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Resumo

As células T regulatdrias desempenham um papel central na indugdo e manutengdo da tolerancia
imunoloégica. Expressam um fator de transcrigdo denominado forkhead transcription factor 3 (FOXP3),
no qual polimorfismos genéticos podem levar a falta de funcionalidade destas células. Dessa forma, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a freqiiéncia dos polimorfismos -924 (A/G, rs2232365) e -3279
(C/A, rs3761548) do gene FOXP3 na populagdo da regido Norte do Parana. Foi utilizada a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase alelo especifico de 115 doadoras saudaveis e a analise foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida. A populacdo da regido Norte do Parana apresentou 8,70% do
gendtipo AA, 49,56% AC e 41,74% CC, para o polimorfismo -3279, enquanto para o polimorfismo -924,
a ocorréncia foi de 34,78% para o genotipo AA, 28,70% AG e 36,52% GG. A ocorréncia do alelo A para
o polimorfismo -3279 foi de 33,48% e do alelo C foi de 66,52%. Enquanto para o polimorfismo -924,
a ocorréncia do alelo A foi de 49,13% e do alelo G foi de 50,87%. Espera-se que, os resultados deste
trabalho contribuam no desenvolvimento de estudos de associagio entre os polimorfismos genéticos do
gene FOXP3, uma vez que o estabelecimento da genotipagem da populacdo controle é fundamental nas
analises.
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Abstract

Regulatory T cells (Tregs) play a central role in induction and maintenance of immunological tolerance.
These cells express a transcription factor called forkhead transcription factor 3 (FOXP3) in which
genetic polymorphisms can lead to lack of function of these cells. Thus, the objective of this study was
to evaluate the occurrence of polymorphisms -924 (A/G, rs2232365) and -3279 (C/A, rs3761548) of the
FOXP3 gene in the population of Northern of Parana. Polymorphisms were amplified by polymerase
chain reaction allele-specific in 115 women healthy donors and the analysis was performed by
polyacrylamide gel electrophoresis. The population of Northern of Parana showed 8.70% of genotype
AA, 49.56% AC and 41.74% CC, for the -3279 polymorphism, while for the -924 polymorphism, the
occurrence of subjects was 34.78% for genotype AA, 28.70% AG and 36.52% GG. The presence of
allele A -3279 polymorphism was 33.48% and the allele C was 66.52%. For the polymorphism -924, the
occurence of allele A was 49.13% and to allele G was 50.87%. It is hoped that the results of this study
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contribute in the development of studies of association between genetic polymorphisms of the FOXP3
gene, since the establishment of genotyping of the population control is crucial in the analysis.
Keywords: FOXP3. Regulatory T cell. Genetic polymorphism.

Introducio

As células T regulatorias (Tregs) sdo uma
populagdo de células T que atuam na tolerancia
imunologica e sdo moduladoras essenciais na
resposta imune a patdgenos, alérgenos, células
cancerigenas e antigenos proprios, uma vez que
estas induzem a supressdo das células T efetoras,
bloqueando sua ativagao e funcgdo. Deficiéncia
no desenvolvimento ou na fun¢do das Tregs sdo
as principais causas de doengas autoimunes e
inflamatorias em humanos e animais (MELO e
CARVALHO, 2009; SAKAGUCHI et al., 2008).

Tém sido descritos varios mecanismos de
supressao que as Tregs podem exercer sobre células
T efetoras, tais como: contato célula-célula de
maneira independente de citocinas (BACCHETTA
etal. 2005); supressdo através de citocinas inibitorias
como IL-10 e fator de crescimento de transformacédo
(TGF-B) (JONULEIT e SCHIMITT, 2003;
SAKAGUCHI, 2006); destruicdo de adenosina ou
interferéncia por IL-2 ou co-estimulagdo da via de
expressdo do CTLA-4 (SHEVACH, 2009). Estudos
realizados por Davidson e Shevach (2011) indicaram
que as células Tregs podem também alterar o
potencial de migracdo das células T. Segundo estes
autores, as Tregs limitariam o numero de células
T potencialmente auto-reativas fixando-as nos
linfonodos, e impedindo desta forma que as mesmas
migrem para os tecidos onde podem causar danos.

As células Tregs CD4°CD25* expressam o
gene regulador FOXP3, o qual contém 11 éxons e
esta localizado no brago curto (p) do cromossomo
X, (Xpl1.23). Este gene codifica um fator de
transcri¢do denominado forkhead transcription
factor 3 - FOXP3 (COFFER e BURGERING,

2004; FONTENOT et al., 2003; HORI; NOMURA;
SAKAGUCH, 2003; KHATTRI et al., 2003).

O fator de transcricdo FOXP3 tem um papel
na regulacdo do desenvolvimento e na fun¢do das
células T regulatorias, e a perda da expressao deste
fator diminui a capacidade supressora das Tregs. A
expressao de FOXP3 ¢ regulada por mecanismos
complexos, podendo ser induzida em células T
efetoras que ndo possuem atividade supressora, por
meio da ativagdo simultdnea de multiplos fatores de
transcrigdo. Essa ativacao ocorre através de receptores
de células T (TCR) e receptores de citocinas,
incluindo o receptor do TGF-p (ALLAN et al., 2007;
CHEN e OPPENHEIM, 2011; HOFFMANN et al.,
2009; TONE e GREENE, 2011). Algumas Tregs
podem perder a expressio do FOXP3 e converter-
se para cé¢lulas Th em resposta a determinados
estimulos extrinsecos, mas o mecanismo pelo qual
esta conversao ocorre ainda ndo é bem estabelecida,
portanto a plasticidade destas células ainda ¢é
controversa (HORI, 2010).

Polimorfismos no gene FOXP3 podem levar a falta
de funcionalidade das Tregs CD4*CD25", podendo
causar doengas autoimunes sistémicas (BAN et al.,
2007; WILDIN; SMYK-PEARSON; FILIPOVICH,
2002). Segundo Rudensky (2011) a escassez de Tregs,
devido a mutag¢des no gene FOXP3 ¢ responsavel por
lesdes inflamatdrias em camundongos e humanos,
altamente agressivas. Em humanos, pelo menos 20
mutacdes foram identificadas no gene FOXP3 e
tém sido associadas a doencas linfoproliferativas
e a uma desordem autoimune denominada IPEX
(immune  dysregulation,  polyendocrinopathy,
enteropathy, X-linked syndrome) (VAN DER VLIET
E NIEUWENHUIS, 2007).
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Tém sido desenvolvidos varios estudos
relacionados a polimorfismos do gene FOXP3 em
determinadas doencas, tais como: diabetes tipo 1
(BASSUNY etal., 2003; BIORNVOLD etal., 2006;
NAKANISHI; SHIMA, 2007; ZAVATTARI et al.,
2004); atopias (BOTTEMA et al., 2010); artrite
idiopatica juvenil (EASTELL et al., 2007); rinite
alérgica (FODOR et al., 2011); doenca autoimune
da tiredide (BAN et al., 2007); psoriase (GAO et
al., 2010); doenga de Crohn e cirrose biliar primaria
(PARK et al. 2005); cancer de mama (RASKIN;
RENNERT; GRUBER, 2009); doenca de Graves e
doenca autoimune de Addison (OWEN et al., 2006),

dentre outras.

Polimorfismos de base unica (SNP — Single
Nucleotide Polymorphism) t€m sido descritos em
varias regides no gene FOXP3, tais como regiao
promotora, regido intronica ou ndo codificante e
regido exdnica ou codificante. Os polimorfismos
avaliados no presente trabalho, -924 (A/G,
1s2232365) e -3279 (C/A, 1s3761548),
localizados na regido promotora do gene FOXP3
(GAO et al., 2010).

Os polimorfismos do gene FOXP3 (-924 e
-3279) estdo relacionados a rinite alérgica em

estao

resposta a acaros da poeira doméstica e a polen
(FODOR et al., 2011; ZHANG et al., 2009), ao
desenvolvimento e a intratabilidade da doenca
de Graves (INOUE et al., 2010) e ao baixo nivel
de dsDNA em mulheres com lipus sist€émico
eritematoso (LIN et al., 2011). Outros trabalhos
também revelam que o polimorfismo -3279 ndo esta
relacionado com endometriose, doenga de Crohn
e risco de desenvolvimento de cancer de mama
(ANDRE et al., 2011; PARK et al., 2005; RASKIN;
RENNERT; GRUBER, 2009).

Embora haja vérios trabalhos relacionados a
associacdo desses polimorfismos com doengas,
nao ha uniformidade na distribuicao dos genotipos
dentro da populagdo saudavel usada como grupo
controle.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como

objetivo avaliar a ocorréncia dos polimorfismos
-924 (A/G, 1s2232365) e -3279 (C/A, 1s3761548) do
gene FOXP3 de células T regulatorias na populagdo
da regido Norte do Parana.

Material e Métodos
Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos — Universidade
Estadual de Londrina, CAAE — 0179.0.268.000-
09, o qual esta de acordo com a resolugdo 196/96
— CNS. Todos os participantes do projeto assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Doadores saudaveis

115 doadoras
saudaveis da Regido Norte do Parand. Todos os

Participaram deste projeto
individuos apresentaram sorologia negativa do HIV,
hepatites B e C, HTLV (Human T-Tymphotropic
Virus), sifilis e Chagas.

Extra¢do de DNA

O DNA gendomico dos doadores saudaveis
foi extraido a partir de leucdcitos do sangue
periférico pelo kit Qiamp spin Column (Quigen
Inc. Chatswcth, CA), de acordo com instrugdes do
fabricante. A concentragdo do DNA foi ajustada
para 100ng/uL com agua milli-Q (BORELLI et al,
2004). As amostras de DNA foram quantificadas
por espectrofotometria no aparelho UV-1650PC
(Shimadzu, Kyoto, Japan) nos
de onda de 260 nm ¢ 280 nm. A concentracdo do
DNA em ng/pL foi calculada utilizando-se ng/pL
= Abs260 x FD x 50, considerando-se que uma
unidade de absorbancia a 260 nm equivale a 50
ug DNA/mL, e FD o fator de diluigdo. O grau de

comprimentos

Semina: Ciéncias Biolégicas e da Satde, Londring, v. 33, n. 2, p. 223-230, jul./dez. 2012

225



226

Hirata, B. K. B. et al.

pureza em relagdo a contaminagdo por proteinas
foi avaliado pela razdo entre as absorbancias nos
comprimentos de 260 nm e 280 nm (260/280).
Foram utilizadas nos experimentos amostras de
DNA que apresentaram relagdes de absorbancias
maiores ou iguais a 1,7 (260/280 > 1,7) (WHITE,;
DE LUCA, 1977).

Andlise do polimorfismo FOXP3 (-924, -3279)

Os iniciadores utilizados para a amplificagao
da regido promotora do gene FOXP3 foram
sintetizados de acordo com a sequéncia do GenBank
NT 079573.4 para os polimorfismos -924 (A/G,
1s2232365) e -3279 (C/A, rs3761548).

Aproximadamente 100ng de DNA foram
utilizados para amplificar, pela rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR). As amostras foram amplificadas
utilizando 1,25U de Taq polimerase (InvitrogenTM,
Carlsbad, California, USA). As reacdes de
amplificacdo para os polimorfismos -3279 (C/A)
e -924 (A/G) foram realizadas em termociclador
(PCR-Sprint Hybaid - Guelph, Ontario, Canada).
As condigoes da reacdo de amplificacdo foram
realizadas de acordo com o seguinte protocolo: 1
min a 96°C, seguida de 5 ciclos de 96°C por 20 seg e

70°C por 45 seg. Subsequentemente, houve 21 ciclos
de 96°C por 25 seg, 65°C por 50 seg e 72°C por 30
seg, seguidos de outros 21 ciclos a 96°C por 30 seg,
55°C por 60 seg e 72°C por 90 seg. Apods o ultimo
ciclo, ocorreu a extensdo final de 2 minutos a 72°C
(GAO et al., 2010). Os fragmentos amplificados
para FOXP3 -924 de 442pb (A) e 427pb (G), assim
como os para FOXP3 -3279 de 334pb (A) e 333pb
(C) foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (10%) e corados com Nitrato de
Prata (AgNO,).

Resultados e Discussao

Os polimorfismos -3279 e -924 do gene FOXP3
apresentaram trés genoOtipos distintos. Para o
polimorfismo -924, 34,78% dos individuos eram
gendtipo AA, 28,70% AG e 36,52% GG. Enquanto
para o polimorfismo -3279, 8,70% dos individuos
apresentaram genotipo AA, 49,56% eram AC e
41,74% eram CC, como pode ser visto na Figura 1.
A frequéncia do alelo A para o polimorfismo -3279
foi de 33,48% e do alelo C foi de 66,52%. Enquanto
para o polimorfismo -924, 49,13% dos individuos
possuiam o alelo A e 50,87% possuiam o alelo G.

Figura 1 - Distribuicdo genotipica dos polimorfismos genéticos -924 (A/G, 1rs2232365) e -3279 (C/A,
rs3761548) dentro da amostra total de individuos estudados
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Fonte: Autores.
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Os resultados deste trabalho foram comparados
aos de estudos prévios, um realizado também com
individuos da populagdo brasileira e os demais
realizados com outras populacdes tais como o da
China, Estados Unidos da América, Inglaterra e

Taiwan. As freqiiéncias alélicas e genotipicas para
a regido Norte do Parand apresentaram menor
taxa de individuos em heterozigose, sendo que a
frequéncia alélica foi similar ao trabalho de Wu et
al. (2012).

Tabela 1 - Comparacdo do polimorfismo -924 do gene FOXP3 entre o presente estudo e outros trabalhos.

Polimorfismo -924

Frequéncia genotipica

Frequéncia alélica

Autores Local
AA AG GG Alelo A Alelo G
Hirata et al. Brasil 35% 17% 48% 43,5% 56,5%
Owen et al. (2006)  Inglaterra * * * 37,5% 62,5%
Gao et al. (2010) China 37, 7% 44,6% 17,7% 60% 40%
Wu et al. (2012) China 15,18% 50% 34,82% 40,18% 59,82%
Park (2005) USA 22% 53% 25% * *

* valores ndo citados pelos autores.

Fonte: Autores.

Tabela 2 - Comparacao do polimorfismo -3279 do gene FOXP3 entre o presente estudo e outros trabalhos.

Polimorfismo -3279

Frequéncia genotipica

Frequéncia alélica

Autores Local
AA AC CcC Alelo A Alelo C
Hirata et al. Brasil 18% 40% 42% 38% 62%
André et al. (2011) Brasil 11,1% 36,8% 52% 29,5% 70,5%
Wu et al. (2012) China 37,5% 40,18% 22,32% 57,6% 40,4%

Fonte: Autores.

O trabalho realizado por Wu et al. (2012) mostrou
associagao significativa dos SNPs -924 ¢ -3279 com
abortamento espontineo recorrente na populagido
chinesa, ressaltando a importancia da fun¢do do
FOXP3 em uma gravidez bem sucedida. Estes
autores avaliaram um grupo controle composto por

112 mulheres. A genotipagem dos polimorfismos
-924 (A/G, 152232365A/G) e 155902434del/ATT
foi realizada por PCR com primers sequéncia-
especificas, enquanto que a genotipagem dos
polimorfismos -3279 (C/A, rs3761548A/C) e rs
2294021T/C foi realizada através de PCR-RFLP.
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Park et al. (2005) verificaram a existéncia
de SNPs no gene FOXP3 humano e detectou 10
candidatos a SNPs na regido promotora e intronica,
utilizando técnica de sequenciamento direto do
PCR, segundo Bassuny et al. (2003).

As ocorréncias do alelo A e G do polimorfismo
-924 para os individuos da regido Norte do Parana
sdo compativeis com os resultados de Owen et al.
(2006) (alelo A: 37,5%; alelo G: 62,5%), porém
divergem dos resultados obtidos por Gao et al.
(2010), segundo os quais a ocorréncia do alelo A foi
de 60% e do alelo G de 40%. Quanto a distribui¢do
genotipos do  polimorfismo -924 houve
divergéncias com relacdo a estudos prévios, como
o realizado por Wu et al. (2012) (AA: 15,18%; AG:
50%; GG: 34,82%) e por Park et al. (2005) (AA:
22%; AG: 53%; GG: 25%). Embora as freqiiéncias
dos genotipos AG (44,6%) e GG (17,7%) obtidos
por Gao et al. (2010) tenham mostrado relagdo
inversa a obtida neste trabalho, a freqiiéncia do
genotipo AA (37,7%) foi proxima a encontrada
neste estudo (34,78%).

dos

As alélicas e genotipicas do

polimorfismo -3279 para os individuos da regiao

frequéncias

Norte do Parand, assemelharam-se as obtidas pelo
trabalho de André et al. (2011), o qual avaliou
uma populacdo controle da regido de Santo André
(Sao Paulo, Brasil). Os autores avaliaram os
polimorfismos -3279 (C/A, rs3761548) e -3283
(C/T, 1s3761549) localizados na regido promotora
do gene FOXP3, o -20 (G/A, rs2232368) na regidao
do intron 1 e rs2232366 (Gp87T) no intron 5,
através de PCR-TagMan. Esses autores obtiveram
frequéncia de 29,5% para o alelo A e 70,5% para
o alelo C, uma diferenca aproximada de 4%,
para ambos os alelos, das frequéncias obtidas no
presente trabalho. Assim como as frequéncias
alélicas, as frequéncias genotipicas dos individuos
da regido Norte do Parana também se aproximaram
das obtidas por André et al. (2011) (AA: 11,1%;
AC: 36,8%; CC: 52,0%), trabalhos realizados com
a populagao brasileira.

Entretanto  houve  discrepancia  quando
comparadas com outros estudos, como o de Wu et al.
(2012), cujo trabalho foi realizado com a populagdo
chinesa, onde a freqiiéncia do alelo A foi de 57,6% ¢

do alelo C de 40,4%.

Conclusao

Este estudo demonstrou que a populagdo da
regido Norte do Parana apresentou 8,70% do
genoétipo AA, 49,56% eram AC e 41,74% eram
CC, para o polimorfismo -3279, enquanto para o
polimorfismo -924, 34,78% dos individuos eram
genodtipo AA, 28,70% AG e 36,52% GG. Em relagao
aos alelos para o polimorfismo -3279, 33,48%
dos individuos apresentaram o alelo A e 66,52%
possuiam o alelo C. Enquanto para o polimorfismo
-924, 49,13% dos individuos possuiam o alelo A e
50,87% apresentaram o alelo G.

Até o sdo trabalhos
relacionados a polimorfismos genéticos do FOXP3

momento, poucos
cujos resultados ainda sdo discrepantes. Embora
muitos autores tenham utilizado diferentes técnicas
de PCR, ainda sera necessaria uma padronizagao
mais adequada, talvez com a utilizagdo de uma
temperatura de anelamento superior a utilizada para
que ocorra maior especificidade. Espera-se que
este trabalho contribua para o desenvolvimento de
outros estudos a fim de associar os polimorfismos
genéticos do gene FOXP3 a doengas, uma vez que
o estabelecimento da genotipagem da populagdo
controle ¢ fundamental nas analises.
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