

Agua deionizada estéril gsp ......... 500mL

TAMPAOQ TEA-Ca**-Mg** (10X Concentrado)

Trietanolamina........cccccoevveeeeevnnnnnnns 28,0mL
NaCl ..o, 75,09
MgSO4.7H20 ..o 1,239
CaCla.2HoO ., 0,229
Azida sédica .........coceeiiiinininnnnn. 0,509
Agua deionizada estéril gsp ........ 1000mL

Ajustar o pH final para 7,4 a 25°C com HCI
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w TAMPAO TRIS-EDTA (TE)

Trisbase ...cococvvvviiiiiie, 0,06g (10 mM)
EDTANGS v 0,0168g (1 mM)
Agua deionizada estéril gsp ........ 50mL

Ajustar o pH final para 8,0 a 25°C com HCI

TAMPAO TRIS-HCI 0,5 M pH 6.8

Trisbase ..ccoovvviiiiiiiiiie 60,579 (0,5 M)

Agua deionizada estéril gsp ......... 1000mL

Ajustar o pH final para 6,8 a 25°C com HCI

TAMPAO TRIS-HCI 1 M pH 8,0

Trisbase .....ccooviiiiii, 121,149 (1 M)

Agua deionizada estéril gsp ......... 1000mL

Ajustar o pH final para 8,0 a 25°C com HCI
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W TAMPAO TRIS-HCI 1,5 M pH 8,8

THS DASE .vveeeeeeeeeeeeeeeeee, 181,71g (1,5 M)

Agua deionizada estéril gsp ......... 1000mL

Ajustar o pH final para 8,8 a 25°C com HCI

PBS (SALINA TAMPONADA COM FOSFATO)pH 7.4 (10 X

concentrado)
NACH .o 80,09
(O I 2,0g
NasHPOy4 v, 11,59
(=10 VT 2,0g
Agua deionizada estéril gsp ......... 1000mL

Ajustar o pH final para 7,4 a 25°C com HCI
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