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RESUMO

O Linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) representa o subtipo mais
prevalente de linfoma maligno nao-Hodgkin, sendo responsavel por 30-40% de
todos os casos de LNH. O LDGCB nao tem etiologia e patogénese bem definidas,
porém o seu desenvolvimento parece estar relacionado a respostas imunes
ineficazes, devido a frequente associacdo desse linfoma com estados de
imunossupressdo. Os fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento e
evolucao da doenca nao sdao bem entendidos. Nesse contexto, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a influéncia dos genes KIR, dos ligantes HLA e do polimorfismo
em genes de citocinas na susceptibilidade ou resisténcia ao desenvolvimento de
LDGCB, bem como na evolucdo clinica e resposta ao tratamento. Para tanto,
foram selecionados 112 pacientes com diagnéstico de LDGCB e 292 doadores de
sangue e medula 6ssea como grupo controle. As tipificacdes dos genes KIR e dos
ligantes HLA foram realizadas com a técnica de PCR-SSO e a tipificacdo de
citocinas foi realizada com a técnica PCR-SSP. As andlises estatisticas foram
realizadas pelo pacote estatistico “R” versao 3.0.2 para o programa Windows e os
valores de P<0,05 foram considerados significativos. A distribuicdo dos genes KIR
nos grupos estudados mostrou uma menor frequéncia do gene KIR2DLZ2 nos
pacientes quando comparados aos controles (45,5% vs 58,1%; P=0,036), essa
associacdo mostrou-se significativa também na combinacao de KIR2DL2 com C1
(33,0%vs 45,9%; P=0,026) sugerindo um papel de protecdo desse gene ao
desenvolvimento de LDGCB. Em relacao a evolucao clinica da doencga, os ligantes
HLA-Bw4 e HLA-Bw4 801 foram mais frequentes nos pacientes com estadios mais
avancados da doenca (64,7% vs 40,9%; P=0,020 e 44,1% vs 25,0%; P=0,046,
respectivamente) sugerindo que a presenca desses ligantes pode ser fator de
prognéstico ruim ao LDGCB. Em relacdo a resposta terapéutica, o gene KIR2DL3
apresentou uma tendéncia positiva ao tratamento do LDGCB, pois esse gene foi
mais frequente nos individuos com resposta completa que nos individuos nao

respondedores (90,3% vs 76,0%; P=0,09). A respeito dos genes reguladores de
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citocinas, o gendtipo IFN-gama-874/A:A foi associado positivamente ao LDGCB,
sendo encontrado mais frequente nos pacientes que nos controles (50,9% vs
27,9%; P=0,001). Contrariamente os gendtipos: IFN-gama-874/T:A, IL10-819/C:C
e IL10-592/C:C foram menos frequentes nos pacientes que nos controles
(P=0,001; P=0,025; P=0,025). Ademais, o genétipo IL10-1082/G:G foi relacionado
a maior sobrevida livre de progressao. Os resultados encontrados sugerem que 0s
genes KIR, os ligantes HLA e os genes de citocinas parecem ter envolvimento na

protecao, susceptibilidade, evolugéo clinica e resposta ao tratamento do LDGCB.
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ABSTRACT

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most prevalent subtype of malignant
non-Hodgkin lymphoma and affects approximately 30-40 % of all cases. The
DLBCL has no clearly defined etiology and pathogenesis, but its development
seems to be related to ineffective immune responses due to frequent association of
lymphoma with immunosuppression. Genetic factors involved in the development
and progression of the disease are not well understood. The aim of this study was
to evaluate the influence of KIR genes, HLA ligands and cytokine polymorphisms in
the susceptibility or resistance to the development of DLBCL, as well as influence
in the clinical course and response to treatment. To this end, we selected 112
patients with DLBCL and 292 bone marrow donors as control group. The typing of
KIR genes and HLA ligands were performed by PCR-SSO and typing of cytokine
genes was performed by PCR-SSP technique. Statistical analyzes were performed
by the statistical package " R " version 3.0.2 for Windows program. P values <
0.05 were considered significant. The distribution of KIR genes in both groups
showed a lower frequency of the KIR2DL2 gene in patients compared to controls
(45.5% vs 58.1% P=0.036), this association was significant also in combination
KIR2DL2 with C1 (83.0% vs 45.9%, P=0.026) suggesting a protective role of this
gene to the development of DLBCL. Regarding the clinical course of the disease,
HLA-Bw4 and HLA-Bw4 80I ligands were more frequent in patients with more
advanced stages of the disease (64.7% vs 40.9%, P=0.020 and 44.1% vs 25 0%,
P=0.046, respectively) suggesting that the presence of these ligands may be poor
prognostic factor to DLBCL. In regard to treatment response, the KIR2DL3 gene
was positively associated with the treatment of DLBCL, because this gene was
more frequent in individuals with complete response than in nonresponders
individuals ((90,3% vs 76,0%; P=0,09). Regarding the cytokine genes,
IFNG+874/A genotype:A/A was positively associated with DLBCL, it was more
frequently in patients than in controls (50.9% vs 27.9%, P=0.001). On other hand
genotypes: IFNG+874 /T:A, IL10-819/C:C and IL10 -592 /C:C were less frequent in
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patients than in controls (P=0.001, P=0.025, P=0.025 respectively). Moreover, the
genotype IL-1082/G:G was related to increased progression-free survival. The
results suggest that the KIR genes, HLA ligands and cytokine genes seem to be
involved in the protection, susceptibility, clinical course and response to treatment
of DLBCL.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADCC citotoxicidade dependente de anticorpos

CHOP ciclofosfamida, doxorrubucina, vincristina, e prednisona
EBV Epstein Barr Virus

GPVI Receptor do colageno de plaquetas glicoroteina VI
HHV8 Herpes virus

HIV Virus da imunodeficiéncia adquirida

HLA Antigeno leucocitario humano

HTLV Virus linfotrépico da célula humana

IFN Interferon

IFN-y Interferon Gama

IL Interleucinas

ILTs Transcritos semelhantes a imunoglobulina

INCA Instituto Nacional do Cancer

IPI indice Internacional Prognéstico

ITAM Motivos de ativacdo baseados em tirosina

ITIM Motivos de inibicdo baseados em tirosina

KIR Receptores semelhantes a imunoglobulina das células natural killer
LAIRS Receptores semelhantes a imunoglobulina associado aos leucécitos
LDGCB Linfoma difuso de grandes células B

LDH Lactato Desidrogenase

LH Linfoma de Hodgkin

LILRs Receptores semelhantes a imunoglobulina dos linfécitos
LNH Linfoma ndo-Hodgkin

LRC Complexo de Receptores Leucocitarios

LyTh1 Linfécito T helper 1

LyTH2 Linfécito T helper 2

ug Micrograma

ul Microlitros

XXV



XXV1



mL
NK
ng
OR
Pb
PCR
SAPE
SNPs
SSO
TGF
TNF
WHO

MiLililitro

Célula Natural Killer

Nanograma

Odds ratio

Pares de bases

Reacado em cadeia da polimerase
Estreptavidina conjugada com R-ficoeritrina
polimorfismo de unico nucleotideo

Sonda oligonucleotidica sequéncia especifica
Fator transformante de crescimento

Fator de necrose tumoral

Organizacdo Mundial da Saude

XXVil



XXViil



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Balanco de sinais ativadores e inibidores no controle de ativacao

Figura 2. Estrutura dos receptores KIR...........oooeee,
Figura 3. Localizagdo cromossémica dos genes KIR.........ccooooccoiieeeeeennnne.

Figura 4. Organizagao exon-intron dos genes KIR............cccccceeiiiiiiee s
Figura 5. Estrutura de uma molécula HLA de classe l.......cccooeiiiiiiiiininnen.
Figura 6. Localizagd0o do gene ILT10........ccueeeiiiiiiiiiie e
Figura 7. Localizag80o do gene TINF.......iiiiiiieeee e
Figura 8. Localizag0o do gene TGFBT ...
Figura 9. Localizag80o do gene IFNG...........ccoiiiiiiiiiniiiieeee e

Figura 10. Localizag8o do gene [L6. ...........cooeiiiiiiiiiiiaieee e

Figura 11. Citdmetro de FIUXO.........uueiiiiii e
Figura 12. Leitura no citdmetro de fluXo.........cccooiiiiiiiiii e,
Figura 13. Interpretacédo dos resultados pelo Software HLA-Fusion..............
Figura 14. Eletroforese para CitoCinas. .........ccocuuiiiiiiiiiiiiiie s

Figura 15. Perfis de gendtipos KIR e frequéncias observadas na populacao
o] = 1] L= = VO OO SR UURUPPRRPPRN:

Figura 16. Gendtipos KIR e frequéncias observadas na populagdo de
Campinas (n=292), Curitiba ( n=164) e Belo Horizonte (n=90).......................

XX1X

49
51
53
54
57
63
64
65
66
67
83
83
85
87

117

118



XXX



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Receptores KIR e seus ligantes HLA ...
Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes com LDGCB e dos controles..............

Tabela 3. Distribuicdo dos genes KIR nos pacientes com LDGCB e nos
(o0 ] g1 (o] [=T= 3PSO

Tabela 4. Distribuicao dos ligantes nos pacientes com LDGCB e nos controles

Tabela 5. Distribuicao de KIR-HLA de classe | considerando a associa¢ao do
receptor KIR e seu respectivo ligante HLA nos pacientes com LDGCB
LI Lo T et ] o] (0] 1= U

Tabela 6. Distribuicao dos gendétipos KIR A/A e B/x nos pacientes com
LDGCB € NOS CONIOIES...cccieieeeee ettt

Tabela 7. Distribuicao do gene KIR2DS4 e suas variantes nos pacientes com
LDGCB € NOS CONIOIES...cccei e ettt

Tabela 8. Numero de genes inibidores e ativadores nos pacientes com
LDGCB € N0OS CONIOIES....cccei ettt

Tabela 9. Distribuicdo dos ligantes HLA nos pacientes com LDGCB e nos
pacientes com estadios avancados e nao avancados do LDGCB..........

Tabela 10. Distribuicao dos genes KIR nos pacientes com LDGCB
respondedores e nao respondedores ao tratamento com RCHOP.........

Tabela 11. Distribuicao das frequéncias genotipicas dos polimorfismos nos
genes de citocinas nos pacientes com LDGCB e nos controles.............

Tabela 12. Distribuicao das frequéncias genotipicas dos polimorfismos nos
genes de citocinas nos pacientes com LDGCB e nos controles de
acordo com 0 fendtipo relativo..........coo i

Tabela 13. Frequéncias dos genes KIR na populacdo de Campinas e outras
010 010 F=Tod 0 1= 1= PSP

Tabela 14. Frequéncias dos genes KIR na regiao de Campinas e comparagao
com 0ito populagdes brasileiras.........cccuvueeeeriiiiiiiiii e

Tabela 15. Ligantes HLA e combinacao dos genes KIR com seus respectivos
1o = T (= TP

Tabela 16. Combinagéo dos pares KIR+HLA e suas frequéncias na populacao
(o[ = 0011 =T O

XXX1

59
94

96

97

98

99

101

102

103

106

108

109

114

114

120

121



XXX11



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1. Sobrevida global nos pacientes com LDGCB de acordo com a
presenga dos genodtipos A/A € B/X....oooeeiiiiiieiiiiiieiee e

Grafico 2. Sobrevida Livre de Progressao nos pacientes com LDGCB de
acordo com a presenca e auséncia do gene KIR2DLS.........................

Grafico 3. Sobrevida Livre de Progressao nos pacientes com LDGCB de
acordo com 0s genotipos de IL10-1082. ........ueevveeiveiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeens

XXX111

111



XXX1V



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ...ttt eneae
1.1 Linfoma Difuso de Grandes células B (LDGCB)
1.1.1 AsSpectos gerais € ClNICOS. ......ccuuuiiiei e
1.1.2 Etiologia e fatores de prediSpoSICAO0. ......ccuuuuieiiiiariiiiiiee e
1.1.3 Tratamento do LDGCB...........uuiiiiiiiee e
1.2 Célula Natural Killer.......................coooueoiiiiie et
1.2.1 Receptores das células NK..........oooiiiiiiiiii e
1.2.2 Diversidade genética e organizagéo dos genes KIR........ccccoeeceenee...
1.2.3 Ligantes de KIR- Moléculas HLA...........ccuiiiiii e
1.2.4 GeNES KIR € 0 CANCET ..ottt
1.3 CIOCINAS......coiiie e e
1.3.1 Interleucina-10 (IL-10) € 0 eN€ ILT0.....coooeeeeeeeeeeeieeeeeeee e
1.3.2 Fator de necrose tumoral-a (TNFa) e ogene TNF.........cccoieeeeeennns
1.3.3.Fator transformante de crescimento-B1 (TGF-B1) e o gene TGFB1
1.3.4 Interferon-y (IFN-y) e 0 gene IFNG..........cccoiiiiiiiii e
1.3.5 Interleucina-6 (IL-6) € 0 geNe IL6.........coooieueiiiiiiiiiiiee e
2. JUSTIFICATIVA ...t ee e e e e e e e e enes
S. OBUETIVOS. ...ttt et e et e e e e enneeaeeeeeeeens
3.1. Objetivo geral..............oooii
3.2. Objetivos eSPecCifiCos ...........ccoiiiiiiiiiiii e
4. MATERIAL E METODOS...........ooocuieieetceeeceeeeeeeee et
.1 CasUISHICA.......oooiiiiieee e
4.1.1. Elegibilidade ...
4.1.1.a Pacientes cOm LDGCB............oooiiiiiiiiiie e
411.b Doadores voluntéarios de sangue e medula

XXXV

Pagina

41
43
43
45
46
47
49
52
56
59
60
62
63
64
65
67
69
73
75
75
77
79
79
79

80



XXXV1



B2 T CNICAS ... oot 81
4.2.1 Extrac@o de DNA...... 81
4.2.2. Técnica de PCR-SSO ... e e, 81

4.2.3 Determinacgdo dos ligantes ligantes Bw4, Bw4 80I, Bw4 80T, HLA-C
do grupo 1 (C1) € dO grup0 2 (C2)..cee et

85
4.2.4 Pesquisa de delegéo de 22 pb no gene KIR2DSA4..........cccccuueeeeee... 86
4.2.5 Tipificagcao de CItOCINGS..........ueieiiiiiieeee e 86
4.3 Analise estatistica.................ccooo i 87
5. RESULTADOS. ...t e e e e e ennnrae s 91
5.1. Caracteristicas dos pacientes e controles........ccccccrrrirrmmmmrrrsssscssenneens 93
5.2 Influéncia dos genes KIR e ligantes HLA no LDGCB............cccccereuuneen. 95
5.2.1 Frequéncias dos genes KIR nos pacientes e controles.................... 95
5.2.2 Frequéncias dos ligantes de KIR nos pacientes e controles............. 96
5.2.3 Frequéncias das combinac¢des KIR-HLA nos pacientes e controles 97
5.2.4 Frequéncias dos gendtipos KIR nos pacientes e controles.............. 99
5.2.5 Frequéncias das variantes de KIR2DS4 e dos genotipos A/A nos
PACIENTES € CONIIOIES. ... e e e e e e e e e e e e e e aeeeas 100
5.2.6 Numero de genes KIR inibidores e ativadores nos pacientes e
(o0 11 0] 1= PP RPRPRRR 101

5.2.7 Frequéncias dos genes KIR, ligantes de KIR, combinacbes KIR-HLA,
gendtipos KIR, variantes de KIR2DS4 e numero de genes inibidores e 102
ativadores nos subgrupos de pacientes.......ccueeeeeeeeeeeeeeiiciecceeeeeeee e

5.2.8 Analises de sobrevida global e livre de progressao ...........cccccceeeunee. 103

5.2.9 Analise dos genes KIR, ligantes de KIR, combinagcdes KIR-HLA,
variantes de KIR2DS4 e numero de genes inibidores e ativadores com a
105
resposta ao tratamento com RCHOP.............uueiiiiiiiiiiie

5.3. Influéncia dos polimorfismos em genes de citocinas no LDGCB...... 107
5.3.1 Frequéncias dos gendtipos de citocinas nos pacientes e

(o0 11 0] 1= SRR 107
5.3.2 Frequéncias dos genoétipos de citocinas nos subgrupos de

[OF (eI T=T g1 (=T T ETP PP 110
5.3.83 Analises de sobrevida global e livre de progressao .................... 110

XXX VIl



XXXViil



5.4 Distribuicao dos genes KIR na populacao de Campinas, SP..........ccccceeuu.. 111

5.4.1 Distribuigdo dos genes KIR na populagdo de Campinas/SP........................ 111
5.4.2 Genotipos KIR na populagdo de Campinas/SP..........oooiiiiiiiiiiiiiiie e 115
5.4.3 Frequéncias das variantes de KIR2DS4 na populagdo de
CamMPINAS/SP..... e e 118
5.4.4 Frequéncias dos ligantes HLA na populagdo de Campinas/SP.................. 119
545 Numero de pares de KIR inibidores com seus respectivos
1o = g (=T TP UPUPPU PR 121
B. DISCUSSAQ.........ooeeeeieeeeeeeeee et ee et e et ee et ae et n e e eee 123
T.CONCLUSAO. ..ottt ettt n e neaeann e 133
8. REFERENCIAS ..........ocoooieeeeeeeeeeeeeeeee e en et eenens 137

39



40



1. Introducao

41



42



1.1 LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CELULAS B

1.1.1 Aspectos gerais e clinicos

Os Linfomas sao transformagdes neoplasicas das células linféides
normais que residem predominantemente em tecidos linféides. Morfologicamente
podem ser divididos em dois tipos: linfomas de Hodgkin (LH) e n&o-Hodgkin
(LNH).(1-3)

O linfoma n&o-Hodgkin (LNH) é a sétima neoplasia mais incidente nos
Estados Unidos, sendo responsavel por 4,2% de todas as malignidades.(4-6) No
Brasil, os dados epidemiolégicos ndao sado totalmente conhecidos, porém,
estatisticas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) indicam alta incidéncia desses
linfomas no pais, e relatam que o numero de casos de LNH duplicou nos ultimos

25 anos, principalmente em individuos com mais de 60 anos.(7)

O LNH compreende diferentes subtipos que podem ser divididos em
alto grau de malignidade (agressivos), ou baixo grau de malignidade (indolentes),
e podem ser de derivacdo T ou B. Os linfomas indolentes apresentam curso
clinico lento e progressivo por varios anos. Contrariamente, os linfomas agressivos
crescem rapidamente e, se nao tratados podem levar a 6bito em poucos meses.
Dentre os LNH agressivos, destaca-se o linfoma difuso de grandes células B
(LDGCB). (1-3,8)

O LDGCB representa o tipo mais comum de linfoma maligno né&o-
Hodgkin, sendo responsavel por aproximadamente 60-70% dos LNH classificados
como agressivos e 30-40% de todos os casos de LNH.(9-11)

Morfologicamente apresentam-se como um grupo heterogéneo de
malignidades composta por células grandes com nucleo duas vezes o tamanho de

um linfécito pequeno e usualmente igual ao nucleo de um macréfago tecidual.
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Adicionalmente, as células alteradas nesse linfoma, frequentemente apresentam

nucléolo proeminente, citoplasma basofilico e alta taxa de proliferagéo celular.(2)

Os LDGCB primariamente tém origem nos linfonodos e baco, mas
também podem se desenvolver em outros sitios, sendo entdo denominados
extranodais. Os principais sitios acometidos no LDGCB sdo: o trato
gastrointestinal, pele, ossos, mama, cérebro, baco, glandulas salivares, tireoide,
figado, rins, ovérios e testiculos.(10-11) Além disso, o LDGCB também pode se
desenvolver como resultado da progressdao ou transformacdo de neoplasias
menos agressivas tais como leucemia linfocitica crénica, linfoma de zona marginal

entre outras.

Individuos em idade adulta avancada representam a faixa etaria mais
acometida pelo LDGCB, porém criancas e adultos jovens também podem
desenvolver a doenca. O LDGCB parece acometer ligeiramente mais homens(4,7)
e a maioria dos pacientes encontra-se em estadio avancado da doenca ao
diagnéstico.

O estadiamento do LDGCB, bem como de outros linfomas, € baseado
na classificagdo Ann Arbor, desenvolvida em 1971.(12) Nesse sistema os
pacientes sao classificados em quatro estadios (|1 a IV ) de acordo com o nimero
de sitios acometidos e de suas localizacées. O estadio | representa o estadio
inicial e o estadio IV representa o estadio mais avangado.

Alguns pacientes podem apresentar sintomas especificos ao
diagnostico, relacionados aos linfomas, tais como: sudorese noturna, febre e
perda de peso inexplicavel (mais de 10% do peso habitual nos seis meses
anteriores ao diagndstico). Esses sintomas sdo denominados “sintomas B” e aos
pacientes que os apresentam sao acrescidos a letra “B” ap6s os estadios de | a
IV.(13)

Dentre os fatores de risco associados ao aumento da mortalidade
pelo LDGCB, estao incluidos: idade maior que 60 anos, performance status na
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escala ECOG >2 (do inglés: Eastern Cooperative Oncology Group >2), nivel da
enzima Lactato desidrogenase (LDH) elevado, presenca de mais de um sitio
extranodal e estadios Ann Arbor avancados (Il e IV). Esses cinco parametros de
mau progndstico constituem o indice Internacional progndstico (IPl) e sao

aplicados no LDGCB bem como nos demais LNH agressivos.(14)

1.1.2 Etiologia e fatores de predisposicao

A maioria dos casos de LDGCB n&o tem uma etiologia definida, porém
fatores de predisposicdo incluem agentes desencadeadores de aberragdes
moleculares, tais como pesticidas, fertilizantes e farmacos, bem como alguns
agentes infecciosos, tais como o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), o virus
Epstein-Barr (EBV) e o herpes virus (HHV8).(15-18) Esses virus foram associados
a um grande espectro de doencas linfoproliferativas e sugerem que o
desenvolvimento de linfomas pode estar relacionado a infecgbes, bem como na

resposta imune envolvida no controle de algumas infecgdes.(19)

Outro dado interessante € que o LDGCB é frequentemente relatado em
individuos portadores de doencas autoimunes, portadores de doencas de
deficiéncia imunoldgica adquiridas ou pacientes em estados imunossuprimidos

(Por .ex. apoés transplante de 6rgaos).(2,19)

Uma metaanalise avaliou a incidéncia de Linfomas Hodgkin e Nao
Hodgkin em pacientes infectados com o virus HIV (N=444.172) e pacientes que
receberam transplantes de érgaos (N=31.977) e encontrou altas incidéncias de
ambos os linfomas nos grupos de pacientes.(20) Sendo que a maioria dos
linfomas relacionados a imunodeficiéncia sdo de histologia do LDGCB.(2,19)

De forma geral, o desenvolvimento dos linfomas parecem estar

relacionados a resposta imune, de forma que, na auséncia de uma resposta imune
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adequada, bem como na auséncia de controle efetivo de infec¢des, as células B
podem persistir, expandir e adquirir lesdes adicionais(21) e, como consequéncia,

levar ao desenvolvimento de malignidade.

Nesse contexto, as células do sistema imune envolvidas nesses
processos talvez possam influenciar na susceptibilidade ou protecdo ao

desenvolvimento desses linfomas.

1.1.3 Tratamento do LDGCB

O principal objetivo do tratamento é obter total remissdo do tumor,
bem como aumentar a sobrevida dos pacientes. As estratégias de tratamento
variam de acordo com a idade e o indice prognéstico do paciente.

A quimioterapia padrdo para os pacientes com LDGCB envolve os
farmacos ciclofosfamida, doxorrubucina, vincristina, e prednisona (CHOP) em
diferentes combinagbes e dosagens.(2, 22)

Nos ultimos anos a quimioterapia padrdo tem sido associada ao
anticorpo  monoclonal anti-CD20 rituximabe com bons resultados.(23) Essa
combinacdo é conhecida como R-CHOP e cerca de 60% dos pacientes com
LDGCB que recebem esse tratamento alcangcam a cura, os outros 40% adquirem
doenca refrataria ou evoluem para 6bito.(23-30)

O rituximabe age nos linfomas pela interacdo com o antigeno CD20
que é expresso em células B e pré-B normais, bem como em células B malignas.
O mecanismo de agéo do Rituximabe ndo estd totalmente esclarecido, porém um
dos modelos propostos envolve a citotoxicidade dependente de anticorpos (do
inglés: antibody-dependent cellular cytotoxicity, sigla: ADCC) desencadeada pelas
células exterminadoras naturais (do inglés: natural Killer, sigla: NK).(31) Nesse

modelo, 0 anticorpo anti-CD20 se liga pela por¢cao Fab ao antigeno expresso nas
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células B e a porcao Fc do anticorpo se liga ao receptor Fcy llla (FcgRllla, CD16)

na superficie de células NK resultando em deplecéo da células alvo.(31)

Considerando o papel crucial das células NK na resposta imune
inata contra diversos virus e células cancerosas, bem como sua capacidade de
desencadear citotoxicidade dependente de anticorpos na interagdo com o
Rituximabe, essas células, assim como, os receptores presentes na superficie que
regulam a sua funcao, talvez possam influenciar na susceptibilidade ou protecéo
ao desenvolvimento de linfomas, na evolugéo clinica e variabilidade da resposta

ao tratamento, sendo potenciais alvos de estudo.

1.2 CELULA NATURAL KILLER

As células natural killer (NK) sdo uma linhagem de células relacionadas
com linfécitos especialmente importantes na resposta imune contra virus e
tumores, pois sdo capazes de eliminar as células-alvo via citélise direta e
citotoxicidade celular dependente de anticorpos e podem ser rapidamente
recrutadas para tecidos ou érgaos por fatores quimiotaticos produzidos por
alteracbes celulares. As células NK também sao responsaveis por secretar
interferon-gama (IFN-y) que ativa macrofagos e células dendriticas (CDs) e
direciona a resposta imune adaptativa mediada por linfécitos T-Helper 1 (LyTh1).
(32)

As células neoplasicas desenvolvem varios mecanismos para evadir ao
sistema imune. Um destes mecanismos € diminuir a expressao de moléculas HLA
de classe | na célula transformada. De fato, nos linfomas vem sendo relatadas
perdas completas ou parciais de moléculas HLA, bem como anormalidades em
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transportadores associados ao processamento de antigenos, B2-microglobulina

perda de heterozigosidade.(33,34)

As moléculas HLA de classe | apresentam fragmentos antigénicos aos
linfécitos TCD8+, 0s quais necessitam dessa interacdo para reconhecer, tornar-se
ativados e lisar a célula infectada ou alterada.(32) Sendo assim, a diminui¢do na
expressao de HLA classe | em células transformadas, por um lado, leva a uma
resisténcia a citdlise por linfécitos TCD8+, mas por outro lado, pode levar a uma
susceptibilidade a destruicdo espontanea por células NK, um conceito conhecido
como hipétese do “missing-self’.(35-37) Nessa hipdtese as células NK séao
capazes de reconhecer diminuicdo na expressao de moléculas HLA de classe |
(sinal de anormalidade), desencadeando citotoxicidade contra as células que
estiverem alteradas. Nesse contexto, as células NK passam a ser componentes
especialmente importantes a resposta imune contra os linfomas.(32-37)

Além deste mecanismo, as células NK podem tornar-se ativadas
mediante interacdo com receptores ativadores presentes na sua superficie. A
figura 1 representa o balango entre sinais ativadores e inibidores no controle da
ativacao da célula NK.
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Figura 1 Balanco de sinais ativadores e inibidores no controle da ativacao
das NK. (A) Os sinais inibidores preponderam sobre os ativadores, a célula ndo é
ativadores levem a ativacdo da célula NK. (C) Similarmente, se o conjunto de
sinais ativadores se sobrepor ao grupo de sinais inibidores, a célula NK sera
ativada. FONTE: Vivier et al, 2011 (37).

1.2.1 Receptores das células NK

Como descrito anteriormente a atividade das células NK é regulada
pelo balanco entre diferentes receptores presentes em sua superficie, dos quais
se destacam os receptores conhecidos como KIR (do inglés: killer cell
immunoglobulin-like receptors: receptores semelhantes a imunoglobulina das
células natural killer). (32,35-39)

Os receptores KIR podem ser de inibicdo ou de ativacao das células NK
e a funcao efetora desses receptores é controlada por diferencas nas caudas
citoplasmatica e na porcao transmembrana desses receptores. Os receptores KIR
que possuem cauda citoplasmatica longa tém funcédo de inibicdo das células NK
pela presenca nos dominios citoplasméticos de um ou dois motivos de inibigdo
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baseados em tirosina (ITIM: do inglés: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory
Motifs), os quais liberam sinais inibidores. Contrariamente, os receptores KIR com
cauda citoplasmatica curta possuem um residuo de aminoacido no dominio
transmembrana que permite associag¢do do receptor KIR com a molécula DAP-12,
a qual libera sinais ativadores através de motivos de ativagcdo baseados em
tirosina (ITAM: do inglés: Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motifs). Uma
excecao é o receptor KIR2DL4, pois 0 mesmo tem uma cauda longa com a
presenca de um ITIM e possui um residuo de aminoacido na regiao
transmembrana que pode permitir ativagdo. As caracteristicas estruturais dos

receptores KIR sédo apresentadas na figura 2.(39,40)

A expressdo dos receptores KIR n&o é idéntica em todas as células
de um mesmo organismo. As células NK podem apresentar conjuntos diferentes
de receptores selecionados ao acaso que podem estar relacionadas a maior ou

menor resposta contra célula alvo.(41)
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Figura 2. Estrutura dos receptores KIR. Caracteristicas estruturais das
proteinas KIR com dois (KIR2D) ou trés (KIR3D) dominios extracelulares
semelhantes a Ig. A associacao dos receptores KIR ativadores com as proteinas
adaptadoras € mostrada em verde, enquanto os motivos de inibicdo baseados em
tirosina (ITIM) dos receptores inibidores sdo mostrados em vermelho. A letra D
indica os dominios extracelulares semelhantes a Ig. Os receptores do tipo 1
apresentam os dominios extracelulares D1 e D2 e os receptores do tipo 2
apresentam os dominios extracelulares DO e D2. Adaptado de: FONTE: Disponivel
em: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ index.html Acesso em: outubro de 2013.
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1.2.2 Diversidade genética e organizacao dos genes KIR

Os genes que codificam os receptores KIR em humanos ocupam um
espaco de aproximadamente 150Kb dentro do Complexo de Receptores
Leucocitarios (LRC: do inglés: Leukocyte Receptor Complex) no cromossomo
199q13.4 (figura 3). Atualmente sdo bem caracterizados 14 genes KIR (2DL1,
2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2D54, 2DS5 e
3DS1) e 2 pseudogenes (2DP1 e 3DP1) que variam em tamanho (4 a 16kb) e em
namero de exons (4 a 9). (40)

Estruturalmente os receptores KIR podem ser formados por até trés
dominios semelhantes a imunoglobulinas denominados DO, D1 e D2, codificados
pelos exons trés, quatro e cinco respectivamente. Possuem uma regido de
insercao da molécula na membrana plasmatica codificada pelo exon seis, € uma
regido transmembrana codificada pelo exon sete. Os exons oito e nove codificam
os dominios citoplasmaticos.(40,42) A nomenclatura dos genes KIR é baseada
nos dominios extracelulares e podem ser divididos em dois tipos: tipo 1 e tipo 2.
Os genes KIR do tipo 1 tém uma organizacdo gendmica idéntica aquela que
codifica moléculas KIR com trés dominios semelhantes as imunoglobulinas. No
entanto, nesses genes, o0 exon trés é um pseudoexon, que ndo codifica o dominio
DO, sendo codificados apenas os dominios D1 e D2. Exemplos desta classe séo
os genes KIR2DL1 (OMIM:604936) , KIR2DL2 (OMIM:604937), KIR2DL3
(OMIM:604938) e todos os genes KIR2DS. Os genes KIR do tipo dois tém
completa auséncia do exon quatro; como consequéncia, os receptores desta
classe ndo possuem o dominio D1, apresentando somente os dominios DO e D2.
Os genes que pertencem a esta classe sdo os genes KIR2DL4(OMIM:604945) e
KIR2DL5 (OMIM: 605305). KIR2DP1 € um pseudogene juntamente com KIR3DP1
(OMIM: 610604). A organizacao dos genes KIR esta apresentada na figura 4.(40)
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Figura 3. Localizacao cromossémica dos genes KIR. Localizagao
cromossOmica do LRC (complexo de receptores leucocitarios, do inglés: leucocyte
receptors complex) destacando os genes KIR que se situam no cromossomo 19
(19913.4). Dentro do LRC encontram-se vérias familias de genes, dentre elas
estdo os LILRs (leukocyte Ig-like receptors); os ILTs (lg-like transcripts); os KIRs
(killer cell immunoglobulin-like receptors); os GPVI: (platelet collagen receptor
glycoprotein VI); os receptores IgAFc, FCAR e NKp46; além dos LAIRs (leukocyte-
associated Ig-like receptors) e genes das proteinas adaptadoras
transmembranicas. Um haplétipo muito conhecido é o haplétipo A que possui 9
genes e estd representado na figura. FONTE: disponivel em:
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html acesso em outubro 2013.
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Figura 4. Organizacao exon-intron dos genes KIR. Exon 1 e 2 (em amarelo)
codificam a sequéncia sinal ou lider; exon 3 (em roxo) codifica o dominio
extracelular DO, exon 4 (em verde-claro) codifica o0 dominio D1, exon 5 (em azul-
claro) codifica 0 dominio D2; exon 6 (em rosa) codifica a sequéncia de unido; exon
7 (em azul-turquesa) codifica a regido transmembranar; e exons 8 e 9 (em azul-
escuro) que codificam a cauda citoplasmatica. Os genes KIR do tipo 1 (KIR2DL1,
2DL2/3 e todos os 2DS), tem uma organizacao genémica semelhante, porém, o
exon 3 nesses genes € um pseudoexon (lilds). O exon 3 também é um
pseudoexon no KIR2DP1, que também contem um pseudoexon 4 (verde mais
claro). Os genes KIR do tipo 2 que incluem 2DL4 e 2DL5 sao caracterizados pela
completa auséncia do exon 4. (Adaptado de Carrington e Norman, 2003)(39)
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Estudos populacionais realizados nos ultimos anos revelaram uma
ampla diversidade nos locus dos genes KIR e relacionaram esse polimorfismo a
susceptibilidade a diversas doencas e neoplasias. Alguns genes KIR estao
presentes na maioria dos individuos enquanto outros genes exibem flexibilidade
de presenca e auséncia em diferentes populagcdes. O polimorfismo de auséncia e
presenca, pouco comum para maioria dos genes humanos permite que o
repertorio dos genes KIR varie de um individuo para outro, fazendo com que
existam inimeros haploétipos KIR, os quais diferem tanto em numero quanto em

conteudo génico. (40,43)

Os haplétipos KIR sédo flanqueados na sua porcao terminal
centromérica pelo gene KIR3DL3, na regiao telomérica pelo KIR3DL2 e no centro
encontram-se os genes KIR3DP1 e KIR2DL4. Esses genes estao presentes
virtualmente em todos os individuos e sao conhecidos como “genes de moldura do

haplétipo” (do inglés: framework).

Dois diferentes haplétipos dos genes KIR sdo bem conhecidos e séo
denominados A e B. (44) O haplétipo A é muito frequente em diversas populacgdes,
possui sete genes (KIR2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4, 3DL1, 3DL2 e 3DL3), dois
pseudogenes (KIR2ZDP1 e 3DP1) e apresenta uma caracteristica importante: a
presenga de apenas um gene ativador (KIR2DS4). Esse gene, frequentemente,
exibe uma delecao de 22 pares de bases no exon 5, na porcao que determina a
insercao da molécula na membrana celular, que, consequentemente, faz com que
o receptor ndo consiga ser ancorado na superficie da célula e seja secretado na
forma soluvel. Sendo assim, individuos homozigotos para o haplétipo A e para a
delecédo no gene KIR2DS4 n&do possuem nenhum gene KIR ativador classico.(45-
46) Em populacdes caucasianas essa delegdo tem sido encontrada entre 70 a
82%.0 Haplétipo B apresenta numero variado de genes e de combinagdes,

podendo ter até seis genes ativadores.(45,47)
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1.2.3 Ligantes de KIR - Moléculas HLA

Os ligantes dos receptores KIR sao as moléculas HLA (antigenos
leucocitarios humanos do inglés: Human Leucocyte Antigen) de classe |. As
moléculas HLA possuem participacao efetiva na resposta imune pois promovem a
interacao entre os epitopos de um dado patdégeno e o repertério de células T do
hospedeiro. Desta forma, um individuo pode responder de forma diferente ao
mesmo antigeno de acordo com a variante HLA que ele possui. (48)

As moléculas HLA de classe | (HLA-A, -B e —C), possuem distribuicao
variada e sdo encontradas em todas as células nucleadas e plaquetas, exceto em
células neurais, espermatozoides e células trofoblasticas. Sao formadas por duas
cadeias polipeptidicas ligadas de forma ndo-covalente; uma cadeia a composta
por trés dominios (a1, a2 e a3) codificada por genes do locus do MHC (complexo
principal de Histocompatibilidade, do inglés: Major Histocompatibility Complex) e
outra cadeia que nao € codificada por genes do MHC chamada de p2-
microglobulina.(48) A estrutura de uma molécula do MHC de classe | estd
apresentada na figura 5.
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Figura 5. Estrutura de uma molécula HLA de classe I. O diagrama da esquerda
ilustra as diversas regides da molécula. Dominios a1, a2 e a3 da cadeia q,
codificados por diferentes exons. Cadeia polipeptidica B2-microglobulina nao
codificada pelo MHC, ligada nao-covalentemente a cadeia a. O diagrama a direita
mostra a estrutura da porcdo extracelular da molécula HLA-B27 ligada a um
peptideo, exibido pela cristalografia de raios X. FONTE: disponivel em:
www.studentconsult.com acesso em margo de 2011.

As moléculas HLA de classe | HLA-A3 e A11 séo ligantes para o
receptor KIR3DL2.(49) As moléculas de classe | HLA-B podem ser divididas em
Bw4 e Bw6 de acordo com a expressdo de um ou dois epitopos sorologicos
mutuamente exclusivos, que sado especificados por cinco variagbes de
aminodcidos nas posi¢des 77, 80, 81, 82 e 83. Bw6 € encontrado exclusivamente

em moléculas HLA-B, enquanto o equivalente sorolégico Bw4 esta presente

57



também em moléculas HLA-A (A23, A24, A25, A24:03, A32).(50) As moléculas
HLA Bw4 sao ligantes para o receptor KIR3DL1.(51,52) Alguns estudos sugerem
que ha diferenca de afinidade entre o KIRSDL1 e as moléculas HLA Bw4. As
moléculas HLA-B com Isoleucina na posicao 80 (HLA-B Bw480l) se ligam ao
receptor KIR3DL1 com mais afinidade que moléculas HLA-B com Treonina na
posicao 80 (HLA-B Bw4 80T).(53,54)

As moléculas HLA-C possuem dois polimorfismos nas posicoes 77 e
80 da sequencia de aminoacidos da alfa hélice, que permite dividi-las em dois
grupos: grupo 1 (HLA-C1) possui o aminoacido serina na posi¢do 77 e asparagina
na posicao 80 (Ser77/Asn80) e o grupo 2 (HLA-C2) que possui uma asparagina na
posicao 77 e uma lisina na posicdo 80 (Asn77/Lys80).(55-58) KIR2DL1 se liga
especificamente as moléculas HLA-C2 enquanto KIR2DL2/2DL3 se ligam
preferencialmente as moléculas HLA-C1. O grupo C2 inclui: C*03:07; C*03:15;
Cw4; Cwb; Cwe; C*07:07, C*07:09; C*12:05; C*12:04:1/2; C*15 (exceto
C*15:07);C*16:02; C*17 e C*18, e o grupo C1 inclui: C*03 (exceto C*03:07, 03:10,
03:15); C*07 (exceto C*07:07, 07:09); C*08; C*12 (exceto C*12:05, 12:04:1/2);
C*13; C*14 (exceto C*14:04); C*15:07 e C*16 (exceto C*16:02).

Além disso, o receptor KIR2DL4 se liga especificamente a molécula
HLA-G, uma molécula HLA n&o classica que € primariamente expressa no
trofoblasto fetal, células endoteliais timicas e na coérnea.(59) Os receptores
ativadores KIR2DS1, KIR2DS2 e KIR3DS1 possuem grande similaridade em seus
dominios extracelulares com os receptores inibidores KIR2DL1, KIR2DL2/3 e
KIR3DL1, respectivamente e, portanto parecem se ligar aos mesmos ligantes HLA
dos seus correspondentes inibidores. KIR2DS4 se liga especificamente a alelos
HLA-C*04.(60) Ligantes para os receptores KIR2DL5, KIR2DS5, KIR2DS3 e
KIR3DL3 ainda nao foram identificados.

Os genes que codificam as moléculas HLA estao localizados no braco
curto do cromossomo 6 (6p21.31) dentro da regiao MHC (do inglés: Major

Histocompatibility Complex) e constituem os genes mais polimérficos do genoma
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humano. Os genes HLA sdo herdados seguindo as leis de Mendel e sao
expressos de forma co-dominante em cada individuo.(48) Diversos pesquisadores
avaliam os genes KIR com os genes e alelos HLA nas analises em estudos de
associacdes com doenca. A tabela 1 apresenta um resumo simplificado dos

receptores KIR e seus respectivos ligantes.

Tabela 1 Receptores KIR e seus ligantes.

Ligantes Receptores KIR
HLA-C do grupo 2 2DL1, 2DS1

HLA-C do grupo 1 2DL2, 2DL3 e 2DS2
HLA- Bw4 3DL1 e 3DS1

HLA A3 e A11 3DL2

HLA-G 2DL4

HLA-C*04 2DS4

1.2.4 Genes KIR e o cancer

Estudos realizados nos ultimos anos revelaram extensa diversidade nos
loci dos genes KIR e a relacionaram a susceptibilidade a diversas neoplasias. Em
um estudo realizado por Zhang et al. (61), o gene KIR2DS4 foi associado a
susceptibilidade a leucemia mieldide crénica. Em um estudo realizado por
Naumova et al. (62), os genes KIR2DL2/2DL3 e o ligante HLA-C1 foram
associados a susceptibilidade ao desenvolvimento de melanoma. Em outro
estudo, o gene KIR3DST1 foi associado a protecédo contra o desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular em pacientes infectados pelo VHC.(63) Contrariamente,
a presenca de KIR3DS1 foi associada a um aumento no risco de desenvolvimento

de cancer cervical.(64)
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Em relacdo aos linfomas, poucos dados sdo encontrados relacionando
0s genes KIR com os linfomas. Em um estudo com pacientes com linfoma de
Hodgkin foi encontrado efeito protetor do gene KIR3DS1/KIR2DS1.(65)

Khalaf et al. (66) avaliaram pacientes com linfoma folicular e nao
encontraram associacao significativa dos genes KIR com esse tipo de linfoma.

Em outro estudo, o gendétipo KIR2DL2/KIR2DSZ2 foi relacionado foi
relacionado ao aumento no risco de morte em pacientes com linfoma ndo Hodgkin

desenvolvido pés-transplante (n=136).(67)

Esses dados sugerem que os genes KIR podem estar envolvidos na
patogénese de tumores e, portanto, parece indicar a influéncia desses genes no

desenvolvimento e ou progressao do linfoma difuso de grandes células B.

Além dos genes KIR, outros marcadores genéticos podem influenciar
na evolugcao clinica de diversas doencas. Um desses marcadores pode estar
relacionado com a producao de citocinas.

1.3 CITOCINAS

A imunidade adaptativa humana apresenta dois tipos de resposta: a
resposta imune humoral que estimula linfécitos B a produzirem anticorpos para
protecdo contra os patégenos extracelulares e a resposta imune mediada por
células na qual os linfécitos T CD8+ com agéo citotdxica, as células NK e os
macréfagos ativados tém como alvo os patégenos intracelulares. As células T
helper CD4+ sao cruciais para a regulacao de ambos os tipos de respostas e
podem ser classificadas em duas subpopulagdes: T helper tipo 1(Ly-Th1) e T
helper tipo 2 (Ly-Th2).(68)
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As células Th1 direcionam a imunidade celular na defesa,
principalmente contra virus e células cancerosas, pela producao de citocinas IL-2
e interferon-gama que induzem reagdes inflamatérias e ativam a funcdo de
fagocitose dos macrofagos. Os linfocitos T helper 2 (Th2) sdo importantes na
resposta imune humoral, pois produzem citocinas IL-4, IL -5, IL -6, IL-9, IL -10 e IL
-13 que favorecem ativacao de células B e producao de imunoglobulinas e inibi¢cao
da resposta Th1. (68-70)

Estudos demonstraram que os polimorfismos em regides
reguladoras e transcritas nos genes de citocinas podem alterar a expressao
génica, modular o balanco entre as respostas Th1/Th2 e influenciar a
susceptibilidade para as doencgas autoimunes, as doencas infecciosas e o
cancer.(71-74)

As citocinas sao glicoproteinas ou proteinas de baixo peso molecular
produzidas e secretadas por varias células do organismo humano em resposta a
um numero variado de estimulos. Elas tém um papel crucial na regulacao da
imunidade, pois podem modular o desenvolvimento linfoide e a fungédo imune.(71,
75-76)

Como descrito anteriormente, as células tumorais podem induzir
respostas imunoldgicas fracas na tentativa de escapar do sistema imune. Nesse
contexto, as citocinas também parecem ter papel importante, pois tem sido
descrito que o tratamento com citocinas de individuos portadores de tumor
estimulam a proliferacao e diferenciacao de linfocitos T e células NK aumentando
a imunidade contra tumores.(77)

As citocinas agem mediante ligacdo a receptores especificos
presentes na superficie de células alvo. A atuagdo dessas proteinas pode ser
paracrina, na qual a célula alvo esta préxima a célula que produz a citocina, ou

pode ser autdcrina, na qual o receptor esta localizado na propria célula secretora
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da citocina. Ocasionalmente, também agem como mediadores endocrinos,

alcangando células alvo distantes via corrente sanguinea.(75,76)

De acordo com sua estrutura, as citocinas sdo agrupadas em
familias (interferons, hematopoietinas e TNF) e de acordo com sua funcao e
genética podem ser divididas em subfamilias.(77)

Os genes que codificam as citocinas podem apresentar variagdes
nucleotidicas em sitios especificos, denominadas polimorfismo de Unico
nucleotideo (do Inglés: single nucleotide polymorphisms - sigla SNPs). Esses
polimorfismos localizados dentro de regides reguladoras de genes de citocinas
podem influenciar a produgédo de citocinas. De modo que um individuo pode ter
diferentes fenétipos de producao de citocinas variando de baixa producao a alta
producao de citocinas.(78)

A seguir serdo descritas algumas citocinas e genes de citocinas que

sugerem o envolvimento na patogénese dos linfomas.

1.3.1 Interleucina-10 (IL-10) e 0 gene IL10

A IL-10 é membro da familia de citocinas tipo Il e é expressa
principalmente por macréfagos, linfécitos T e B, células NK e mondcitos.
Apresenta importante acdo regulatéria, e sua principal funcédo biolégica parece
envolver a supressao da sintese de citocinas nas células Th1. (79-82)

O gene IL10 (3586) esta localizado no cromossomo 1g31-32, contém
cinco exons e ocupa aproximadamente 5,1 kb. A producéo celular de IL-10 parece
ser influenciada por trés SNPs localizados na regido promotora do gene IL10: -
1082G>A (rs1800896), -819C>T (rs1800871) e -592C>A (rs1800872),
possivelmente por resultarem em alteracdo de sitios especificos de
reconhecimento de fatores transcricionais. (83-84) A presenca da base
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nitrogenada A na posicdao -1082, por exemplo, foi correlacionada a producéo
diminuida da IL-10 in vitro. (84)

Em relacédo aos linfomas, estudos sugerem que a imunossupressao e
inibicdo de respostas Th1 estdo relacionadas ao risco de desenvolver linfomas.
(74, 85)

Lan et al. (74) em um estudo com 518 pacientes com LNH, avaliaram
quatro SNPs no gene IL10 (-3575T>A, -1082A>G, -819C>T e -592C>A) e
encontraram os haplétipos AGCC (OR=1,54; 95%IC=1,21-1,96, P<0,001) e TATA
(OR=1,37; 95%IC=1,05-1,79; P=0,02) associados a maior risco de desenvolver
linfomas de células B.
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Figura 6. Localizacdo do gene IL70. FONTE: disponivel em:

http://ghr.nim.nih.gov/ acesso em margo de 2013.

1.3.2. Fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e o gene TNF

O TNF-a é membro da superfamilia de citocinas e € uma citocina pré
inflamatéria com papel central em respostas imunes, tem envolvimento no
desenvolvimento linfoide e age como um indutor de secregéo de IL-10 in vitro. As
principais células produtoras de TNF sdo os macréfagos, células NK e linfécitos T
e B. (77,86)
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O gene TNF (7124) esta localizado no cromossomo 6p21.3, possui
quatro exons e trés introns dispostos em um segmento de 3,6kb. Um dos SNPs
observados no gene TNF esta localizado na regido promotora, na posi¢cao -308
com substituicdo da base guanina por adenina (-308G>A, rs1800629) e o alelo
TNF-308A tem sido associado a alta producao de citocinas. (87)

A produgédo desregulada de TNF-a foi observada em linfomas néo
Hodgkin (88-89) e o gendtipo TNF -308 AG/AA foi relacionado a menor sobrevida
global (P=0,048) e sobrevida livre de doenca (P=0,07) em pacientes com LDGCB
tratados com RCHOP em um estudo na Sérvia. (90)
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Figura 7. Localizacado do gene TNF. FONTE: disponivel em:
http://ghr.nim.nih.gov/ acesso em margo de 2013.

1.3.3. Fator transformante de crescimento-f1 (TGF-B1) e o
geneTGFB1

O TGF-B1 é produzido e secretado por diversas células, tais como
plaguetas, macréfagos, fibroblastos, linfécitos T e B, em resposta a estresse,
injuria e acao viral, além de participar da resposta imunolégica durante a
carcinogénese.(77, 91-92)
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O gene TGF- B1 esta localizado no cromossomo 19q13.1-13.3
com 7 exons e 6 introns. Dentre os SNPs identificados no gene TGFBT encontra-
se 0 SNP rs1982073 localizado no primeiro exon, também conhecido como cédon
10, + 10T/C ou T869C que resulta em uma substituicdo de aminoacidos na
sequencia peptidica do cddon 10 (Leu = Pro ). Outro SNP bastante estudado € o
rs1800471 no cdédon 25 que resulta na troca do aminodcido arginina por
prolina.(93) Em um individuo se o cédon 10 traduzir para o aminoacido leucina, e
o cbédon 25 para a arginina ele serd considerado alto produtor de TGF-f1. Ao
contrario, se traduzir para prolina em ambos os coédons sera considerado baixo
produtor (94,95). Awad et al. (93) também estudaram a influéncia das variantes
polimérficas de TGFB1 na producdo de TGF-B1 por leucéocitos de sangue
periférico de 34 individuos saudaveis e encontraram uma maior producao de TGF-
B1(10.037 £ 745 pg/m) nos individuos com o gendtipo homozigoto
arginina/arginina no cédon 25 , enquanto os individuos com gendétipo
prolina/arginina tiveram um valor médio de 6.729 + 883 pg/ml. Esses SNPs
parecem ter influéncia em desordens relacionadas as células B (96). No LDGCB
um estudo com oitenta e quatro pacientes encontrou a presenca do alelo 10pro
associada a estadios mais avancados da doenca Ill/IV (OR 4,65; 95 % IC 1,33—
16,19; P = 0,016).(90)

Figura 8. Localizacao do gene TGFB1. FONTE: disponivel em:

http://ghr.nim.nih.gov/ acesso em margo de 2013.
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1.3.4. Interferon-y (IFN-y) e o gene IFNG

IFN-y ou interferon tipo Il é produzido e secretado principalmente por
células NK e células natural killer T (NKT) como parte da resposta imune inata e é
também produzido por linfécitos T no desenvolvimento de resposta imune
antigeno-especifica. E expresso em baixas quantidades, porém, tem sua
expressao aumentada mediante estimulos como traumas, infec¢des virais, cancer
e manifesta¢des autoimunes. O IFN- y atua de diversas maneiras sobre as células
B(97) e polimorfismos nos genes que codificam IFN-y foram relacionados ao
desenvolvimento de desordens linfoproliferativas pds-transplante. (98)

O gene IFNG (3458) esta localizado no cromossomo 12g14. Ocupa
uma regidao de 5961pb e € composto por quatro exons e trés introns.(99) A
presenca de trés introns difere |IFN-y dos IFN-a e IFN-B (que estdo no 9p e néo
tem introns). S&o descritos alguns polimorfismos no gene /IFNG, um SNP bastante
estudado esta presente no primeiro intron na posi¢cdo +874A>T (rs2430561). Os
alelos +874T e +874A estado correlacionados a alta e baixa expressao de IFN-y, de
modo que os genotipos A/A, T/A e T/T séo associados a baixa, intermediaria e alta
producéo de IFN-y, respectivamente.(97, 99)
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Figura 9. Localizacao do gene IFNG. FONTE: disponivel em:

http://ghr.nim.nih.gov/ acesso em margo de 2013.
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1.3.5 interleucina-6 (IL-6) e o gene IL6

A Interlecina 6 (IL-6) é membro da familia de citocinas tipo I,
produzida principalmente por células da resposta imune tais como linfécitos T,
macréfagos e células endoteliais.(100-101) Nao é expressa constitutivamente,
mas pode ser expressa em resposta a estimulos inflamatérios diversos tais como
IL-1e TNF-a.(102) Suas atividades bioldgicas incluem a participacédo nas respostas
imunes com proliferagdo de células B produtoras de anticorpos e reagdes de fase
aguda.(77)

O gene IL6 (3569) estd localizado no cromossomo 7p21. Possui
cinco exons e quatro introns distribuidos em uma regiao de aproximadamente
5kb.(103) Na posicao -174 do gene /L6 foi descrito um SNP o IL6-174G>C
(rs1800795) que resulta em trés possiveis genotipos:G/G, G/C e C/C. Estas
variacdes influenciam a taxa de transcricdo e consequentemente a concentracao
plasmatica de IL-6(104) No LDGCB alta concentragdo sérica de Il-6 tem sido

descrita como um fator de prognéstico desfavoravel.(105)
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Figura 10. Localizacao do gene IL6. FONTE: disponivel em:

http://ghr.nim.nih.gov/ acesso em marco de 2013.
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2. Justificativa
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Varios estudos tem investigado o papel da resposta imune nos linfomas
B, porém dados sobre o impacto da resposta imune inata no desenvolvimento do
LDGCB e também na resposta ao tratamento ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos.

Desde que uma disfuncédo imune parece ser a base do entendimento da
linfomagénese, uma alteracdo no balanco da regulagédo e expressao de citocinas
Th1 e Th2 que sdo mensageiros fundamentais da imunidade adaptativa, bem
como a qualidade da resposta imune inata baseada na citotoxicidade das células
NK podem ter um importante papel na susceptibilidade o LDGCB e no curso

clinico dos linfomas.

Nesse contexto, a caracterizacao dos genes KIR, HLA de classe | e do
polimorfismo de citocinas em individuos com linfomas n&o-Hodgkin difuso de
grandes células B permite avaliar quais destes genes podem estar envolvidos na
susceptibilidade, no curso clinico, na resposta terapéutica e também na sobrevida
dos pacientes. Além disso, a populacdo brasileira € muito heterogénea e conhecer
a diversidade dos genes KIR em uma populagéo controle pode servir de referéncia

para estudos com outras doencas.
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3. Objetivos
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3.1 OBJETIVOS GERAIS

Descrever a diversidade genética KIR na populacdo englobada no
estudo, avaliando a possivel associacao entre os genétipos KIR e HLA de classe |
e os polimorfismos nos genes de citocinas com o linfoma difuso de grandes

células B.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> ldentificar os genes KIR (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4,
KIR2DL5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DSS3,
KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DS1, KIR2DP1 e KIR3DP1) e os ligantes HLA de classe
| (HLA-A, B, C) em pacientes com LDGCB e em populagdo de doadores
voluntarios de sangue e medula 6ssea pertencentes a regido de Campinas, Sao

Paulo;

» Estimar as frequéncias de presenca, génica e fenotipica dos 14
genes e 2 pseudogenes KIR em pacientes com linfoma difuso de grandes células
B e nos controles e verificar se a auséncia e a presenca de 14 genes e 2
pseudogenes interfere na susceptibilidade ao LDGCB.

» Estimar as frequéncias dos ligantes HLA de KIR e dos complexos
KIR-HLA nos pacientes e nos controles.

» Investigar a associacdo dos genes KIR com o curso clinico dos
Linfomas Difuso de grandes células B:

e Sobrevida global;
e Sobrevida livre de progresséo.

e Resposta terapéutica;
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> ldentificar os genes de citocinas TNF3%® IFNG™®, IL6"™, IL107%%%"
819,992 o TGFB1°%°%% o individuos com LDGCB da regido de Campinas, S&o

Paulo, e em uma populacao controle.

» Estimar as frequéncias genotipicas e fenotipicas em pacientes com
linfoma difuso de grandes células B e verificar se os polimorfismos em genes de

citocinas interferem na susceptibilidade ao LDGCB.

» Investigar a associacdo dos polimorfismos em genes de citocinas

com a evolucgao clinica do LDGCB:
e Sobrevida global;
e Sobrevida livre de progressao;
e Resposta terapéutica;

» Estimar as frequéncias de presenca génica de 14 genes e 2
pseudogenes KIR nos pacientes e nos controles populacdo de Campinas e

compara-las com as frequéncias de outras regides do pais e do mundo.
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4. Material e métodos
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4.1 CASUISTICA

4.1.1 Elegibilidade

4.1.1.a Pacientes com linfoma nao-Hodgkin difuso de grandes
células B (LDGCB)

No periodo de abril de 2009 a junho de 2013, foram atendidos no
Centro de Hematologia e Hemoterapia da UNICAMP mais de 150 pacientes com
linfoma nao-hodgkin difuso de grandes células B (LDGCB) possiveis candidatos
ao estudo, dos quais, apenas 112 apresentaram os critérios necessarios para
incluséo, caracterizando o grupo de pacientes estudado. Os critérios de inclusédo
foram: pacientes recém-diagnosticados com LDGCB, de ambos os géneros e com
idade igual ou maior que 18 anos.

Todos o0s pacientes assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido e os dados: idade, género e raca, bem como os dados clinicos dos
pacientes (resultados dos exames laboratoriais necessarios ao diagnostico, a
determinacdo do tipo histologico, estadio da doenca, calculo do IPI, sorologias
para os virus das hepatites (B, C), virus HIV, HTLV, doenca de Chagas e Sifilis
foram obtidos dos prontuarios de cada paciente.

O diagnoéstico do linfoma nao-Hodgkin B de grandes células foi
realizado pelo exame histopatolégico do linfonodo acometido ou da bidpsia da
massa tumoral, incluidos em parafina e corados por hematoxilina e eosina e com
realizacdo de estudo imunohistoquimico para classificacao do subtipo do linfoma
nao-hodgkin conforme classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (do Inglés:
World Health Organization, sigla: WHO).(2) O estadiamento inicial dos pacientes
com linfoma foi realizado com base na histéria clinica, exame fisico, bem como

nos resultados obtidos dos exames de imagem: tomografia computadorizada de
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torax e abdémen ou RX térax e US abdominal e biépsia de medula éssea. A coleta
dos dados clinicos e o acompanhamento dos pacientes foi realizado pela Dra
Marcia Torresan Delamain, médica hematologista do Centro de Hematologia e
Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas.

4.1.1.b Doadores voluntarios de sangue e medula 6ssea

No periodo de abril de 2009 a junho de 2013, foram selecionados para
o estudo 292 doadores voluntarios de sangue e de medula 6ssea provenientes de
Campinas e regido, atendidos nos Centro de Hematologia e Hemoterapia da
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP. Todos os individuos assinaram
Termo de consentimento livre e esclarecido. Os 292 individuos foram avaliados
quanto a presenca e auséncia dos genes KIR e presenca e auséncia dos ligantes
HLA de classe |. Primeiramente, as frequéncias encontradas nessa populacédo
foram comparadas com as de outras populacdes do Brasil para caracterizar a
distribuicdo desses genes na populacao de Campinas.

Posteriormente, do total de individuos, 70 foram excluidos por serem
muito jovens, diferindo muito da idade dos pacientes com linfoma difuso de
grandes células B, além disso, foi feito pareamento étnico, pareamento de acordo
com sexo e procedéncia. Assim, para o estudo caso-controle foram utilizados
dados de 222 controles. A selecao do grupo controle foi realizada pela Dra Sofia
Rocha Lieber, Biomédica do Laboratério de Histocompatibilidade da Universidade

Estadual de Campinas.
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4.2 TECNICAS

4.2.1 Extracao de DNA

As amostras de sangue de cada paciente foram coletadas em tubos
com EDTA e os respectivos DNAs foram extraidos de leucécitos utilizando-se o
DNA blood mini kit (QlAamp, Qiagen, Missisauga, Canada), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

AplGs extracdo, a qualidade/quantidade do DNA foi avaliada pela
leitura Optica da absorbancia (DO: 260/280 nm) e da concentracdo em ng/uL
através de um equipamento de espectrofotometria (NanoDrop ND — 1000
Fullspectrum UV/Vis Spectrophotometer, Wilmington, DE 19810 USA).

As amostras de sangue foram ajustadas para concentracdo do DNA

superior a 20ug/uL com valor de absorbancia (DO: 260/280 nm) > 1,7 e <1,9 nm.

As extracOes foram realizadas no Laboratério de genes eritrocitarios da
Universidade Estadual de Campinas com autorizacdo da Dra Lillian Castilho e
também no Laboratério de Histocompatibilidade da Universidade Estadual de

Campinas com autorizacao da coordenadora Silvia Barbosa Dutra Marques.

4.2.2 Técnica de PCR-SSO

O método utilizado para tipificacao dos genes KIR (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3 KIR2DS1, KIR2DS2,
KIR2DS3, KIR2DS4, KIR3DS1, KIR2DP1 e KIR3DP1) e dos locos HLA de classe |
(HLA-A, -B e -C) foi a técnica de PCR-SSO (Reagédo em Cadeia da Polimerase
Sonda Oligonucleotidica Sequéncia Especifica - Polymerase Chain Reaction
Sequence-Specific Oligonucleotide Probe), empregando-se os kits KIR SSO
genotyping test e HLA SSO genotyping test fabricados pela empresa One Lambda
Inc., Canoga, CA, USA.
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A amplificagdo do produto foi feita pelo uso de um par de iniciadores
(primers) especificos para os exons 2 e 3 para as tipificacbes HLA-A, HLA-B e
HLA-C e de trés pares de iniciadores especificos para o exon 3 (Grupo 1), exon 5
(Grupo 2) e para os exons de 7 até 0 9 (7-9) (Grupo 3) para a tipificacdo KIR.

Cada reacdo de amplificacdo utilizou uma solucdo de 6,9ul D-Mix
(dNTPs, KCI, MgCI26H20 e Tris-HCI), Tag DNA polimerase, os primers exon-
especificos e a amostra de DNA. As placas foram seladas com um silicone termo-
resistente e colocados no termociclador. Os ciclos de PCR consistiram em: seis
ciclos de 200 s em 96 ¢ C, cinco ciclos de 20 s a 60 ¢ C, cinco ciclos de 20 sa 72 °
C, 30 ciclos de 10 s em 96 ¢ C, 30 ciclos de 15 s a 60 ° C, 30 ciclos de 20 s em 72
¢ C, com uma extensao final de 10 mina 72 ¢ C.

Em seguida, os amplicons passaram entdo pelas seguintes etapas:
desnaturacdo, neutralizagdo, hibridizacdo e marcacédo. A técnica de PCR-SSO
baseia-se na desnaturacao quimica da dupla fita de DNA do produto marcado com
biotina (reagente fluorescente), seguida por neutralizacdo quimica das fitas
abertas e posterior hibridizacdo com sondas oligo-especificas. As sondas
hibridizadas foram marcadas com um produto fluorescente, o SAPE
(Estreptavidina conjugada com R-Ficoeritrina — do inglés: R-Phycoerythrin-

conjugated Strepavidin).

A leitura da hibridizacdo € feita por desenvolvimento de cor por um
substrato, pelo uso de espectrofotometria ou citometria de fluxo. A leitura das

micro-esferas marcadas foi realizada com um citdmetro de fluxo LABScanTM,
(representado na figura 6), neste equipamento “lasers” com diferentes
comprimentos de onda reconhecem as sondas marcadas ou ndo com o SAPE. A
leitura no citdmetro de fluxo baseia-se na percentagem de valores atribuidos para
a sonda, que sao superiores ou inferiores ao valor de cut-off (corte) pré-definido

para a sonda (figura 7).
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Figura 11 - Citometro de Fluxo. FONTE: autora.
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Figura 12 — Leitura no citometro de fluxo. A tela mostra os valores em
porcentagem e em graficos. FONTE: autora.
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Apés leitura no citdmetro de fluxo, a interpretacdo dos resultados foi
feita pelo software HLA Fusion™ Research da One Lambda versdo 3.0. O
software analisa as combinacdes de sondas nas microesferas detectadas pelo
aparelho, consulta um banco de dados interno e define quais sdo 0s genes ou
alelos presentes. A figura 8 representa a interpretacdo dos resultados pelo
Software HLA fusion™.

No periodo de 2010 a 2011 as tipificacoes pela técnica de SSO foram
realizadas no Laboratério de Imunogenética da Universidade Estadual de Maringa,
com autorizacdo da coordenadora Dra Ana Maria Sell e dos professores: Jeane
Eliete Laguila Visentainer, Luiza Tamie Tsuneto, Marcia Machado de Oliveira,
Rafael Campos Bezerra, Ricardo Alberto Moliterno e Sueli Donizete Borelli e com
auxilio do técnico Marco Antonio Braga; no periodo de 2012 a 2013 as tipificacbes
foram realizadas no Laboratério de Histocompatibilidade da Universidade Estadual
de Campinas com autorizacdo da coordenadora Silvia Barbosa Dutra Marques e
auxilio das técnicas: Edilaine Gildo Guariento e Adriana de Souza e no final de
2013 as tipificagbes foram realizadas no Laborat6rio de Imunogenética de Séo
Paulo com autorizacdo da Dra Margareth Afonso Torres e da Dra Maria Elisa de
Moraes.
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Figura 13 - Interpretacdo dos resultados pelo Software HLA fusion™. a) Em
azul o software mostra um grafico padrdo de como as sondas deveriam ser
apresentadas. b) neste grafico sdo apresentadas a leitura das sondas para as
amostras hibridizadas que deve ser semelhante ao grafico padrao do software. c)
em vermelho estdo as sondas que atingiram o valor de corte pré estabelecido
(positivas) e em azul estdo as sondas que ndo atingiram o valor de corte
(negativas). d) Se a reagao ocorrer de acordo com o esperado, o software entdo
consulta seu banco de dados e, de acordo com as especificidades de cada sonda
hibridizada ele sugere quais os alelos estdo presentes na amostra
analisada.FONTE: autora.

4.2.3 Determinacao dos ligantes Bw4, Bw4 80I, Bw4 80T, HLA-C do
grupo 1 (C1) e do grupo 2 (C2)

Os grupos de alelos foram analisados na base de dados de HLA
(http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/) e de acordo com as posicoes de determinados
aminoacidos foram classificados em C1, C2, Bw4, Bw4 com Isoleucina na posi¢ao
80 (80I) e Bw4 com Treonina na posicao 80 (80T). Além disso, os ligantes foram
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reconfirmados pela ferramenta online “KIR-ligand calculator’
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ligand.html).

4.2.4 Pesquisa de delecao de 22 pb no gene KIR2DS4

A forma completa do gene KIR2DS4 e aquela com delecdo de 22
pares de bases foram analisadas por PCR-SSO. Essa técnica permite diferenciar
grupos de alelos que nao carregam a delecdo de 22 pares de bases
(*001,7011,7014,7015) de grupos de alelos que apresentam a delecao (*003, *004,
006, *007,*008,7009,"010, *012 e *013).

4.2.5 Tipificacao de citocinas

As tipificaces dos polimorfismos TNF3% IFNG*®™, IL6"*, L1079 -
819,992 o TGFB1°"% %% foram realizadas pela técnica PCR-SSP, usando o kit de
genotipificacdo de citocinas (One Lambda®, Canoga Park, CA, USA). A
amplificacdo dos genes foi realizada em termociclador conforme recomendagbes
do fabricante. Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por
eletroforese, em cuba micro SSP gel System (MGS-B, One Lambda®, CA, USA),
em gel de agarose a 2,0%, a 150 volts por 5 minutos. A visualizagdo das bandas,
quando expostas a luz ultravioleta, foi realizada pela coloracdo com brometo de
etidio e a interpretacao dos resultados foi baseada na presenca ou auséncia do
fragmento especifico de DNA amplificado. A integridade da reagéo foi avaliada por
um par de iniciadores como controle interno. Para a interpretacéo foram utilizadas
fichas-padrao fornecidas pelo fabricante. As reacbes foram documentadas em
aparelho de fotodocumentacéo transiluminador BioDoc-It" Imaging System (UVP
Upland, CA, USA). As tipificacbes foram realizadas no Laboratério de
Imunogenética de Sdo Paulo com autorizacdo da Dra Margareth Afonso Torres e
da Dra Maria Elisa de Moraes.
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Figura 14 — Eletroforese para citocinas FONTE: autora.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente, foram realizadas andlises entre pacientes e controles

(estudo caso—controle) considerando

-se diversas variaveis: presenca e auséncia

dos genes KIR, ligantes HLA, combinacdées de genes KIR com ligantes HLA,
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namero de genes KIR inibidores e ativadores, gendtipos KIR, e pesquisa de

delecao de 22 pares de bases no gene KIR2DS&4.

Apés, os pacientes foram subdivididos em grupos de acordo com: a
idade (>60 anos versus <60 anos), o sexo (sexo feminino versus sexo masculino),
clinico (pacientes com estadios avancados da doenca versus pacientes com
estadios ndo avancados da doencga), presenca de sintomas B versus sintomas A,
LDH (Normal versus alterada), IPI (baixo e intermediario-baixo versus
intermediario-alto e alto) e resposta ao tratamento (respondedores versus nao
respondedores) e foram avaliados quanto a presenca e auséncia dos genes KIR,
ligantes HLA, combinacdes de genes KIR com ligantes HLA, numero de genes
KIR inibidores e ativadores, genétipos KIR, e pesquisa de delecao de 22 pares de
bases no gene KIR2DS4. Ademais, esses mesmos grupos (pacientes versus
controles e subgrupos de pacientes) foram avaliados quanto as frequéncias
genotipicas e fenotipicas dos polimorfismos nos genes de citocinas (TNF%,
/FNG+874, /L6174, IL101082, -819, -592 e TGFB1cd1O, cd25 )

As distribuicdes dos gendtipos de KIR e de citocinas foram feitas por
contagem direta utilizando tabelas de contingéncia 2x2 utilizando o teste exato de
Fisher. A magnitude da associacdo foi mensurada por odds ratio (OR) e o
respectivo intervalo de confianca de 95%. As andlises foram conduzidas pelo
pacote estatistico “R” versdo 4.0.2. para o programa Windows (106) pelo
estatistico Roberto Zulli do Centro de Hematologia e Hemoterapia da Unicamp. Os
valores de P<0,05 foram considerados significativos. As analises foram realizadas
conjuntamente com o estatistico A influéncia dos genes KIR, ligantes HLA e genes
de citocinas na evolucéao clinica do LDGCB foi avaliada baseada nas analises de
sobrevida global e sobrevida livre de progressao com estimador de Kaplan-Meier.
A estas analises foram aplicados modelos univariados de Cox para determinar a
significancia estatistica (P valores dos métodos: “likelihood’, “Wald’ e “Log-rank’) e
os riscos relativos (RR), com intervalos de confianca (IC) de 95%, dos genes KIR,
ligantes HLA e de citocinas, além de outras variaveis: idade, sexo, LDH, estadios
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da doenca, IPI, resposta ao tratamento. Os fatores associados ao risco de
progressdao e Obito com 20% de significadncia foram examinados pela analise
multivariada de Cox.

A fim de facilitar a apresentacdo dos dados, devido ao grande volume
de analises e grupos avaliados nesse estudo, todos os dados encontrados
comparando pacientes e controles, significativos ou ndo, foram apresentados em
forma de tabelas. As demais analises (entre os subgrupos de pacientes e 0s
modelos de Cox) foram apenas descritas e, somente as andlises que
apresentaram dados significativos ou tendéncias relevantes foram apresentadas

na forma de gréficos ou tabelas.
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5. Resultados
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5.1 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES E CONTROLES

As caracteristicas dos pacientes e controles sao apresentadas na
tabela 2. A idade média dos pacientes e dos controles foi de 60,4 anos e 50,6
anos, respectivamente, 50,9% dos pacientes e 41,9% dos controles eram do sexo
feminino e a maioria dos pacientes e controles se denominaram brancos (95,5%

dos pacientes e 100% dos controles).

Os pacientes foram acompanhados até outubro de 2013. A mediana de
tempo para sobrevida global foi de 17 meses (1-54 meses) para sobrevida livre de
progressao foi de 16,9 meses (1-54 meses). Os pacientes foram divididos em
grupos de acordo com a resposta ao tratamento: aqueles com normalizacdo dos
achados fisicos e radiolégicos (PET-CT) quatro semanas ap6s o ultimo ciclo de
quimioterapia foram considerados como pacientes em remissdao completa (RC),
aqueles com uma reducéo de 50% da massa tumoral inicial foram definidos como
pacientes em remissao parcial (RP) e aqueles que ndo apresentaram os critérios
acima foram considerados nao respondedores (NR).

Ao final do seguimento, a casuistica mostrou que, dos 112 pacientes
diagnosticados com linfoma difuso de grandes células B setenta e sete
responderam ao tratamento, vinte e dois morreram, cinco estavam em progressao
de doenga e quatro recidivaram, além disso, houve perda de seguimento de

quatro pacientes. Todos os ébitos foram associados a progressao da doenca.
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Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes com linfoma ndo Hodgkin

difuso de grandes células B (N=112) e dos controles (N=222).

Caracteristicas
Idade (médiatDesvio padrao)
Sexo n (%)
Feminino
Masculino
Raca n (%)
Caucasiana
Parda
Estadio clinico n (%)
-1l
n-v
Sintomas B n (%)
LDH n (%)
2normal
Desconhecido
IPI n (%)
Baixo e intermediario-baixo
Intermediario-alto e alto
Desconhecido
Tratamento n (%)
RCHOP
Outros
Nao tratado
Resposta ao tratamento n (%)
Remissao completa
Progressao da doenca
Recidiva
Obito
Perda de acompanhamento

Pacientes
60,4+15,4

57(50,9)
55(49,1)

107(95,5)
5(4,5)

44 (39,2)
68 (60,7)
75 (67,0)

Controles
50,6 +8,0

109(49,1)
113(50,9)

222(100,0)
0(0,0)

P
0,01

NS
NS

NS
NS
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5.2. INFLUENCIA DOS GENES KIR E LIGANTES HLA NO LINFOMA DIFUSO
DE GRANDES CELULAS B.

5.2.1 Frequéncia dos genes KIR nos pacientes e controles

Os genes KIR foram avaliados quanto a sua presenga e auséncia nos
pacientes e nos controles e os dados estdo apresentados na Tabela 3. Os genes
de moldura do haplétipo também conhecidos como “Framework genes’: KIR2DL4,
KIR3DL2, KIR3DL3 e KIR3DP1 estiveram presentes em 100% dos individuos. O
gene KIR2DL2 apresentou-se menos frequente nos pacientes que nos controles
(P=0,036; OR=0,60; 1C95%=0,38-0,95). O gene KIR2DS2 apresentou uma
tendéncia, com frequéncia um pouco menor nos pacientes. Os demais genes

apresentaram distribuigdo similar entre os grupos.
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Tabela 3 - Distribuicao dos genes KIR nos pacientes com LDGCB
(N=112) e nos controles (N=222)

Genes KIR Pacientes N(%) Controles N(%) P
KIR2DL 1 108(96,4) 216(97,3) NS
KIR2DL2 51(45,5) 129(58,1) 0,036a
KIR2DL3 95(84,8) 91(86,0) NS
KIR2DL4 112(100,0) 222(100,0) NS
KIR2DL5 58(51,8) 120(54,1) NS
KIR2DP1 109(97,3) 215 (96,8) NS
KIR2DS1 42(37,5) 84(37,8) NS
KIR2DS2 53(47,3) 128(57,7) 0,080°
KIR2DS3 34(30,4) 80(36,0) NS
KIR2DS4 100(89,3) 205(92,3) NS
KIR2DS5 34(30,4) 66(29,7) NS
KIR3DL1 103(91,7) 207(93,2) NS
KIR3DL2 112(100,0) 222(100,0) NS
KIR3DL3 112(100,0) 222(100,0) NS
KIR3DS1 39(34,8) 76(34,2) NS
KIR3DP1 112(100,0) 222(100,0) NS

2 OR=0,60; IC95%=0,38-0,95; ° tendéncia. NS=N4&o significativo

5.2.2 Frequéncia dos ligantes de KIR (HLA-A3/A11, HLA-Bw4, HLA-
Bw4 801, HLA-Bw4 80T, HLA-C1 e HLA-C2 ) nos pacientes e controles

Como relatado anteriormente, os receptores KIR tem como ligantes as
moléculas HLA de classe |, nesse contexto os pacientes e controles foram
avaliados quanto a presenca e auséncia dos genes que codificam os ligantes HLA.
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Os grupos HLA ligantes de KIR: HLA-A3/A11, HLA-Bw4, HLA-C1 e HLA-C2. Além
disso os grupos de alelos com especificidade sorologica Bw4 (HLA-BW4 ) foram
subdivididos em Bw4 com isoleucina na posi¢éao 80 (Bw4 80l) e, HLA-Bw4 com
treonina na posicdo 80 (Bw4 80T) devido a diferenga de afinidade dessas
moléculas com o KIR3DL1. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4. N&ao
foram encontrados resultados significativos relacionados aos genes HLA de classe

| na comparacao entre pacientes e controles.

Tabela 4- Distribuicdo dos ligantes nos pacientes com LDGCB (N=112)

e nos controles (N=222).

Ligantes Pacientes N(%) Controles N(%) P
HLA-A3/A11 24 (21,4) 64 (28,9) NS
HLA-B Bw4* 57 (50,9) 138 (62,1) NS
HLA-B Bw4-80I 48 (42,8) 100 (45,1) NS
HLA-B Bw4-80T 30 (26,7) 78 (35,2) NS
HLA-C1 90 (80,4) 172 (77,4) NS
HLA-C2 82 (73,2) 153 (68,9) NS

*Bw4 indica a presenga de pelo menos um HLA-B Bw4-801 ou HLA-B Bw4-80T.
NS= N&o significativo

5.2.3 Frequéncias das combinacoes KIR-HLA nos pacientes e

controles

A distribuicdo de KIR e respectivos HLA de classe | foi avaliada
simultaneamente, segundo a associacao receptor KIR e seu respectivo HLA
ligante (KIR2DL1 com C2, KIR2DL2 com C1, KIR2DL3 com C1, KIR3DL1 com
Bw4, bem como KIR3DL1 com os isotipos de Bw4, ou seja, Bw4 801 e Bw4 80T,

KIR2DS1 com C2, KIR2DS2 com C1, KIR2DS3 com C1, KIR3DS1 com Bw4, bem
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como KIR3DL1 com Bw4 80l e Bw4 80T) e sdo apresentados na tabela 5. A
combinacdo do gene KIR2DL2 com o ligante C1 foi menos frequente nos
pacientes. Esse resultado esta de acordo com o demonstrado anteriormente, no
qual o gene KIR2DLZ2 na andlise individual também foi menos frequente nos

pacientes.

Tabela 5 - Distribuicdo de KIR/HLA de classe | considerando a
associacao do receptor KIR com seu respectivo ligante HLA nos pacientes com
LDGCB (N=112) e nos controles (N=222).

KIR +Ligantes Pacientes Controles P
N(%) N(%)
Inibidores
KIR2DL1 com C2 80 (71,4) 149 (67,1) NS
KIR2DL2 com C1* 7(330) 102 (45,9) 0,026
KIR2DL3 com C1 6 (68,9) 148 (73,6) NS
KIR3DL1 com Bw4* 56 (50,0) 129 (58,1) NS
KIR3DL1 com Bw4-80I 8(33,9) 88(39,6) NS
KIR3DL1 com Bw4-80T 36 (32,1) 73 (32,8) NS
Ativadores
KIR2DS1 com C2 1(27,6) 53(23,8) NS
KIR2DS2 com C1 44 (39,3) 104 (46,8) NS
KIR3DS1 com Bw4* 7 (15,2) 43 (19,3) NS
KIR3DS1 com Bw4-80I 3(11,6) 28(12,6) NS
KIR3DS1 com Bw4-80T 9 (8,0) 22 (9,9) NS

*Bw4 indica a presenga de pelo menos um HLA-B Bw4-801 ou HLA-B Bw4-
80T.*0OR=0,58; 95%IC=0,35 — 0,96.
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5.2.4 Frequéncia dos genétipos KIR nos pacientes e controles

A andlise de segregacao em familias nao foi realizada. Sendo assim,
a populacéao estudada foi divida em dois grupos de genétipos KIR: A/A e B/x, de
acordo com a presenca de genes especificos do haplétipo A e do haplétipo B. Eles
foram considerados pertencentes ao grupo B/x quando possuiam um ou mais dos
seguintes genes: KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 e KIR3DS1,
enquanto a presenca dos genes: KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DS4,
KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DP1, e KIR3DP1 caracterizou o genétipo A/A,
que corresponde ao hapl6étipo A homozigoto.

O haplétipo A homozigoto foi encontrado em 33,0% dos pacientes
versus 28,4% dos controles. Individuos com gendétipos B/x foram 66,9% nos
pacientes e 71,6% nos controles respectivamente. Nao foram encontradas
diferencas significativas entre os hapl6tipos A/A e B/x nos pacientes e controles
(Tabela 6).

Tabela 6 — Distribuicdo dos genétipos KIR A/A e B/x nos pacientes com

LDGCB (N=112) e nos doadores voluntarios de sangue e medula 6ssea (N=222).

Haploétipos Pacientes N(%) Controles N(%) P
Bx 75 (66,9) 159 (71,6) NS
A/A 37 (33,0) 63 (28,4) NS
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5.2.5 Frequéncias das variantes de KIR2DS4 e dos gendtipos AA nos

pacientes e controles

Considerando que o gene KIR2DS4 frequentemente exibe uma delecao
no exon 5 resultando em uma proteina truncada que ndao € expressada na
superficie das células, os pacientes e controles foram avaliados quanto a

presenca e auséncia dessa delecao no gene KIR2DS4.

Os individuos foram divididos em grupos: individuos que possuiam
somente grupos de alelos com as sequencias completas de KIR2DS4, ou seja,
que ndo apresentavam a delegdo, foram denominados KIR2DS4completos e
apresentaram frequéncia de 17,9% nos pacientes e 16,7% nos controles, os
individuos que possuiam somente grupos de alelos com a deleg¢ao de 22pb foram
denominados de KIR2DS4del e apresentaram frequéncia de 59,8% nos pacientes
e 56,3% nos controles e os individuos heterozigotos, ou seja, que apresentavam a
sequencia completa e as variantes deletadas foram denominados
KIR2DS4completo/del e apresentaram frequéncia de 11,6% nos pacientes e
19,3% nos controles.

As frequéncias das variantes e do gene completo de KIR2DS4 estao
apresentados na tabela 7. Nao foram encontrados dados significativos entre
pacientes e controles.

O gene KIR2DS4 é o unico gene KIR ativador classico presente no
gendtipo AA, individuos que apresentam esse genétipo e também a delegcéo de 22
pb no gene KIR2DS4, ndo possuem nenhum receptor KIR ativador cléssico.
Nesse contexto, n6és avaliamos a frequéncia de delecao de 22 pb nos pacientes
com gendotipo AA (N=37) e nos controles com gendtipos AA( N=63) e encontramos
que 67,6% (25/37) de todos os pacientes com gendtipos AA e 61,9% (39/63)
controles ndo apresentavam gene KIR2DS4 funcional. Esse perfil correspondeu a
22,3% de todos os pacientes estudados (25/112) e 17,6%(39/222) de todos os
controles.  Adicionalmente, a frequéncia de individuos carregando pelo menos
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uma variante deletada de KIR2DS4 foi alta nos dois grupos (71,4% nos pacientes,
75,6% nos controles). Nao foram encontrados dados significativos entre pacientes
e controles (Dados nao mostrados).

Tabela 7 — Distribuicdo do gene KIR2DS4 e suas variantes nos
pacientes com linfoma ndo Hodgkin difuso de células B (N=112) e nos controles
(N=222).

KIR2DS4 Pacientes N(%) Controles N(%) P

KIR2DS4completo 20(17,9) 37 (16,7) NS
KIR2DS4del 67 (59,8) 125 (56,3) NS
KIR2DS4completo/del 13 (11,6) 43 (19,3) NS

5.2.6 Numero de genes KIR inibidores e ativadores nos pacientes e

controles

O numero de genes inibidores e ativadores foi analisado nos pacientes
e controles. O numero de genes inibidores foi contado incluindo os dois
frameworks genes: KIR3DL2 e KIR3DL3.

O gene KIR2DS4 e o gene KIR2DL4 nao foram considerados
ativadores, nem inibidores, pois a funcdo dos produtos desses genes (receptor
KIR2DS4, KIR2DS4del e KIR2DL4) ainda é controversa. O KIR2DS4 pode néo
ser expresso na superficie da célula quando presente a delecdo de 22 pares de
bases no gene KIR2DS4 e o KIR2DL4 apresenta motivos de inibicdo no dominio
intracelular responsaveis por funcdes de inibicdo e uma arginina no dominio

transmenbrana responsavel por funcbes de ativagdo. Os dados sdo apresentados
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na tabela 8 e ndo foram encontrados dados significativos entre os grupos

estudados.

Tabela 8 Numero de genes inibidores e ativadores nos pacientes com
LDGCB (n=112) e nos controles (n=222)

Numero de Pacientes Controles P
genes N (%) N (%)
Inibidores
4 4 (3,6) 3(1,4) NS
5 44 (39,3) 73 (32,8) NS
6 47 (41,9) 92 (41,5) NS
7 17 (15,2) 54 (24,3) NS
Ativadores
0 7 (33,0) 9 (31,1) NS
1 6 (14,3) 6 (16,2) NS
2 7 (15,2) 4 (15,3) NS
3 22 (19,6) 5(11,3) NS
4 9 (8,0) (13,9) NS
5 11 (9,8) 7(12,2) NS

5.2.7 Frequéncias dos genes KIR, ligantes HLA, combinacdes de
KIR-HLA, genétipos KIR, variantes de KIR2DS4, e numero de genes KIR

inibidores e ativadores nos subgrupos de pacientes.

Os pacientes foram divididos em grupos de acordo com a idade (>60 anos
versus <60 anos), o sexo (sexo feminino versus sexo masculino), estadio clinico
(pacientes com estadios avancados da doenca versus pacientes com estadios nao

avancados da doenca), presenca de sintomas B versus sintomas A, LDH (Normal
102



versus alterada) e IPI (baixo e intermediario-baixo versus intermediario-alto e alto).
A Analise dos ligantes HLA nos pacientes subdivididos de acordo com o estadio
clinico Ann Arbor (Estadios | e Il versus estadios lll e IV) demonstrou que o ligante
Bw4 e o ligante Bw4 com lIsoleucina na posicdo 80 foram encontrados mais
frequentes nos casos mais avancados de LDGCB (40,9 versus 64,7
respectivamente; (P=0,020; OR=0,4; 1C95%=0,17-0,92.) e (25,0 versus 44,1
respectivamente; P=0,046; OR=0,42; 1C95%=0,18-0,97). Os dados séo
apresentados na tabela 9. As demais analises ndo apresentaram resultados

significativos.

Tabela 9- Distribuicdo dos ligantes nos pacientes com estadios

avancgados (n=68) e ndo avancados (n=44) do LDGCB

Ligantes  Pacientes estadios Pacientes P
-1V N(%) Estadios I-1l N(%)
HLA-A3/A11 16 (23,5) 8(18,1) NS
HLA-B Bw4*? 44 (64,7) 18 (40,9) 0,019
HLA-B Bw4-80I°  30(44,1) 11 (25,0) 0,046
HLA-B Bw4-80T 20(29,4) 9 (20,4) NS
HLA-C1 51 (75,0) 38 (86,4) NS
HLA-C2 51 (75,0) 30 (68,1) NS

*Bw4 indica a presenga de pelo menos um HLA-B Bw4-801 ou HLA-B Bw4-80T.
NS= Nao significativo *°0R=2,65; IC95%=1,21-5,78. "OR=2,37; 1C95%=1,03-5,45.

5.2.8 Analises de sobrevida global e sobrevida livre de progressao

A presenca individual dos genes KIR ativadores ou inibidores, dos
ligantes HLA, das combinagdes de genes KIR com ligantes HLA, niumero de genes

KIR inibidores e ativadores, genétipos KIR, e pesquisa de delecao de 22 pares de
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Sobrevida Global (%)

bases no gene KIR2DS4 nao tiveram impacto na sobrevida global e na sobrevida
livre de progressdo, tanto na analise univariada quanto multivariada de Cox.

Entretanto, foram encontradas algumas tendéncias.

No Grafico 1, pode-se observar uma tendéncia de menor sobrevida
global nos pacientes com haplétipo A homozigoto (n=37), comparados a
individuos com gendtipos B/x (n=71) (P=0,081).

A respeito dos genes KIR, individualmente, foi encontrada similar
sobrevida livre de progressao nos pacientes com KIR2DL3 ausente (n=17)
comparado aos pacientes com KIR2DL3 presente (n=91) (P=0,094) (Grafico 2).

Gendtipo B/x (n=71)

08 4

0,6 B
Genotipo A/A (n=37)

0,4
0,2 P =0.081

n Teste de Razdo de Verossimilhanca
Modelo de Riscos Proporcionais de Cox

T T T T 1
0 12 24 36 48 60

meses desde o diagndstico

Grafico 1. Sobrevida global nos pacientes com LDGCB de acordo com a presencga
dos gendétipos A/A e B/x.
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Sobrevida Livre de Progressao (%)
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0,2 Teste de Razéo de Verossimilhanga
Modelo de Riscos Proporcionais de Cox
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0 12 24 36 48 60

meses desde o diagnéstico

Grafico 2. Sobrevida livre de progressao nos pacientes com LDGCB de acordo
com a presenca e auséncia do gene KIR2DL3.

5.2.9. Analise dos genes KIR, ligantes HLA, combinacoes de KIR
com HLA, gendtipos de KIR, variantes de KIR2DS4, e numero de genes KIR
ativadores e inibidores com a resposta ao tratamento com RCHOP

Em relag&o aos genes KIR na evolugéo clinica do LDGCB, os pacientes
foram divididos quanto a resposta ao tratamento com RCHOP em individuos com
resposta completa (n=72) e individuos ndo respondedores (individuos em
progressdo da doenca + individuos que faleceram + individuos que recidivaram
n=25) foram avaliados quanto aos genes KIR e ligantes. O gene KIR2DL3 foi
encontrado mais frequente nos pacientes com resposta completa que nos
individuos nao respondedores, porém sem significancia estatistica. Os dados séo
apresentados na (Tabela 10).
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Tabela 10. Distribuicdo dos genes KIR nos pacientes com LDGCB respondedores
(N=72) respondedores (N=25) ao tratamento com RCHOP .

Genes KIR Respondedores Nao Respondedores P
N (%) N (%)

KIR2DL 1 69 (95,8) 25 (100,0) NS
KIR2DL2 30 (41,7) 11 (44,0) NS
KIR2DL 3 65 (90,3) 19 (76,0) 0,09
KIR2DL4 72 (100,0) 25 (100,0) NS
KIR2DL5 39 (54,1) 10 (40,0) NS
KIR2DP1 70 (97,2) 25 (100,0) NS
KIR2DS1 28 (38,9) 8 (32,0) NS
KIR2DS2 35 (48,6) 11 (44,0) NS
KIR2DS3 21 (29,2) 7 (28,0) NS
KIR2DS4 63 (87.,5) 23 (92,0) NS
KIR2DS5 25 (34,7) 5 (20,0) NS
KIR3DL 1 65 (90,3) 24 (96,0) NS
KIR3DL2 72(100,0) 25 (100,0) NS
KIR3DL3 72(100,0) 25 (100,0) NS
KIR3DS1 26 (36,1) 8 (32,0) NS
KIR3DP1 72(100,0) 25 (100,0) NS

As demais anadlises dos ligantes HLA nos pacientes respondedores
versus nao respondedores, bem como dos genes KIR em combinacdo com os
ligantes HLA, do numero de genes KIR ativadores e inibidores e dos gendtipos

A/A e B/x ndo demonstraram associacdo com a resposta ao tratamento.
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5.3 INFLUENCIA DOS POLIMORFISMOS EM GENES DE CITOCINAS NO
LDGCB.

5.3.1 Frequéncia dos genotipos de citocinas nos pacientes e nos

controles

As frequéncias dos gendtipos de citocinas estudadas (TNF3%,
IFNG*®™, L6774, [L107"082 819. 592 o TGFB1°910d2%) ostip apresentados na tabela
11. Os genotipos IL10-819/C:C e IL10-592/C:C foram mais frequentes nos
controles que nos pacientes (45,5% versus 32,1 P=0,025).

Em nosso estudo também encontramos uma tendéncia com os
gendtipos IL-10-819/C:T e IL-10-592/C:A sendo mais frequentes nos pacientes
que nos controles (51,8% versus 41,0; tendéncia P=0,063).

Em relagdo ao IFNG+874, o gendtipo IFNG+874/A:A foi mais frequente
nos pacientes que nos controles (50,9 versus 27,9, P= 0,001, respectivamente),
sugerindo uma associacao com a susceptibilidade ao desenvolvimento da doencga,
contrariamente, o genotipo IFNG+874/T:A foi mais frequente nos controles (52,7
versus 33,9, P= 0,001, respectivamente) caracterizando uma associagdo com
maior protecdo ao desenvolvimento de LDGCB. Pelos gendtipos encontrados, é

885 sendo assim,

possivel deduzir o fenétipo produtor de citocinas nos individuos
a maioria dos pacientes possui o fenétipo baixo produtor de IFNG(A:A) (50,9
versus 27,9, P= 0,001, respectivamente) e a maioria dos controles possui o
fenétipo produtor intermediario de IFNG(T:A) (52,7 versus 33,9, P= 0,001,

respectivamente) (Tabela 12).

Em relacdo aos outros fendtipos analisados, as frequéncias nos
pacientes e nos controles foram semelhantes. De um modo geral, pode-se
constatar que a maioria dos pacientes e controles possuem 0s seguintes
fendtipos: alto produtor de IL-6 (89,3% e 87,8%, respectivamente), alto produtor de
TGF-B1 (72,3% e 72,5%, respectivamente) e baixo produtor de TNF-a (75,9% e
72,5%, respectivamente).
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Tabela 11 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos
nos genes de citocinas nos pacientes com LDGCB (N=112) e nos doadores
voluntarios de sangue e medula 6ssea (N=222).

Polimorfismos Genotipos Pacientes N(%) Controles N(%) P

TNF% G:G 85(75,9) 161(72,5) NS
G:A 26(23,2) 54(24,3) NS
A:A 1(0,8) 7(3,2) NS
TGFB1%° TT 28(25,0) 66(29,7) NS
T:C 61(54,5) 106(47,8) NS
C:C 23(20,5) 50(22,5) NS
TGFB1°%° G:G 96(85,7) 197(88,7) NS
G:C 15(13,4) 22(9,9) NS
C:C 1(0,8) 3(1,3) NS
IL107%%2 A:A 49(43,8) 87(39,1) NS
G:A 55(49,1) 105(47,3) NS
G:G 8(7,1) 30(13,5) NS
IL10°%"° c:.c? 36(32,1) 101(45,5) 0,025
C:T° 58(51,8) 91(41,0) 0,063
TT 18(16,1) 30(13,5) NS
IL10°% C:C° 36(32,1) 101(45,5) 0,025
C:A° 58(51,8) 91(41,0) 0,063
A:A 18(16,1) 30(13,5) NS
L6’ G:G 59(52,7) 96(43,3) NS
G:C 41(36,6) 99(44,6) NS
C:C 12(10,7) 27(12,2) NS
IFNG*™ A:A° 57(50,9) 62(27,9) 0,001
T:A' 38(33,9) 117(52,7) 0,001
TT 17(15,2) 43(19,4) NS

30R= 0,57; 1C95%=0,35-0,91.
POR= 1,55; 1C95%=0,98-2,44.
°OR= 0,57; 1C95%=0,35-0,91.
9OR= 1,55; 1C95%=0,98-2,44.
®*OR= 2,67; IC95%=1,67-4,29.
'OR= 0,46; IC95%=0,29-0,74.
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Tabela 12 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos

nos genes de citocinas nos pacientes com LDGCB (N=112) e nos controles

(N=222) de acordo com o fenétipo deduzido.

Fendétipo
. relativo Pacientes  Controles
Polimorfismos  Genotipos .
(producao de N(%) N(%)
citocinas)
G:G Baixa 85(75,9) 161(72,5) NS
TNF3%® G:Aou A:A Alta 27(24,1) 61(27,5) NS
CC:CCouCC:GCouTT:CCou TC:CC  Baixa 8(7,1) 14(6,3) NS
TGFB1°"* % TC:GC ou CC:GG ou TT: GC Intermediaria  23(20,5) 47(21,2) NS
TT:GG ou TC:GG Alta 81(72,3) 161(72,5) NS
ACC:ACC ou ACC:ATA ou ATA:ATA Baixa 49(43,8) 87(39,2) NS
L1079 ®19°%  GCC:ACC ou GCC:ATA Intermediaria  55(49,1) 105(47,3) NS
GCC:GCC Alta 8(7,1) 30(13,5) NS
C:C Baixa 12(10,7) 27(12,2) NS
e G:Cou G:G Alta 100(89,3)  195(87,8) NS
AN Baixa 57(50,9) 62(27,9) 0,001
IFNG*®"* T:A° Intermediaria  38(33,9) 117(52,7) 0,001
TT Alta 17(15,2) 43(19,4) NS

30R=2,67: 1C95%=1,67-4,29.
®OR= 0,46; IC95%=0,29-0,74.
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5.3.2 Frequéncias dos genotipos de citocinas nos subgrupos de

pacientes.

Nao foram encontrados dados significativos nas andlises dos genes de
citocinas nos pacientes divididos nos grupos: idade (>60 anos n=60 versus <60
anos n=52), o sexo (sexo feminino n=57 versus sexo masculino n=55), estadio
clinico (pacientes com estadios avancados da doenca n=68 versus pacientes com
estadios ndo avancados da doenca n=44), presenca de sintomas B n=75 versus
sintomas A n=37, LDH (Normal n=53 versus alterada n=51) e IPIl (baixo e

intermediario-baixo n=70 versus intermediario-alto e alto n=33).

5.3.3 Analises de sobrevida global e sobrevida livre de progressao

A anélise de sobrevida dos polimorfismos TNF3% IFNG™™, IL67™*,
IL107082 -819.:992 o TGFR1°d10.¢d25  demonstrou que no grupo de pacientes com o
gendtipo 1IL10-1082G:G (n=8) apresentou maior sobrevida livre de progressao em
relagdo a [IL10-1082G:A (n=52) e IL10-1082A:A (n=48). Os dados séao
apresentados no grafico 3. Os demais polimorfismos nao tiveram impacto na
evolucao clinica do LDGCB baseada nas sobrevidas global e livre de progresséo,
bem como na resposta terapéutica nas analises univariadas e multivariadas de
Cox.
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Grafico 3. Sobrevida Livre de Progressao nos pacientes com LDGCB de acordo

com o0s genétipos de /L107%2,

Devido a escassez de dados relacionados aos genes KIR na populagao
de Campinas e regido, sentimos a necessidade de avaliar a distribuicdo desses
genes nessa populacdo. Sendo assim, como um adendo as andlises do presente
trabalho, foram determinadas as distribuicdes dos genes KIR na populacdo de
Campinas/SP (n=292) e comparadas com outras populacdes do Brasil e do
Mundo.

5.4 DISTRIBUICAO DOS GENES KIR NA POPULACAO DE CAMPINAS/SP

5.4.1 Distribuicao dos genes KIR na populacao de Campinas/SP

As frequéncias dos genes KIR na populacdo de Campinas/SP (n=292)
sdo apresentadas na Tabela 13. Os frameworks genes: KIR2DL4, KIR3DL2,
KIR3DL3 e KIR3DP1 foram encontrados em todos os individuos. Os genes KIR
inibidores: KIR2DL1, KIR2DL3 e KIR3DL1, o gene ativador KIR2DS4, e o
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pseudogene KIR2DP1 apresentaram frequéncias préoximas ou acima de 90%. Os
genes ativadores KIR2DS1, KIR2DS3, KIR2DS5 e KIR3DS1 apresentaram
frequéncias abaixo de 40%. KIR2DLZ2, KIR2DL5 e KIR2DSZ2 apresentaram
frequéncias intermediarias (entre 53% e 58%) e o0 gene ativador KIR2DS5

apresentou menor frequéncia nessa populacao (30,8%).

As frequéncias encontradas foram comparadas as de outras
populacdées da América do Norte, América Central e América do Sul, Europa,
Africa, Asia e Oceania e sdo apresentadas na Tabela 13. (107-117) Os genes KIR
inibidores (KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3), o

KIR2DS4 e o KIR2DP1 apresentaram altas frequéncias em todas as populagdes.

Foram encontradas muitas diferencas na distribuicdo dos genes KIR na
populacdo brasileira em comparacdo com as outras populacdes descritas em
estudos prévios. Especialmente em comparacdo com a populagdo de Uganda,
foram encontradas diferencas nas frequéncias dos genes KIR2DL1, KIR2DL5 e
KIR2DS5 (menos frequentes na populagdo brasileira) e dos genes KIR2DST1,
KIR2DS3 e KIR3DS1 (mais frequentes na populacao brasileira).

Em relacdo aos genes inibidores, em comparacao com a populagao
estudada, KIR2DLZ2 foi significativamente menos frequente em Ingleses (P=
0,0001) e Mexicanos (P= 0,0135). KIR2DL1 foi encontrado em 95,5% da
populacdo brasileira (Campinas), em 84,1% dos individuos da Australia (P=
0,0038), em 99,0% nos individuos do sudeste da Africa (P= 0,002) e em 99,2%
dos individuos da China (P= 0,009). A frequéncia de KIR2DL3 foi menor na
populacao brasileira em relacao as frequéncias da China (P= 0,0001), México (P=
0,0008) e Croacia (P =0,02).

Além disso, a frequéncia de KIR2DL5 na populagdo estudada foi de
53,8%, sendo significativamente menor quando comparada aos individuos do
sudeste da Africa (65,0%, P= 0,002) e significativamente maior em comparacédo
com individuos da China (37,6%, P= 0,0001).
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Em relacdo aos genes que codificam receptores de ativacao, foi
observada grande variagcdo em todas as populacgdes listadas. O gene KIR2DS1 foi
menos frequente nos africanos do Sudeste da Africa (P= 0,0001), KIR2DS2 e
KIR2DS3 foram menos frequentes nas populagcées chinesa (P= 0,0001, P=
0,0001, respectivamente) e Mexicana (P=0,04, P=0,006, respectivamente) e
KIR2DS3 e KIR2DS5 também foram mais frequente em individuos do sudeste da
Africa (P= 0,0001; P= 0,0001 respectivamente). Além disso, KIR2DS5 foi menos
frequente em individuos de Croécia (P= 0,04).

Considerando a grande diversidade genética na populacédo brasileira,
proveniente de unides entre individuos de diferentes etnias, n6s comparamos as
frequéncias de genes KIR encontradas em individuos da cidade de Campinas,
estado de Sao Paulo, com os de outros estados do Brasil, tais como, Parana (Sul
do Brasil), Rio Grande do Sul (Sul do Brasil), Minas Gerais (Sudeste do Brasil),
Rondénia, Pard e Amazonas (Norte do Brasil) ( Tabela 14).(118-124)
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Tabela 13. Frequéncias dos genes KIR na populacao de Campinas (n = 292) e comparacao dos dados observados

com outras populacgoes.

Populagao 2DL1 _ 2DL2  2DL3 2DL4  2DL5 2DP1__ 2DS1__ 2DS2 2DS3  2DS4 _ 2DS5 3DL1  3DL2 3DL3  3DP1__ 3DS1
Nosso estudo (fg) 0,8 036 0,65 1,00 032 082 022 035 0,18 076 0,17 0,77 1,00 1,00 1,00 0,19
(F%) 955 586 87,3 100 538 966 384 568 329 938 308 94,5 100 100 100 34,9

Argentina(n=402)° 9,0 560 87,0 100 560 960 460 550 290 950 36,0 95,0 100 100 NT 42,0
Italia (n=217)" 950 530 880 100 NT NT 360 530 330  NT 28,0 96,0 100 100 100 35,0
Franca (n=108)° 97,0 50,0 91,0 100 470 970 360 51,0 31,0 9,0 27,0 96,0 100 100 NT 44,0
Inglaterra (n=136)" 91,0 49,00 92,0 100 NT NT 450 51,0 240 960 32,0 97,0 100 NT NT 42,0
Estados Unidos (n=195)° 96,9 492 887 100 528 97,9 37,4 497 282 949 359 94,9 100 100 100 39,5
Uganda (n=492)' 99,00 61,0 850 NT 65,0 98,0 24,00 540 24,0 960  50,0* 98,0 NT NT NT 12,0*
Libano (n=120)° 992 595 883 100 58,3  NT 40,8 592 375 950 308 95,8 100 100 NT 35,8
Australia (n=50)" 84,00 50,0 90,0 100 NT NT 520 50,0 28,0 90,0 NT 90,0 100 NT NT 38,0
China (n=503)' 99,2*  20,7¢  98,4* 100 37,6 992 326 20,7 18,5 962 229 96,2 100 100 100 336
Mexico (n=86)’ 100 43,0 100* 100 490 97,0 420 440" 17,0 97,6 40,0 99,0 100 100 100 42,0
Croacia (n = 121) 950 550 950" 100 490 960 320 550 340 970 21,0 96,0 100 100 100 31,0
°Flores et al (107);,"Bontadini et al (108); °Denis et al 2005 (109); “Norman et al (110);°Du et al (111); 'Nakimuli et al (112);°Mahfouz et al (113);
"Witt et al (114); 'Zhen et al (115); 'Gutiérrez-Rodriguez et al (116); “Burek et al (117). n= nlimero de individuos; fg= frequéncia génica obtida pela
formula fg=1-V(1-F); F= frequéncia observada. NT=N3o tipificado.*P<0,005; **P<0,01; ***P<0.05.

)

Pk

N
Tabela 14. Frequéncias dos genes KIR na regiao de Campinas e em 8 populacoes brasileiras
Populacées brasileiras 2DL1 _ 2DL2 2DL3 __2DL4 _ 2DL5 2DP1___2DS1__ 2DS2 _2DS3 __2DS4 _ 2DS5 _3DL1__ 3DL2 _3DL3 __ 3DP1__ 3DS1
Nosso estudo (n=292) 955 586 87,3 100 53,8 966 384 568 329 938 30,8 945 100 100 100 34,9
Parana, Norte e Noroeste(n=289)° 97,2 47,0 89,3 100 526 969 408  47,1* 266 938 346 941 100 100 100 39,1
Parana, Curitiba (n=164)° 97,4 594 84,6 100 51,9 947 421 592 325 936 31,9 927 100 100 NT 37,3
Minas Gerais (n=90)° 96,7 522 944 100 589 967 378 533 389 956 322 956 100 100 100 41,1
Rio Grande do Sul (n=200)° 980 560 84,0 100 54,0 100" 380 550 370 955 350 985 100 100 NT 39,6
Amazonia, Amerindios (n=40)° 930 650 80,0 100 85,0  NT 88,0 58,0 10,0 100 90,0+ 650 980 100 NT 70,0
Rondénia, PK(n=55)' 855* 673 855  NT NT NT 80,0 673  NT NT NT 81,8  NT NT NT 80,0
Rondonia, PS (46)' 97,8  26,1*  97,8* NT NT NT 478  261* NT NT NT 91,3 100 100 NT 30,4
Para, Belém (n=347)° 96,3  750* 902 974 70,0+ 970 430 424 334 87,3  542* 930 990 990  NT 56,0

2 Rudnick et al (118); ° Augusto et al (119); ® Middleton et al (120); ® Jobim et al (121); ° Ewerton et al (122); ' Single et al (123); ° Pedroza et al

(124).

*P<0,006; **P<0.05; PK= Provincia Karitiana; PS= Provincia Surui; NT= nao tipificado.



As frequéncias de genes KIR encontradas na populacdo do Estado de
Sao Paulo (Campinas) foram semelhantes as encontradas em regides vizinhas,
tais como, Parana (Curitiba) e Minas Gerais (Belo Horizonte). No entanto, foram
encontradas algumas diferencas significativas entre a populagdo estudada e as
populacdes do Rio Grande do Sul, Rondbnia, Parana (cidades no norte e nordeste

do Parana), Para e Amazénia.

As populacdes da regidao Norte do Brasil apresentaram distribuicées
diferentes em mais genes do que as populacées da Regido Sul do Brasil em
comparacao com a populagdo estudada. Os indios da Amazdnia apresentaram
padrbes distintos de distribuicdo com KIR2DL5, KIR3DL1, KIR2DS1, KIR2DSS3,
KIR2DS5 e KIR3DS1 com diferencas notaveis comparadas a todas as outras
populacées. De fato, os amerindios da Amazbnia parecem formar um grupo
diferente (122).

Em relagdo ao estado de Rondénia, KIR2DL1 e KIR3DL1 foram menos
frequentes em individuos da provincia Karitiana e KIR2DS1 e KIR3DS1 foram
mais frequentes. Na Provincia Surui KIR2DL2 e KIR2DS2 foram menos frequentes
e KIR2DL3 foi mais frequente. A populacdo do Para também apresentou
diferencas nos genes KIR2DL2, KIR2DL5, KIR2DS2, KIR2DS4, KIR2DS5 e
KIR3DS1.

Em relagdo as amostras do sul do Brasil (Norte e Noroeste do
Parana e Rio Grande do Sul), KIR2DL2 e KIR2DS2 foram menos frequentes em
individuos do Norte e Noroeste do Parana (P= 0,006 e P= 0,02), respectivamente)
e KIR2DP1 foi mais frequente em individuos do Rio Grande do Sul (P= 0,03).

5.4.2 Genétipos KIR na populacao de Campinas/SP

Os gendtipos KIR foram definidos e identificados de acordo com o
namero de identificacdo dado pelo banco de dados do Allele frequencies
www.allelefrequencies.net - (125). Até o momento, mais de 400 gendtipos KIR
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foram descritos em 137 populagcdées na literatura consultada. Na populacdo de
Campinas, foram encontrados 45 perfis (figura 15), dos quais 13 gendétipos
responderam por 88,9% de todos os genoétipos observados. Os restantes 32
gendtipos tiveram uma frequéncia igual ou inferior a 1,0%. O gendtipo AA foi o
gendtipo mais frequente (27,4%).

Augusto et al. (2012)"'® compararam os genétipos de Curitiba e Belo
Horizonte, em um estudo prévio, demonstrando similaridades entre essas
populacbées. Considerando que também foram encontradas semelhancas entre
essas populagdes e a populacdo de Campinas, nés comparamos 0s gendtipos
dessas trés populagdes e os dados sao apresentados na figura 16. Estas trés
populacdes apresentaram 10 perfis em comum (allele net database IDs : 1, 4, 5, 2,
3,6,7,9, 11 e 70), que foram os perfis mais frequentes nas trés populacoes.
Campinas e Curitiba tiveram 7 perfis comuns nao encontradas em Belo Horizonte
(allele net database IDs: 10, 15, 69, 71, 73, 81 e 106); Campinas e Belo Horizonte
também tiveram 7 gendétipos comuns nao encontrados na populacdo Curitiba
(Frequéncia alélica IDs : 8, 13, 30, 72, 79, 90 e 228); Curitiba e Belo Horizonte
tiveram 1 perfil em comum que ndo foi encontrado na populacdo de Campinas
(allele net database IDs : 27) e em nosso estudo 21 gendtipos descritos ndo foram
encontrados em Curitiba e Belo Horizonte (allele net database IDs : 12, 18, 19, 36,
46, 48, 57, 61, 68, 76, 80, 94, 97, 118, 159, 190, 204, 240, 293, 332 e 346 ).
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ID
3191312182222 123123/ 3|=|z Allel . . | Grupode
é é é é é é é é é é é é é é é é Fr(equeegc)’ N'| Frequéncia Haplgtipos
Net database)

] ] 1 30 274 A/A

] ] 4 36 12.3 B/x

] 5 26 8.9 B/x

2 24 3.2 B/x

3 14 4.3 B/x

6 13 45 B/x

19 10 3.4 B/x

71 10 3.4 B/x

7 8 2.7 B/x

73 3 2.7 B/x

| ] 70 7 2.4 B/x

9 4 1.4 B/x

| 90 4 1.4 B/x

] 13 3 1.0 B/x

] 36 3 1.0 B/x

] 68 3 1.0 B/x

] 69 3 1.0 B/x

| 72 3 1.0 B/x

] 10 2 0.7 B/x

] 11 2 0.7 B/x

18 2 0.7 B/x

] 57 2 0.7 B/x

76 2 0.7 B/x

B 97 1 0.3 B/x

. 8 1 0.3 B/x

12 1 0.3 B/x

] 15 1 0.3 B/x

] 30 1 0.3 B/x

46 1 0.3 B/x

48 1 0.3 B/x

] 61 1 0.3 B/x

79 1 0.3 B/x

30 1 0.3 B/x

81 1 0.3 B/x

94 1 0.3 B/x

106 1 0.3 B/x

118 1 0.3 B/x

159 1 0.3 B/x

190 1 0.3 B/x

204 1 0.3 B/x

228 1 0.3 B/x

240 1 0.3 B/x

293 1 0.3 B/x

332 1 0.3 B/x

346 1 0.3 B/x

Figura 15. Perfis de genétipos KIR e frequéncias observadas na populacao
brasileira. Retangulos cinzas indicam presenca de genes e os retangulos brancos
indicam auséncia de gene; ID = os numeros de identificagdo de acordo com o banco
de dados do www.allelefrequencies.net, N = numero de individuos com o perfil; F =
Frequéncia, GH = grupo de haplétipos.

117



5.4.3 Frequéncias das variantes de KIR2DS4 na populacao de
Campinas/SP

Os genotipos AA (N=80) foram divididos em trés grupos de acordo com
o tipo de KIR2DS4. Os individuos que possuiam dois grupos de alelos com as
sequencias completas de KIR2DS4 foram denominados KIR2DS4completos e
apresentaram frequéncia de 11,3%, os individuos que possuiam dois grupos de
alelos com a delecdo de 22pb foram denominados de KIR2DS4del e
apresentaram frequéncia de 58,7%, e os individuos que eram heterozigotos,
apresentando um grupo de alelos com a sequencia completa e outro com a
variante deletada foram denominados KIR2DS4completo/del e foram encontrados

em 30,0% dos individuos com gendtipo AA.

Adicionalmente, a freqiéncia de individuos carregando pelo menos uma
variante deletada foi alta na populacdo estudada (77,1%) e individuos com
gendtipo AA e sem KIR2DS4 funcional (grupo del) foram 16,0% de toda a
populacao.

Campinas Curitiba Belo Horizonte
] 1 3

21 1 86%
12,4% 1.5% ! 1,1% 3,3%

4,6% .

11,5%
7
37%

10

73,3% 2

78,7%

) Comum a todas as populagtes
B Fomente em Campinas e Curitiba

@ Unicos na populacio
B Somente Campinas e Belo Horizonte

! Somente Curitiba e Belo Horizonte

Figura 16. Perfis de gendtipos KIR e freqliéncias observadas na populacao
de Campinas (n=292), Curitiba (n=164) Belo Horizonte (n=90)

118



5.4.4 Frequéncias dos ligantes HLA na populacao de Campinas/SP

Os individuos foram comparados de acordo com o repertorio KIR e o
repertério dos ligantes HLA. Os pares de receptor/ligante analisados foram:
KIR3DL1/3DS1 com Bw4, KIR2DL2/3 e KIR2DS2 com HLA-C1, KIR2DL1/2DS1
com HLA - C2 e KIR3DL2 com HLA-A3/A11.

Os resultados observados sdo apresentados na Tabela 15. A
respeito dos ligantes, o HLA-C1 foi mais comum do que o ligante HLA-C2 (78,4%
versus 66,7%). Bw4 foi encontrado em 61,9% dos individuos e HLA-A3/11 foi

detectado em 29,7% das amostras.

As frequéncias observadas para os diferentes pares KIR+HLA na
populacdo do Sudeste do Brasil, da maior para a menor, foram as seguintes:
KIR2DL2/3 com C1 (78,4%), KIR2DL1 com C2 (64,0%), KIR3DL1 com Bw4
(58,2%), KIR3DL2 com A3/11 (30,4%). Em relacdo aos genes de ativacdo em
ordem descrescente foram: KIR2DS2 com C1 (46,5%), KIR2DS1 com C2 (23,3%)
e KIR3DS1 com Bw4 (19,9%).
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Tabela 15 — Ligantes HLA e combinagcdo dos genes KIR com seus respectivos

ligantes.

Combinacoées de KIR Individuos (N) Frequéncia (%)
HLA- Ligantes

A3/A11 87 29,7

Bw4 181 61,9

Bw480I 128 43,8

Bw480T 93 31,8

C1 229 78,4

Cc2 195 66,7

KIR e HLA ligantes

Inibidores

KIR2DL1 + C2 187 64,0
KIR2DL2 + C1 138 47,2
KIR2DL3 + C1 199 68,1
KIR2DL2/3 + CA 229 78,4
KIR3DL1 + Bw4 170 58,2
KIR3DL1 + Bw480I 119 40,7
KIR3DL1 + Bw480T 88 30,1
KIR3DL2 + A3/A11 89 30,4
Ativadores

KIR2DS1 + C2 68 23,3
KIR2DS2 + CA 136 46,5
KIR3DS1 + Bw4 58 19,9
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5.4.5 Numero de pares de KIR inibidores com seus respectivos

ligantes.

Um a quatro pares de KIR inibidores/HLA ligantes foram
determinados (Tabela 16). A presenca de dois pares foi mais frequente (42,7%),
seguido por trés pares (32,6%), um par (16,5%) e quatro pares (7,9%). A maioria
dos individuos (99,7%) teve pelo menos um ligante KIR inibidor. No entanto, um
individuo (0,3%) apresentou os genes KIR inibidores: KIR2DL2/3, KIR3DL1 e
KIR3DL2, mas nao apresentou os respectivos ligantes (HLA-C1, HLA-Bw4 e HLA-
A3/A11).

Tabela 16. Combinacdo dos pares KIR + HLA e suas frequéncias na

populacao de Campinas.

Numero KIR+Ligantes HLA Individuos Frequéncia
de (N) (%)
pares

0 Nenhum par 1 0.3
1 2DL2/3 + C1 32

2DL1 + C2 14

3DL1 + Bw4 2

3DL2 + AB/A11 0 16.5
2 2DL2/3 + C1 e 3DL1 + Bw4 43

2DL2/3+ C1 e 2DL1 + C2 38

2DL1 + C2 e 3DL1+ Bw4 22

2DL2/3 + C1 e 3DL2 + A3/11 15

2DL1 + C2 e 3DL2 + A3/11 7

3DL1 + Bw4 e 3DL2 + A3/11 0 42,7
3 2DL1 + C2 e 2DL2/3 +C1 e 3DL1 + Bw4 52

2DL1 + C2 e 3DL1+ Bw4 e 3DL2 +A3/11 17

2DL2/3 + C1 e 3DL1 + Bw4 e 3DL2 + A3/11 11

2DL1+ C2 e 2DL2/3 + C1 e 3DL2+ A3/11 0 32.6
4 2DL1 + C2 e 2DL2/3 + C1 e 3DL1 +Bw4 e 3DL2 +A3/11 23 7.9

121



122



5. Discussao
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O presente estudo teve como objetivo buscar novos marcadores em
genes da resposta imune capazes de prever susceptibilidade, melhor ou pior
prognéstico e resposta ao tratamento do LDGCB. O desenvolvimento de LDGCB
parece estar relacionado a respostas imunes ineficazes, devido a frequente
associacdo desse linfoma com estados de imunossupressdo.(2,19) Nesse
contexto, as células envolvidas nas respostas imunolégicas, tais como as células

NK, que desempenham papel importante nesse processo.

Em condigbes normais, as células NK sdo tolerantes as células do
préprio organismo pela interacdo de receptores inibidores (KIR e NKG2A)
presentes na superficie dessas células com ligantes HLA. Diversas evidéncias
sugerem que em muitas transformacées malignas e infecgdes virais ha diminuigéo
da expressao de moléculas HLA nas células alteradas, na tentativa de escapar do
sistema imunoldgico. Como descrito anteriormente, a ativacdo das células NK, por
um lado, requer a auséncia do ligante (hipdtese missing-self) e por outro, pode
ocorrer da interacdo de receptores KIR ativadores com os ligantes HLA. Esse
balanco entre ativagéo e inibicdo da célula NK esta diretamente relacionado as
interagdes KIR-HLA, e varia de acordo com a afinidade da interagcdo, bem como,

da quantidade de interacdes.

As moléculas KIR e HLA sdo muito polimérficas, cujos genes estédo
localizados em diferentes cromossomos e segregam independentemente, gerando

inumeras possibilidades de combinacdes KIR-HLA.

Assim, muitos estudos tém investigado a diversidade dos genes KIR e
HLA na susceptibilidade ou protecao de diversas malignidades, tais como cancer
de mama,(126) melanoma,(62) carcinoma hepatocelular,(63) cancer cervical(64),
leucemias linfoides(127) e mieloides,(128) porém, em linfomas, os dados sao

escassos.(67)

De acordo com a literatura consultada esse € o primeiro trabalho
avaliando os genes KIR e HLA com a incidéncia de LDGCB. Em relagéo a esses
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genes na susceptibilidade ao desenvolvimento de LDGCB, foi encontrada
associacao do gene KIR2DL2 com protecao ao desenvolvimento de LDGCB, pois
a frequéncia desse gene foi significantemente menor nos pacientes. Esse
resultado manteve-se significativo também na analise com a presenca do ligante
HLA-C1, porém nao foram encontradas associagdes desse gene nas analises de
sobrevida e na resposta terapéutica, sugerindo que a presenca do gene KIR2DL2
individualmente ou com o respectivo ligante C1 tém influéncia na protecdo ao
desenvolvimento da doenca, mas uma vez a doenca instalada, ndo tem impacto

na progressao.

Condizente com o resultado encontrado em nosso estudo, outro estudo
avaliando genes da resposta imune em pacientes com varios tipos de LNH
desenvolvidos pés-transplante, o gendtipo KIR2DLZ2/KIR2DS2 foi associado a
maior protecdo ao desenvolvimento de LNH em uma analise exploratoria, porém,

apos andlise de validagao essa associacao perdeu significancia.(67)

O gene KIR2DLZ2 frequentemente ¢é relatado conjuntamente ao
KIR2DS2 em estudos de associacdes, devido a esses dois genes estarem em
forte desequilibrio de ligacdo(129) No presente trabalho, apesar desses genes
estarem em desequilibrio, o gene KIR2DSZ2 apresentou-se ligeiramente mais
frequente que KIR2DLZ2 nos pacientes, e a comparacdo de KIR2DSZ2 entre
pacientes e controles apresentou apenas uma tendéncia com esse gene sendo

mais frequente nos controles( P= 0,08).

No estudo de Stern et al (67) a presenca do gendtipo
KIR2DL2/KIR2DS2 foi relacionada a menor sobrevida nos pacientes. (67)

infelizmente, ndo conseguimos confirmar essa associagao.

O gene KIR2DL2 é um gene de inibicdo que tem sido descrito em
associacdo com outros canceres. (127,128) Em um estudo avaliando os genes
KIR em pacientes com leucemia mieloide crénica (LMC) foi encontrada associacao
de KIR2DLZ2 e ou KIR2DS2 com o ligante C1 como fator de protecdo ao
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desenvolvimento de LMC.(128) Esse resultado, apesar de ser encontrado com
LMC é condizente com o modelo apresentado no nosso estudo, porém, no
presente estudo o gene KIR2DSZ2 nao apresentou resultados significativos,

apenas tendéncias.

A reducdo na presenca de KIR2DLZ2 encontrada nos pacientes com
LDGCB pode indicar maior propensado dos pacientes a terem haplétipos A que
haplétipos B,(130) porém nao foram encontradas associacoes significativas com o
gendtipo AA (haplétipo A homozigoto). Esse genotipo foi apenas sutiimente mais
frequente nos pacientes quando comparados aos controles (33,0% versus 28,4%
respectivamente). Por outro lado, o genédtipo AA apresentou uma tendéncia na
analise de sobrevida, sendo relacionado a menor sobrevida global nos pacientes,

entretanto nao tivemos poder estatistico para confirmar essa associacao.

Como descrito anteriormente, estudos avaliando KIR e linfomas sao
escassos. Besson et al. (65) em um estudo familiar, avaliaram os genes KIR em
pacientes com linfoma de Hodgkin e encontraram associacdo de KIR3DS1 e
KIR2DS1 e protecdo da doencga. Outro estudo avaliou pacientes com linfoma
folicular e ndo encontrou associacdo dos genes KIR com susceptibilidade ou
protecdo ao desenvolvimento de linfoma folicular.(66) Entretanto o numero de
pacientes (n=20) e controles (n=62) avaliados nesse estudo foi muito pequeno.

Em relagdo aos ligantes HLA, foi encontrada associacdo do ligante
HLA-Bw4 e HLA-Bw480l com estadios mais avancados da doenga. O ligante HLA-
Bw4 é o ligante do receptor KIR3DL1 e as moléculas HLA-Bw4 de acordo com
determinados aminoacidos presentes na posicao 80, apresentam diferentes
afinidades pelo KIR3DL1 (HLA-Bw4 com Treonina na posicao 80 possui menor
afinidade e HLA-Bw4 com |Isoleucina na posicdo 80 possui maior
afinidade).(53,54) Nesse contexto, talvez a frequéncia aumentada do ligante HLA-
Bw4 encontrada nos pacientes em estadios avangcados esteja relacionada a maior
inibicao da célula NK, bem como pior resposta imune.
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Em relacdo a resposta ao tratamento, diversos estudos tem
demonstrado um importante papel da ADCC mediada por NK na atividade
antitumoral do Rituximabe.(131-135) Borgerding et al (136) avaliaram a influéncia
da interagdo KIR/HLA na eficacia da ADCC induzida pelo Rituximabe em modelo
in vitro e demonstraram que a interacdo HLA com ligantes KIR inibidores
(KIR2DL1 com C2 e KIR2DL2/KIR2DL3 com C1) influenciam negativamente a
ADCC, de forma que a auséncia do ligante ou diminuicdo na expressao do ligante
permite uma ativacao da células NK com melhor ADCC.

No presente trabalho, foi encontrada tendéncia do gene KIR2DL3 com
melhor resposta ao tratamento. Dos receptores inibidores com 2 dominios
extracelulares, o receptor KIR2DL3 é o que possui a interacdo mais fraca com o
seu ligante. Em ordem decrescente: KIR2DL1 com ligante C2 é o mais forte,
seguido de KIR2DL2 com C1 e por ultimo o KIR2DL3 com C1).(55, 137) Nesse
contexto, talvez, a interacado do gene KIR2DL3 com o ligante seja mais facil de ser
interrompida mediante um sinal ou varios sinais ativadores. Essa hipétese tem
sido descrita em outros estudos que também encontraram esse gene associado a

melhores resultados com outras doencgas. (138)

Em relagdo aos dados de sobrevida, diversos estudos encontraram
associacdo dos genes KIR com melhor ou pior prognosticos em diversas
doencas.(126,127) No modelo com LDGCB, entretanto, ndo conseguimos
encontrar dados significativos. Observamos apenas uma tendéncia com maior
sobrevida livre de progressdo nos pacientes com KIR2DL3 presente.
Considerando que KIR2DL3 foi mais frequente nos pacientes com melhor resposta
ao tratamento é plausivel que os individuos que apresentem esse gene tenham

também melhor sobrevida.

Funcionalmente e fenotipicamente, as células NK podem ser divididas
em dois tipos. O subtipo CD56%™ representa as células responsaveis pela
citotoxicidade natural e ADCC, sdo encontradas mais comumente no sangue

periférico e bago e sdo as células envolvidas no mecanismo de acdo do
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Rituximabe, e o subtipo (CD56™™) que é encontrado principalmente nos
linfonodos e em tecidos linfoides associados a mucosas, as células deste tipo
funcionalmente produzem citocinas em abundancia, incluindo TNF e IFN-y, e via
producdo de citocinas, influenciam a resposta Th1, ativam células apresentadoras
de antigenos, e reprimem a proliferacao de células transformadas.(132)

A producao e expressao de diversas citocinas tém sido relacionadas a
polimorfismos especificos em regides promotoras e reguladoras de genes de
citocinas.(86, 93, 105, 139-140) Além disso, estes polimorfismos tém sido

associados ao desenvolvimento ou progressao do LDGCB. (85,88-90)

No presente estudo, as andlises dos polimorfismos de genes
reguladores de TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10 e TGF-B1 e de sua possivel influéncia na
susceptibilidade e curso clinico do LDGCB demonstraram que o polimorfismo
IFNG+874, o qual tem sido associado aos niveis de produgcdo de IFN-y,(97)
parece ter impacto no desenvolvimento de LDGCB, pois foram encontradas
associacdes de [IFNG+874/A:A (baixo produtor) com susceptibilidade ao
desenvolvimento da doenca, e do genétipo IFNG+874/T:A (produtor intermediario)
com maior resisténcia ao desenvolvimento de LDGCB.

Este resultado é semelhante a outro estudo, no qual o gendétipo
IFNG+874/A:A foi relacionado a maior risco de desenvolver desordens
linfoproliferativas pos-transplante.(141) Contrariamente Stern et al (67) néo
encontrou associacdo de IFN com risco de LNH pés-transplante, nem com melhor
ou pior sobrevida.

-819, -592, foram

Em relacdo a IL-10, os polimorfismos [IL10'%?
relacionados com a producdo desta citocina, € os estudos avaliando esses
polimorfismos tém relatado resultados inconsistentes.(141-143) As associacoes
mais comumente descritas correlacionaram o alelo -1082G (genétipos GG:GA) e —
3575T:A com o risco de desenvolver LDGCB.(74, 143-145) Entretanto, inumeros

outros estudos falharam em confirmar essa associagéo.(146,147) No presente
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estudo, ndo foi encontrada correlacdo dos gendtipos IL10-1082/GG:GA com o
risco de desenvolver LDGCB. Entretanto, os gendtipos /IL10-819/C:C (rs1800871)
e IL10-592/C:C (rs1800872) foram correlacionados a protecao ao desenvolvimento
de LDGCB. Além disso, foi encontrada associacao do gendétipo IL10-1082G:G com
melhor sobrevida livre de progressao. Semelhante a esse resultado Lech-Maranda
et al. (148) encontraram associagéao dos genétipos /IL10-1082/GG:GA com melhor
sobrevida global e melhor taxa de remissdo completa e mostraram que o0s
gendtipos IL10-819/C:C e IL10-592/C:C foram correlacionados com 0s niveis

séricos elevados de IL-10 em pacientes com LDGCB.

Alguns autores tém relatado correlacdes do gendtipo TNF?% referente
a alta producao de TNF-a, com maior risco de desenvolver LNH, particularmente o
LDGCB.(145,149,150) No entanto os resultados obtidos neste e em outros
estudos mostraram que o polimorfismo TNF®% nao havia influenciado no

desenvolvimento de LDGCB.

Em relagdo a IL-6 o polimorfismo no gene IL6'* foi associado a
transcricdo e expresséo de IL-6 e varios estudos sugerem o envolvimento dessa
citocina nos linfomas.(151-153) Pacientes com niveis elevados de IL-6 tém
apresentado menores sobrevidas globais comparados a pacientes com niveis
normais(151-153,154) e o gendtipo rs1800796 foi associado a menor risco de
morte.(155) Entretanto, no presente estudo ndo foi possivel mostrar uma
correlagdo genética do polimorfismo desta citocina com desenvolvimento e
progressdo do LDGCB e esse resultado esta de acordo com Lan et al. (74), que

também n&o encontrou associagées com esse polimorfismo.

TGF-p1 é uma citocina multifuncional anti-inflamatéria que tem
participacao em diferentes situacgdes fisiolégicas inluindo: controle de ciclo celular,
controle da hematopoiese, diferenciacdo celular, angiogénese, inducado de
apoptose e formacdo de matriz celular.(91-93) Nos LNH, a expressao desta
citocina vem sendo associada a linfomas mais agressivos e o genétipo alto

produtor desta citocina foi associado a prognédsticos desfavoraveis.(156-158)
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Entretanto, no presente estudo, nao foi observado impacto dos gendtipos de
TGFB1 no LDGCB.

Em relacdo a distribuicio dos genes KIR na populacdo de
Campinas/SP, nao surpreendentemente, as frequéncias de genes encontrados na
populacdo do Sudeste do Brasil foram semelhantes as relatadas em outras
populacdes caucasianas, tais como Argentina, Itdlia, Franca e Estados Unidos, e
também semelhantes a populacdo libanesa. Por outro lado, diferencas
consideraveis foram encontradas em determinados genes KIR com resultados
notaveis comparando principalmente a populagdo de Campinas com populacoes

distantes da Asia e sudeste da Africa e indigenas.

O gendtipo AA que corresponde ao haplétipo A homozigoto foi 0 mais
frequente, encontrado em 27,4% da populagéo e este resultado € semelhante aos
resultados observados em outras populagdes, com excecdo dos amerindios da
amazodnia que tém frequéncia muito baixa desse perfil (2,5%, P<0,0001) e
asiaticos que tém uma frequéncia muito alta deste perfil (Chinés 56,0%,
P<0,0001).

Em relacdo as regides brasileiras Campinas apresentou padrdao de
distribuicdo dos gendtipos KIR semelhante ao de outras cidade urbanas e vizinhas
(Curitiba e Belo Horizonte) com muitos genétipos comuns as trés populacoes,
porém 21 gendtipos foram descritos somente na populacao de Campinas. Destes
21 gendtipos encontrados na populacao de Campinas, 12 foram previamente
descritos em outras populagdes brasileiras (www.allelefrequencies.net), entretanto
9 gendtipos nunca haviam sido descritos em populacdes brasileiras e alguns deles
S80 raros em europeus ou euro-descendentes (www.allelefrequencies.net) com

distribuicao restritas a regides distantes do mundo.

Estas proporcbes de gendtipos comuns e Unicos para cada grupo
analisado pode ser explicado pela intensa miscigenacao da populacao brasileira,

que € resultado de diversas unides interétnicas de nativos locais com imigrantes
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europeus e asiaticos que vieram ao pais nos ultimos 5 séculos (118,119,121).

Em relacdo aos pares de genes inibidores um individuo apresentou os
genes KIR inibidores: KIR2DL2/3, KIR3DL1 e KIR3DL2 mas nao apresentou 0s
respectivos ligantes (HLA-C1, HLA-Bw4 e HLA-A3/A11).

Na populacao do Norte e do Nordeste PR, também foi encontrado um
individuo com os mesmos genes KIR e sem o0s respectivos ligantes.(118)
Aparentemente, ndo ter nenhum par de ligante inibidor ndo € um problema, pois,

h& outros receptores inibidores presentes na célula NK.(46,120)
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7. Conclusao
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A investigagdo dos genes KIR, dos ligantes HLA de classe | e dos
complexos KIR-HLA nao demonstrou nenhuma associacao de susceptibilidade ao
desenvolvimento de LDGCB, mas o gene KIR2DL2 com ou sem a presenca do

ligante C1 foi correlacionado a protecéo ao desenvolvimento de LDGCB.

A avaliacdo da evolugao clinica dos pacientes demonstrou associacao
dos ligantes HLA-Bw4 e HLA-Bw4 801 com estadios mais avancados da doenca,
entretanto, ndo foram encontradas associagcdes com sobrevida global ou

sobrevida livre de progresséo.

Na avaliagdo dos pacientes de acordo com a resposta terapéutica
houve uma tendéncia da presenca de KIR2DL3 estar relacionada a melhor
resposta terapéutica.

Em relacdo a avaliagdo genética dos polimorfismos em genes
reguladores de citocinas foram encontradas associacoes de IFNG+874/A:A (baixo
produtor) com susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca, e do gendtipo
IFNG+874/T:A(produtor intermediario) e dos genétipos IL10-819/C:C (rs1800871)
e IL10-592/C:C (rs1800872) com protecédo ao desenvolvimento de LDGCB.

A avaliagcdo dos polirmorfismos em genes de citocinas na evolugéao
clinica do LDGCB demonstrou o genétipo IL10-1082G:G com melhor sobrevida
livre de progressao.

Em relacdo a avaliacdo da resposta terapéutica, ndo foi encontrada
nenhuma associagao dos polimorfismos de citocinas com melhor ou pior resposta

ao tratamento.

As distribuicdes dos genes KIR na regidao Sudeste do Brasil foram
semelhantes as de outras populacdes caucasbides, com algumas diferencas

interessantes.

Desta forma, baseado nos resultados, os genes KIR e os polimorfismo
de citocinas parecem ter influéncia no LDGCB.
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No futuro, novas andlises dos genes KIR e dos polimorfismos em genes
de citocinas envolvendo um namero maior de individuos poderao confirmar esses
resultados e talvez possam contribuir para explicar melhor a magnitude da
resposta imune em pacientes com LDGCB.
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