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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

AIDS: sindrome da imunodeficiéncia adquirida
BCG: Bacillus Calmette-Guérin

CL: leishmaniose cutanea

DA: distancia genética de Cavalli-Sforza modificada
DRD2: receptor de dopamina tipo 2

DRD4: receptor de dopamina tipo 4

DTH: hipersensibilidade do tipo tardia
EUA/USA: Estados Unidos da América

GM: imunoglobulina de cadeia pesada

HBV: virus da hepatite B

HCV: virus da hepatite C

HIV: virus da imunodeficiéncia humana

HLA: Antigeno Leucocitario Humano

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IgE: imunoglobulina E

IgG: imunoglobulina G

IgM: imunoglobulina M

IL1B: interleucina 1 beta

IL2: interleucina 2

IL4: interleucina 4

IL4R: receptor de interleucina 4

IL6: interleucina 6
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IL10: interleucina 10

IL12a: interleucina 12 alfa

IL12B: interleucina 12 beta

IL12RB: cadeia beta do receptor da 1L12

IL13: interleucina 13

INFy: interferon gama

INFyR: receptor de interferon gama



KM: imunoglobulina de cadeia leve

LAM: latino americano mediterraneo

LTa: linfotoxina alfa

Lyp: fosfatase intracelular linféide especifica
MAF: freqliéncia do alelo menos freqliente

MHC: Complexo Principal de Histocompatibilidade
ML: leishmaniose visceral

MSMD: suscetibilidade mendeliana a doenga micobacteriana
MTB: Mycobacterium tuberculosis

NB: Corpo Nuclear

NK: células exterminadoras naturais

P2X7: receptor purinérgico P2X7

PAMP: Padrdo Molecular Associado ao Patdgeno
PKDL.: leishmaniose dermal pos-calazar

PPD: derivado de proteina purificada

PRR: Receptor de Reconhecimento de Padréo
PTPN22: proteina tirosina fosfatase, ndo receptor tipo 22
RSV: virus sincicial respiratério

SARS: sindrome respiratoria aguda severa

SNP: polimorfismo de nucleotideo Unico

SP110: proteina de corpo nuclear

STR: seqliéncia curta repetida em tandem

TCR: Receptor de Celula T

TB: tuberculose

TGF-B: fator de crescimento transformador beta
Th: célula T auxiliar

TI: Terras Indigenas

TLR: Receptor do tipo Tool

TNFa: fator de necrose tumoral alfa

TNFRL1: receptor 1 do fator de necrose tumoral
VDR: Receptor de Vitamina D



RESUMO

As populagbes nativas americanas apresentam uma maior prevaléncia de
doengas infecciosas do que as populagdes ndo nativas que habitam o mesmo ambiente.
Evidéncias sugerem que essa maior prevaléncia seja o resultado de uma maior
suscetibilidade as doengas infecciosas. H4 uma gama de fatores que s&o responsaveis
por essa maior suscetibilidade, sendo a habilidade de desenvolver uma resposta imune
adequada aos patogenos intracelulares o principal deles. Essa habilidade € influenciada,
em parte, por fatores genéticos. Varios sdo os genes relacionados com a diferenciagdo
das células ThO em Th1 ou Th2. Esses subconjuntos celulares desencadeiam padr@es de
resposta imune bastante diferenciados que sdo responsaveis pelo combate aos diferentes
antigenos. Estudos que analisaram a suscetibilidade das populacdes nativas as doencas
infecciosas demonstraram uma predominancia de um padrdo Th2 de resposta imune
nesses grupos. Com o objetivo de investigar a variabilidade em genes de resposta imune
em amerindios, neste estudo foram analisados 32 polimorfismos em 18 genes
envolvidos com a resposta imune identificados com resisténcia/suscetibilidade as
doengas infecciosas (VDR, SP110, P2X7, PTPN22, IL1B, IL12a, 1L12B3, IL12Rp1,
IFNy, IFNyR1, TNFa, TNFR1, IL2, IL4R, IL4, IL8, IL10 e IL6). A amostra foi
composta por 98 individuos da etnia Aché, 72 individuos Guarani-Nandeva, 72
individuos Guarani-Kaiowa e 72 individuos Kaingang. A populacdo Kaingang foi
polimérfica para todas as variantes analisadas, enquanto que as demais populacGes
apresentaram uma freqiéncia do alelo menos frequente (MAF) abaixo de 0,1 em
diversos SNPs. As variantes com essa baixa variabilidade foram nos genes SP110,
PTPN22, TNF-a, IL-6, IL12Rp1, IL-10, IFN-y, TNF-aR1 e IL-12a, associados com um
padrdo Thl de resposta imune. O grau de variabilidade dessas populagdes parece se
correlacionar com miscigenacao, a populacdo Kaingang é a mais miscigenada e a mais
variavel, enquanto que a populacdo Aché é ndo miscigenada e a menos variavel. A
relacdo entre baixa diversidade genética em Thl e predominancia de um padrdo Th2
poderia explicar, a0 menos parcialmente, a alta suscetibilidade das populacGes
amerindias as doencas infecciosas. A baixa variabilidade observada nesses grupos pode
ser o resultado de um efeito fundador, de uma alta taxa de endocruzamento associado
com o isolamento durante o processo de formacdo das tribos ou de selecdo natural.
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Estudos com outras populacbes amerindias sdo necessarios para um completo

entendimento dos processos evolutivos que moldaram o sistema imune nessa etnia.



ABSTRACT

The Native Americans have a higher prevalence of infectious diseases than non-
native populations living in the same environment. This highest prevalence is the result
of a higher susceptibility to infectious diseases. There are several factors that are
responsible for this higher susceptibility and the ability to develop adequate immunity
to intracellular bacterial pathogens is the main factor. This ability is partly influenced by
genetics. There are many genes associated with the ThO differentiation in Thl or Th2.
These cells subsets trigger differentiated immune response patterns, which are
responsible to combat different antigens. Studies that investigated native populations’
susceptibility to infectious diseases showed that they have a predominance of Th2
immune response pattern. The aim of this study was to investigate the variability in
response immune genes in Amerindians, considering 32 polymorphisms in 18 genes
involves in the immune response, previously identified with resistance/ susceptibility to
infectious diseases (VDR, SP110, P2X7, PTPN22, IL1B, IL12a, IL12B, IL12RB1, IFNy,
IFNYR1, TNFa, TNFR1, IL2, IL4R, IL4, IL8, IL10 and IL6). The sample was
composed by 98 individuals from the Aché population, 72 individuals from Guarani-
Nandeva, 72 individuals from Guarani-Kaiowa and 72 individuals from Kaingang
populations. The Kaingang population was polymorphic for all variants investigated.
The variants in SP110, PTPN22, TNF-a, IL-6, IL12RpB1, IL-10, IFN-y, TNF-oR1 and
IL-120 genes showed minor allele frequencies lower than 0.1, which demonstrates that
they are not polymorphic in these populations. Overall reduced variability was observed
in these genes mainly in those associated with a Thl immune pattern. The degree of
variation was associated with admixture; the Kaingang the most admixed population
showed more variability than the Aché where no admixture was detected. The
relationship between low genetic diversity and Th2 predominance could explain at least
partially the high susceptibility of these populations to infectious diseases. The low
genetic variability in these genes could be explained through a founder effect or by high
inbreeding associated with isolation during the tribalization process. The possibility also
exists that these differences might be due to a restricted immune system shaped by
natural selection. More Amerindian populations should be investigated to disclose the
full spectrum of variation of these immune response genes in Amerindians before a

conclusion could be reached.



CAPITULO I - INTRODUCAO
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I.1. Os nativos sul-americanos

Muitas perguntas permanecem sem resposta quando a questdo é a origem das
populacbes amerindias, contudo um crescente nimero de estudos tem fundamentado
algumas importantes conclusdes em relacio a origem desses povos. E consenso entre os
pesquisadores que os povos indigenas das Américas sdo descendentes de um grupo de
migrantes asiaticos, mas a datacao dessa migracao e a rota utilizada por esses migrantes,
assim como sua origem ainda sdo pontos ndo completamente elucidados (Crawford,
1998; Fiedel, 1992; Jablonski, 2002).

Em revisdo sobre o assunto, Salzano (2007) considerou evidéncias geoldgicas,
arqueoldgicas, paleoantropologicas, morfologicas, linguisticas, genéticas e
microbiologicas e concluiu que o cenario mais provavel para a colonizacdo da América
seria 0 de uma Unica onda de migracdo, originaria das Montanhas Altai, na Sibéria, sem
descontinuidade no tempo. Esses migrantes teriam entrado no continente ha 15000 anos,
provavelmente usando a costa do Pacifico como rota de disperséo.

Trabalhos posteriores ao de Salzano acrescentam importantes informacdes
referentes a essa questdo. Mulligan et al. (2008), baseados em dados de DNA
mitocondrial (mtDNA), reforcaram o modelo de saida de Beringia (Bonatto &
Salzano, 1997a; b), considerando que os ancestrais amerindios teriam permanecido de
maneira estavel na Beringia por um periodo de 7000 a 15000 anos. Apds, teria ocorrido
uma rapida expanséo para o interior da América cerca de 16000 anos atras. A rota da
expansao, se através do corredor livre de gelo ou ao longo da costa do Pacifico, ndo
pode ser elucidada nesse estudo. Ha, na literatura, evidéncias favorecendo ambas as
rotas de expansdo para as Ameéricas, sendo, portanto a dispersdo dos migrantes asiaticos
que vieram para as Américas uma questdo ainda sem solucdo (Dillehay et al., 2008;
Waguespack, 2007).

Também se observam discrepancias quando a questdo é a data de colonizagdo e o
numero de ondas de migragdo que ocorreram (Dillehay, 2009; Goebel et al., 2008).
Mesmo com essas incertezas em relacdo a data em que ocorreu a colonizagdo, alguns
estudos concordam que os indigenas ja viviam nas Américas quando o complexo Clovis
surgiu (Dillehay et al., 2008; Gilbert et al., 2008; Waters & Stafford, 2007; Waters et
al., 2011). Portanto, até 0 momento, a Unica certeza que se tem em relacdo a
colonizacao pré-histdrica das Américas é que ela foi um evento realizado por migrantes
asiaticos em uma datacao precoce [revisdo em Salzano (2011)].
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As populagbes indigenas da América exibem marcadas diferencas culturais,
linguisticas e bioldgicas. No entanto, as origens e a natureza dessa variabilidade, assim
como 0s processos que moldaram toda essa diferenciacdo entre os grupos, ainda ndo
estdo completamente estabelecidos (Perego et al., 2010; Salzano & Bortolini, 2002;
Salzano & Callegari-Jacques, 1988). Boa parte da histdria das populacfes nativas sul
americanas tem sido decifrada através de informacgdes provenientes de estudos
morfoldgicos, grupos sanguineos e HLA. Os trabalhos realizados mais recentemente
envolvem, por exemplo, DNA mitocondrial (Perego et al., 2010; Salzano, 2007), DNA
do cromossomo Y (Bortolini et al., 2003), e marcadores em cromossomos autossomaos.
Nessa Ultima categoria podemos citar os estudos com os receptores de dopamina DRD2
e DRD4 (Hutz et al., 2000; Tovo-Rodrigues et al., 2010), com as sequéncias curtas
repetidas em tandem (STRs) (Callegari-Jacques et al., 2011; Kohlrausch et al., 2005) e
com as inser¢Oes Alu (Heller et al., 2004; Mateus Pereira et al., 2005), dentre outros.

Atualmente, ha cerca de 400 etnias indigenas nas Américas, com aproximadamente
50 milhdes de individuos vivendo na Ameérica Latina, onde representam 10% da
populacdo total (PAHO, 2004). No Brasil, ha 238 povos listados, sendo que 43 destes
tém parte de sua populagdo residindo em outro(s) pais(es). Esses 238 povos somam,
segundo o censo do IBGE 2010, 817.963 pessoas. Destas, 315.180 vivem em cidades e
502.783 em areas rurais, 0 que corresponde aproximadamente a 0,42% da populacdo
total do pais. A grande maioria das comunidades indigenas vive em terras coletivas,
declaradas pelo governo federal para seu usufruto exclusivo. As chamadas Terras
Indigenas (TIs) somam, hoje, 669 unidades (PIB, 2012).

I. 2. Os indios Aché, Guarani e Kaingang

Os Aché sdo uma populacdo nativa do Paraguai oriental que utiliza uma lingua do
grupo Tupi e tém contato esporadico com ndo indios desde o seculo 17. Esse grupo
apresenta marcadas diferencas fisiologicas em relagdo aos demais amerindios. As
principais diferencas sdo a presenca de pele clara, barba espessa, maior tamanho do
dedo indicador, estatura baixa, bragos longos e pernas curtas (Hill e Hurtado, 1996).

Os primeiros antropélogos que estudaram a populacdo Aché, acreditavam que eles
eram descendentes de uma colonizagdo viking precoce ou de uma tribo perdida de
japoneses. Recentemente, Callegari-Jacques et al. (2008) observaram que eles
apresentam um background Tupi, com consideravel introgressdo de material genético
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Jé. Essa incorporacdo de material Jé seria possivelmente através de capturas de
individuos em guerras, uma vez que se sabe que essa absorcdo era um traco cultural
comum em tribos Tupi-Guarani.

Os Guaranis habitam areas do Paraguai, Bolivia, Argentina e sul do Brasil, onde sdo
uma das etnias com maior nimero de individuos. Eles utilizam uma lingua classificada
no tronco linguistico Tupi-Guarani e possuem contato com nédo indios desde o periodo
colonial. Contudo, a miscigenacao ndo € muito alta, uma vez que os Guaranis vivem em
reservas especialmente estabelecidas para eles (Menna-Barreto et al., 2005).
Atualmente, no Brasil, os indios Guarani vivem nos estados do Mato Grosso do Sul,
Sao Paulo, Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul. Eles s&o divididos em trés
subgrupos, de acordo com o dialeto que falam: Nandeva, Kaiowa e Mbya (Kohlrausch
et al., 2005). Dados da Funasa/Funai de 2008, computam uma populacdo de 51000
individuos para o Brasil (PIB, 2012).

Os Kaingangs sdo uma das principais tribos do sul do Brasil, assim como os
Guaranis. Sua designacdo mudou ao longo do tempo, nos séculos 16 e 17 eram
conhecidos como Guaianas, no século 19, como Coroados, até que em 1882 receberam
a denominacdo de Kaingang. Apesar da proximidade fisica e do convivio ao longo de
muitos séculos, diferem dos Guaranis em muitos aspectos culturais e biologicos. A
lingua dos Kaingang é da familia Jé. Eles sdo reconhecidos como descendentes de
nativos do platd sul-brasileiro. Eles dividem-se em dois grupos: Kamé e Kairu. Sua
populacdo foi drasticamente reduzida apds o contato com os colonizadores europeus e,
atualmente, sdo 33064 individuos que vivem em reservas nos estados do Rio Grande do
Sul, Parand, Santa Catarina e Sdo Paulo (PIB, 2012). A agricultura é sua principal
atividade de subsisténcia, embora a caca e a coleta de frutos também sejam importantes
(Tsuneto et al., 2003).

I. 3. Resposta Imune e a Imunogenética

Historicamente imunidade refere-se a protecdo contra doengas, principalmente
doengas infecciosas. As celulas e moléculas responsaveis pela imunidade formam o
sistema imunoldgico e sua resposta coletiva e coordenada a introducdo de substancias
estranhas (ou seja, substancias que nao sdo proprias do individuo) é denominada de

resposta imunologica (Abbas et al, 2008).
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Uma definicdo mais abrangente de imunidade coloca-a como uma reagdo a
substancias estranhas, incluindo microorganismos e macromoléculas como proteinas e
polissacarideos, e a pequenas substancias quimicas que sdo reconhecidas como
elementos estranhos independentemente das consequéncias fisioldgicas ou patoldgicas
de tal reacdo (Abbas et al, 2008). A imunidade é classicamente dividida em dois
processos denominados de imunidade natural e imunidade adquirida. Contudo, em
termos praticos, um numero cada vez maior de estudos tem demonstrado que esses
mecanismos interagem entre si para que ocorra 0 desenvolvimento da resposta imune
(Janeway & Medzhitov, 2002; Medzhitov & Janeway, 2000).

A imunidade natural, ou inata, é a linha de defesa inicial contra 0os microorganismos,
consistindo em mecanismos de defesa celulares e bioquimicos que ja existiam antes do
estabelecimento de uma infec¢do e que estdo programados para responder rapidamente
a esses episodios. Esse tipo de defesa caracteriza-se por uma resposta menos especifica
e de rapida assimilacdo, que apresenta uma duracdo limitada (Saalmuller, 2006). Seus
principais componentes sdo as barreiras fisicas e quimicas, tais como o epitélio e as
substancias antibacterianas nas superficies epiteliais; células fagocitarias como o0s
neutréfilos, as células dendriticas e os macréfagos (Steinman, 1991; Steinman & Cohn,
1973) e células NK (natural Killer); proteinas do sangue e citocinas (Glimcher et al.,
1977). Seus mecanismos de acdo sdo baseados em receptores de reconhecimento de
padrdo (PRRs), os quais reconhecem moléculas microbianas amplamente invariaveis e
conservadas. Essas moléculas sdo conhecidas como padrées moleculares associados ao
patdgeno (PAMPs). Apos reconhecer um PAMP, PRRs ativam diversos mecanismos
que iniciam a inflamagdo e a resposta imune, ajudando a montar a resposta imune
adaptativa (Barreiro & Quintana-Murci, 2010). A classe de PRRs melhor caracterizada
é a dos receptores do tipo Toll-like (TLRS), que sdo expressos na superficie celular ou
em compartimentos intracelulares e detectam microorganismos através do
reconhecimento de varios produtos bacterianos e acidos nucléicos virais (Akira et al.,
2006).

O outro tipo de imunidade é a adaptativa ou adquirida, onde ha uma especificidade
extraordinaria para distinguir as diferentes moléculas e uma habilidade de “lembrar” e
responder com mais intensidade a exposi¢Oes subsequentes a0 mesmo microorganismo.
Esse tipo de resposta necessita de mais tempo para se desenvolver, contudo, é mais
especifica e duradoura. Além disso, precisa ocorrer uma interacdo com o sistema imune
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inato para que a ativacdo da imunidade adquirida seja efetiva (Saalmiuller, 2006). Esse
tipo de resposta ¢ mediado pelos receptores de célula T (TCRs) e receptores de células
B (Cooper & Alder, 2006). Ha dois tipos de resposta adquirida: a humoral e a celular,
dependendo do componente do sistema imunoldgico que esta agindo.

A imunidade humoral é mediada pelas moléculas presentes no sangue e nas
secrecOes das mucosas, chamadas de anticorpos, que sao produzidas pelos linfocitos B.
Esse € o principal mecanismo de defesa contra microorganismos extracelulares e suas
toxinas, pois 0s anticorpos se ligam a eles e ajudam na sua eliminagédo (Lilic, 2009).

A imunidade celular é mediada pelos linfocitos T e promove a destruicdo de
microrganismos ou a destruicdo de células infectadas por virus e bactérias. Esses
organismos tém a capacidade de sobreviver e proliferar dentro de células do hospedeiro
onde estdo protegidos da acdo dos anticorpos, dai a necessidade da acdo dos linfocitos T
(Lilic, 2009).

Os linfocitos T auxiliares (Th) sd conseguem exercer suas fungBes com a
assisténcia das citocinas, que sdo pequenas proteinas que atuam na célula que as
produzem ou em células proximas. S&o proteinas mensageiras que regulam o
desenvolvimento, o reparo de tecidos e a resposta imune. Essas moléculas ligam-se aos
receptores especificos na membrana, ativando uma cascata que leva a expressdo de
genes gque induzem, aumentam ou inibem as vias de sinalizacdo intracelular.

Diferentes citocinas ativam a expressdo de diferentes genes que levam a
diferenciacdo das células ThO em Thl ou Th2. A diferenciagdo em Th1l depende da acédo
das interleucina-12 (IL-12) e 3 (IL-3), do interferon gama (IFN-y), ¢ do fator de necrose
tumoral beta (TNF-f). Ja o processo de diferenciagdo em Th2 ¢ mediado pelas IL-4, IL-
5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (Janeway, 1999).

I. 4. Imunogenética em indigenas

Héa duas teorias principais que procuram explicar por que 0s nativos americanos
sd0 mais suscetiveis aos novos patdgenos do que os ndo nativos, que sdo a hipotese da
memdaria imunologica e a hipotese da heterozigosidade do HLA. Ambas consideram
adaptacdes imunoldgicas.

A hipotese da memoria imunoldgica argumenta que a falta de exposicdo aos
patdgenos na infancia leva a um aumento na suscetibilidade a doencas infecciosas. Sem
essa exposicdo primaria, o sistema imune ndo estd apto a responder de maneira efetiva
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quando ocorrer a subsequente exposicdo (Neel, 1977). Essa hipdtese sugere que apos
uma exposicdo adequada, a capacidade dos nativos de responder seria equivalente a dos
n&o nativos.

A outra hipotese argumenta que uma baixa heterozigosidade relacionada ao
HLA entre nativos americanos leva a uma menor diversidade de fenotipos resistentes a
doencas do que entre hospedeiros ndo nativos, uma vez que 0s primeiros podem
reconhecer um menor repertorio de proteinas derivadas de patogenos (Black et al.,
1977). Essa hipotese sugere que mesmo com a adequada exposi¢cdo aos patégenos na
infancia, os nativos nunca terdo uma resposta imunoldgica equivalente aos ndo nativos.

Além do sistema HLA o balanco entre células Thl, Th2, Th9 e Th1l7 no
hospedeiro € um ponto critico para o entendimento da resposta imune nessas
populacdes. Uma hipdtese postula que esse balanco celular seja parcialmente devido a
exposi¢do ambiental durante a primeira infancia. No entanto, esse mecanismo é muito
diferenciado entre nativos americanos e ndo nativos, podendo ser um fator determinante
para as diferencas na suscetibilidade as doencas (Erb, 1999).

Em caucasianos, neonatos tém uma resposta imune predominantemente do tipo
Th2 e, por volta dos cinco anos de idade, esse padrdo muda para uma resposta
predominante do tipo Thl (Wilson et al., 1986). Essa mudanca deve-se a capacidade de
produzir IFN-y, que ¢ muito menor em bebés e criangas na primeira infincia quando
comparado com adultos (Holt et al., 1992). Em popula¢cdes ndo caucasianas, essa
mudanca no padrdo de dominancia parece ndo acontecer tdo precocemente, e se ocorre,
pode ser revertida mais tarde. Afro-americanos (Gold et al., 1993; Von Behren et al.,
1999) e amerindios tendem a ser mais Th2 dominantes do que Th1l dominantes (Kaplan
et al., 1980; Sousa et al., 1997). As células Th2 estimulam uma produc¢do maior de IgE
(imunoglobulina E), que é um anticorpo, do que das demais imunoglobulinas e, através
da medida dos niveis desse anticorpo distingue-se uma resposta Th2 dominante de uma
Th1 dominante.

As células Th2 seriam as responsaveis pela defesa contra helmintos e
ectoparasitas. A alta taxa de infeccdo por esses organismos em nativos Sul-Americanos
(Hurtado et al., 2003), junto com os traumas e a genética sdo 0s principais fatores
responsaveis pela dominancia da resposta do tipo Th2 nesses povos (Finkelman &

Urban, 2001). Diversos trabalhos tém demonstrado que os traumas diminuem os niveis
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de citocinas que estimulam genes de resposta Thl e aumentam os niveis das citocinas
que estimulam genes de resposta Th2 (Brune et al., 1999; Decker et al., 1996).

Considerando que a exposi¢do ambiental a ferimentos, ectoparasitas e helmintos
se mantém durante a histdria desses nativos, espera-se que seja encontrada uma alta
variabilidade em genes de resposta Th2 em detrimento de Thl. Isso implica em um
decréscimo na atividade Thl em relacdo aquela observada em outras populacdes e uma
consequente dificuldade de combater adequadamente patologias que exijam esse tipo de
resposta.

As implicacGes desse novo modelo (hipotese do Th2) sdo inconsistentes com
aquelas derivadas da hipdtese de memdria imunoldgica, mas sdo consistentes com as da
hipdtese da heterozigosidade do HLA. Essa ultima atribui a suscetibilidade a baixa
heterozigosidade, enquanto que a hip6tese do Th2 identifica outras regides dos genes do
sistema imune como essenciais para a resisténcia a doencas infecciosas e coloca agentes
ambientais como essenciais para que ocorra a expressao de determinados genes.

Observando as fregiiéncias alélicas encontradas para diversos genes relacionados
com o padréo de resposta imune Th2 em diferentes populacdes (Tabela 1), podemos
notar que os indigenas da etnia Xavante apresentam freqiiéncias alélicas bastante
diferentes daquelas descritas para 0s outros grupos étnicos (Zembrzuski et al., 2010). A
estrutura populacional das atuais populacdes amerindias resulta de um intricado
conjunto de fatores incluindo as mudancas demograficas, as fissdes e fusdes de grupos,
0 contato entre grupos e os diferentes sistemas de cruzamento. Portanto, para explicar
diferencas especificas, fatores genéticos devem ser analisados em conjunto com fatores

etno-historicos.

Tabela 1- Frequiéncias do alelo menos freqiiente em diferentes populagdes comparadas

aos Xavantes.

Frequéncia (%)
Gene dbSNP ID | Alelo i __
Africanos | Europeus | Asiaticos | Xavante
VDR rs2228570 A 17-24 34-44 26-51 32
rs3948464 T 12-27 8-15 0-1 <1
SP110
rs2114592 T 14-28 10 15-26 0
pP2X7 rs3751143 C 7-11 14-17 20-25 15
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PTPN22 rs2476601 T 0-3 1-21 0-6 0
IL1B rs1143629 T 55 63-83 46-60 30
rs11575934 G 10-24 30-37 34-49 1
IL12RB1
rs375947 C 23-26 30-38 27-52 1
rs1327474 G 3-98 34-43 3-6 6
IFNGR1
rs2234711 C 41-47 35-55 44-50 22
TNFR1 rs4149622 G 60-65 0 10-13 5
IFNG rs2430561 A 68-76 49-73 64-68 2
IL2 rs2069762 G 0-6 23-38 24-56 17
1L10 rs1800872 C 52-77 45-83 27-T7 32
rs1800896 G 31-47 28-67 4-40 13
IL6 rs1800795 C 0-9 18-57 0-40 0
IL4 rs2243250 C 17-29 83-89 17-89 16
IL4R rs1801275 G 83-90 22-33 7-23 33

Referéncias para as frequéncias alélicas nas populacbes mundiais podem ser

encontradas em Zembrzuski et al. (2010)

Considerando a importancia desses diferentes padrdes de resposta imune, genes que

codificam citocinas envolvidas na determinacdo desse padrdo sdo pontos chave para o

desenvolvimento da resisténcia ou da suscetibilidade a inimeras patologias. A Tabela 2

apresenta alguns desses genes, assim como o tipo de resposta Th que os produtos deles

desencadeiam na célula. Uma maior caracteriza¢éo de cada um dos genes e das relacdes

das variantes investigadas no presente estudo com doencas infecciosas € apresentada a

sequir.

Tabela 2- Polimorfismos que foram analisados neste estudo, com suas respectivas

localizagbes cromossdmicas e tipo de resposta desencadeada.

Gene Localizacdo Polimorfismo | dbSNP ID Tipo de Resposta
Cromossomica desencadeada
rs10735810/
VDR 12q13.11 r$2228570 Thi
rs 1544410
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SP110 2371 éxon 11 C>T | rs3948464 Thl
intron 6 C>T | rs2114592
P2X7 12q24 1513 A>C rs3751143 Thl
PTPN22 1p13.3-p13.1 1858 C>T rs2476601 Thl
intron 2 C>T | rs1143629
IL1B 2014 -31C>T rs1143627 Th2
-511A>G rs16944
IL1oRB1 10p13.1 -641 A>G rs11575934 Thl
-1094 T>C rs375947
IFNGRL 6023.3 -611 G>A rs1327474 Thl
-56 T>C rs2234711
TNFR1 12p13.2 intron 1 A>G | rs4149622 Thl
IFNG 12q14 +874 A>T rs2430561 Thl
IL2 4923-927 -330 T>G rs2069762 Thl
-592 A>C rs1800872 Thy
IL10 1931-q32 -819C>T rs1800871
-1082 A>G rs1800896
IL6 7p21 -174 G>C rs1800795 Th2
IL4 5¢31.1 -590 T>C rs2243250 Th2
ILAR 16p12.1-p11.2 1902 A>G rs1801275 Th2
IL8 4913-921 -251A>T rs4073 Thl
IL12a 3025.33-026 121G>A rs568408 Thl
3573735T>C | rs7709212
IL12B 5031.1-933.1 3569458A>G | rs2546890 Thl
159A>C rs3212227
-308C>T rs1800629
-1031C>T rs1799964
TNFa 6p21.3 -238A>G rs361525 Thl
-863A>C rs1800630
-857C>T rs1799724
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I. 5. Gene VDR

O gene VDR codifica o receptor de vitamina D, sendo esse um importante
hormonio imunorregulatério. Seu metabolito ativo 1,25 dihidroxivitamina D3 (1,25D3)
ativa monacitos, estimula imunidade mediada por células, e suprime a proliferacdo
linfocitica, a producédo de Ig (imunoglobulina) e a sintese de citocinas (Bellamy et al.,
1999). Diversos estudos analisaram o polimorfismo Fokl T>C (rs10735810) desse gene
buscando encontrar associacdo com diferentes patologias.

Foram realizados trabalhos tentando associar esse polimorfismo com
suscetibilidade a tuberculose, mas os resultados obtidos s&o conflitantes. Na reviséo de
Gao et al. (2010), o gendtipo TT foi associado com suscetibilidade a tuberculose em
asiaticos, mas ndo em africanos e sul-americanos. Outro trabalho que encontrou essa
associacdo com asiaticos € o de Zhang et al. (2010a), onde o gendtipo TT parece
conferir suscetibilidade a tuberculose espinhal em chineses.

Contudo, em uma populacdo iraniana nao foi possivel encontrar relacdo entre
esse polimorfismo e desenvolvimento de tuberculose pulmonar (Merza et al., 2009).
Zembrzuski et al., (2010) analisando indigenas, originarios do Brasil Central, da etnia
Xavante também ndo encontraram associacdo dessa variante com suscetibilidade a
patologia.

Outra doenca infecciosa que ja foi estudada em busca de uma relacdo com esse
gene é a hanseniase. O trabalho de Sapkota et al. (2010) analisou uma amostra de 933
pacientes do Nepal e ndo encontrou associacdo dos polimorfismos desse gene com

fendtipos da doenga.

l. 6. Gene SP110

O corpo nuclear (NB) é um complexo multiprotéico que atua na regulacdo da
transcricdo génica. O SP110 é membro de uma das familias de proteinas do NB que
codifica componentes leucdcito-especificos, funcionando como um receptor nuclear de
hormdnio coativador da transcricdo. Junto com outras proteinas associadas ao NB induz
os interferons do tipo | e 1l (Fuente et al., 2007). E expresso preferencialmente em
leucdcitos e células do bago, mas também pode ser expresso em niveis mais baixos em
outros tecidos (Thye et al., 2006).

Esse gene é o homodlogo humano do gene Iprl de camundongos, que controla a
resisténcia e a suscetibilidade a infeccdo por Mycobacterium tuberculosis. Analisando
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polimorfismos nesse gene, Tosh et al. (2006) encontraram associagdo entre as variantes
do éxon 11 C>T e intron 6 C>T e suscetibilidade a tuberculose em populacGes de
Gambia e Guiné-Bissau. Contudo, em uma populacdo de Guine, ndo foi encontrada
associacao com a variante do éxon 11.

Outros trabalhos realizados com esses mesmos polimorfismos ndo encontraram
associacdo com tuberculose. E o caso dos estudos de Babb et al. (2007) realizado com
uma populacdo da Africa do Sul e de Szeszko et al. (2007) em uma populacio russa.
Thye et al. (2006) s6 analisaram uma das variantes no éxon 11, e ndo encontraram
associacdo com a patologia em uma populacéo de Gana.

I. 7. Gene P2X;

O gene P2X; codifica receptores que sdo altamente expressos nos macréfagos,
quando ativados levam ao influxo de célcio culminando com apoptose (Fernando et al.,
2007). Varios polimorfismos ja foram descritos nesse receptor, sendo que alguns
causam perda de funcao.

Em um estudo com a populacdo de Gambia, uma associacdo significante
protetora contra tuberculose foi encontrada para um SNP no promotor do gene, na
posicdo —762. Nesse estudo a variante 1513 ndo foi associada com suscetibilidade a
doenca. Também foi observado que pacientes com tuberculose ativa exibem expressao
reduzida do receptor P2X7 (Li et al., 2002).

Fernando et al. (2007) analisaram a variante 1513 em coortes de Liverpool e de
Sidney. Os individuos da coorte de Liverpool apresentavam resposta de 10mm ou mais
ao teste da tuberculina e foram diagnosticados entre 1984 e 1998, os casos com
tuberculose ativa foram excluidos desse grupo. Os individuos da coorte de Sidney eram
pessoas com tuberculose ativa recentemente diagnosticada. Em ambas as coortes ndo
houve associacdo da variante com tuberculose pulmonar, somente com tuberculose
extrapulmonar.

Em um estudo realizado com criancas chinesas diagnosticadas com tuberculose,
ndo foi observada associacdo desse polimorfismo com suscetibilidade a tuberculose
pulmonar e extrapulmonar (Xiao et al., 2009). Tekin et al. (2010) analisaram criangas
turcas com tuberculose extrapulmonar e encontraram associagcdo com suscetibilidade a
esse tipo de tuberculose. Essa mesma variante foi associada com tuberculose pulmonar
em uma populacdo de mexicanos mesticos (Nifio-Moreno et al., 2007).
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Contudo, em uma populagédo de nativos da etnia Xavante provenientes do Brasil
Central, ndo foi possivel observar associacdo entre essa variante e suscetibilidade a

tuberculose ou a reacdo ao teste da tuberculina [PPD] (Zembrzuski et al., 2010).

I. 8. Gene PTPN22

O gene PTPN22 codifica uma proteina, denominada fosfatase intracelular
linféide especifica (Lyp), que atua como um importante supressor de cinases que
medeiam a ativacao das células T (Laddha et al., 2008)

Uma vez que Lyp é uma importante molécula envolvida na resposta imune e
inflamatoria, e seu nivel estd aumentado em células que participam da resposta imune
contra Mycobacterium tuberculosis, trabalhos como o de Gomez et al. (2005) e de
Lamsyah et al. (2009) procuraram por associagdo entre variantes nesse gene e
tuberculose. Gomez analisou individuos colombianos com tuberculose pulmonar e
encontrou o alelo C da variante 1858 como fator de risco para o desenvolvimento da
doenca nessa populacdo. O trabalho de Lamsyah foi realizado com uma populacéo
marroquina e encontrou associagdo de tuberculose com essa variante, sendo que o alelo
T foi mais frequiente em controles do que em pacientes.

Robledo et al. (2007) ndo encontraram associacdo da variante 1858 desse gene
com suscetibilidade a doenca de Chagas. Essa é uma doenca parasitica da América
Latina, onde aproximadamente 25% da populacdo apresentam algum risco de infeccédo
pelo Trypanosoma cruzi. Em outro estudo, duas coortes, da Colémbia e do Peru foram
analisadas e ndo foi observada associagdo dessa variante com suscetibilidade a doenca
de Chagas em nenhuma das duas populagdes. (Thye et al., 2006)

I.9. Gene IL-18

IL-17 se inclui em um cluster de genes que é codificado por uma familia de
proteinas IL-1, € um importante modulador das vias inflamatorias. Seus niveis regulam
a proteina C reativa no plasma diretamente pela regulacdo do gene dessa proteina ou
pela producdo de mediadores inflamat6rios como a IL-6 (Enquobahrie et al., 2009).

A tuberculose é uma das doencas que mais causa Obitos dentre as doencas
infecciosas, atras apenas da HIV/AIDS em todo o mundo. Kusuhara et al. (2007)
estudaram uma populacédo japonesa e encontraram associacdo de um polimorfismo no

intron 2 (-5839 C>T) do gene IL-15 com suscetibilidade a tuberculose. Contudo,
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Zembrzuski et al. (2010) ndo encontraram associagdo dessa Vvariante com
suscetibilidade a tuberculose em uma populacdo de indigenas da etnia Xavante

provenientes do Brasil Central.

I. 10. Genes IL12a, IL12f ¢ IL12RB1

A interleucina 12 € uma citocina pro-inflamatéria que induz a producao de
interferon-y, favorecendo a diferenciagdo de células Thl e sendo um ponto de conexao
da imunidade inata e adaptativa. As atividades bioldgicas dessa citocina sdo mediadas
pela sua ligacdo de alta afinidade com o seu receptor, denominado IL12RB, que é
codificado pelo gene de mesmo nome. Variacdes nesse receptor podem influenciar a
sinalizacdo desta citocina (Sanchez et al., 2005).

Remus et al. (2004) analisaram o gene desse receptor em uma populagédo
marroquina buscando encontrar alguma associagdo com tuberculose. Esse gene foi
escolhido pelos autores por diversas razdes, dentre elas: a sua deficiéncia é a etiologia
geneética mais comum da chamada suscetibilidade mendeliana a doenga micobacteriana
(MSMD); esse gene apresenta uma alta heterogeneidade alélica, com mais de 25 alelos
diferentes; a penetrancia para deficiéncia nesse gene em fendtipos MSMD é baixa
(estimada em 40%), o que mostra que o restante dos afetados pode mostrar um fen6tipo
diferente, mas relacionado com a tuberculose. Na analise da populacdo marroquina
conduzida pelos autores, os polimorfismos -641 e -1094 do IL12RB1 ndo estavam
associados com tuberculose pulmonar, enquanto que as variantes -11 C>T e -2 C>T
apresentaram associagdo com essa patologia.

A produgdo de interferon gama dependente de IL12 é crucial para 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro contra micobactérias. Diante disso, Lee et al.
(2005) analisaram um grupo de pacientes coreanos com tuberculose, mas nao
encontraram associacdo das variantes -641 e -1094 do gene do receptor de IL12 com a
doenga.

Um estudo com uma populacdo iraniana ndo encontrou associacdo entre a
variante rs3212227 do gene da IL12p com tuberculose (Amirzargar et al., 2006). Essa
falta de associacdo também foi observada em uma populacdo Indiana (Prabhu Anand et
al., 2007) e em uma Chinesa (Wang et al., 2010). Um estudo de coorte com uma
populacdo da Guiné-Bissau revelou sinais de associacdo dessa variante com

tuberculose. Essa associacao foi replicada em uma coorte de afro-americanos dos EUA,
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0 que levou a sugestdo de que esse SNP seria um fator de risco para tuberculose em
populacOes de ancestralidade africana (Morris et al., 2011).

Infec¢Bes por Plasmodium falciparum e suas manifestacdes clinicas sdo tracos
complexos devido a interacfes entre ambiente e mdltiplos fatores de suscetibilidade
genética do hospedeiro. A malaria cerebral é a complicagdo mais severa desse tipo de
infeccdo, sendo uma encefalopatia reversivel. Individuos com esse tipo de complicacdo
apresentam concentracdes plasmaticas de interferon gama mais baixas do que 0s
individuos com maléria sem essa complicagdo. Como a IL12 induz a producdo de
interferon, Marquet et al. (2008), analisaram polimorfismos nesse gene em busca de
associaces com suscetibilidade a malaria cerebral em criancas de Mali; contudo, essa
associacdo nao foi encontrada.

Outra sindrome que é responsavel pela mortalidade relacionada a maléria em
criancas € a anemia decorrente da malaria severa, sendo mais comum em criangas com
menos de dois anos que vivem em areas de transmissdo intensa. Essa sindrome se
caracteriza pela destruicdo de células vermelhas infectadas por malaria e supressdo da
eritropoiese. Os mecanismos que regulam os efeitos dessa sindrome ainda nao estdo
completamente elucidados, mas estudos em modelos animais demonstraram um
importante papel para a IL12, aumentando a expansdo de progenitores eritroides. Zhang
et al. (2010b) ndo observaram associacdes entre polimorfismos nesse gene e essa
sindrome em criangas quenianas.

A sindrome respiratéria aguda severa (SARS) é uma doenca infecciosa causada
pelo coronavirus SARS que teve 8000 casos e 774 mortes relatadas em 2003, sendo
extremamente contagiosa. Ja foram obtidos muitos progressos no entendimento desse
virus, mas a patogénese nos individuos infectados permanece obscura. Os fatores
genéticos do hospedeiro surgem com um importante papel e diversos polimorfismos em
IL12RB foram estudados procurando associa¢des com essa patologia. Tang et al. (2008)
analisaram 115 pacientes chineses com SARS e ndo verificaram associacdo das

variantes -641 e -1094 com essa patologia.

I. 11. Genes INF-ye IFNsR1
IFN-y é produzido predominantemente por células T e células NK (“natural
killer”) em resposta a uma variedade de estimulos inflamatérios ou imunes, ¢ em geral,

estimula o desenvolvimento e fungdo de células imunes efetoras. Acredita-se que IL-12
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e IL-18, secretadas pelos macréfagos e células dendriticas, sdo estimulos primarios para
a producéo de IFN-y em uma reacdo inflamatoria.

O receptor funcional de INF-y é composto de duas proteinas INFyR1 e duas
INFyR2. O gene humano INF)R1 contém sete éxons e estd localizado no cromossomo
6; 0 gene INF)R2 também contém sete éxons e localiza-se no cromossomo 21. INF-y
ativa a transcricdo de um grande ndmero de genes envolvidos na atividade antiviral,
apoptose, processamento de antigeno, expressdo de proteina MHC, e desenvolvimento
de células Thl. INF-y também ativa macréfagos, que matam ou restringem o
crescimento de alvos microbianos.

Essa restricdo quanto a alvos microbianos levou diversos pesquisadores a
desenvolverem estudos que objetivavam encontrar associagdes entre polimorfismos
nesse gene e doencas infecciosas. Etokebe et al. (2006) analisaram pacientes croatas
com tuberculose para dois polimorfismos nesse gene e ndo encontraram associagdo com
suscetibilidade a doenca. Contudo, em uma comparagdo entre grupos de pacientes com
tuberculose pulmonar com resultados positivos e negativos na microscopia, foi possivel
observar uma associa¢do com o polimorfismo 874. A freqiiéncia de homozigotos TT foi
menor em pacientes negativos. A sugestdo dos autores para explicar esse fato € que a
baixa secrecdo de interferon, que é conferida pelo alelo T, talvez influencie na
replicagdo de M. tuberculosis. Entretanto, ndo foi possivel concluir se isso pode
aumentar o risco de desenvolver uma doenga mais severa.

Em um estudo realizado com populagbes de 3 paises da Africa Ocidental
(Gambia, Guiné-Bissau e Republica de Conacri), compostas por pacientes com
tuberculose confirmada por algum dos métodos convencionais, os autores também
procuraram por associagdes de diversos polimorfismos no proprio gene, assim como
nos seus receptores. O gendtipo CC do polimorfismo -56 do IFNGR1 apresentou
associacdo com tuberculose nessas populagbes enquanto que ndo foram observadas
associaces com o gene INF-y (Cooke et al., 2006).

Ding et al. (2008) observaram uma associagdo do alelo A da variante 874 do
gene INF-y com risco aumentado de desenvolver tuberculose em uma populagédo
chinesa. Uma vez que esse alelo corresponde a uma baixa expressdo de interferon,
conforme j& explicado anteriormente, isso pode prejudicar a ativacdo de macréfagos, o

que resultaria no desenvolvimento da doenga. Em um trabalho mais recente conduzido
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por Wang et al. (2010) com outra populagédo chinesa de tuberculosos, essa associagdo
ndo se confirmou. Essa variante ndo pode ser individualmente associada com
suscetibilidade a tuberculose. Contudo, os genoétipos AT/TT conferiam 82% menos
risco de falha no tratamento da doenga com drogas especificas para tuberculose.

Bulat-Kardum et al. (2006) conduziram um estudo caso-controle com uma
populacdo croata com tuberculose para determinar se 0s SNPs -56 e -611 de IFNGR1
estdo correlacionados com a doenca ou ndo. Contudo, nesse trabalho ndo foi possivel
correlacionar essas variantes com a patologia. Essa associacdo também ndo foi
observada quando essas variantes foram analisadas em uma populacdo de Gambia
(Awomoyi et al., 2004).

Contudo, no estudo de He et al. (2010), realizado com uma populacéo chinesa,
quando os polimorfismos eram analisados separadamente ndo era possivel identificar
associacao com a patologia. Quando foi realizada uma andlise de associacdo haplotipo-
especifica de polimorfismos nesse gene foi possivel obter uma associacdo significante
de variantes desse gene com tuberculose. Zembrzuski et al., (2010) encontraram
associacdo entre heterozigotos A/T para a variante 874 do gene IFNG-y ¢ resposta
positiva ao teste tuberculinico em uma populacao de indigenas da etnia Xavante.

De acordo com Salih et al. (2007), no Suddo, mais do que 50% dos casos
tratados com sucesso para sintomas viscerais causados por Leishmania levam ao
desenvolvimento de uma complicacdo denominada leishmaniose dermal pos-calazar
(PKDL). IFN-y ativa macréfagos que atuam na destruicdo de parasitas através da agao
do préprio IFN-y, por meio de seus receptores presentes nas lesdes PKDL. Essas lesdes
estdo associadas com elevadas respostas de células T antigeno-especificas; logo,
polimorfismos nos genes IFN-y e IFNGR1 séo candidatos para associagfes com essa
patologia. No entanto, 0s autores ndo conseguiram encontrar associacdo de
polimorfismos no gene do IFN-y com suscetibilidade a essa patologia. Essa auséncia de
associacdo pode ser devido a baixa variabilidade do IFN-y nessa populagdo. O
polimorfismo -56 do IFNGR1 também ndo apresentou associacdo com a patologia,
contudo quando analisado em haplétipo com outros polimorfismos nesse gene, parece
ter um papel importante na suscetibilidade a PKDL.

Em um estudo realizado com pacientes brasileiros com leishmaniose cutanea
(CL) e pacientes com leishmaniose visceral (ML), ndo foi observada diferenca na
freqliéncia da variante 874 do IFN-y entre os dois casos. Pacientes com CL com
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genotipo AA produziam niveis mais baixos de IFN-y do que os de genotipo TA/TT. Ja
nos casos de ML foi possivel observar diferenca nos niveis de IFN-y entre os
individuos, mas ndo se observou esta relacdo entre portadores ou nao-portadores do
alelo A (Matos et al., 2007).

A resposta imune anti-HBV inicial promove a morte das células infectadas e a
secre¢do de citocinas antivirais pelas células da imunidade inata. Contudo, o controle da
doenca e eliminacdo do virus exige uma resposta imune vigorosa e policlonal das
células T. Como as citocinas tém um papel muito importante na determinacdo da
resposta imune, polimorfismos em genes que influenciam na producdo dessas citocinas,
podem ter influéncia sobre a evolucdo da infeccdo por HBV. Pensando nisso, trinta
pacientes brasileiros com infeccdo cronica por HBV foram genotipados para
polimorfismos em genes que influenciam a producéo de citocinas, dentre eles o IFN-y.
Nesse estudo, ndo foi possivel observar associagdo entre a variante 874 e suscetibilidade
a infeccdo por HBV (Ribeiro et al., 2007).

Uma vez que se sabe da acdo das citocinas sobre esses genes varia entre
individuos, conforme o geno6tipo, isso poderia também influenciar no grau de resposta
imune humoral a vacina contra HBV. No Brasil, utiliza-se a vacina Butang®, produzida
pelo Instituto Butantd, onde 68% das criangas vacinadas séo responsivas e 32% sao
altamente responsivas. Diante disso, Macedo et al. (2010) analisaram a influéncia de
polimorfismos em citocinas na inducdo da resposta imune humoral em criancas
vacinadas contra hepatite B, um desses polimorfismos era 0 874 do IFN-y. Contudo, néo
foi possivel estabelecer associagdo com essa variante, nem com o0s demais
polimorfismos analisados pelos autores.

Sendo a resposta celular aos niveis de IFN-y mediada por seu receptor,
polimorfismos no IFNGR1 podem alterar o resultado clinico de uma infeccdo por HBV,
através de alteragGes nos niveis de IFN-y que sdo efetivamente captados pela célula.
Zhou et al. (2009) estudaram uma populacdo chinesa de individuos infectados pelo
HBV para diversos polimorfismos nesse receptor. A Unica variante a apresentar
associacdo foi a -56. Homozigotos CC para essa variante foram associados com
recuperacdo mais rapida de uma infec¢do aguda por HBV, enquanto que o gendétipo TT

foi associado com uma maior persisténcia viral.
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I. 12. Gene TNFR1:

A expressdo correta do receptor de TNFa que ¢ codificado pelo gene TNFR1 €
necessaria para o desenvolvimento normal da imunidade. O bloqueio dos sinais para
esse receptor produz importantes mudangas na funcdo dos macrofagos, incluindo o
cancelamento da liberacdo de oOxido nitrico seguido pela estimulagdo de interferon-y.
Diversas investigacGes sugerem que o controle da proliferacdo de células T pode
depender da sinalizacdo adequada desse receptor (Raveney et al., 2010).

TNFa ¢ uma citocina central na patogénese da tuberculose, estando envolvida na
formacdo de granulomas induzindo sintomas como febre e perda de peso e é importante
na contencdo da infeccdo latente. Stein et al. (2007) analisaram polimorfismos em genes
que podem atuar na expressao ou regulacdo de TNFa em uma populagdo de Uganda. A
variante A>G no intron 1 do TNFR1 foi associada com regulagio de TNFa e
suscetibilidade a tuberculose nessa populagdo. A sugestdo dos autores € que a porgao
soluvel desse receptor pode bloquear a atividade de TNFo, aumentando a
suscetibilidade a tuberculose.

Contudo, em um estudo conduzido em uma populacdo de indigenas da etnia
Xavante, que vivem no Brasil Central, ndo foi possivel estabelecer associa¢ao entre essa

variante e suscetibilidade a tuberculose (Zembrzuski et al., 2010).

I. 13. Gene IL2:

IL2 é um gene que codifica uma citocina pré-inflamatéria (interleucina-2) que
medeia a ativacdo, crescimento e diferenciacdo de linfocitos T e B e células NK.
Polimorfismos nesse gene foram associados com producdo alterada de interleucina 2 ou
identificados como marcadores prognosticos para varias doencas infecciosas (Reichert
et al., 2009).

No inicio da infeccdo por Helicobacter pylori os niveis de vérias citocinas pro-
inflamatorias, incluindo a IL-2, estdo elevados na mucosa gastrica, provavelmente em
resposta a fagocitose bacteriana e resultam em uma inflamacdo cronica do epitélio
gastrico. Tseng et al. (2006) néo verificaram associacdo de polimorfismos em genes de
citocinas, inclusive a IL-2 em criancas jamaicanas infectadas por H. pylori. J4& em um
estudo conduzido com uma populacdo brasileira, esse polimorfismo foi negativamente

associado com a infeccdo, além de aumentar o nivel de expressao de IL-2 em adultos e

28



criangas infectadas. Nessa populagéo, a variante -330 G>T foi associada com aumento
nos niveis de IL-2 e IFN-y que protegem contra a infec¢do (Queiroz et al., 2009).

Outra infeccdo bacteriana altamente prevalente em todo o mundo é a gonorréia.
Nos EUA, é a segunda infeccdo sexualmente transmitida bacteriana mais reportada,
com mais de 330.000 casos em 2004. Os antibioticos utilizados no tratamento
geralmente erradicam a doenca, mas a re-infeccdo é comum, o que sugere que ha uma
falha do sistema imune em criar uma imunidade duradoura contra Neisseria
gonorrhoeae. Estudos in vitro demonstraram que citocinas pro-inflamatérias
predominam durante a infeccdo aguda. Em um estudo realizado com jovens norte-
americanos, as variantes -330G e -166T de IL-2 foram menos freqiientes em pacientes
infectados do que nos controles, sugerindo que essa citocina pode ser um fator limitante
na resposta imune a essa bactéria (Geisler et al., 2008).

A ligagdo de IL-2 em seu receptor induz a expansdo clonal de células T
antigeno-especificas, aumentando a secrecdo de citocinas e a expressdo do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe Il. Uma vez que niveis alterados de
citocinas podem estar relacionados com resisténcia ou suscetibilidade a tuberculose,
Selvaraj et al. (2008) analisaram uma populacdo indiana com tuberculose pulmonar e
encontraram associacdo do homozigoto TT com prote¢do a essa patologia. Zembrzuski
et al., (2010) ndo encontraram associacdo dessa variante com tuberculose em uma

populacéo de indigenas da etnia Xavante, do Brasil Central.

I. 14. Gene IL10:

O gene da IL10 codifica uma citocina Th2 (antiinflamatdria) pleiotropica,
denominada interleucina-10, que apresenta um papel chave na regulacdo negativa da
resposta inflamatoria citotoxica e na mediada por células. Aparentemente 75% da
variacdo na producdo de IL-10 parece ser geneticamente determinada, devido a presenca
de diversos sitios polimdrficos na regido promotora desse gene (Mohebbatikaljahi et al.,
2009).

A associacdo da severidade patoldgica com aumento nos niveis circulantes de
citocinas pré e antiinflamatdrias é bem estabelecida em tuberculose. Polimorfismos no
gene da IL-10, conferindo fenotipos mais ou menos produtores de citocina, mostram
resultados conflitantes dependendo da populacdo. Esta citocina é particularmente

importante nessa patologia, uma vez que antagoniza a funcdo de IFN-y e a proporgdo
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delas mostra significante correlacgio com severidade clinica em pacientes com
tuberculose extrapulmonar. Em uma populacdo paquistanesa ndo foi encontrada
associacdo da variante -1082 de IL-10 com suscetibilidade a tuberculose. Contudo,
quando analisada a combinacdo de gendtipos de IFN-y e IL-10, o gendtipo AA do
primeiro com 0 GG do segundo aumentam o risco de tuberculose pulmonar avangada e
de tuberculose extrapulmonar disseminada (Ansari et al., 2009).

Taype et al. (2010) analisaram uma populacdo peruana com tuberculose e
encontraram associagdo da variante -592 com suscetibilidade a doenga. Contudo, nesse
estudo ndo foi observada associagdo da variante -1082 com suscetibilidade a doenca.
Essa auséncia de associacdo para essa variante também havia sido observada em uma
populacdo indiana com tuberculose (Prabhu Anand et al., 2007). Zembrzuski et al.,
(2010) encontraram que individuos homozigotos GG para a variante -1082
apresentavam um maior risco de anergia ao PPD quando comparados com individuos
portadores do alelo A, em uma populacdo da etnia Xavante. Também muito
predominante no mundo, a malaria € uma das principais causas de mortalidade e
morbidade, particularmente na Africa Subsaariana. Individuos contaminados pelo
plasmédio podem permanecer assintomaticos ou desenvolver uma doenca severa, sendo
que essa variacdo é atribuida a fatores genéticos e ambientais. Carpenter et al. (2009)
estudando uma populacdo da Tanzania ndo encontraram associacdo das variantes -1082
e -592 da IL-10 com suscetibilidade a essa patologia. Contudo, esse estudo observou
associacdo de LT-a (linfotoxina alfa) com a densidade de parasitas e de TNF com
numero médio de episddios clinicos, mostrando que aparentemente sao outros genes, e
ndo a IL-10, que conferem suscetibilidade a essa patologia.

A infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV) é uma das principais causas de
doenca cronica do figado em todo o mundo. De 60 a 80% dos individuos infectados
desenvolvem infecgéo cronica e essa pode progredir para uma cirrose ou um carcinoma
hepatocelular. Muitos fatores afetam a doenga, sendo os fatores genéticos e
imunoldgicos os principais. Uma recente meta-analise mostra que o repertorio genético
do hospedeiro tem uma participacdo muito importante na infeccdo por HCV. O gendtipo
GG da variante -1082 de IL-10 foi associado com suscetibilidade a infecgéo cronica por
HCV, enquanto que as demais variantes do promotor desse gene (-819 e -592) ndo

foram relacionadas com essa via de infec¢do (Zhang et al., 2010c).
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Vérios estudos provém evidéncias que fatores genéticos e imunes estdo
conectados com a patogénese da bronquiolite aguda. Criangas finlandesas com quadro
de bronquiolite foram genotipadas para polimorfismos em genes de citocinas. Os
resultados obtidos indicam que a homozigose para o alelo A da variante -1082 de 1L-10
esta associada com a patologia, mas somente quando o virus causador da infec¢éo ndo é
0 RSV, no caso especifico desse trabalho o agente era o rinovirus (Helminen et al.,
2008).

Estudos considerando polimorfismos relacionados com diferentes niveis de
expressdo de IL-10 sugerem que a producdo dessa citocina pode reduzir a
suscetibilidade a infeccdo por esse virus e proteger contra a progressao da doenca.
Individuos infectados com o HIV-1 subtipo C da Africa do Sul foram genotipados para
as variantes -1082 e -592 de IL-10. Em relacédo a variante -1082, ndo foi observada
diferenca nas freqliéncias genotipicas entre os grupos de infectados e ndo infectados,
demonstrando que essa variante ndo tem relacdo com a suscetibilidade ao virus.
Contudo, a variante -592 apresentou um risco aumentado de infeccao para os individuos
portadores do gendtipo AA em relacdo aos gendétipos AC e CC, sugerindo uma relacao
entre os niveis dessa citocina e a patologia em questdo (Naicker et al., 2009).
Resultados similares foram obtidos para uma populagdo de indianos HIV positivos,
onde a variante -592 foi associada com a transmissdo e progressdao da doenca
(Chatterjee et al., 2009).

Um estudo com uma populagdo caucasiana da Holanda ndo foi capaz de
observar associacao das variantes -1082 e -819 desse gene com suscetibilidade a artrite
reumatoide ou com severidade da doenga (Emonts et al., 2011). Entretanto o alelo G da
variante -1082 foi associado com essa patologia em uma populacéo turca (Ates et al.,
2008).

I. 15. Gene IL6:

A citocina pré-inflamatoria denominada interleucina-6 (IL- 6) que é sintetizada
e secretada em resposta a um insulto inflamatorio, desencadeando 0 processo
inflamatorio é determinada pelo gene IL6. Ela estimula a secrecdo da proteina C reativa
que é um importante biomarcador para o status pro-inflamatorio em varias doencas.
Polimorfismos nesse gene foram relacionados com os niveis dessa proteina circulante e
com diferentes perfis de resposta plasmatica a imunizacédo (Slattery et al., 2007).
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O processo inflamatorio apresenta uma série de caracteristicas especiais,
incluindo a formacdo de espécies reativas de oxigénio, degradacdo do tecido,
angiogénese e efeitos anti-apoptoticos (Ognjanovic et al., 2010). Uma vez que as
citocinas sé@o as mediadoras da inflamacdo, polimorfismos em genes que codificam
essas proteinas podem apresentar alguma associa¢do com suscetibilidade ou progressao
de diferentes tipos de patologias. O polimorfismo -174GC na regido promotora da IL-6
foi associado com decréscimo na expressdo e nos niveis plasmaticos circulantes dessa
citocina (Brenner et al., 2007).

Henao et al. (2006) analisaram uma populacdo colombiana composta por
individuos com tuberculose pulmonar, pleural ou disseminada e ndo encontraram
associacdo dessa variante com suscetibilidade a nenhum dos tipos da doenca. Em uma
populacdo indiana com essa patologia também nao foi observada associacdo (Selvaraj et
al., 2008).

I. 16. Genes IL4 e IL4R:

A interleucina-4 é produzida pelas células Th2 e, assim como as demais
citocinas produzidas por essas células, apresenta um papel importante na rota de
producéo de anticorpos IgE (Yang et al., 2005).

O gene do receptor da IL4 (IL4R) esta relacionado com as vias de sinalizacdo da
IL4 e da IL13, uma vez que codifica uma cadeia alfa que € utilizada pelos receptores
dessas citocinas. E de fundamental importancia no desenvolvimento de células Th2 e na
producéo de IgE (Zhang et al., 2007).

Em um estudo com uma populagdo iraniana com leishmaniose, foram
observadas diferencas entre os pacientes e os controles em relacdo as duas variantes. A
variante -590 de IL-4 foi associada com maior risco de desenvolver leishmaniose
cutanea, enquanto que a variante +874 de IFN-y pode influenciar na progressao da
doenca em diregdo a leishmaniose cuténea crénica (Kamali-Sarvestani et al., 2006).

Em um estudo realizado com uma populacdo venezuelana com altas taxas de
infeccdo por H. pylori, ndo foi observada associacdo entre a variante -590 e lesbes
gastricas pré-cancerosas (Kato et al., 2006). Em um estudo realizado com a populacédo
europeia proveniente de 10 paises (Dinamarca, Franga, Grécia, Alemanha, Italia, Nova
Zelandia, Noruega, Espanha, Suécia e Reino Unido), ndo foi observada associacao entre
essa variante e cancer gastrico (Crusius et al., 2008).
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Um estudo realizado com populagOes de diversos estados norte-americanos néo
encontrou associacao da variante -590 de IL-4, nem da variante 1902 de IL-4R com essa
variacdo fenotipica de resposta a infeccdo cronica determinada pelo virus da hepatite B
(Wang et al., 2004).

Zembrzuski et al. (2010) encontraram uma associa¢do entre homozigotos CC
para a variante -590 de IL-4 e resposta positiva ao teste tuberculinico em uma populacéo

Xavante.

I.17. Gene IL8:

A interleucina 8 é uma importante quimiocina nos processos inflamatorios
humanos e funciona no recrutamento de leucdcitos para os sitios inflamatorios. Estudos
demonstram que essa interleucina é produzida e liberada pelos leucécitos e células
estruturais em resposta a antigenos derivados de agentes infecciosos (Ma et al., 2003).

Em uma populacdo do Reino Unido de individuos com bronquiolite viral
sincicial, o alelo A da variante -251 da IL8 foi associado com severidade da
bronquiolite aguda (Hull et al., 2000). Quando essa variante foi analisada em uma
populacdo alema com asma, associacdo do alelo T com essa doenca foi também descrita
(Heinzmann et al., 2004). Esses resultados seriam indicadores de que essas patologias
ndo utilizam a mesma rota na resposta imune.

Em um estudo realizado com caucasianos e afro-americanos dos EUA,
individuos portadores do alelo A da variante -251 apresentaram um risco aumentado
para tuberculose (Ma, 2003). Entretanto, em uma populacdo de Gambia nédo foi
observada evidéncia de associacdo entre gendtipos para essa variante e tuberculose

pulmonar (Cooke et al., 2004).

I. 18. Gene TNFa:

O gene TNF-a, que codifica a citocina TNF-o, esta localizado dentro da regido
do HLA de classe 11l no cromossomo 6, estando em forte ligacdo com o HLA de classe
| e Il. Essa citocina é produzida principalmente por mondcitos e macrofagos ativados
(Sharma et al., 2010). TNF-a ¢ um importante mediador da resposta inflamatoria contra
doencas infecciosas que é controlado a nivel de transcricdo e pos transcri¢do (Merza et
al., 2009).
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Em paises em desenvolvimento, a febre tifdide é uma patologia altamente
preocupante. E causada pela Salmonella typhi e transmitida pela rota fecal-oral através
de comida e bebidas contaminadas. Um estudo com uma populacdo da Indonésia nédo
conseguiu associar as variantes -238 e -308 do gene TNFa com suscetibilidade a essa
patologia; no entanto, 0s autores sugerem que a variante -308 estaria relacionada com a
severidade da doenca (Ali et al., 2007).

Em uma populacédo chinesa, SNPs da regido promotora do gene TNFa ndo foram
associados & maior chance de desenvolver SARS, nem afetavam a fibrose pulmonar
intersticial em pacientes portadores da doenca. Contudo, os genétipos CT/CC da
variante -1031 e o genétipo AC da variante -863 parecem ser fatores de risco para
necrose do fémur em pacientes que tiveram a patologia (Wang et al., 2008).

No estudo de Emonts et al. (2011), realizado com uma populacéo holandesa, néo
foi possivel observar associa¢Oes entre as variantes -238, -308, -857 e -863 com artrite
reumatoide, tampouco com a severidade dessa doenca.

A doenca de Chagas € uma importante infeccdo crbnica causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, que se mantém como um dos principais problemas de
salde publica nos paises da América Latina. Um estudo genético realizado em uma
populacéo brasileira sugere que a variante -238 influenciaria a suscetibilidade a infeccéo
por esse protozoario e que o alelo A dessa variante estaria associado com maior
produgdo de TNFa em individuos soropositivos (Pissetti et al., 2011).

Considerando os estudos referentes a tuberculose, os resultados tendem a ser
contrastantes conforme a populacdo que € analisada. Podemos citar o trabalho de
Amirzargar et al. (2006) que analisou a variante -238 em uma populacdo Iraniana
buscando associa¢Ges com essa doenca. Nessa populacdo o gendétipo GG dessa variante
foi associado com tuberculose pulmonar. J& em outra investigacdo na populacdo do

Norte da India nenhuma associagdo foi observada (Sharma et al., 2010).
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CAPITULO II - JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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No periodo pré-contato dos indigenas com os chamados “homens brancos” os
principais vildes da salde dos povos indigenas foram as doencas helminticas, 0s
traumas e os parasitas. Durante muito tempo da historia pos-contato as principais vilas
foram as doengas infecciosas. Ainda nos dias atuais epidemias de doencas virais podem
dizimar populag¢Ges em um curto periodo de tempo, colocando em perigo a continuidade
bioldgica e social dos grupos afetados, ainda que epidemias dessa magnitude ocorram
com uma frequéncia bem menor do que no passado. Diversos trabalhos demonstraram
um aumento na suscetibilidade a infecgBes por patdgenos em povos indigenas em
relacdo aquela observada em populagfes ndo nativas, contudo as bases genéticas que
resultam nesse aumento ainda ndo estdo completamente elucidadas. A teoria do balango
entre células Thl e Th2 atribui essa variacdo a manutencdo de um padrdo de resposta
Th2 dominante nesses grupos enquanto adultos, em detrimento a mudanca para o
padrdo Th1l dominante como é observado nas demais etnias.

Entre as populacbes amerindias da América do Sul, apenas os Xavante foram
genotipados para um conjunto de genes que determinam citocinas do tipo Thl e Th2 por
Zembrzuski et al. (2010). A frequéncia alélica observada para as interleucinas
associadas a esses padrdes de resposta nessa populagdo mostraram resultados muito
diferentes das descritas para outros grupos étnicos. Portanto, a expansdo desse
conhecimento para outras populacdes amerindias torna-se extremamente necessaria para
que se possa conhecer o padrdo de resposta imune predominante nessa etnia. Além
disso, informagdes referentes a essas freqiiéncias poderdo contribuir para um melhor
entendimento da suscetibilidade a varias doencas que afetam esses grupos, facilitando a
tomada de medidas de saude mais efetivas.

Este trabalho teve por objetivo geral determinar as freqtiéncias de polimorfismos
em genes relacionados com o padrdo de resposta imune em uma amostra de indigenas
das etnias Kaingang, Aché, Guarani Nandeva e Guarani Kaiow4, buscando subsidios
para as bases genéticas da teoria do balango entre células Thl e Th2.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

1- Determinar as frequéncias dos polimorfismos dos genes VDR, SP110, P2X7,
PTPN22, IL12RB1, IFNG, IFNGR1, TNFR1, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-4R, IL-6, IL-10,
IL12a, IL1268, TNFa e IL8.

2- Verificar se ocorrem relacdes entre as frequéncias obtidas e os padrbes de
resposta imune predominantes em amerindios.
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CAPITULO III - Cytokine allele frequencies among Native
American populations
(em preparacdo para ser submetido a revista Tissue Antigens)
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Abstract

Native Americans generally have a higher prevalence of infectious diseases than
non-native populations. Thirty-two polymorphisms in immune response genes were
investigated in four South Amerindian populations. An overall reduced variability was
observed in these genes, mainly in those associated with a T-helper 1 cell immune
response. The degree of variability was associated with admixture; Kaingang, the most
admixed population, showed more variability than the Aché, where no admixture was
detected. The relationship between low genetic diversity and Th2 predominance could
explain at least partially the high susceptibility of these populations to infectious

diseases.

Keywords: South American Native populations, immune response genes; inteleukins.
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Several evidences point to a major role of host genetic constitution in explaining
inter-individual variation in susceptibility to infectious diseases. Previous studies
reported that Native American populations have lower variability in several immune
system genes such as KM, GM, Kell, and HLA (1, 2). The HLA system reduced
diversity seems to be especially important for introduced disease susceptibility in
Amerindians (3). However, the immune response is dependent of others factors besides
HLA. One of these factors is the T-helper immune response, which is predominantly
composed by the balance between Thl and Th2 cells. Th1l cells are hypothesized to lead
the attack against intracellular pathogens such as viruses, raise the classic delayed-type
hypersensitivity (DTH) skin response to viral and bacterial antigens, and fight cancer
cells. Th2 cells are believed to enhance protection against extracellular pathogens such
as multicellular parasites (4). Interleukin genes might also be important to explain the
reasons for the higher susceptibility to introduced diseases in these populations;
however knowledge about these genes and their variability in this ethnic group is
scarce.

In a previous study with the Xavante population of Central Brazil, allele
frequencies observed for interleukin polymorphisms differed from those reported in
other major ethnic groups; for instance, SP110, PTPN22, IL12RB1 and IL6 SNPs were
not polymorphic in this community (5). The current study describes the frequency of 32
SNPs in immune system genes that lead to different cytokine expression in four Native
South American populations (Aché, Guarani-Kaiowa, Guarani-Nandeva and Kaingang)
and suggests why such distinct cytokine SNP profiles may have evolved at the
population level.

The characteristics of the populations investigated are described in Table 1.
Genomic DNA was extracted from blood samples and genotyping was carried out by
TagMan® SNP Genotyping Assay methods (Applied Biosystems, Foster City, USA).
The polymorphisms investigated in this study are described in Table 2. Allele
frequencies were obtained directly by gene counting.

Table 2 shows the minor allele frequencies (MAF) of all SNPs investigated
together with the prevalences of these variants in other ethnic groups as well as in the
Xavante, the only other native South American population previously investigated.

Figure 1 shows the relationships between these Native populations and other
continental groups using these markers, DA distances and a neighbor joining tree (6, 7).
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The Xavante and Aché are the more differentiated whereas the Kaingang, the most
admixed native population investigated, is placed closest to the other ethnic groups.
Native populations with no evidence of admixture with non-Indian populations, as the
Aché, presented more SNPs with low variability. In this population 8/32 SNPs
presented MAF frequencies lower than 1%. These figures for the Guarani-Kaiowa and
Guarani-Nandeva were 5 and four respectively. All genes were highly variable in the
Kaingang. Non-Indian admixture has been estimated as 7% in this population (8);
therefore, this higher variability might be due to European and/or African admixture.
Among the 32 SNPs studied three, IL6, SP110, and PTPN22 were monomorphic in the
Guarani and Aché, as was previously observed in the Xavante (5). TNFa, not previously
investigated in the Xavante, was also monomorphic in these populations (Table 2).

When the overall allele frequencies observed in Native South American
populations are compared with those reported in other continental groups, a unique
pattern is observed. Only four variants present allele frequencies in the same range of
variation described in Asians, with whom they have more recent common ancestors
(IL4, 1L8 and VDR genes). All the other genes had higher or lower allele frequencies
than Asians in at least one Amerindian population. Most of the variants with lower
allele frequencies are in genes involved in the Thl immune response. Previous
investigations based on susceptibility studies where the immune response against a
specific antigen was known in Amerindian populations suggested that these groups have
a predominant Th2 immune response, while the non-native populations have a
predominance of Thl immune responses, maybe associated with different patterns of
parasite exposure and trauma (9). In the present study most of the monomorphic sites
and/or those with low allele frequencies are involved in the Thl immune response.

When a population is polymorphic to a variant, there is a greater possibility that
the immune response would be adequate, at the population level, than when the
population is not polymorphic. This genetic variability allows at least some individuals
in the population to develop an adequate immune response to the antigen, while the lack
of variability minimizes immune response diversity. The ability to switch between Thl
and Th2 immune responses is also essential for individual success. At the population
level, it is important that most individuals have an appropriate antigen response.

It is difficult to infer the microevolutionary processes that shaped this unique
pattern observed in Amerindians. The low genetic variability in these genes could be
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explained through a founder effect or by high inbreeding associated with isolation
during the tribalization process. The possibility also exists that these differences might
be due to a restricted immune system shaped by natural selection. More Amerindian
populations should be investigated to disclose the full spectrum of variation of these
immune response genes in Amerindians before a conclusion could be reached.

Our results demonstrate that the immune response frequencies are different in
the South Native American populations in relation to the non-native populations.
Further studies may provide important insights into the implications of these
observations for introduced diseases susceptibility and the reasons for the low

variability in these populations.
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Table 1: Characteristics of the populations investigated

Characteristics Populations
Guarani
Aché _ Kaingang
Number of individuals - Kaiowa 72 7
investigated Riandeva 72
Localities Arroyo Bandera Amambai Nonoai
Chupa-pou Limao Verde
Porto Lindo
Geographic location 55°W, 23°S 55°W, 23°S 52°W, 27°S
56°W, 24°S 55°W, 23°S
54°W, 23°S
Country and region South Paraguay Central Brazil South Brazil
Linguistic group Tupi Tupi Jé
Non-Indian admixture (%)* 0 3 7

* Estimated by Callegari-Jacques et al (8).
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Table 2: Minor allele frequencies (MAF) for the polymorphisms in the Native American
populations studied here and their frequency range in world populations

MAF (%)

Gene dbSNP ID Allele Guarani Guarani

Africans Europeans Asians Xavante Aché Kaingang .
Kaiowa Nandeva

rs1143629 T 55 63-83  46-60 30.0 3.6 26.4 5.6 125
IL-13 rs1143627 T 35 63-83 52-56 NA 3.6 25.7 5.6 111
rs16944 G 40-42 64-82 51-55 NA 3.6 25.7 5.6 111

IL-2 rs2069762 G 0-6 23-38  24-56 17.0 3.1 20.4 55.6 69.5
IL-4 rs2243250 C 17-29 83-89 17-89 16.0 205 534 36.8 27.1
IL-4R  rs1801275 G 83-90 22-33 7-23 330 265 41.0 44.4 29.2
IL-6 rs1800795 C 0-9 18-57 0-40 0.0 0.0 10.4 1.4 0.7
IL-8 rs4073 A 82 34-40  27-39 NA  32.6 29.2 8.5 21.8

rs1800872 52-77 45-83  27-77 320 7.1 45.1 26.4 49.3
IL-10  rs1800896 G 31-47 28-67 4-40 13.0 0.0 194 3.5 5.6

@)

rs1800871 C  52-54 7583 26-31 NA 7.2 451 250 514
IL-120.  rs568408 A 22 19 6-15 NA 260 35 0.0 2.1
1s3212227 C 33 19-24 3756 NA 31 355 705 543
IL-12B  rs7709212 T 75 62-68 48-65 NA 326  29.2 285 403
1s2546890 A 31 20-56  40-51 NA 321 229 271 403
1375947 C  23-26  30-38 27-52 10 1.0 229 2.8 16.4
IL-12Rp1

rs11575934 G 10-24 3037 34-49 10 10 222 2.1 136
. rs2114592 T 14-28 10 1526 00 00 42 0.7 0.0

P110
rs3948464 T  12-27  8-15 0-1 <1 00 35 125 4.9
rs1800629 A 6-9 17-22 215 NA 00 21 0.7 0.7
1799964 C  12-14  21-26 14-23 NA 325 195 208 243

TNF-a
1s361525 A 08 7 04 NA 316 83 0.7 2.1
rs1800630 A 10-12 1520 1220 NA 05 164 402 349
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rs1799724

TNF-aR1 rs4149622
IFN-y  rs2430561

s1327474

IFN-yR 1
1s2234711

rs10735810
rs1544410

VDR

PTPN22 rs2476601

P2X7  rs3751143

O

> >

T

C

60-65

68-76

3-98
41-47

17-24
28-29

0-3

7-11

4-7

49-73

34-43
35-55

34-44
37-44

1-21

14-17

9-19

10-13

64-68

44-50

26-51
2-41

0-6

20-25

NA

5.0

2.0

6.0
22.0

32.0
NA

0.0

15.0

191

0.0

0.5

34.7
19.9

255
25.0

0.0

42.2

33.8

6.4

111

36.1
34.7

45.1
13.9

2.1

174

47.2

4.9

0.0

111
25.7

444
9.8

0.0

22.2

36.4

8.5

2.8

153
31.2

34
4.7

0.7

24.6

NA: Not Available.

Source of allelic frequencies in world populations: Zembrzuski et al. (5).
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Figure 1: Neighbor-joining tree based on modified Cavalli-Sforza distances (DA) for
18 polymorphisms in 5 South Amerindian populations and Africans, Europeans and
Asians populations.
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CAPITULO IV - DISCUSSAO
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A discussdo especifica referente aos resultados obtidos no presente trabalho
encontra-se no capitulo trés.

Diversas evidéncias sugerem que os ancestrais das popula¢des amerindias atuais
provavelmente foram para &reas de reflgio durante a Gltima era glacial. Durante esse
processo possivelmente através do efeito de deriva parte da variabilidade genética do
grupo ancestral pode ter sido perdida enquanto que algumas variantes tornaram-se
predominantes devido ao efeito fundador (Achilli et al., 2008; Perego et al., 2009;
Schroeder et al., 2009; Tamm et al., 2007).

Nosso trabalho permitiu a constatacdo de que hd uma redugdo ou auséncia de
variabilidade em alguns genes importantes para a resposta imune do tipo Thl nas
populacdes nativas sul-americanas estudadas. Comparando nossos achados com aqueles
observados para os indigenas da etnia Xavante, podemos observar uma similaridade em
relacdo aos genes que apresentam esse padrao de falta de variabilidade.

Conforme discutido anteriormente, mais populacGes amerindias precisam ser
analisadas para um completo entendimento dos processos microevolutivos que
moldaram o sistema imune desses grupos. Mesmo com as informacg6es adicionadas pelo
nosso estudo, ainda ndo podemos concluir se essa baixa variabilidade observada em
genes relacionados com a resposta imune € o resultado de um efeito fundador, de uma
alta taxa de endocruzamento ou de um processo de selecédo natural.

As frequéncias alélicas de STR, SNPs e indels em amerindios diferem das
observadas no resto do mundo (Hofer et al., 2009). Entre as buscas de uma explicacédo
para essas diferencas foi sugerido que a selecdo teria tido pouco tempo para atuar nesses
grupos, especialmente devido ao pequeno tamanho das populag®es e, portanto, néo seria
a explicagdo mais provavel para esses achados (Wang et al., 2007). O mais provavel,
segundo Hofer et al. (2009) é que essas diferencas sejam devidas a fatores
demograficos, como gargalos de garrafa, que tenham ocorrido durante a ocupacéo do
territorio americano que possam ter aumentado a possibilidade de “surfe” alélico
durante as expansfes espaciais subsequentes.

Considerando que € dificil distinguir os efeitos de selecdo positiva daqueles
provenientes de processos demograficos, uma vez que eventos demograficos antigos
como gargalos de garrafa ou amplas expansdes podem mimetizar as assinaturas
genéticas de varreduras seletivas (como, por exemplo, diversidade alélica reduzida), a
analise de mais populac@es amerindias permitira uma visdo mais ampla do real perfil de
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variabilidade desses grupos e contribuird para o estabelecimento de qual processo
evolutivo atuou sobre genes relacionados a resposta imune (Hofer et al., 2009).

Essa baixa variabilidade observada em nosso estudo acaba por determinar uma
expressao mais restrita de citocinas, que por sua vez acabam por ativar a expressao de
um ndmero menor de genes de resposta imune. Esse processo de ativacdo génica afeta
diretamente a diferenciacdo das células ThO em células Thl ou Th2, o que acaba por
influenciar no padrdo de resposta que sera predominantemente desencadeado no
momento da exposicdo a determinado antigeno.

As frequéncias obtidas nessas popula¢des podem ser uma das explicagdes para a
alta suscetibilidade desses grupos as doencas introduzidas pelas popula¢cfes que habitam
regides ao redor das reservas indigenas. Trabalhos que tenham como objetivo relacionar
polimorfismos em genes de resposta imune e doengas introduzidas tornam-se
claramente necessarios para um completo entendimento da resposta desses grupos a
esse tipo de patologia.

Diversas investigacdes demonstraram que nosso sistema imune sofreu
mudancas durante as fases mais recentes da evolucdo humana e que essa mudanca pode
ser o reflexo de nossa exposicdo as doencas infecciosas. Essas patologias estdo
associadas com o advento da agricultura no comeco do periodo Neolitico (Cavalli-
Sforza, 1966). A maneira pela qual os humanos se adaptam aos patdégenos depende de
uma gama de fatores, incluindo o tipo de microorganismo, a diferente presenca temporal
e espacial do patgeno durante a evolucdo, sua patogenicidade, a natureza da interagdo
entre 0 hospedeiro e 0 patdgeno e a taxa em que o patdgeno evolui. Portanto, é dificil
inferir que determinado patdgeno é o responsavel pela pressdo seletiva que é exercida
em determinado gene. Isso se da& principalmente pelo fato de que varios patdgenos
podem exercer pressao Nos mesmos genes, sendo que essa selecdo acaba somente por
variar em forma, tempo e espaco (Barreiro & Quintana-Murci, 2010).

Conforme demonstrado na revisdo sobre a epidemiologia da tuberculose em
populacbes nativas sul americanas (anexo 1), esses grupos s6 foram expostos a essa
patologia recentemente, no momento do contato com os portugueses que “descobriram”
o Brasil. Dentre as doencas infecciosas, a tuberculose ainda é um importante problema
de salde publica para essas popula¢es, mesmo com todas as medidas de vacinagdo que
sdo tomadas por parte do governo. As taxas de anergia ao PPD nesses grupos se
mantém em um valor muito superior aquelas observadas em popula¢Ges ndo nativas.
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Conforme discutimos em nossa revisdo, a principal explicacdo sugerida pelos
pesquisadores em relacdo a essa questdo parece se embasar na teoria de predominancia
de um padréo Th2 de resposta imune nesses grupos. Nenhuma investigacdo analisou as
bases genéticas que poderiam justificar essa teoria, sendo que essa hipotese acaba por se
basear, predominantemente, em estudos com anticorpos.

Em relacdo a essa questdo, o presente trabalho acrescenta informacdes
importantes para um melhor entendimento da resposta imune em populagdes nativas,
uma vez que apresenta uma visdo geral da variabilidade genética presente nesses
grupos. Considerando que foi observada uma baixa variabilidade em polimorfismos de
citocinas que desencadeiam um padrdo Thl de resposta imune, pode-se sugerir ser essa
uma das razdes para a maior suscetibilidade dessas populacGes as doencas bacterianas
introduzidas, uma vez que essas normalmente necessitam de um padréo Thl de resposta
para serem combatidas.

Torna-se necessario que outros trabalhos tentem relacionar os gen6tipos obtidos
para esses polimorfismos com doengas introduzidas comuns nesses grupos, pois isso
permitira um melhor entendimento das reais diferengas em termos de sistema imune
entre populacBes nativas e ndo nativas. A tuberculose € uma dessas doencas onde essa
relacdo entre polimorfismos em genes de citocinas e suscetibilidade a doenga deveria
ser estabelecida. Isso se justifica principalmente pelas altas taxas de infec¢do nos grupos
indigenas e pela baixa eficacia das medidas de satde publica que estdo sendo tomadas
para 0 combate a essa patologia nessas popula¢des. Um maior conhecimento sobre os
mecanismos por tras da resposta imune pode ajudar no estabelecimento de medidas de
combate mais efetivas e direcionadas a determinado grupo.

Recentemente dois novos subconjuntos de células T foram descobertos e suas
associacbes com padrdes de resposta imune ainda ndo estdo completamente
estabelecidas. Em 2006, trés estudos independentes encontraram que a combinacgdo de
TGF-B com IL-6 induzia a diferenciacdo das células produtoras de IL-17,
caracterizando um conjunto de células chamado de Th17 (Bettelli et al., 2006; Mangan
et al., 2006; Veldhoen et al., 2006). A funcdo primaria das células Th17 parece ser a
eliminacdo de patogenos que ndo foram adequadamente combatidos por células Thl ou
Th2. Entretanto, estudos demonstraram que células Th1l7 sdo potentes indutoras de
inflamacdo e tém sido associadas com patogénese de doencas auto-imunes e condicdes
inflamatorias (Korn et al., 2009).
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Em 2008, dois grupos mostraram que a combinagdo de TGF-f com IL-4 induzia
a diferenciacdo de células CD4+ em um conjunto de células T produtoras de IL-9,
chamadas de células Th9 (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al., 2008). A funcéo
exata desse subconjunto de células Th ainda ndo foi completamente elucidada, mas
fungdes na imunidade contra helmintos, infeccbes e/ou na promogdo de doengas
inflamatorias tem sido propostas (Ma et al., 2010). Estudos que analisem variantes em
genes que condicionem a expressao desses padrdes de celulas Th9 e Thl7 poderiam
contribuir para uma melhor compreensao das respostas imunes em populagfes nativas.

Também se chama a atencdo para a questdo de que os resultados obtidos nesse
trabalho e o tipo de estudo realizado, englobando diversas etnias indigenas, sdo inéditos

e, portanto, necessitam ser acrescentados por outros trabalhos.
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Abstract

Historically, tuberculosis (TB) was a major cause of population decline among Native
South Americans and remains a leading cause of morbidity and mortality in these
populations; however few susceptibility studies have been performed on these
populations. Specifically in relation to purified protein derivative (PPD) skin test
reactivity, all studies have reported that PPD reactivity in Amerindians is low as
compared to populations of European or African descent. Anergy rates are high, usually
being over 50%, even in populations with relatively high BCG coverage. These
investigations have focused on socioeconomic factors as contributing to disease
resistance and susceptibility; genetic differences between populations are also
acknowledged in most of these studies; but, the basis for this genetic diversity remains

largely unexplored.
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Introduction

Tuberculosis (TB) is an ancient disease caused by the bacterial pathogen
Mycobacterium tuberculosis (MTB), which co-evolved with humans for millennia
(Smith 2009). The disease continues to be an important public health problem despite
the existence of national and international tuberculosis control programs. About one-
third of the world’s population is infected by MTB and one-tenth will develop active
TB. More than 90% of TB cases are from developing countries (WHO 2009). Infection
with MTB is controlled in most infected individuals, while in a minority of cases
containment of infection fails over time, and active TB disease develops (Chan 2004).
Although only a minority of exposed individuals develop active disease, morbidity and
mortality in humans worldwide remain high, with nearly 2 million deaths annually
(Kaufmann 2005; WHO 2009).

TB is highly endemic in Brazil. Despite major government investments in
control measures, especially in recent decades, the annual incidence of notified cases
surpasses 50 new cases per 100000 individuals (Kritski 2000; Barreto 2002). In some
states and municipalities of the Amazon region, incidence rates may surpass 70 per
100000. Environmental factors such as poor economic conditions, malnutrition, stress,
and overcrowding play a role in determining the prevalence of tuberculosis in human
populations. But genetic and non-genetic factors of both the bacterium and the host
should also be important in the immune response to MTB. The interaction between
these different factors as well as their impact on disease development is presently
unknown.

It is generally accepted that a competent immune response is key to control of
MTB infection (Flynn 2001). Although the adaptive immune response induces the
development of solid granulomas, which contain the bacteria (Ulrichs 2006), control of
latent MTB infection also requires robust innate immunity. The precise mechanisms by
which these innate processes contribute to the control of latent infection remain elusive
(Dorhoi 2009). Innate and adaptive defense mechanisms contribute to anti-MTB
immunity. The view that successful infection control mostly depends on adaptive
responses reflects observations made with the intradermal application of tuberculin
(purified protein derivative; PPD). Most TB patients develop a delayed-type

hypersensitivity reaction to tuberculin and are, if remaining healthy, considered
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protected from active TB (Thye 2009). Since the skin papule indicating PPD positivity
contains reactive T lymphocytes, protection is believed to result from acquired T-cell-
mediated immunity. PPD negativity can result from either lack of previous exposure,
anergy due to overwhelming TB, or from any form of immunosuppression. In addition,
antigen-specific tuberculin anergy in patients with pulmonary TB during the course of
the disease and persisting after successful treatment has been reported (Delgado 2002).
PPD negativity may also indicate innate immunity after exposure without induction of
adaptive mechanisms.

Increasing evidence points to a major role for host genetics in explaining inter-
individual variation in susceptibility to infectious diseases, since intracellular pathogens
contribute to a significant proportion of infectious disease morbidity and mortality
worldwide. Immune response to TB is regulated by interactions between lymphocytes
with antigen-presenting cells and the cytokines secreted by these cell types. Upon
infection, phagocytes are activated to produce proinflammatory cytokines including
Tumor necrosis factor-a (TNF-a) and Interleukin-12 (IL-12). IL-12 drives T cells and
natural killer cells (NK) to produce T helper 1 (Thl) cytokines such as Interferon-y
(IFN-y) which activates infected macrophages to eliminate MTB (Flynn 2001).
Antigenic stimulation of T cells in the presence of proinflammatory cytokines such as
IL-6 and co-stimulatory molecules induce secretion of IL-2. Binding of IL-2 to IL-2
receptors induces clonal expansion of antigen-specific T cells, enhanced secretion of
cytokines and expression of major histocompatibility complex (MHC) class Il
molecules. IL-6 secreted by macrophages is involved in stimulating early IFN-y
production (Flynn 2001; Selvaraj 2008). IL-10, an anti-inflammatory cytokine secreted
by alternatively activated macrophages and T cells, is known to down-regulate Thl
responses and suppresses the surface expression of MHC class Il molecules. IL-4, a
potent inducer of Th2 cell differentiation, down-regulates Th1l responses (Selvaraj 2008;
Kidd 2003). The pattern of cytokine expression is genetically determined by
polymorphisms in the genes that encode these interleukins (Kidd 2003).

Th1 cells are hypothesized to lead the attack against intracellular pathogens such
as viruses, to raise the classic delayed-type hypersensitivity (DTH) skin response to
viral and bacterial antigens, and to fight cancer cells. Th2 cells are believed to enhance

protection against extracellular pathogens such as multicellular parasites (Kidd 2003).
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2. Anergy and tuberculosis in Native American populations

TB is important among indigenous peoples in South America, not only because
of its historical role in regional depopulation, but because it is still widespread. There
are about 400 aboriginal ethnicities in the Americas, with approximately 50 million
indigenous people living in Latin America, representing 10% of the total population
(Salzano 2002). Most of these groups suffer discrimination, and live in conditions of
marginality and poverty. There are also difficulties in accessing indigenous regions,
limiting the provision of health services to them. All these limitations are important for
the epidemiology of tuberculosis in South Native American populations. These groups
have a TB prevalence higher than those of the general populations of their countries,
and seem particularly vulnerable to it, with a greater risk of acquiring and dying from
TB than non-Indians (Coimbra 2007). Table 1 presents the tuberculosis incidence ratios
in eight South American countries (Abadia 2009; Culqui 2010; Greene 2004; PAHO
2004).

Several authors suggested that tuberculosis arrived in the Americas together with
the earliest people who crossed the Bering land bridge and that it reached epidemic
levels when large communities were formed. When people lived in small hunter-
gatherer groups, tuberculosis was only an occasional disease (Daniel 2000).
Mathematical models showed that in pre-historic cultures between 180 to 400 people
would be necessary for the maintenance of tuberculosis as an endemic disease. In
smaller groups, MTB or the host would not survive (McGrath 1988).

The earliest evidence for tuberculosis in the Americas was detected in Peruvian
mummies (Salo 1994). Others studies also showed indication of tuberculosis in USA,
Canadian and Chilean prehistoric populations (Daniel 2000). These cases are dated
around year 500 and continue until the beginning of the colonial era. Despite this
finding for the presence of tuberculosis in high-density populations of highland South
America (Salo 1994; Allison 1973), there is no evidence for pre-Columbian exposure of
lowland groups. In addition, the response to MTB soon after contact indicates that
remote lowland groups are susceptible to this pathogen. Based on data from Europe,
Grigg argued that tuberculosis epidemics run for about 300 to 400 years (Grigg 1958).
Considering this view, an epidemic wave of tuberculosis beginning in the Andean

region of South America about 1500 years ago, would leave many generations for
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susceptibility to redevelop among Native Americans. This epidemic probably did not
reach lowland populations.

High susceptibility to tuberculosis is probably common in most South American
Native communities. The median percentage of positive responses to tuberculin tests
(PPD) among adults of indigenous South American communities that have not been
vaccinated with BCG at the time of the studies is 18.5% (range, 0% —71%; 24
communities (Salzano 1988). Considering the investigations that took place between the
1940s and 1960s there was a correspondence between degree of contact with non-
Indians and positive reactions to PPD.

More recent studies of TB immunology of indigenous peoples have stressed the
characteristics of PPD skin test reactivity. All these studies have reported that PPD
reactivity in Amerindians is low as compared to those of populations of European
descent. Anergy rates are high, occurring usually over 50% of the subjects tested, even
in populations with relatively high BCG coverage (Sousa 1997; Escobar 2004; Hurtado
2003).

A survey of an emerging tuberculosis epidemic among the Yanomami of the
Amazonian rain forest provided a unique opportunity to study the impact of tuberculosis
on an isolated population (Sousa 1997). An extraordinarily high prevalence of active
tuberculosis (6.4%) was observed among the Yanomami, a ratio 100-fold higher than
that observed in the Amazonian state in general, where they live. Fragment length
restriction patterns and a MTB phage lysotype profile were similar to that observed in
local strains, indicating that tuberculosis was introduced in this population in a recent
time. Studies on cell-mediated and humoral immune responses of the Yanomami
compared to those of other residents of the region suggested profound differences in
immunological responsiveness to MTB infection. Among the Yanomami, a very high
prevalence of tuberculin skin test anergy was found (76%). The Yanomami also had
higher titers of antibodies against MTB glycolipid antigens (>70%) than the control
Brazilians of European descent (14%). The antibodies were mostly of the IgM isotype.
Among the tuberculosis patients who also produced 1gG antibodies, the titers of 1gG4
were significantly higher among the Yanomami than in the control population. The
results suggest that the first encounter of the Yanomami with tuberculosis engendered a
diminished cell-mediated immune response and an increased antibody production. The
peculiarities in the immune responsiveness of the Yanomami may be due in part to a
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high prevalence of diminished cell-mediated immunity with high rates of antibody
production, and Th2-mediated activation (Sousa 1997). Such Th2 immune responses
compete with Thl-mediated defenses that are more effective against infectious diseases
such as tuberculosis.

The study made by Amarante et al (Amarante 1999) in the borders of the
Araguaia River (56°W 15°S) with Karaja and Tapirapé populations showed that these
groups had a low occurrence of PPD reactors, even in regions with high vaccination
coverage (Amarante 1999). But no further investigations were conducted at the
immunological or genetic level in these groups.

The Brazilian state of Rondonia, near the border with Bolivia, is the home of the
Pakaanova Amerindians, which began to make contact with other groups around 1950.
At that time, half the population died from epidemics of influenza, malaria and measles.
It was at this same period that tuberculosis was introduced, and since it is the leading
cause of mortality and morbidity in this population. The epidemiology of this group
shows an infant mortality due to diarrhea and pneumonia much higher than that
observed in non-indigenous populations of the region; endemic malaria and intestinal
parasitism are widespread. This could explain the high rate of non-reactors to PPD
observed in this population, with 54.8% of the population having skin reaction tests of
<5mm (Escobar 2004). As discussed above, the diseases to which this population is
exposed stimulates a predominance of a Th2 pattern of immune response, leading to an
increased susceptibility to tuberculosis and a lack of PPD reaction.

In the same Brazilian state, among 1991 and 2002, the mean incidence of
tuberculosis among the Surui was 2518.9/100000, with approximately half of cases
diagnosed in children younger than 15 years. The contact of this group with other
people began in 1969 and, since then, several epidemics of infectious diseases
decimated the population. Examples of these epidemics are malaria, influenza, measles,
and tuberculosis, the latter being still currently a major cause of morbidity and mortality
(Basta 2006). The prevalence of tuberculosis among the Surui presently is
815.2/100000, much higher than that of the population of Rondénia (37.5/100000) or
Brazil in general (41.9/100000) in 2003. In addition, the rate of anergy to PPD in this
group is extremely high, exceeding 60% (Basta 2006). Genotyping of MTB isolates
present in this population, had the LAM genotype and one repeat at MIRU locus 24,
both characteristics of the MTB modern group (Basta 2006). In other studies in South
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America (Venezuela and Paraguay) the LAM family is also predominant (Abadia 2009).
These results reinforce the view that MBT infection was introduced only recently in
these populations.

In Central Brazil the Guarani-Kaiowa presented an incidence of tuberculosis of
740/100 000 whereas in the state of Mato Grosso do Sul where they live the general
incidence is of 49/100 000 individuals. The Amerindian rate is the same since 1967,
showing that the actions for control of the disease have not been efficient in this
population (Marques 2003).

The most recent study in Brazil was conducted among the Xavante Indians of
the state of Mato Grosso, Central Brazil. Permanent contact of the Xavante with the
national Brazilian society took place in the late 1940s. During the next two decades
nearly half of the population died due to epidemics of infectious diseases (Coimbra
2002). Results from a recent TB survey carried out in 2006 among the Pimentel Barbosa
Xavante indicated a moderately high annual risk of TB infection (0.94%) and a
moderate prevalence of infection (16.6%), defined as a Tuberculin skin test reaction >
10 mm (Basta 2010). In the 1960’s, Neel et al (Neel 1968) studied the same Amerindian
group; at that time, the Xavante had not yet been exposed to BCG and just one person
tested positive for PPD. At present, although there is almost 90% BCG coverage in the
population, a high percentage of anergy to PPD (69%) is still observed (Basta 2010).

The Xavante cytokine allele frequencies were different from those reported in
other major ethnic groups. When these allele frequencies were compared to those
described for Asians, with whom they share more recent common ancestors, we
observed that for three SNPs the minor allele presented higher frequencies but for eight
absence or very low prevalences occurred; whereas in the remaining eight
polymorphisms the allele frequencies were into the range of variation as that of Asians.
It is clear, therefore, that the Xavante present a very distinctive pattern of frequencies
for most of these systems. Since no information for other Amerindian samples has been
reported for these polymorphisms, it is difficult to infer whether the three variants lost
and the other differences were due to microevolutionary processes or if these
polymorphisms were not present in the founder group (Zembrzuski 2010).

Although less investigated, the pattern of TB susceptibility and anergy in other
indigenous South American populations is similar to those described in Brazil except
for the Trio population from Suriname. A study conducted between 1995 and 2000
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among them showed a prevalence of tuberculosis of 4.2/1,000 per year, while the
population of Suriname as a whole presents a prevalence of 0.16/1,000 per year. Unlike
what has been observed in Native Brazilian populations, the rate of anergy to PPD in
the Trio was not high. In addition, there was a low proportion of latent as compared to
active infection, indicating a high risk of progression to active tuberculosis after MTB
infection there. A low prevalence of latent infection among children was also found, and
the highest frequency was found in older persons indicating that the infections occurred
mainly in the past (van Crevel 2004). The Trio would therefore be an example of a
population that had reached a later stage in the tuberculosis epidemic pattern.

A study with the Warao children of VVenezuela reported that 17.6% of them were
anergic to PPD. The authors presented as possible explanations for this high rate of
anergy viral, bacteria and parasites infection rates to which this population is exposed,
as well as undernutrition. Antibody analyses revealed that individuals anergic to PPD
had high IgE levels. It is known that IgE is dependent on IL-4 and is therefore a marker
of Th2 response, and that their levels decrease after tuberculosis treatment when the Thl
response is prevalent in the organism (Araujo 2004). An important aspect of Th2
responses is overproduction of immunoglobin E (IgE). South American Indians produce
IgE at some of the highest levels ever reported anywhere in the world and yet they do
not experience asthma, allergies, or the more severe manifestation of atopy, lethal
anaphylaxis, that individuals with high IgE levels in other populations generally
experience (Hurtado 2003).

The Aché population lives in the tropical forests of the southwestern part of
South America in Paraguay. There is no evidence that they ever experienced amicable
relations with other ethnic populations in Paraguay until the 1960s and 1970s, when
various groups made contact with outsiders. Rates of tuberculosis infection and disease
reached epidemic proportions during the 1990s in two Aché communities of
Mbaracayu. In fewer than 15 years after first contact, 18% of the population had been
diagnosed with active tuberculosis (Hurtado 2003). The negative tuberculin reaction
rate observed among the Ache” is slightly lower (68.3%) than the rate reported for the
Yanomami and the Xavante of Brazil (76% and 69% respectively) (Sousa 1997;
Hurtado 2003; Basta 2010), suggesting that the Amerindian immune response to

tuberculosis may be different from that of populations of African or European ancestry.
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On average, when compared to other populations, Amerindians have much less
heterogeneity in highly polymorphic loci that control the immune system, such as class
I and Il histocompatibility antigens (MHC), and the immunoglobulin allotype genes
(Black 1994). The genetic pattern of cytokine genes has only been investigated in the
Xavante, but as previously stated (Zembrzuski 2010) high differences in allele
frequencies and reduced diversity in important genes for TB susceptibility were
observed when compared to other ethnic groups.

The ability to switch between the Thl and Th2 immune response pattern is
essential to organism success. Considering that an individual is exposed to different
kinds of antigens every day, a variability of the immune responses is important for the
success in fighting disease. At the population level, it is important that the majority of
the individuals develop an appropriate response to the antigen. If the antigens are the
same all the time, an invariable immune system would not be a problem. However,
when a new antigen is present, the lack of variability could lead to an inappropriate
immune response and the population could be decimated. Therefore the relationship
between low genetic diversity and Th2 predominance as well as the interaction between
genetic diversity and helminthic infection on Th2 predominance should be more

properly investigated.

3. Conclusion

At the community level, socioeconomic and epidemiologic (including access to
adequate health services) factors play the leading roles in TB morbidity and mortality;
but at the individual level the containment and cure of TB requires an effective cell-
mediated immune response. Once infected with MTB, the risk of an individual to
develop the disease is influenced by many factors, including nutritional status, presence
of co-infections, exposure to other environmental microbes, and previous vaccination.
However, it is clear that genetic host factors also play an important role in controlling
disease susceptibility to intracellular pathogens (van de Vosse 2004). Human immune
response genes are more diverse than any other gene group, suggesting that infectious
diseases have been important driving forces in human evolution (Newport 2004).
Candidate genes studies for immunogenetic polymorphisms and their association with
infectious diseases in humans should add to answer these important gquestions.
Moreover, the absence of delayed-type hypersensitivity responses to mycobacterial

84



antigens during active TB infection can be associated with poor clinical outcome, and
new health policies for populations having individuals with this condition should be

implemented.
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Table 1: Incidence ratios to tuberculosis in South America.

Incidence Ratios (/100 000)

Country
Native General
Nicaragua 55.5 45.6
Venezuela 70-105 34
Colombia 112 - 60 26.1
Peru 300-400 106
Paraguay 392.2 37.8
Brazil 189.2 46.4
Bolivia 390 78

Source: (Abadia 2009) for Venezuela, (Culqui 2010) for Peru, (Greene 2004) for
Bolivia, and (PAHO 2004) for all others.
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