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RESUMO

SILVA, Gustavo Milson Fabricio da. Polimorfismo genético de citocinas na
populacao do Rio de Janeiro. 2009. 77 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia
Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Citocinas sdo moléculas que controlam e modulam a atividade de numerosas
células por se ligarem a seus receptores especificos. As diferencas observadas na
producdo de citocinas entre individuos podem ser, pelo menos em parte, explicadas
pelos polimorfismos genéticos como o polimorfismo de um Unico nucleotideo (SNP).
Em 181 individuos saudaveis ndo-aparentados da cidade do Rio de Janeiro (regido
Sudeste - Brasil), nés analisamos os polimorfismos de citocinas em genes que
codificam para Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), Fator de Crescimento
Transformante-beta (TGF-B), Interleucina-10, Interleucina-6 e Interferon-gama (IFN-
v). Reagcdo em cadeia da polimerase utilizando-se iniciadores sequencia-especificos
foi realizada com auxilio do kit comercial CytGen (One Lambda Inc. Canoga Park,
CA, USA). Ao todo, 8 polimorfismos foram analisados: TNF-a (-308G/A); TGF-$
(cédon 10C/T, codon 25C/G); IL-10 (-1082A/G, -819T/C, -592A/C); IL-6 (-174C/G) e
IFN-y (+874T/A). Os dados observados foram comparados a trés grupos de
populacdo de diferentes regibes do Brasil (Sdo Paulo, Parana e Bahia) e a trés
populacées de outros continentes (ltalia, Eslovaquia e Negros Norte-Americanos). O
teste qui-quadrado foi utilizado para as comparacdes. Nossa analise da populacéo
do Rio de Janeiro mostrou que os as frequiéncias alélicas em IL-10, IL-6 e IFN-y sdo
desigualmente distribuidos entre Brancos, Mulatos e Negros (p<0,05). A
comparacao com populacdes de outras regides do Brasil revelou que Rio de Janeiro
e Bahia possuem frequéncias alélicas e genotipicas de TGF-f (c6don 25)
estatisticamente diferentes (p=0,004 e p=0,002, respectivamente). Ainda, a
frequéncia alélica na populacdo do Rio de Janeiro é significativamente diferente
quando comparada a populagédo da Itdlia [IL-6 (-174), p=0,0092; e IFN-y (+874)
p=0,0418)]; Eslovaquia [IL-10(-1082), p=0,006; IL-6(-174), p=0,0002; e IFN-y(+874),
p=0,0335]; e Afro-Americanos [IL-10(-819), p=0,0446; 1L-6(-174), p<0,0001; e IFN-
v(+874), p<0,0001]. Adicionalmente, observamos que a diferenca na distribuicdo dos
haplétipos em IL-10 (-1082/-819/-592) na populacdo do Rio de Janeiro em
comparacao com a da Italia (p=0,0293) e Afro-Americanos (p=0,0025) é significativa.
Portanto, concluimos que os polimorfismos em IL-10, IL-6 e IFN-y estéo distribuidos
de acordo com a etnia na populacdo do Rio de Janeiro. A populacdo do Rio de
Janeiro possui frequéncias de polimorfismos diferentes das populacdes de Bahia,
Itdlia, Eslovaquia e Afro-Americanos, mas semelhantes a populacdo de Sé&o
Paulo/Parana. Nossas observacdes poderdo ser Uteis para futuros estudos e
associacao entre polimorfismos genéticos de citocinas e doencas na populacao do
Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Citocinas. Polimorfismo de um Unico nucleotideo. Etnia. Populacao.



ABSTRACT

Cytokines are molecules that control and modulate the activities of humerous
target cells via binding to specific receptors. The observed differences in the cytokine
production among individuals can be, at least, explained by genetic polymorphisms
like single nucleotide polymorphism (SNP). In 181 unrelated healthy Brazilian
individuals from Rio de Janeiro City, we investigated the polymorphisms of cytokine
genes encoding Tumor Necrosis Factor-alpha (TNFA), Transforming Growth Factor—
beta (TGFB), Interleukin (IL)-10, IL-6, and Interferon-gamma (IFNG). Polymerase
chain reaction using sequence-specific primers genotyping was performed for these
gene cytokines using the avaiable comercial kit CytGen (One Lambda Inc., CA,
USA). Eight polymorphisms were tested: TNF-a (-308G/A); TGF- (cédon 10C/T,
codon 25C/G); IL-10 (-1082A/G, -819T/C, -592A/C); IL-6 (-174G/C) and IFN-y
(+874T/A). Chi-square test was used for comparisons. Observed data were
compared to three other populations from different regions of Brazil (Sdo Paulo,
Parana and Bahia) and three populations of other countries (Italy, Slovakia and North
American Blacks). Our analysis from Rio de Janeiro population showed that the
alleles frequencies in IL-10, IL-6 and IFN-y are unevenly distributed among Whites,
Blacks and Mulatos (p<0.05). The comparison with populations from other regions of
Brazil showed that Rio de Janeiro and Bahia have genotypic and allelic frequencies
of TGF-B (codon 25) statistically different (p=0,004 and p=0,002, respectively). Also,
the allelic frequency in the population of Rio de Janeiro is significantly different when
compared to the population of Italy [IL-6 (-174), p=0.0092, and IFN-y (+874),
p=0.0418] ; Slovak [IL-10 (-1082), p=0006; IL-6 (-174), p=0.0002, and IFN-y (+874),
p=0.0335] and Afro-Americans [IL-10 (-819), p=0.0446, IL-6 (-174), p<0.0001, and
IFN-y (+874), p<0.0001]. Additionally, we observed that the distribution of haplotypes
in IL-10 (-1082/-819/-592) in the population of Rio de Janeiro in comparison with that
of Italy (p = 0.0293) and Afro-Americans (p =0,0025) is statistically different.
Therefore, we conclude that the polymorphisms in IL-10, IL-6 and IFN-y are
distributed according to ethnicity in the population of Rio de Janeiro. The population
of Rio de Janeiro have different frequencies of polymorphisms of the population of
Bahia, Italy, Slovak and Afro-American, but similar to the population of Sé&o
Paulo/Parana. Our observations may be useful for future studies in association
between genetic polymorphisms of cytokines and disease in the Rio de Janeiro
population.

Keywords: Cytokines. Single nucleotide polymorphism. Ethnicity. Population.
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INTRODUCAO

Citocinas sdao um grupo diversificado de proteinas ndo humorais que agem como
mediadoras entre células. Elas foram inicialmente identificadas como produtos das
células imunes que agem como mediadoras e reguladores dos processos imunes
mas agora se sabe que muitas citocinas sao produzidas por células que nao sao do
sistema imune e que tém efeito no sistema ndo-imune também. Citocinas estao
sendo usadas clinicamente como modificadores de resposta bioldgica para o
tratamento de varias doengas. As citocinas ndo sao tipicamente armazenadas como
proteinas pré-formadas. Ao invés disso a sua sintese € iniciada por transcricao
génica e seus RNAm tém vida curta.

A populacao brasileira possui uma caracteristica Unica, resultado da miscigenagao
ocorrida entre brancos, negros, indios e diversas outras etnias que imigraram ao
longo dos ultimos cinco séculos.

Uma vez que o polimorfismo génico determina a funcao e a quantidade de citocinas
produzidas, estudar os polimorfismos presentes na populacdo brasileira se torna

uma importante ferramenta a fim de entendermos o mecanismos de muitas doengas.
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1 A FORMACAO DA POPULACAO BRASILEIRA

A populacado brasileira € uma das mais heterogéneas populagcdées mundiais,
sendo um resultado de cinco séculos de cruzamentos inter-étnicos entre individuos
provenientes de trés continentes: colonizadores europeus, representados
principalmente pelos portugueses, escravos africanos sub-saharianos e indios sul-
americanos. Os indios provavelmente colonizaram a América do Sul no pleistoceno
(1). Quando os portugueses chegaram no ano de 1500, havia aproximadamente 2,5
milhdées de indios vivendo na area que hoje compreende o Brasil. A colonizagdo do
Brasil, inicialmente, envolveu somente homens; a imigracdo de mulheres européias
foi insignificante durante os primeiros séculos de colonizagdo (2). Assim que 0s
colonizadores chegaram, o cruzamento entre homens portugueses e mulheres
indigenas teve inicio. A partir do século XVIIl, esse cruzamento foi estimulado como
estratégia ao crescimento populacional e ocupacado da entdo colbnia brasileira (3).
Individuos do continente africano foram introduzidos no Brasil a partir do século XVI
como escravos para trabalharem nas plantacbes de cana de acglcar e,
posteriormente, nas minas de ouro e plantagdes de café. Em 1808 a corte
portuguesa se mudou para o Brasil e deu inicio a abertura dos portos as nagdes
amigas. Esse ato foi seguido por uma intensa chegada de exploradores provindos
de outros paises. Estima-se que durante o periodo de 1820-1975, 5,6 milhdes de
imigrantes aportaram oficialmente no Brasil (IBGE 2000 — www.ibge.gov.br). Eles
eram principalmente portugueses e italianos (cerca de 70%), seguidos por espanhdis
e aleméaes. Ja no século 20, a imigracdo de asiaticos foi proeminente, principalmente
por japoneses, mas também de libaneses e sirios. Aproximadamente 58% dos
imigrantes que vieram ao Brasil entre 1500 e 1972 foram europeus; 40% de negros
africanos e 2% de asiaticos (4).
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2 INFLUENCIA DA ANCESTRALIDADE

Como conseqliéncia ao estimulo do crescimento da populacdo brasileira, a
maioria dos cromossomos Y em individuos brancos do sexo masculino na populacao
brasileira possui genes que permitem a sua identificagdo como de origem européia,
com baixa freqiiéncia de cromossomos Y originados da Africa sub-sahariana e
auséncia de contribuigcdo indigena (5). Por outro lado, ao se analisar o DNA
mitocondrial, foi possivel encontrar grande quantidade de contribuicdo de indios e
negros do sexo feminino ao pool de DNA mitocondrial de brasileiras brancas (6).
Esses dados indicam que a populagéo brasileira foi formada, na sua esséncia, pelo
cruzamento entre europeus do sexo masculino, indias e negras.

No entanto, devido ao fato do Brasil possuir dimensdes continentais, e da
imigracao ao longo dos séculos ter se dado, muitas vezes, em regides especificas, e
de uma intensa migracdo interna, a populagdo brasileira passou a ter uma
caracteristica extremamente heterogénea. Quando o DNA mitocondrial é analisado
em individuos brasileiros distantes geograficamente, separados por quatro regides
do Brasil - Norte, Nordeste, Sudeste e Sul - foi observada uma predominancia de
linhagem matrilinea amerindia na regido amazénica, uma preponderancia de
linhagens africanas no Nordeste, um equilibrio no Sudeste, e uma dominéncia
européia na regiao Sul (7). Adicionalmente, os estudos com cromossomos Y
realizados na populagéo do Rio de Janeiro indicam que a maioria do pool genético
presente em homens é de origem européia (8).

Parra et al (7) demonstraram que as caracteristicas fenotipicas como cor da
pele, formato do nariz, formato e cor dos cabelos e espessura dos labios sédo
instrumentos pobres para se determinar a ancestralidade de uma populagédo. No
entanto, este mesmo artigo ressalta a influéncia da ancestralidade em popula¢ées
de diferentes regides do Brasil. Assim, a contribuicdo africana na populagdo urbana
do Brasil varia de 4% a 34%, dependendo da regido, e a indigena, de 0% a 27%. Na
populacdo do nordeste (urbana e rural), ha 51% de ancestralidade européia, 36%
africana e 13% indigena, enquanto que na regido Norte, a influencia da
ancestralidade é 47% européia, 12% africana e 41% indigena. No estado do Rio
Grande do Sul ha uma ancestralidade genética de 82% de europeus, 7% africanos e

11% de indigenas. Portanto, apesar da heterogeneidade da populacao brasileira, e
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de ela ser considerada uma populacdo mista, ndo ha como se negar a influéncia
genética da ancestralidade na nossa populagao (9).

As diferencas regionais na populacdo brasileira nos instigam a pesquisar a
carga genética presente em grupos que se encontram distantes geograficamente.
Assim, supde-se encontrar variagées genéticas em brasileiros de diferentes partes
do Brasil, refletindo as caracteristicas migratorias e a pressao seletiva que cada
grupo sofreu ao longo dos séculos. Essas diferengas genéticas sao importantes, por
exemplo, na resposta imunolégica que cada individuo desenvolve em resposta a

infecgdes, apds o transplante de 6érgéos e no cancer (10, 11).
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3 CITOCINAS

Citocinas sao pequenas proteinas sollveis produzidas por varios tipos celulares
em resposta a um determinado estimulo. Elas podem agir de maneira autécrina,
afetando o comportamento das proprias células que as produziram; de uma maneira
paracrina, afetando células adjacentes; ou ainda de maneira endocrina para aquelas
citocinas que sdo estaveis o suficiente para afetar o comportamento de células
distantes. Ha duas familias principais de citocinas: a familia das hematopoetinas, a
qual inclui os horménios de crescimentos e também muitas interleucinas com
funcbes na imunidade adaptativa e inata; e a familia TNF, que também exerce
funcbes em ambas as imunidades adaptativa e inata. As citocinas produzidas por
macréfagos em resposta a patégenos incluem interleucina (IL)-1pB, IL-6, IL-12, IL-8 e
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Os linfécitos T produzem uma grande
variedade de citocinas: interferon-gama (IFN-y), IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a, fator
de crescimento transformante-beta (TGF-B), IL-17, entre outras (12).

A nomenclatura das citocinas € freqlentemente baseada em suas fontes
celulares. As citocinas que sao produzidas por fagocitos mononucleares eram
chamadas monocinas, e aquelas produzidas por linfécitos eram chamadas
linfocinas. Com o desenvolvimento de sondas moleculares, tornou-se claro que a
mesma proteina pode ser sintetizada por linfocitos, mondcitos e uma variedade de
células de outros tecidos, incluindo células endoteliais e algumas células epiteliais.
Desse modo, o termo genérico citocinas é o nome preferido para essa classe de
mediadores. Como muitas citocinas sao sintetizadas por leucécitos (ex. linfécitos T)
e atuam em outros leucécitos, elas também sdo chamadas interleucinas. Esse termo
€ imperfeito porque muitas citocinas que sdo sintetizadas apenas por leucécitos nao
sdo chamadas interleucinas, por razdes historicas, enquanto muitas citocinas
chamadas interleucinas sao fabricadas por ou agem sobre outras células que néo os
leucocitos. Entretanto, o termo € util porque, a medida que novas citocinas sao
caracterizadas molecularmente, elas recebem um numero de interleucina (p. ex., IL-
1, IL-2, e assim sucessivamente) para manter uma nomenclatura padronizada (13,
14).
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As citocinas e seus receptores sao classificados em familias distintas de
proteinas estruturalmente relacionadas e iniciam sua acao por ligacao a receptores
especificos na membrana da célula-alvo, desencadeando uma via de transducéao de
sinais que levam a alteracbes da expressdao génica. A expressao de muitos
receptores de citocinas € regulada por sinais especificos podendo ser outra citocina
ou a mesma que se liga ao receptor. Podem ter acdes pleiotropicas, redundantes,
sinérgicas ou antagbnicas e geralmente participam de um sistema de inducdo em
cascata. Atuam como reguladores positivos ou negativos da resposta imunoldgica,
inflamatéria e reparadora do hospedeiro a lesbes. Suas ag¢bes individuais na
imunidade s&o complexas, uma vez que elas agem em um microambiente repleto de
uma populacado heterogénea de células em diferentes estagios de ativacao (15).
Assim as citocinas podem ser geralmente caracterizadas como tendo efeitos
estimulantes (pro-inflamatério) ou inibidores (anti-inflamatério) dependendo do
subtipo de clone de linfécitos T helper ativados.

Citocinas derivadas de linfécitos T CD4+ possuem uma importante funcao nas
infecgdes virais, promovendo a eliminacao de patégenos intracelulares, bem como a
geracao de linfécitos T citotoxicos (CTL) e ativacdo de células Natural Killers (NK).
Respostas caracterizadas pela producao de IL-2, TNF-a e IFN-y s&o ditas Th1. As
respostas tipo 2 sdo caracterizadas por IL-4, IL-5 e IL-10, as quais promovem
resposta humoral e podem inibir respostas Th1 (12).

Como a produgéo de citocinas esta sob controle genético, variagées na regiao
promotora dos genes das citocinas podem alterar significativamente seus niveis de
producdo, afetando, assim, o desenvolvimento da resposta imunolégica. Dos muitos
tipos de polimorfismos presentes no genoma humano, o polimorfismo de um unico
nucleotideo (SNP) é o tipo mais freqiente (16). Os SNPs podem influenciar a
atividade do promotor ou a conformacdo do DNA ou pré-mRNA, e ainda pode
influenciar a expressao fenotipica (17).

A distribuicao dos SNPs pode variar bastante entre diferentes grupos étnicos, o
que poderia contribuir na freqiéncia de determinadas patologias (18). Varios
estudos sugerem que certos polimorfismos genéticos de citocinas estdo associados
a muitas doengas, incluindo doengas auto-imunes, infecciosas, alérgicas e
cardiovasculares (19). Entretanto, a associacdo desses polimorfismos com uma
determinada doenga, em uma populagdo, ndo pode ser extrapolada para outras
populagcées com background genético diferente (20). Dai a importancia de se
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estudar tais polimorfismos em uma populacao especifica, observando caracteristicas

exclusivas nesta populagao.

3.1 A citocina TNF-a

O TNF-a é sintetizado principalmente por macréfagos e mondcitos. Neutrofilos,
linfécitos T e células NK também podem produzir TNF-a. Sua producédo €
estimulada, sobretudo, por lipopolissacarideos, virus, bactérias intracelulares e
células neoplasicas, mas também por IFN, IL-1, IL-2 e bradicinina. E inibida por
ciclosporina, dexametasona e IL-6. Existem receptores para TNF-a (TNFR ou
CD120) em ceélulas hematopoéticas, em muitas células nucleadas e em células
mieldides. A principal atividade bioldgica do TNF-a € uma acentuada citélise em
diferentes linhagens neoplésicas, tendo acdo antitumoral muito significativa. E o
principal mediador na caquexia das neoplasias malignas: agao na hematopoese, na
ativacao de neutréfilos, monécitos/macréfagos, linfocitos T e B, aumenta a migragéao
transendotelial, tendo, assim, uma importante agéo fisiologica na defesa contra
microrganismos (21).

Altas concentracées de TNF-a no sangue de pacientes com septicemias por
bactérias gram-negativas correlacionam-se com a piora do progndéstico. Portanto,
acredita-se em uma importante acao deletéria de TNF-a quando sintetizado em
quantidades excessivas, ao contrario da acao benéfica frente a situagdes que
determinam sua sintese em quantidades moderadas. Variagdes na regido promotora
do gene que codifica TNF-a podem influenciar sua produgéo, determinando, assim,
a susceptibilidade a doencas. Com base nesse argumento, SNPs na regiao
promotora do gene TNF-a tém sido investigados por seus efeitos na transcricao
génica bem como por sua possivel correlagdo com alguma doengca em particular,
como no diabetes (22) ou em doengas inflamatérias (23). Os SNPs mais estudados
sdo os presentes nas posi¢cées -376, -308 e -238, todos com substituicdo do
nucleotideo Guanina (G) por Adenina (A) (24).

O gene do TNF-a esta localizado no cromossomo 6, posigao p21.3 (figura 1). O

TNF-a é sintetizado inicialmente como um polipeptideo de 26 kDa e 233
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aminoacidos com uma pré-sequéncia de 76 aminoacidos, que é clivada por
metaloproteinases altamente especificas algumas horas depois de estar ancorado
na membrana celular. Sem a pré-seqléncia, seu peso molecular € 17 kDa e possui
157 residuos de aminoacidos. Assim sendo, pode apresentar-se nas formas soluvel
ou ligada a membrana (forma ndo processada com 233 aminoacidos e 26 kDa). Na
forma biologicamente ativa € um homotrimero cuja massa molecular é 52 kDa,
apresentando formato de cone triangular ou piramidal onde cada lado € formado por
uma diferente subunidade monomérica. Os sitios de ligacdo aos receptores situam-
se na metade inferior da estrutura piramidal, o que permite a ligagdo simultanea com
mais de um receptor (25).

Figura 1. Localizac&o do gene de TNF-a no cromossomo 6.

3.2 A citocina TGF-B

O TGF-B é uma citocina multifuncional que desenvolve importantes fungdes na
modulagcdo do crescimento, migracao, proliferacdo e diferenciacdo celular,
imunoregulacdo e reparo tecidual, no qual aumenta a sintese de colageno e
promove a angiogenese (26). Ele é reconhecido por sua variedade de agdes
imunossupressivas sobre as varias linhagens de leucdcitos, e a deficiéncia desta
citocina pode levar a uma patologia inflamatéria grave e a morte. Também inibe a
expressdo de moléculas MHC classe Il e aumenta a atividade do TNF-a, IFN-y e

Linfotoxina-f (LT) (27). Muitas células normais expressam TGF-f constitutivamente,
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e produzem-no em maiores quantidades quando estimuladas. Estas incluem
plaquetas, macrofagos, linfécitos T e B, fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos,
astrocitos e células microgliais. Inibe a sintese mitogénica de IFN-y, IL-2, IL-3, GM-
CSF (Fator Estimulador de Col6nias de Granulécitos e Mondcitos) e TNF, suprime a
hematopoese pela inibicdo da célula-tronco hematopoética e regula os receptores
para IL-3 e G-CFS (Fator Estimulador de Coldnias de Granulécitos) nas células
hematopoeéticas. No sitio inflamatorio, induz a quimiotaxia de neutrofilos, mondcitos,
linfécitos, mastécitos e fibroblasto, ativando essas células a produzirem citocinas
inflamatorias (IL-1, TNF, IL-6) e aumentando a adesdo leucocitaria a parede dos
vasos e matriz extracelular (28). Recentemente, foi descrito que o TGF- promove a
transicao epitélio-mesenquimal, um processo no qual as células epiteliais perdem
sua conformagéo inicial e adquirem um comportamento migratério (29). Além disso,
€ sabido que o TGF-B esta diretamente envolvido na formagdo de fibrose (30),
induzindo, por exemplo, uma prolongada e progressiva fibrose pleural associada a
diminuigéo da fung&o pulmonar (31).

A producado do TGF-B1 esta sob controle genético e a variagao individual nos
niveis de producéao do mesmo € influenciada pela existéncia de variagées genéticas.
Foram identificados cinco tipos de variagdes polimoérficas no gene TGFB1: duas na
regidao do promotor, nas posigdes -800 (G/A) e -509 (C/T); uma na posi¢cao +72
(insercao de C), em uma regido n&o traduzida; e duas na sequéncia sinal no primeiro
éxon, nas posigdes +869 (T/C) e +915 (G/C), os quais foram analisados neste
estudo (Figura 2). A mutacdo na posicdo +869 determina uma mudanca do
aminoacido leucina para prolina no cédon 10, enquanto a da posicao +915 altera o
cédon 25, substituindo a arginina para prolina (Quadro 1). Uma pessoa sera
considerada alta produtora da proteina TGF-B1 se o cdédon 10 traduzir para o
aminoacido leucina, e o cédon 25 para a arginina. Ao contrario, para ser baixa
produtora, devera traduzir para prolina em ambos os cédons (32).

O gene TGFB1 esta localizado no cromossomo 19g13 e contem sete exons
(383) (Figura 3). As moléculas protéicas de TGF-f sdo homo ou heterodimeros
compostos de subunidades de 12,5 kDa, secretadas pela célula como complexos
precursores latentes, que sdo clivados por proteases exdgenas e dessa forma
ativados. A forma biologicamente ativa é composta por 110 a 140 aminoé&cidos

altamente conservados (34, 35).
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Figura 2. Localizacao dos polimorfismos no gene do TGF-B1. Adaptado de Gewaltig

et al (36).

Em termos gerais, para uma populacdo caucaséide, pode-se atribuir o estado

de alto, intermediario e baixo produtor de TGF-B1, de acordo com os genotipos

Awad et al (32) também estudaram a relagcdo entre as variantes polimérficas de

TGFB1 e a producédo de TGF-B1 por leucécitos de sangue periférico de 34 individuos

saudaveis. Individuos com o genoétipo homozigoto no cédon 25 tiveram uma média

de producdo de TGF-f1=10.037 = 745 pg/ml (alta produgéo), enquanto que os de

gendtipo prolina/arginina tiveram um valor meédio de 6.729 + 883 pg/ml (32). De um

modo geral a expressdo do TGFB1 é regulada nos niveis transcricional e pos-

transcricional, dependendo do tipo celular e da isoforma especifica, em resposta a

uma variedade de estimulos externos (28).
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Quadro 1: SNPs e aminoacidos nas posicoes +869 e +915 do gene TGFB1
Adaptado de Awad et al (32).

TGF-B1
Posicao +869 +915
Cédon 10 25
SNP T->C G->C
Aminoécido Leucina = Prolina Arginina = Prolina
P

19p13.3 —
19p13.2 —

19p13.1

19p12 —
1911 d
19911 —
19912 —

19913.1 I

13913.2 =
19915.3
199135.4

Figura 3: Localizacao do gene de TGF-f1 no cromossomo 19.

3.3 A citocina IL-10

A IL-10 foi originalmente descrita como um fator inibitério produzido por
linfécitos Th2 de murinos que suprimem a producao de IFN-y produzido por linfécitos
Th1. Além de inibir o IFN-vy, ele tem a capacidade de inibir GM-CSF, IL-1a, IL-1B, IL-
6, IL-8, TNF, além de reduzir a proliferacao de linfécitos T (37). IL-10 também pode
alterar a funcado de células apresentadoras de antigenos, tais como células de
Langerhans e macrofagos. Uma ampla variedade de tipos celulares pode produzir
IL-10, incluindo linfocitos T, linfocitos B, células dendriticas e macréfagos (38).

O gene IL10 contém cinco éxons e localiza-se no cromossomo 1, entre 1931 e
1932 (Figura 4), ocupando aproximadamente 5,1kb (14). A ativacao da expressao
génica da IL-10 resulta em um RNA mensageiro (mMRNA) de 2kb. Em contraste a
outras citocinas, sua transcricao pode ser regulada por fatores de transcricao Sp1 e

Sp3, o0os quais sdo expressos constitutivamente por muitos tipos celulares.
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Combinado com o controle da estabilidade do mRNA do IL10 ao nivel pds-
transcripcional, acredita-se que o gene IL10 € transcrito, até certo grau,
constitutivamente e esta sujeito a controle por alteracdo de mecanismos de
degradacao de RNA pés-transcripcionais. Essa situacao, sob certas circunstancias,

facilitaria um controle mais eficiente da expressao da IL-10 (39).

15935 —fm—

Figura 4: Localizag&o do gene de IL-10 no cromossomo 1.

Muitos polimorfismos foram identificados na regido promotora da IL-10,
incluindo -1082 G/A, -819 C/T e -592 C/A (Figura 5), os quais produzem trés
haplétipos em caucasianos (GCC, ACC e ATA). A presenca da base nitrogenada A
na posicao -1082 foi correlacionada com baixa produgao da IL-10 apds estimulacao
de linfécitos T in vitro (40). Esta variante parece ter aplicabilidade clinica, visto que
alguns alelos da regiao promotora podem determinar baixa, intermediaria ou alta
producao de IL-10.

A IL-10 inibe a sintese de citocinas, tais como IFN-y, TNF-a, GM-SCF e LT. Ela
inibe a produgao de citocinas pelos linfécitos T CD4+ quando mondcitos, mas nao
linfécitos B, sdo utilizados como células apresentadoras de antigenos. A IL-10
também inibe a sintese de citocinas dependentes de mondcitos/macréfagos. A IL-10
inibe ndo somente citocinas, mas também a proliferagao de linfécitos T. Ao contrario,
a IL-10 estimula a expressao de receptor para a porcao Fc da IgG (FcyRIl) em
mondécitos humanos, fato este correlacionado com o aumento da capacidade de

mondcitos/macréfagos fagocitarem particulas opsonizadas e bactérias. A IL-10
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estimula a resposta imunoldgica Th2, que inclui a producao de IL-4 e IL-5, as quais

atuam na proliferagéo e diferenciagao de linfécitos B (37).

26 25 23 21 15 12 i
cm C/AC/TA/G G/A G;’T am c/T G/T 9 G/A
24 |22 | 20 18 16 14 13 | 11 10 A8/ 8 B
MT GM Afe cn‘ cm cn G/T C/G G/A|T/C c/T AT aGloir
, | I5NY  Nees
4 -1 2 3 -4 5
= a—m@ 8 —|
IL10

Figura 5: Localizagdo dos polimorfismos no gene de IL-10. Os SNPs -1082, -819 e -
592 estdo representados pelos numeros 23, 22 e 20, respectivamente.
(adaptado de Oleksyk et al (41).

3.4 A citocina IL-6

Desde a descoberta de que os linfocitos B interagiam com os linfécitos T para
produzirem anticorpos, a caracterizagdo de moléculas que medeiam a atividade de
linfécitos T tem sido uma busca constante na imunologia. A partir da descoberta, na
década de 70 do século passado, de que a IL-1 e IL-2 estavam envolvidas na
regulacdo imunoldégica, novos fatores que regulavam o crescimento e a
diferenciagado de linfocitos B foram extensivamente estudados. Como conseqiiéncia,
em 1986, a IL-6 foi pela primeira vez clonada (42). Estudos posteriores revelaram
que a IL-6 atua ndo somente sobre linfocitos B, mas também exibe uma ampla
variedade de efeitos bioldgicos em outras células e tecidos: ela atua como um fator
estimulante de hepatdcitos, ativa varias proteinas de fase aguda no figado; sua agéao
sobre células hematopoéticas promove a transicdo da fase GO para G1 do ciclo
celular em colaboragdo com a IL-3; e induz a maturagcdo de megacaridcitos,
resultando no aumento de plaquetas (43).

A IL-6 é produzida localmente ou liberada na circulagdo em situagcbes de

desequilibrio homeostatico, como endotoxemia, pulmao endotdxico, trauma e
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infeccoes agudas. Pode estar envolvida em doencas inflamatérias relacionadas ao
sistema imunoldgico, como artrite reumatoéide, artrite idiopatica juvenil sistémica e
doenca de Crohn (44). Em adicédo a sua participacao na imunidade contra infeccoes
intracelulares, a IL-6 circulante, juntamente com TNF-a e IL-1, é conhecida por
induzir respostas agudas caracterizadas por febre e liberacdo de corticosterona.
Ilgualmente, a IL-6 enddgena desenvolve uma fungdo crucial nas respostas
inflamatérias agudas e sistémicas, controlando o0s niveis de citocinas

proinflamatérias (45).

i =

Figura 6: Localizagcdo do gene de IL-6 no cromossomo 7.

O gene IL6 localiza-se no cromossomo humano 7 em 7p21 (Figura 6) e
consiste de 5 éxons e 4 introns. Transcreve para mRNA de 1,3kb e traduz para uma
proteina de 26-kDa (46). O gene IL6 ndo contém nenhum polimorfismo em sua
regiao codificante, portanto os estudos nessa area sao todos voltados para sua
regiao promotora. O polimorfismo na posi¢cao —174 G/C, descrito por Fishman et al.
(47), é o mais amplamente estudado em relagéo a IL-6. Neste estudo, a transfeccao
génica em cultura de células demonstrou que o alelo —174G expressa niveis até
60% mais altos de transcritos do que o alelo —174C. Além disso, os niveis de IL-6
circulantes foram 68% mais altos em individuos portadores do genoétipo GG em
oposicdao ao CC (47). Consistentemente a essas observagdes, Belluco et al. (48)
reportaram que 0s niveis séricos de IL-6 sdo mais altos em pacientes com céancer

coloretal portadores do genétipo GG do que os gendtipos GC e CC.
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3.5 A citocina IFN-y

O IFN-y foi descoberto na década de 60. Quando leucdocitos humanos em
cultura eram estimulados por fitohemaglutinina (PHA), havia produg&o de um inibidor
viral, com propriedades fisico-quimicas e biolégicas semelhantes ao interferon,
exceto por uma instabilidade sob condi¢cbes acidas. Este composto foi denominado
IFN-y (49). O IFN-y é produzido tanto por células do sistema imunoldgico inato
(células NK, linfocitos Tyd) quanto por células do sistema imunolégico adaptativo
(linfécitos T CD8+ e linfécitos T CD4+ Th1). As células NK s&o a primeira fonte de
IFN-y durante uma infec¢do. Células NKT atuam como uma ponte entre as respostas
imunoldgica inata e adaptativa, secretando IFN-y ao serem estimuladas (50, 51). O
IFN-y desenvolve uma importante fungdo no controle de infecgbes intracelulares e
desenvolvimento de tumores, e geralmente esta associado com o TNF-a.

Em adi¢do a sua atividade antiviral, o IFN-y exerce amplas fungdes bioldgicas:
aumenta a apresentacao de antigenos por MHC de classe | e Il; influencia o ciclo
celular, crescimento e apoptose; promove a interagdo leucécito-célula endotelial; e
funcdes imune-regulatérias, como a inibicdo do desenvolvimento de linfécitos T
CD4+ Th2 (51-53).

12p13
1zpi2
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Figura 7: Localizacao do gene de IFN-y no cromossomo 12.
O gene IFNG esta localizado no cromossomo 12, em 12q14.1 (Figura 7);
contém 4 éxons com dimensao de 5,4kb (13). Quando expresso, o gene produz um
homodimero ndo-covalente, que consiste de dois polipeptidios de 166 residuos. A

forma biologicamente ativa do IFN-y € um homodimero de 34kD. Como no gene da
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maioria da citocinas, ndo ha mutagdes localizadas em sua regiao codificante. Muitos
polimorfismos tém recebido atencao especial dos pesquisadores, incluindo uma
variagao no intron 1 +874 T/A (54).
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4 A INFLUENCIA DAS CITOCINAS SOBRE DOENCAS

Neste trabalho, nés estudamos os principais polimorfismos envolvidos com a
susceptibilidade e/ou prote¢do de muitas doengas, bem como em transplantes:

O TNF-a possui um amplo espectro de atividades bioldgicas. Ele possui
participacdo importante em processos patolégicos como trombose venosa,
arteriosclerose e vasculite. Portanto, embora o TNF-a seja requerido para a resposta
imunoldgica, sua producdo excessiva pode ter sérias consequéncias patolégicas. O
polimorfismo em sua regido promotora —308 tem sido associado com cancer
hepatico (55), cancer gastrico (56), e colite ulcerativa em Asiaticos, mas nao em
Europeus(57). Além disso, o polimorfismo em TNF-o esta relacionado ao
desenvolvimento de Dermatomiosite juvenil (58) e Hepatite B (59).

O TGF-B é conhecido como um potente inibidor de células epiteliais
transformadas, de células endoteliais, fibroblastos, células linféides e outros tipos de
células hematopoéticas. Ele também estimula a sintese e inibe a degradacao das
principais proteinas de matriz extracelular, incluindo colageno, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos, fibronectina, integrinas e osteopontina. Devido ao seu amplo
envolvimento nas patologias, o papel dos polimorfismos em TGF-f nas doencas
ainda é controverso. Ele facilita o desenvolvimento de cirrose (60), mas aumenta a
taxa de respondedores a terapia em pacientes co-infectados por HCV/HIV (61). Ele
também esté relacionado ao sucesso do transplante hepatico, mas alta produgéo
dessa citocina podem estar relacionado a rejeicao aguda do enxerto (62).

A IL-10 tem como principal fungdo a regulacdo de linfocitos T e linfécitos B.
Muitos autores tém relacionado os polimorfismos na regido promotora da IL-10 a
muitas doencas, incluindo: canceres (63-65), doencas virais (66, 67), malaria (68),
entre outras (69, 70).

A IL-6 atua como um fator de diferenciacdo de linfécitos B e um fator de
ativacao para linfocitos T. Dos polimorfismos estudados, a variagdo na posigao —174
da IL-6 é o que traz mais resultados ambiguos. IL-6 (-174) pode estar relacionado ao
cancer de proéstata (71), doenca enxerto versus Hospedeiro (GVHD) apés
transplantes de células hematopoéticas (72), mas possui resultados controversos em
pacientes infectados por HCV (73, 74). Da mesma forma, o polimorfismo em IL-6
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parece estar relacionado com Diabetes mellitus em populacbes caucasoides, mas
nao em Taiwaneses (75).

O IFN-y influencia os mecanismos mediados por células da citotoxicidade e é
um modulador do crescimento e diferenciacédo dos linfécitos T. Grandes quantidades
de IFN-y sdo produzidas sob certas circunstancias patolégicas, tais como infecgoes,
traumas, cancer e autoimunidade. Ele tem sido relatado como estando envolvido no

diabetes tipo |, artrite reumatoide e esclerose multipla (76).
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5 JUSTIFICATIVA

Citocinas sao pequenas proteinas ou glicoproteinas produzidas por uma ampla
variedade de tipos celulares e exercem muitas fungdes nas rea¢des imunoldgicas e
inflamatérias. E sabido que polimorfismos nas regides promotoras das citocinas
influenciam a quantidade de proteinas formadas. Um grande numero de estudos tem
concedido evidencias de que estes polimorfismos influenciam na susceptibilidade a
doengas, resposta a terapias com drogas, € no sucesso de transplantes (77-79).

O detalhamento do perfil genético de certas populagdes € véalido e amplamente
pesquisado em todo o mundo (80). No Brasil, os estudos envolvendo polimorfismos
de citocinas sdo numerosos, porém, na sua maioria sS40 em associagdo com
doencgas e limitado a poucas citocinas. A Tabela 1 apresenta uma lista dos trabalhos
desenvolvidos no Brasil que encontraram uma associagdo positiva entre
polimorfismo de citocinas e a doenca estudada. Ainda assim, ha trabalhos que nao
encontraram diferengas significativas entre a distribuicdo de polimorfismos nos
grupos controle e pacientes na populacao brasileira (Tabela 2). Isto demonstra que a
influéncia de polimorfismos no Brasil pode ser especifica para a doenca e para a
populacao estudada.

Através dos estudos genéticos, podem-se tracar as rotas migratérias e
evolutivas de uma determinada populacdo. A associagcdo entre diversos
polimorfismos existentes no genoma humano e doengas, tanto doengas autoimunes
quanto infecciosas, € uma ferramenta importante para o melhor entendimento das
doengas as quais o homem esta sujeito, muitas das quais ainda sem uma cura
definitiva. Devido a diferengas marcantes na distribuicdo dos polimorfismos de
citocinas entre varias etnias, € importante que estudos de freqléncias de tais

polimorfismos sejam realizados em uma determinada populagéo (81).
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Tabela 1. Lista dos estudos de polimorfismos de citocinas (TNF-a (-308), TGF-B (c6dons 10 e/ou 25), IL-10 (-1082 e/ou —819 e/ou

—592); IL-6 (-174) e IFN-y (+874)) associados com susceptibilidade/desenvolvimento de doencas em populagdes brasileiras. (Ref. =

Referéncia).

N

Citocina Doenca Estado Doenca Controle Ref.
TNF-o (-308) Desordem obsessiva compulsiva Séo Paulo 111 250 (82)
Doenga enxerto versus hospedeiro cronica Séo Paulo 122 - (83)
Febre reumética Séo Paulo 318 281 (84)
Liguen plano oral Minas Gerais 53 53 (85)
Estomatite aftosa Minas Gerais 64 64 (86)
Paracoccidioidomicose Minas Gerais 54 31 (87)
Hanseniase Rio de Janeiro 631 - (88)
Hanseniase Rio de Janeiro 300 92 (89)
Infarto do miocardio Séo Paulo 148 148 (90)
TGF-B (cédons 10 e/ou 25) Hepatite C crénica Bahia 128 94 (91)
Pancreatite crénica Bahia 57 74 (92)
Periodontite crénica Séo Paulo 87 37 (93)
IL-10 (-1082 e/ou —819 e/ou —592) Periodontite crénica Séo Paulo 116 173 (94)
Retinocoroidite toxoplasmica Minas Gerais 100 100 (95)
Linfoma de Hodgkin Séo Paulo 65 50 (96)
Paracoccidioidomicose Minas Gerais 54 31 (87)
Pré-eclampsia Sé&o Paulo 151 189 (97)
Hanseniase Rio de Janeiro 297 283 (98)
Epidermodisplasia verrucifore Séo Paulo 22 27 (99)
Hanseniase Rio de Janeiro 300 92 (89)
IL-6 (-174) Mielopatia associada ao HTLV-1 Salvador 133 100 (100)
Doenga cardiovascular Brasilia 193 224 (101)
Liquen plano oral Minas Gerais 53 53 (85)
Abcesso dental sintomatico Minas Gerais 45 53 (102)
Doenga periodontal severa Minas Gerais 120 260 (103)
Leishmaniose Bahia N&o acessivel (104)
Cancer cervical Séo Paulo 56 253 (105)
Doenca enxerto versus hospedeiro Sé&o Paulo 180 - (108)
Aborto espontaneo recorrente Parana 57 74 (107)
Pénfigo folidceo endémico Parana 168 184 (108)
Periodontite crénica Séo Paulo 48 36 (109)
IFN-y (+874) Cancer cervical Séo Paulo 83 85 (110)
Tuberculose Rio de Janeiro 93 266 (111)




Tabela 2. Lista dos estudos de polimorfismos de citocinas (TNF-a (-308), IL-10 (-1082 e/ou —819 e/ou —592); IL-6 (-174) e IFN-y
(+874)) em que nao foi evidenciada associagdo com susceptibilidade/desenvolvimento de doengas em populagdes brasileiras.
(Ref. = Referéncia).

Citocina Doenga Estado Do:lnga Con':role Ref.
TNF-a (-308) Hepatite autoimune Bahia 143 - (112)
Periodontite Rio de Janeiro 160 - (113)

Periodontite agressiva generalizada Séo Paulo 100 - (114)

Glossite migratoria benigna Minas Gerais 53 53 (115)

IL-6 Glossite migratoria benigna Minas Gerais 53 53 (115)
Mielose multipla Séo Paulo 52 60 (116)

Infecgéo por H. pylori Séo Paulo 120 - (117)

Falha no implante dental Sao Paulo 64 40 (118)

TGF-B Falha no implante ésseo-integrado Séo Paulo 68 - (119)
(120)

IFN-y Leishimaniose Rio de Janeiro 136 609
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6 OBJETIVOS

e Determinar os genoétipos e estimar as freqiiéncias alélicas, genotipicas e
fenotipicas de variantes polimoérficas em genes de citocinas para as
posicdes: —174 (G/C) do gene IL6; +869 (T/C) e +915 (G/C) do gene
TGFB1; -1082 (A/G), -819 (C/T) e —592 (C/A) do gene IL10; -308 (G/A)
do gene TNFA e +874 (T/A) do gene IFNG nas amostras de doadores
saudaveis.

e Determinar as influéncias étnicas e de género sobre a distribuicao dos
polimorfismos estudados.

e Comparar a distribuicdo dos polimorfismos genéticos de citocinas na
populacao de diferentes regides do Brasil.

e Comparar os polimorfismos observados na populagdo fluminense com
outras populagdes mundiais (Itdlia, Eslovaquia e Estados Unidos da

América).
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7 MATERIAL E METODOS

Ao todo, 181 individuos participaram do estudo. Cento e sessenta e oito
doadores voluntarios do Banco de Sangue Herbert de Souza da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e treze estudantes ou profissionais do Laboratério
de Histocompatibilidade e Criopreservacao (HLA-UERJ) foram incluidos no estudo
entre Junho e Novembro de 2008. Todos os doadores foram considerados em bom
estado de saude e apresentaram sorologia negativa para HCV, HBV, HIV, HTLV,
Sifilis e Doenca de Chagas. O projeto de pesquisa foi cadastrado no Conselho
Nacional de Pesquisa Envolvendo Seres-Humanos (CONEP) e posteriormente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE-UERJ) (Anexo A). Todos os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice B)

O grupo consistiu de brasileiros nativos auto-declarados brancos (41,6%),
mulatos (36,1%) e negros (22,8%). Os voluntarios responderam a um questionario
com informacdes sobre enderego de residéncia, naturalidade, escolaridade e etnia,
incluindo etnia dos pais e avos maternos e paternos (Apéndice B). A idade dos
voluntérios variou entre 18 e 65 anos (média =36,3anos), sendo 47,5% homens
(n=86) e 52,5% mulheres (n=95). A grande maioria dos voluntarios (97,8%) €
residente na regido metropolitana do Rio de Janeiro, abrangendo uma area de

aproximadamente 50Km? (Tabela 3).
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Tabela 3: Numero (n) e porcentagem (%) de voluntarios de acordo com a cidade em

que reside.

b4

Cidade %o

—_
a
o

Rio de Janeiro 83,3

Duque de Caxias 5 2,8
Nova Iguagu 4 2,2
Séo Gongalo 4 2,2
Sé&o Joado de Meriti 4 2,2
Belford Roxo 3 1,7
Niteroi 3 1,7
Mesquita 1 0,6
Nilépolis 1 0,6
Queimados 1 0,6
Magé 2 1,1
Sé&o Pedro da Aldeia 2 1,1

7.1 Extracao do DNA e PCR

Dez mililitros de sangue periférico foram coletados de cada individuo, através
de pung¢do venosa, em tubos estéreis Vacutainer® com EDTA. Essas amostras
foram centrifugadas para obtencédo da camada de leucécitos, da qual foi extraido o
DNA com auxilio do Kit “GFX Genomic Blood DNA Purification Kit” (Amersham
Bioscience, UK), de acordo com as instru¢des do fabricante. Apds a digestdo das
membranas celulares pela proteinase K, o material nucléico foi transferido para uma
|& de silica onde sofreu varias lavagens com solugéo alcodlica. A elui¢cdo se deu pela
adicao de agua ultra-pura a 70°C.

O DNA purificado foi submetido ao processo de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). O kit comercial Cytokine Genotyping Tray (One Lambda Inc.
Canoga Park, CA, EUA) foi utilizado para amplificacdo dos genes de TNF-a, TGF-j,
IL-10, IL-6, IFN-y e B-Globina Humana (controle interno). Resumidamente, apds a
adicao das quantidades apropriadas de primeres, sais, tampé&o e Taq polimerase, as
amostras foram submetidas ao PCR com auxilio do termociclador Veriti (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). As condicdbes de amplificacdo estao
demonstradas no Quadro 2. O produto da amplificagédo foi analisado por eletroforese
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horizontal em gel de agarose e visualizado com marcagao por brometo de etideo

exposto a luz ultravioleta.

Quadro 2: Programa de ciclagem para amplificacao (One Lambda)

N2 de ciclos Passo Temp (°C) Tempo (seg)
1 1 96 130
2 63 60
9 1 96 10
2 63 60
20 1 96 10
2 59 50
3 72 30
Fim 1 4 o
Positiva Negativa Auséncia
I | | | | | Canaleta
4_
I E— “— | Controle Interno
] <« | Produto Amplificado
v 1 N <+—— | Primer nio incorporado

+

Figura 8: Esquema de andlise da eletroforese, demonstrando possiveis resultados
da PCR
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Amostra
28264

Figura 9: Foto do gel de agarose apds corrida eletroforética de uma amostra
submetida ao PCR. A interpretacéo é realizada com base na presenca de
fragmentos amplificados com auxilio da Ficha de Interpretacao (Worksheet
— Anexo B).

A interpretagéo dos resultados do PCR foi baseada na presenga ou auséncia
de um fragmento especifico amplificado (Figuras 8 e 9), de acordo com a Ficha de
Interpretacdo que acompanha o Kit (Anexo B). De maneira resumida, deve-se
verificar a presenga da banda do controle interno amplificado, a qual deve estar
presente em todas as canaletas onde foi adicionado o mix de amplificagdo. A
auséncia do controle interno invalida a amplificacdo na posicdo observada. A
excessao € no controle negativo (canaleta 1H), que nao deve ter nenhuma banda.
Ap6s a validacdo, dada pela presenca da banda do controle interna, deve-se
observar a presengca ou auséncia da banda do produto amplificado. Ao se observar
esta banda, deve-se anotar na ficha de interpretacdo a presencga desta banda. No
exemplo dado, a presenca da banda do produto amplificado se da pelo cédigo “8”, a
auséncia do produto amplificado pelo cédigo “1”, e o controle negativo, “0”.

Assim, segundo a ficha de interpretacdo, as canaletas 1F e 1G contém os
primeres para TNFA. De acordo com o exemplo dado, quando somente a canaleta
1F esta amplificada, temos como resultado TNFA(-308)G/G, e assim por diante.

Ao todo, oito polimorfismos foram analisados nas cinco citocinas estudadas.
Especificamente, para o TNF-a, a presenca do alelo A ou G na posicao —308 da
regiao promotora gera trés gendtipos em potencial, correspondendo a dois fenétipos.
Os gendtipos A/A e G/A estao associados a producao de altos niveis transcripcionais
de TNF-a, enquanto o gendtipo G/G estd associado com baixos niveis (121). No
polimorfismo na regi&do promotora da IL-6 ambos os gendtipos G/G e G/C estdo
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relacionados a habilidade de produzir altos niveis de IL-6, uma vez que C/C esta
associado com baixos niveis desta citocina (47). O SNP mais estudado no gene do
IFN-y esta localizado no primeiro intron do final 5, adjacente a uma regido de
repeticdo CA, no qual o alelo T estd associado a alta producdo de IFN-y.
Consequientemente, o genétipo T/T produz altos niveis de IFN-y, o gendétipo
heterozigoto T/A produz niveis intermediarios e o gendtipo A/A, baixos niveis (122).
Para o TGF-B, ha nove possiveis combinagdes dos seus SNPs, os quais resultam
em trés fenotipos: alto, intermediario e baixo (123). Trés diferentes polimorfismos
foram analisados na regidao promotora da IL-10: posigdo —1082 (A/G), posicdo —819
(C/T), e posicao —-592 (C/A). Potencialmente, esses gendtipos possibilitam a
producao de diferentes niveis de IL-10 (40).

7.2 Analise estatistica

As freqUéncias alélica e genotipica foram calculadas por contagem direta e
entdo divididas pelo nUmero de amostras ou pelos cromossomos para produzirem as
frequiéncias relativas. O equilibrio de Hardy-Weinberg, bem como o desequilibrio de
ligacdo pata TGF-B e IL-10 foram testados utilizando-se o software Arlequin versdo
3.1 (Excoffier, L. G. Laval, and S. Schneider. Arlequin ver. 3.0: An integrated
software package for population genetics data analysis. Evolutionary Bioinformatics
Online 2005, 1:47-50).

Teste qui-quadrado com correcao de Yates foi utilizado para comparar as
freqliéncias alélicas e genotipicas entre os grupos étnicos com auxilio do programa
Epi-Info (www.cdc.gov/epiinfo). Para a comparacao entre a populagdo observada no
nosso estudos e as demais populacées do Brasil, Europa e Estados Unidos da
Ameérica, utilizou-se o programa Instat versdo 3.1 (GraphPad Software, San Diego,
CA, EUA — www.graphpad.com). O valor de P foi considerado significante quando
menor que 0,05.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, nds genotipamos individuos saudaveis nao
consanguineos, moradores do estado do Rio de Janeiro para polimorfismos nas
citocinas TNF-a, TGF-f, IL-10, IL-6 e IFN-y.

8.1 Polimorfismos de citocinas na populacao do Rio de Janeiro

Somente foi observada diferenca na freqiiéncia alélica entre os sexos em IL-10
(-1082 A/G), onde as mulheres apresentam uma maior freqiéncia do alelo G do que
os homens (p=0,04 Tabela 4).

Franceschi et al propuseram que freqliéncias alélicas de citocinas sao
dependentes do sexo e desenvolve uma importante funcdo no envelhecimento,
proporcionando que homens e mulheres sigam caminhos diferentes para alcangar
uma maior longevidade (124). Em italianos centenarios do sexo masculino, Lio et al
observaram um aumento na freqiéncia genotipica de IL-10 (-1082)GG (125). Em se
tratando de doencas, Paladino et al demonstraram uma associacdo entre
susceptibilidade a desenvolver infecgdo cronica por HCV e mulheres portadoras do
genotipo GG em IL-10 (-1082) (126). Na nossa amostra, a freqiéncia do alelo G foi
maior em mulheres do que em homens, mas nao foram observadas diferengas
quanto ao gendtipo. No Brasil, Santos et al (89) observaram diferengcas na
distribuicao alélica entre homens e mulheres de TNF-a (-308) em pacientes com
Hanseniase. Mais estudos serdo necessarios para se definir a influéncia do sexo
sobre a distribuicdo deste polimorfismo em populagdes.
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Tabela 4: Porcentagem da distribuicdo alélica e genotipica de polimorfismos de

citocinas (SNPs) entre homens e mulheres.

5 5
genstpe e - °
TNFo. (-308) G 92,4 85,8
A 7.6 14,2
G/G 84,9 74,7
G/A 15,1 22,1
A/A 0 3,2
TGFB1 (Cédon 10) T 52,3 40,5
o] 47,7 59,5
T 25,6 33,7
T/IC 53,5 51,6
c/Cc 20,9 14,7
TGFB1 (Cédon 25) G 89,0 94,7
6] 11,0 5,3
G/G 79,1 90,5
G/C 19,8 8,4
c/C 1,2 1,1
IL-10 (-1082) A 73,3 62,6
P=0,04
G 26,7 37,4
A/A 55,8 43,2
G/A 34,9 38,9
G/G 9,3 17,9
IL-10 (-819) c 64,5 67,4
T 35,5 32,6
c/C 45,3 45,3
cIT 38,4 44,2
T 16,3 10,5
IL-10 (-592) c 64,5 67,4
A 35,5 32,6
c/c 453 453
C/A 38,4 44,2
A/A 16,3 10,5
IL-6 (-174) G 73,8 76,8
C 26,2 23,2
G/G 55,8 58,9
G/C 36,1 35,8
c/C 8,1 5,3
IFNy (+874) T 39,5 36,8
A 60,5 63,2
T 15,1 18,9
T/A 48,8 35,8
A/A 36,0 453

As freqléncias alélicas e genotipicas observadas no nosso estudo em relagao
ao grupo étnico estdo sumarizadas na Tabela 5.
A analise por etnias demonstrou uma menor distribuicdo alélica para IL-6 (-

174)C entre os negros quando comparados com brancos (p<0,0001) e mulatos
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(p=0,002). Para o gene do IFN-y, a distribuicao dos alelos T/A nos negros também
foi significativamente diferente quando comparada aos brancos (p=0,005) e mulatos
(p=0,028). IL-10 (-592C/A e —819C/T) é desigualmente distribuido entre negros e
mulatos (p=0,004).

Similarmente, a distribuicdo dos gendtipos de IL-6 (-174) GG/GC/CC foi
diferente em negros quando comparados aos brancos (p<0,0001) e mulatos
(p=0,009). O gendtipo IFN-y (+874) TT foi significativamente menos freqlente em
negros do que em brancos (p=0,017), enquanto que o gendtipo IL-10 -592CC e —
819CC foi mais freqliente em mulatos do que em negros (p=0,009).

As freqUéncias haplotipicas de IL-10 (-1082/-819/-592) e TGF-B
(Codon10/cédon25) em Brancos, Mulatos e Negros encontram-se na Tabela 6.
Existe desequilibrio de ligacdo entre os pares de SNP em todos os grupos étnicos
tanto em IL-10 quanto em TGF-B. Somente o IL10(-1082) em brancos ndo se
encontrava em equilibrio pelo teste de Hardy-Weinberg (p=0,0185).

A populacdo brasileira forma uma das populacdes mais heterogéneas do
mundo. Amerindios, Brancos europeus e Negros africanos se uniram ao longo dos
séculos para criar uma diversidade étnica e cultural sem igual. No presente estudo,
nds utilizamos a autodeterminacdo do grupo étnico em brancos, mulatos e negros.
Surpreendentemente, observamos diferengas nas distribuicdes alélica e genotipica
em IL-6 (-174) e IFN-y (+874) entre brancos e negros, bem como entre mulatos e
negros para IL-6 (-174), IFN-y (+874) e IL-10 (-592/-819). De acordo com Parra et al
(7), a cor da pele é uma caracteristica deficiente para se estimar a ancestralidade de
um individuo. No entanto, alguns estudos tém proposto uma influéncia da origem
étnica sobre o background genético, sendo possivel determinar a ancestralidade da
populacao através de estudos com marcadores de DNA mitocondriais em negros
brasileiros (127). Da mesma forma, estudos com cromossomos Y reafirmam esta
heterogeneidade, uma vez que a freqiéncia de haplétipos presentes no
cromossomo Y é diferente entre as populagdes de diferentes regides do Brasil (128).
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Tabela 5: Porcentagem da distribuicdo alélica e genotipica de polimorfismos de

citocinas em Brancos (B), Mulatos (M) e Negros (N) no Rio de Janeiro.

SNP AIe]q/ Brancos (%) Mulatos (%) Negros (%) P
Genoétipo (n=75) (n=65) (n=41)
TNFo (-308) G 90,0 89,2 86,6
A 10,0 10,8 13,4
G/G 81,3 81,5 73,2
G/A 17,3 15,4 26,8
A/A 1,3 3,1 0
TGFp1 (Codon 10) T 52,0 58,5 59,8
o] 48,0 51,5 40,2
T 28,0 32,3 29,3
T/IC 48,0 52,3 61,0
C/C 24,0 15,4 9,8
TGFpB1 (Codon 25) G 89,3 95,4 91,5
o] 10,7 4,6 8,5
G/G 80,0 90,8 85,4
G/C 18,7 9,2 12,2
C/C 1,3 0 24
IL-10 (-1082) A 66,7 63,1 76,8
G 33,3 36,9 23,2
A/A 50,7 40,0 61,0
G/A 32,0 46,2 31,7
G/G 17,3 13,8 7.3
IL-10 (-819) C 66,0 73,8 53,7
M x N: p=0,004
T 34,0 26,2 46,3
C/C 453 56,9 26,8
(o2} 41,3 33,8 53,7 M x N: p=0,009
T 13,3 9,2 19,5
IL-10 (-592) C 66,0 73,8 53,7
M x N: p=0,004
A 34,0 26,2 46,3
C/C 45,3 56,9 26,8
C/A 413 33,8 53,7 M x N: p=0,009
AA 13,3 9,2 19,5
IL-6 (-174) G 66,0 75,4 92,7 B x N: p<0,001
o] 34,0 24,6 7.3 M x N: p=0,002
G/G 41,3 58,5 85,4
G/C 49,3 33,8 14,6 BxN %i%%%?
C/C 9,3 7,7 0
IFN-y (+874) T 44,0 40,0 24,4 B x N: p=0,005
A 56,0 60,0 75,6 M x N: p=0,028
T 24,0 16,9 4,9
T/A 40,0 46,2 39,0 B x N: p=0,017
AA 36,0 36,9 56,1
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Tabela 6: Frequténcia haplotipica de seqliéncias variantes nos genes de citocinas

(TGF-B e IL-10) em Brancos, Mulatos e Negros da populacao do Rio de

Janeiro.
SNPs Freqii€ncias dos Haplotipos
TGF-B (c6don10/c6don25) C-C C-G T-C T-G
Branco (n=75) 0,11 0,37 0 0,52
Mulato (n=65) 0,05 0,37 0 0,58
Negro (n=45) 0,08 0,32 0 0,60
IL-10 (-1082/-819/-592) A-T-A A-C-C G-C-C
Branco (n=75) 0,34 0,33 0,33
Mulato (n=65) 0,26 0,37 0,37
Negro (n=45) 0,46 0,31 0,23

Ao comparar trés populacées de diferentes regides brasileiras - Sao Paulo,
Parana, Santa Catarina e Bahia - Visentainer et al (129) observaram diferencas nas
freqiéncias alélica e genotipica em IL-6 (-174). No mesmo estudo, Visentainer et al
relataram que a frequéncia do alelo A em IL-10 (-1082) foi menos freqlente na
populacédo de S&o Paulo/Parana do que em uma populagédo Afro-Brasileira do Rio de
Janeiro. Ao observarmos diferengas significativas na distribuicdo de polimorfismos
entre brancos, mulatos e negros, nds corroboramos a idéia de que alguns
polimorfismos sao distribuidos de acordo com a ancestralidade no Brasil.

De fato, trabalhos realizados na populagédo brasileira indicam que a etnia
influencia na freqiiéncia de alguns polimorfismos genéticos, tais como nos genes do
citocromo p450 (CYP) (130), N-acetiltransferase (131) e receptor de adponectina
(ADIPOR) (132). No entanto, estudos de associagdo entre polimorfismos de
citocinas e doencas que enfatizem a influéncia da etnia ainda sdo bastante escassos
no Brasil. Ainda, a maioria destes estudos foi realizada na populacao do estado de
Sao Paulo, havendo poucos estudos realizados na populacdo do Rio de Janeiro.
Destes, os principais estudos sdo com Hanseniase e Tuberculose (Tabela 1).

Os estudos utilizando os mesmos polimorfismos que ndés sdo escassos na
populacdo do Rio de Janeiro, limitando-se a cerca de 8 trabalhos, segundo o

levantamento bibliografico no PUBMED (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) em

janeiro de 2009. Em trés destes estudos a distribuicdo dos polimorfismos em TNF-a,

IL-10 e IFN-y é similar a encontrada por nés (Tabela 7). No entanto, a maioria destes
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estudos ndo segregou a populacao de acordo com a origem étnica. Portanto, nossos
dados certamente serao uteis para comparacao em futuros estudos caso-controle na

populacao do Rio de Janeiro.

Tabela 7: Selecao de 3 estudos realizados no Rio de Janeiro mostrando a

distribuicdo dos polimorfismos de citocinas no grupo controle. Dados em

porcentagem.
Citocina Alelo/ Nosso Ma:?;(;t al Amim etal  Santos et al (89)
Genotipo estudo n=181 n=609 (111) n=266 n=92
TNF-a (-308) G 89,5 83,7
A 10,5 16.3
G/G 79,6 67.4
G/A 18,8 32,6
A/A 1,7 0
IL-10 (-819) C 65,7 69,0
T 34,3 31,0
C/C 45,3 45,2
C/IT 41,4 46,7
T 13,3 8,1
IL-10 (-592) C 65,7 70,0
A 34,3 30,0
C/C 45,3 48,0
C/A 41,4 440
A/A 13,3 8,0
IFNy (+874) T 38,1 41,0 42,0
A 61,9 59,0 58,0
T/T 17,1 18,0 25,0
T/A 42,0 45,0 33,0
A/A 40,9 37,0 41,0

8.2 Polimorfismos de citocinas na populacao Brasileira

Adicionalmente, nés comparamos a distribuicdo dos alelos e gendétipos na
nossa populacao com amostras de populagéo de trés outras regides do Brasil: uma
amostra abrangendo as cidades de Campinas (Sdo Paulo - regido Sudeste) e
Maringa (Parana - regidao Sul) (129); e outra amostra da cidade de Salvador (Bahia —
Nordeste do Brasil) (91) (Tabela 8). Nao foram encontradas diferencas significativas
na distribuicdo dos SNPs em TNF-a(-308), TGF-B (cédoni10), IL-10(-592,-819,-
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1082), IL-6(-174) e IFN-y(+874). Entretanto, em TGF-B (c6don 25) as freqiiéncias
alélica e genotipica foram estatisticamente diferentes entre as populagbes do Rio de
Janeiro e Bahia (p=0,004 e p=0,002, respectivamente). Nos também pudemos
observar uma diferenca na distribuicdo alélica entre as populacbes de Sao
Paulo/Parana e Bahia em TGF-B (cdédon25) (p=0,0003) e IL-6 (-174) (p=0,013).
Igualmente, a distribuicao genotipica de TGF-p foi significativamente diferente entre
Sao Paulo/Parana e Bahia (p=0,0004).

As populacdes do Rio de Janeiro e Sdo Paulo/Parana sdao semelhantes entre
si quanto a distribuicdo dos SNPs estudados, e ambas diferem da populacdo da
Bahia em alguns polimorfismos (TGF-B e IL-6). Esta diferenga pode ser resultado da
composicao étnica de cada uma dessas regides. De acordo com o IBGE, Sao Paulo,
Parana e Rio de Janeiro sdo estados com predominéncia de brancos (70%, 80% e
60%, respectivamente). O inverso ocorre na Bahia, onde 82% da populagcdo é
considerada mulata/negra (Laeser, IE-UFRJ - http://www.laeser.ie.ufrj.br/). Isso
poderia explicar o porque a populacdo da Bahia possuir distribuicdo de
polimorfismos diferente das populacdes do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana.

Uma vez que foram observadas diferencas significativas entre as populagoes
de diferentes regides do Brasil, nés comparamos o0s grupos étnicos (brancos,
mulatos e negros) do Rio de Janeiro com as populagdes de S&o Paulo/Parana e
Bahia (Tabela 9).

A distribuicdo alélica e genotipica na populacdo da Bahia mostrou-se
significativamente diferente de: mulatos em TGF-B (c6don 25) (p=0,002 e p=0,003,
respectivamente); brancos em IL-6 (-174) (p=0,006 e p=0,039, respectivamente); e
negros em IL-6 (-174) (p=0,014 e p=0,03, respectivamente). Além disso, os Brancos
possuem uma maior frequéncia do gendtipo IFN-y (+874) TT do que a populacéo da
Bahia (p=0,04). A comparagao com a populagdo de Sdo Paulo/Parana revelou uma
diferenca predominante com relagcdo aos negros. A distribuicdo alélica e genotipica
foi estatisticamente diferente em IFN-y (+874) (p=0,006 e p=0,008, respectivamente);
em IL-6 (-174) (p<0,0001 e p=0,008, respectivamente); e ainda em IL-10 (-592 e —
819) (p=0,015 e p=0,038, respectivamente).
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Tabela 8: Porcentagem da distribuicdo alélica e genotipica de polimorfismos de

citocinas nas populacdes do Rio de Janeiro (RJ), Sao Paulo/Parana (SP/PR) e Bahia

(BA).
SNP Ale'lc.)/ Rio de Janeiro Sao Paulo/Parana Bahia P
Genétipo (n=181) (n=211) (n=94)
TNFo (-308) G 89,5 86,9 88,8
A 10,5 13,1 11,2
G/G 79,6 73,8 77,7
G/A 18,8 26,2 223
AA 1,7 0 0
TGFB1 (Cédon T 57,2 56,9 48,4
10) c 42,8 43,1 51,6
T 29,8 30,3 22,4
T/C 52,5 53,1 52,1
C/C 17,7 16,6 25,5
;’SGF[M (Cédon G 92,0 93,4 83,5 RJ x BA: p=0,004
) c 8.0 6.6 16,5 SP/PR x BA: p=0,0003)
G/G 85,1 87,2 68,1
G/C 1338 123 308 SPPRy SZ?}?BEJ?,OOM
C/C 1.1 0,5 1.1
IL-10 (-1082) A 67,7 61,4 63,3
G 32,3 38,6 36,7
AA 49,2 39,3 40,4
G/A 37,0 44,1 45,8
G/G 13,8 16,6 13,8
IL-10 (-819) C 65,7 68,2 63,8
T 34,3 31,8 36,2
C/C 45,3 46,4 38,3
CIT 41,4 43,6 51,1
T 13,3 10,0 10,6
IL-10 (-592) C 65,7 68,2 63,8
A 34,3 31,8 36,2
C/C 45,3 46,4 38,3
C/A 41,4 43,6 51,1
AA 13,3 10,0 10,6
IL-6 (-174) G 75,7 69,7 79,8
SP/PR x BA: p=0,013
C 24,3 30,3 20,2
G/G 57,5 49,3 63,8
G/C 35,9 40,8 31,9
C/C 6,6 9,9 43
IFNy (+874) T 38,1 41,2 33,5
A 61,9 58,8 66,5
T 17,1 14,2 9,6
T/A 42,0 54,0 47,8

A/A 40,9 31,8 42,6
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Surpreendentemente, a freqiiéncia de alguns polimorfismos em grupos étnicos
difere das outras populacbes analisadas. Sabe-se que Brasil é um pais
extremamente heterogéneo. Além da mistura entre portugueses, indios e negros
africanos, uma intensa imigracdo de italianos, espanhdis, alemaes, japoneses,
libaneses, entre outros, ocorreu no Brasil nos séculos XIX e XX. Ao se
estabelecerem em locais especificos do Brasil, estes individuos passaram a
contribuir com seu background genético na populagao brasileira. Corroborando este
fato, estudos envolvendo dois haplétipos no gene do Regulador Transmembrana da
Fibrose Cistica (CFTR) sugerem que estes polimorfismos foram introduzidos na
populacao brasileira por diferentes processos migratérios (133). Além disso, o Brasil
€ um pais de dimensdes continentais, com incidéncia de doengas caracteristicas de
cada regiao. Dessa maneira, este estudo corrobora que individuos de cada regido
possam ter sofrido presséo seletiva diferente, o que pode influenciar na freqiéncia
dos polimorfismos (134). Mesmo assim, fomos surpreendidos com o fato de os
negros do Rio de Janeiro serem estatisticamente diferentes da populagdao da Bahia,
de maioria negra.

Diferencas em grupos étnicos semelhantes dentro de uma mesma populacao
nao sao novidade. Kuffner et al (135) demonstraram uma distribuicdo diferenciada
nos polimorfismos genéticos de HLA e TNF-a em Afro-Americanos de diferentes
regides dos Estados Unidos. Portanto, a origem ancestral diferente, migragéo e inter-
cruzamentos poderia explicar o porque dos negros do Rio de Janeiro serem
diferentes da populagcdo da Bahia para o gene da IL-6. De fato, quando o
cromossomo Y é analisado em Afro-descendentes de quatro regides do Brasil, uma
alta heterogeneidade é observada (136), provavelmente refletindo diferentes graus
de mistura e pressao seletiva a que essas populagdes foram submetidas. Além
disso, a origem étnica dos escravos recebidos no Brasil € muito variada, além de se
ter alterado ao longo dos séculos de trafico negreiro. Cada época da Histéria do
Brasil tem diferentes portos importantes de embarque de escravos, e cada porto
recebia escravo proveniente de uma grande regido que ia até centenas de
quilébmetros para 0 interior da Africa
(http://www.unesco.org/culture/dialogue/slave/images/Ppdf.PDF). Assim, os grupos
étnicos acabaram se dividindo por locais, com preponderancia dos Bantos no Rio de
Janeiro e dos negros do oeste-africano na Bahia e norte do Brasil (137). Desta
maneira, a utilizacdo de marcadores de ancestralidade, tais como o DNA
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mitocondrial e o cromossomo Y aliados ao estudo dos polimorfismos de citocinas
poderia ser uma ferramenta eficaz para se determinar a histéria evolutiva e
migratéria da populacao brasileira (138).

Com relacdo aos mulatos, observamos diferenca significativa na distribuicao
dos polimorfismos em TGF-B (c6don 25) quando comparada a populagédo da Bahia e
até mesmo quando comparado aos Brancos e Negros (IL-6, IL-10 e IFN-y) da
populacdo do Rio de Janeiro. Provavelmente esta diferenca se deva a uma maior
influéncia de genes de origem amerindia nesta populacado, como sugerido por Coura
et al (139). Esta observacgao pode ser resultado de uma falha na classificacao étnica,
ja que muitos individuos de caracteristicas caucasoéides podem ter se declarado
como mulatos em funcao da crescente afirmacao social da populacéo brasileira em
assumir suas raizes africanas. Como resultado, segundo o IBGE, o numero de auto-
declarados Mulatos e Negros tem aumentado nos ultimos censos, € isso se deve a
mudangas na declaragao, e ndo ao aumento destes grupos propriamente dito (140).

Buscando caracterizar ainda mais os polimorfismos presentes na populagdo do
Rio de Janeiro, nés comparamos nossos resultados com os obtidos previamente por
Moraes et al. (141). Estes autores estudaram cinco SNPs na regido promotora do
gene da IL-10 em 293 brasileiros da cidade do Rio de Janeiro, dos quais dois (-1082
e —819) estdo demonstrados na Tabela 10. Nenhuma diferenca foi observada
quando comparamos a distribuicdo alélica e genotipica entre as duas amostras de
populagado (dados nao mostrados).

Entretanto, quando os grupos étnicos foram comparados, diferencas
significativas foram observadas em IL-10 (-819). A freqléncia do alelo —-819C e
genodtipo —819CC foi menos freqlientes em negros da nossa amostra do que em
Euro-Brasileiros da amostra estudada por Moraes et al (Figura 10). Uma vez que o
desequilibrio de ligacdo entre IL-10 -592 e —819 é o maximo possivel (142),
podemos inferir que também ha diferencas entre negros e Euro-Brasileiros em IL-10
(-592).
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Tabela 9: Porcentagem da distribuicdo alélica e genotipica de polimorfismos de
citocinas em Brancos (B), Mulatos (M) e Negros (N) comparados as

populacdes de Sao Paulo/Parana (SP/PR) e Bahia (BA).

SNP Alelo/ Brancos Mulatos Negros SP/PR BA P
Gendtipo (n=75) (n=65) (n=41) (n=211) (n=94)
TNFa (-308) G 90,0 89,2 86,6 86,9 88,8
A 10,0 10,8 13,4 13,1 11,2
G/G 81,3 81,5 73,2 73,8 77,7
G/A 17,3 15,4 26,8 26,2 223
AA 1,3 3,1 0 0 0
TGFB1 (Codon T 52,0 58,5 59,8 56,9 48,4
10) c 48,0 51,5 40,2 43,1 51,6
T 28,0 32,3 29,3 30,3 22,4
T/IC 48,0 52,3 61,0 53,1 52,1
C/C 24,0 15,4 9,8 16,6 255
TGFB1 (Codon G 89,3 95,4 91,5 93,4 83,5
25) M x BA: p=0,002
c 10,7 46 8,5 6,6 16,5
G/G 80,0 90,8 85,4 87,2 68,1
G/C 18,7 9,2 12,2 12,3 30,8 M x BA: p=0,003
C/C 1,3 0 2,4 0,5 1,1
IL-10 (-1082) A 66,7 63,1 76,8 61,4 63,3
G 33,3 36,9 232 38,6 36,7
A/A 50,7 40,0 61,0 39,3 40,4
G/A 32,0 46,2 31,7 44,1 45,8
G/G 17,3 13,8 7,3 16,6 13,8
IL-10 (-819) C 66,0 73,8 53,7 68,2 63,8
N x SP/PR: p=0,015
T 34,0 26,2 46,3 31,8 36,2
c/C 453 56,9 26,8 46,4 38,3
CIT 413 33,8 53,7 43,6 51,1 N x SP/PR: p=0,038
T 13,3 9,2 19,5 10,0 10,6
IL-10 (-592) C 66,0 73,8 53,7 68,2 63,8
N x SP/PR: p=0,015
A 34,0 26,2 46,3 31,8 36,2
c/C 453 56,9 26,8 46,4 38,3
C/A 413 33,8 53,7 43,6 51,1 N x SP/PR: p=0,038
AA 13,3 9,2 19,5 10,0 10,6
IL-6 (-174) G 66,0 75,4 92,7 69,7 79,8 B x BA: p=0,006
N x BA: p=0,014
C 34,0 24,6 7,3 30,3 20,2 N x SP/PR: p<0,0001
G/G 41,3 58,5 85,4 49,3 63,8 B x BA: p=0,013
G/C 49,3 33,8 14,6 40,8 31,9 N x BA: p=0,03
ce 9.3 77 0 9.9 43 N x SP/PR: p<0,0001
IFNy (+874) T 44,0 40,0 24,4 41,2 33,5
N x SP/PR: p=0,006
A 56,0 60,0 75,6 58,8 66,5
T 24,0 16,9 49 14,2 9,6
T/A 40,0 46,2 39,0 54,0 47.8 N x SP/PR: p=0,008

B x BA: p=0,04
A/A 36,0 36,9 56,1 31,8 42,6
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Tabela 10: Porcentagem da distribuicdo alélica e genotipica do polimorfismo em

IL-10 (-1082

e -819) na amostra de populacdo do Rio de Janeiro

observada por Moraes et al (141) .

Alelo/ Rio de Janeiro — Moraes . -
SNP Gendtipo et al (n=293) Afro-Brasileiros (n=95) Euro-Brasileiros (n=95)
IL-10 (-1082) A 68,0 72,0 69,0
G 32,0 28,0 31,0
A/A 43,3 46,7 40,4
G/A 50,9 50,0 56,4
G/G 5,8 3,3 3,2
IL-10 (-819) C 67,0 62,0 71,0
T 33,0 38,0 29,0
C/C 44,0 40,2 52,6
C/IT 447 43,5 37,9
T/T 11,3 16,3 9,5
80 -
70 O Negros M Euro-Brasileiros
60 -
50 -
® 40 -
30 -
20 -
10 -
0
C T C/C C/T T

Alelos/Genotipo

Figura 10: Porcentagem da distribuicdo alélica e genotipica do polimorfismo em

IL-10 (-819) entre Negros e Euro-Brasileiros (Moraes et al).
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Tabela 11: Porcentagem da distribuicdo alélica e genotipica dos polimorfismos de
citocinas nas populag¢des do Rio de Janeiro (RJ), Italia (lt), Eslovaquia (Es)

e em Afro-Americanos (AA).

Rio de - Afro-
SNP Alelo/ Janeiro ltalia (n=140)  ESlovaquia A oicanos P
Genotipo (n=181) (n=140) (n=691)
TNFo (-308) G 89,0 91,0 86,8 85,2
A 11,0 9,0 13,2 14,8
G/G 79,6 84,0 75,8 72,1
G/A 18,8 14,0 22,1 26,3
AA 1,7 2,0 2,1 1,6
TGFB1 (Codon T 56,1 55,0 55,0 58,3
10) o] 43,9 45,0 45,0 417
T 29,8 32,0 29,5
T/C 52,5 45,0 51,1
C/C 17,7 23,0 19,4 -
;?Flﬂ (Cddon G 92,0 92,0 92,1 89,4
) o] 8,0 8,0 7.9 10,6
G/G 85,1 87,0 84,2
G/C 13,8 10,0 15,8
C/C 1,1 3,0 0 -
IL-10 (-1082) A 67,7 61,0 56,8 65,6
RJ x Es: p=0,006
G 32,3 39,0 432 34,4
A/A 492 34,0 35,0
RJ x It: p=0,0068
G/A 37,0 54,0 43,6 RJ x Es: p=0,0272
G/G 13,8 12,0 21,4 -
IL-10 (-819) o] 66,0 72,0 73,2 59,5
RJ x AA: p=0,0446
T 34,0 28,0 26,8 40,5
c/C 45,3 50,0 55,0
cIT 41,4 44,0 36,4
T 13,3 6,0 8,6 -
IL-10 (-592) o] 66,0 72,0 73,2 59,5
RJ x AA: p=0,0446
A 34,0 28,0 26,8 40,5
C/C 453 50,0 55,0
C/A 41,4 44,0 36,4
AA 13,3 6,0 8,6 -
IL-6 (-174) G 75,4 66,0 61,4 92,5 RJ x It: p=0,0092
RJ x Es: p=0,0002
c 24,6 34,0 38,6 75 RJ x AA: p<0,0001
G/G 57,5 41,0 37,9 85,5 RJ x It: p=0,012
G/C 35,9 50,0 47,1 13,9 RJ x Es: p=0,0009
c/ic 6.6 9.0 15,0 06 RJ x AA: p<0,0001
IFNy (+874) T 38,1 46,5 46,8 19,6 RJ x It: p=0,0418
RJ x Es: p=0,0335
A 61,9 53,5 53,2 80,4 RJ x AA: p<0,0001
T 17,1 23,0 22,9 54
T/A 42,0 47,0 47,9 28,6 RJ x AA: p<0,0001

A/A 40,9 30,0 29,2 66,1
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8.3 Polimorfismos de citocinas nas populacoes mundiais

A fim de estendermos nossas comparacdes, nés também investigamos as
diferencas na distribuicdo alélica entre as populagdes do Rio de Janeiro e duas
populacdes européias; uma da ltalia (142), uma da Eslovaquia (143) e ainda uma
populacdo Afro-Americana dos Estados Unidos (144) (Tabela 11). Foram
observadas diferencas na populagdo do Rio de Janeiro em IL-6 (-174) quando
comparada com as populagdes da lItédlia (p=0,0009), Eslovaquia (p=0,0002) e Afro-
Americanos (p<0,0001); a freqUéncia alélica em INF-y (+874) na populagdo do Rio
de Janeiro foi diferente dos Italianos (p=0,04), Eslovacos (p=0,03) e Afro-Americanos
(p<0,0001). A populacdo do Rio de Janeiro também demonstrou diferengas na
distribuicao alélica em IL-10 (-1082) quando comparado a populacédo da Eslovaquia
(p=0,006). As populacées do Rio de Janeiro e Afro-Americanas sao diferentes
quanto a distribuicao alélica em IL-10 (-592) e IL-10 (-819) (p=0,04).

Quanto a distribuicao genotipica, IL-6 (-174) acompanhou a distribuicao alélica
e foi significativamente diferente entre as populagdes do Rio de Janeiro e Itélia
(p=0,012), Eslovaquia (p=0,0009) e Afro-Americana (p<0,0001). Além disso, o
gendtipo IL-10 (-1082) AA foi mais freqUente na populagéo do Rio de Janeiro quando
comparado a ltalianos (p=0,002) e Eslovacos (p=0,02). A distribuicdo genotipica
entre a populagéo do Rio de Janeiro e Afro-Americanos nao foi comparada.

Nossa populagao possui distribuicao de polimorfismos diferentes de populagdes
preponderantemente brancas e homogéneas como ltalia e Eslovaquia. Mais uma
vez foi demonstrado que populagbes caucasodides homogéneas possuem menor
freqiiéncia do alelo G na regido —174 do gene da IL-6 do que populacdes
heterogéneas (145, 146). Esta diferenga provavelmente se deve a influéncia da
ancestralidade negra, uma vez que negros norte-americanos possuem freqiéncia
ainda menor do que a populagao brasileira. Ao comparar mulheres brancas norte-
americanas com Afro-Americanas, Hassan et al (147) observaram que o gendtipo IL-
6(-174)GG era maior em Afro-Americanas (86%) do que em mulheres brancas
(33%).
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8.4 Analise haplotipica e fenotipica

A relagao entre o genétipo e a producao in vivo tem sido pesquisada ha muitos
anos (148). Em individuos saudaveis, niveis mais altos de produg¢édo tém sido mais
freqlentes em algumas citocinas, ocorrendo o inverso para outras citocinas. Assim,
a presenca de um genotipo pode determinar o nivel de produgéo da citocina (Quadro
3).

Para as citocinas estudadas neste trabalho, nés distinguimos entre produgao
alta, intermediaria e baixa para as citocinas TGF-f, IL-10 e IFN-y; e somente
producao alta e baixa para os genes IL-6 e TNF-a. Ao analisar a distribuicdo destes
gendtipos de acordo com a produgédo, nenhuma diferenga entre os grupos étnicos do
Rio de Janeiro foi observada (Tabela 12).

Quadro 3: Relagéo entre o gendtipo e os niveis de producéo de citocinas.

Citocina Haplétipo Producao
TNFo (-308) G/G Baixo
G/A Alto
A/A Alto
TGFB1 (Codons 10 e 25) TT GG Alto
T/C G/G Alto
T/C G/C Intermediario
C/C G/G Intermediario
T/T G/IC Intermediario
C/C G/C Baixo
C/C C/C Baixo
T/T C/C Baixo
T/C C/IC Baixo
IL-10 (-1082, -819, -592) GCC/GCC Alto
GCC/ACC Intermediario
GCC/ATA Intermediario
ACC/ACC Baixo
ACC/ATA Baixo
ATA/ATA Baixo
IL-6 (-174) G/G Alto
G/C Alto
C/C Baixo
IFNy (+874) TT Alto
T/A Intermediario

A/A Baixo
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Tabela 12: Distribuicdo dos polimorfismos de acordo com os niveis de produgdo em

Branco, Mulatos e Negros no Rio de Janeiro.

Citocina Produgao Brancos (n=75) Mulatos (n=65) Negros (n=41)
TNFa (-308) Alto 18,6 18,5 26,8
Baixo 81,3 81,5 73,2
TGFB1 (Codons 10 e 25) Alto 66,7 80,0 78,0
Intermediario 22,7 15,4 19,5
Baixo 10,7 4,6 2,4
IL-10 (-1082, -819, -592) Alto 17,3 13,8 7,3
Intermediario 32,0 46,2 31,7
Baixo 50,7 40,0 61,0
IL-6 (-174) Alto 90,7 92,3 100,0
Baixo 9,3 5,0 0
IFNy (+874) Alto 24,0 16,9 4,9
Intermediario 40,0 46,2 39,0
Baixo 36,0 36,9 56,1

Entdo, n6s comparamos a distribuicdo dos genétipos, de acordo com a
producao, da populacdo do Rio de Janeiro com outras populagdes previamente
estudadas. Selecionamos trés estudos cujas técnicas e analises se assemelhavam
ao nosso trabalho. Assim, comparagdes foram feitas com uma populagdo do estado
da Bahia (91), da ltalia (142) e Afro-Americanos dos Estados Unidos (144) (Tabela
13). Diferengas significativas foram observadas em IL-10, j4 que a populacéo do Rio
de Janeiro apresenta uma maior freqiéncia de gendtipos que conferem baixa
producéo de citocinas do que as populagdes da ltalia (p=0,0062) e Afro-Americanos
(p=0,03). Foram observadas ainda diferengas significativas em TNF-a (Rio de
Janeiro vs. Afro-Americanos; p=0,0387), em TGF-f (Rio de Janeiro vs. Bahia;
p=0,0008), em IL-6 (Rio de Janeiro vs. Afro-Americanos; p<0,0001) e, finalmente,
em IFN-y (Rio de Janeiro vs. Afro-Americanos; p<0,0001).

Particularmente em TGF-B (c6dons 10 e 25) e IL-10 (-1082, -819 e —592), tais
SNPs podem, potencialmente, se combinar e influenciar na quantidade de citocina
produzida. No gene do TGF-B, os gendtipos podem gerar nove haploétipos possiveis.
Ja os SNPs em IL-10 combinados podem gerar seis possiveis haplotipos.

A tabela 14 mostra a freqUéncia de cada um desses hapl6tipos nas populagoes
do Rio de Janeiro, ltalia e Afro-Americanos. Ndo ha diferenca significativa na
freqliéncia destes haplétipos no gene do TGF-B entre as populacdes estudadas. No

entanto, a distribuicdo haplotipica de IL-10 na populacéo residente no Rio de Janeiro
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€ estatisticamente diferente da populacao ltaliana (p=0,0293) e da Afro-Americana
(p=0,0025).

Tabela 13: Distribuicdo dos polimorfismos de acordo com os niveis de produgéo nas
populacdes de Rio de Janeiro (RJ), Bahia (BA), Italia (It) e Afro-Americanos

(AA).
Rio de . - Afro-
Citocina Produgao Janeiro (Ea_g':) ( r:ﬁ'fo) Americanos P
(n=181) - - (n=691)
TNFo (-308) Baixo 79,6 77,7 84,0 72,1
RJ x AA: p=0,0387
Alto 20,4 22,3 16,0 27,9
TGFB1 (Cédons 10 e 25)  Alto 74,0 52,1 70,0 70,5
Intermediario 19,3 38,3 24,4 21,6 RJ x BA: p=0,0008
Baixo 6,6 9,6 6,6 7,9
IL-10 (-1082, -819, -592)  Alto 13,8 13,8 12,0 10,3
e RJ x It: p=0,0062
Intermediario 37,0 45,8 55,0 481 RJ x AA: p=0,03
Baixo 49,2 40,4 33,0 41,6
IL-6 (-174) Alto 93,4 95,7 91,0 99,4
. RJ x AA: p<0,0001
Baixo 6,6 4.3 9,0 0,6
IFNy (+874) Alto 17,1 9,6 23,0 54
Intermediario 42,0 47,9 47,0 28,6 RJ x AA: p<0,0001
Baixo 40,9 42,5 30,0 66,1

8.5 A influéncia do gendtipo sobre a producao de citocinas

Uma possivel razédo para a alta freqiéncia de um genoétipo associado com uma
dada taxa de producao é a selecao natural ao longo da evolugdo, aumentando a
frequiéncia de gendtipos mais vantajosos. Conseqlentemente, diferentes populagdes
tendem a exibir diferencas quanto a freqtiéncia de gendtipos que conferem alta ou
baixa producao de citocinas. Das populacdes estudadas, os Afro-Americanos foram
0s que mais se diferenciaram da populacdo do Rio de Janeiro. De uma maneira
geral, populacdes caucasodides possuem a mesma freqiéncia de gendtipos que
conferem alta producéo de IL-10, porém, freqiiéncias mais altas quando comparadas
a populacdes Negras ou Asiaticas (149, 150).
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Tabela 14: Distribuicdo dos polimorfismos de acordo com haplétipos de TGF-8 e IL-

10 nas populagdes de Rio de Janeiro (RJ), ltalia (It) e Afro-Americanos

(AA).
Citocina Haplétipo Rio(ﬁ::l;n)eiro Italia (n=140) Amé\:izzoanos P
= (n=691)

TGFB1 (Codons 10 e 25) T/T G/G 30,9 32,0 30,5
T/C G/G 43,6 38,0 39,9
T/C G/C 8,3 7,0 8,2
C/C G/G 11,0 17,0 11,7
T/TG/IC 0 0 1,6
C/C G/IC 5,0 3,0 4,6
C/C C/C 1,1 3,0 1,2
T/T C/IC 0 0 2,0
T/C C/IC 0 0 0,1

IL-10 (-1082, -819, -592) GCC/GCC 13,8 12,0 10,3
GCC/ACC 19,9 31,0 18,4
GCC/ATA 17,7 24,0 29,8 RJ x It: p=0,0293
ACC/ACC 11,0 7,0 5,1 RJ x AA: p=0,0025
ACC/ATA 24,3 21,0 21,7
ATA/ATA 13,3 5,0 14,8

Quanto ao TGF-B, a maioria das populagbes apresenta gendétipos relativos a
alta produgdo da citocina (144144, 151, 152). Em nossas comparagoes,
constatamos que a populagao da Bahia possui menor freqtiéncia de altos produtores
de TGF-B.
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9 CONCLUSOES

Este estudo genético de citocinas nos traz informagdes importantes sobre seus

polimorfismos e conseqlentemente nos mostra uma possivel relacdo entre os

polimorfismos e a selecao natural. Além disso, a relagdo dos gendétipos de citocinas

com doencas e fenbmenos imunolégicos, tais como reacao a transplantes e doencas

autoimunes, pode nos ajudar a entender os eventos biolégicos envolvidos e indicar

um caminho no qual poderemos prever, prevenir ou controlar os danos causados por

doengas cujos componentes imunolégicos estejam envolvidos. Nossos dados

poderdo ser uUteis para futuros estudos envolvendo associagdo de polimorfismos de

citocinas com doengas ou transplantes na populagéo brasileira.

De acordo com nossas observagdes, podemos concluir que:

Os polimorfismos em IL-10, IL-6 e IFN-y sdo distribuidos de acordo com
a ancestralidade na populacao brasileira no Rio de Janeiro.

As populagdes do Rio de Janeiro e Bahia possuem frequéncias alélicas
e genotipicas de TGF-p (cédon 25) estatisticamente diferentes, mas as
populacdes de Rio de Janeiro e Sao Paulo/Parana possuem distribuicao
dos polimorfismos de citocinas semelhantes.

A populacédo do Rio de Janeiro difere das populacées européias e de
Afro-americanos quanto a distribuicao dos polimorfismos genéticos de
citocinas em IL-10 (-1082, -819 e —592), IL-6 e IFN-y.

Nossas observagdes poderdo ser UOteis para futuros estudos e
associagcao entre polimorfismos genéticos de citocinas e doengas na

populacao brasileira.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

§g¢‘ Universidade do Estado do Rio de Janeiro
= % |nstituto de Biologia Roberto Alcidntara Gomes A
g UERJ g Laboratério de Histocompatibilidade e Criopreservacao

%
& o
S Av. Marechal Rondon, 381 — S&o Francisco Xavier (Policlinica Piquet Carneiro)

Tel: 2587-8164

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Informacoes ao Voluntario Saudavel

e Titulo do Estudo: Associacao do Polimorfismo Genético de Citocinas e Fibrose Hepatica
na Infec¢ao por HCV

e Vocé néo é obrigado a participar deste estudo. Vocé pode recusar a participar dele ou deixa-
lo a qualquer momento.

e O médico/pesquisador estard a sua disposi¢do para esclarecer qualquer divida que possa
surgir a respeito do estudo (tel: 2587 8168 — Gustavo)

e As informagbes pessoais obtidas a seu respeito durante o estudo permanecerao
confidenciais.

e Se vocé decidir participar, sera necessario um consentimento por escrito.

Explicacao do estudo

A Hepatite C Cronica € uma doencga que afeta o figado de pessoas infectadas pelo virus da Hepatite
C (HCV). Este virus foi descoberto em 1989, mas até hoje ndo foram esclarecidos completamente os
mecanismos que levam o HCV a desencadear a hepatite C. Recentes estudos tém demonstrado que
as caracteristicas genéticas das pessoas que se infectam com este virus podem influenciar na cura
ou na possibilidade da doenga se reproduzir mais rapidamente. Essas caracteristicas genéticas sao
relacionadas ao DNA que cada pessoa possui em particular, e entre as principais caracteristicas
estdo os polimorfismos genéticos de citocinas. Por isso, se fazem necessérias a deteccdo da
expressao génica dessas citocinas para tentarmos entender como as pessoas reagem a infecgao
pelo HCV. Além disso, a detecgdo dos polimorfismos das citocinas se faz necessaria em pessoas
saudaveis a fim de que se possa determinar a influéncia do perfil genético na aquisigao, duragao e
controle esponténeo da infecgéo pelo HCV.

Objetivos
O objetivo deste estudo é analisar as caracteristicas genéticas de cada paciente infectado pelo virus
da Hepatite C que apresentem fibrose e inflamagao hepatica. Para isso, serdo realizadas as andlises
de polimorfismos de varias citocinas em pacientes infectados pelo HCV e em voluntarios saudaveis.

Procedimentos
Sera realizada coleta de sangue que ficara armazenado para a detecgao do polimorfismo. Essa
coleta sera realizada concomitantemente a coleta de rotina para os exames de diagnéstico para o
HCV. Para os voluntarios saudaveis, a coleta sera realizada no momento da doagdo de sangue
realizada no Banco de Sangue Hebert de Souza (UERJ). Sdo necessarios apenas 8mL de sangue
para que se faga a tipificagdo dos polimorfismos de citocinas.

Riscos
Durante os procedimentos de coleta de sangue, podera ocorrer uma mancha roxa (hematoma) no
local da pungao da veia para a retirada do sangue, conforme descrito no termo de consentimento
para doagao de sangue.

Possiveis Beneficios
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Vocé poderda nao se beneficiar por participar deste estudo, mas vocé estara ajudando os
pesquisadores a compreender melhor esta doenca. Desta maneira, futuramente podera ser possivel
um tratamento imunoterapéutico que previnam a persisténcia e a patogénese do HCV através do
blogueio de alguma citocina.

Consentimento Final do Voluntario

Titulo do Estudo: Associacdo do polimorfismo Genético de Citocinas e Fibrose Hepatica na
Infeccéo por HCV

1. Li o documento de Consentimento Livre e Esclarecido para este estudo. Recebi as
informacdes necessarias sobre a proposta do procedimento. Minhas duvidas foram
devidamente esclarecidas.

Concordo em participar deste estudo de forma totalmente voluntaria.

Por ser voluntario, posso me retirar do estudo a qualquer momento, sem penalidade ou perda

dos beneficios aos quais tenha direito.

4. Concordo que os resultados do estudo sejam comunicados a comunidade cientifica na forma
de publicagbes em revistas médicas especializadas, mantendo em sigilo absoluto o meu
nome e meu enderego.

5. Autorizo comités de ética, autoridades regulatorias locais ou estrangeiras a examinarem, se
assim o desejarem, estes registros medicos para confirmagao das informagbes coletadas.

wn

Nome do paciente:

Assinatura: Data:

Eu confirmo ter pessoalmente explicado para o paciente acima identificado a natureza e o propésito
do estudo.

Pesquisador:

Assinatura: Data:

Testemunha:

Assinatura: Data:
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APENDICE B - Questionario para o Membros do Estudo

QUESTIONARIO PARA OS MEMBROS DO ESTUDO

1. IDENTIFICAGAO:
Nome:
Endereco:
Bairro CEP: Telefone:
Data de Nascimento: / / Sexo: Naturalidade:
Escolaridade: Profisséo:

Observagoes:

2. INFORMAGCOES DE SAUDE:

Vocé Bebe? [ ]ndo ([ ]Jnunca [ ]pareiha )[ ]sim doses/dia

Vocé fuma? [ Tn&o ([ ]nunca [ ]parei ha )[ ]1sim cigarros/dia

Existem casos, na sua familia, de alguma das doencas abaixo? Caso afirmativo, relacione ao lado o grau de

- parentesco do portador da
DOENCA PARENTESCO EVOLUCAO mesma e o tempo de evolugao:

Diabetes tipo

Lupus

Artrite reumatoéide

Hipertensao

Doenga pulmonar

Doenca dermatolégica

3. INFORMAGOES SOBRE ORIGEM ETNICA

Para uso do Pesquisador: Grupo Etnico: [ Jbranco[ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ] mestico

Em que grupo étnico vocé se classifica?

[ ]branco [ 1negro [ ]indigena [ ]oriental [ ] mestico

Quanto aos seus pais, eles sio:

Pai: [ ]branco [ ]negro [ Jindigena [ ]oriental [ ] mestico

Nacionalidade:

M&e: [ ]branco [ 1negro [ ]indigena [ ]oriental [ ] mestico Nacionalidade:

Quanto aos seus avos, eles sao:
Avé Materno: [ Jbranco [ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ] mestico
Nacionalidade:

Avo6 Materna: [ ]branco [ ] negro [ ] indigena [ ]oriental [ ] mestigo
Nacionalidade:

Avé Paterno: [ ]branco [ 1negro [ lindigena [ Joriental [ ] mestico
Nacionalidade:

Avo Paterna: [ ]Jbranco [ ]negro [ ]indigena [ ] oriental [ ] mestico
Nacionalidade:




Observagbes do entrevistador:

Rio de Janeiro, de

de

ASSINATURA DO VOLUNTARIO

NOME COMPLETO

ASSINATURA DO ENTREVISTADOR

NOME COMPLETO
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ANEXO A - Aprovacao pelo Comité de Etica

\‘\/) %,
S (Y UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO “
2 U%J; HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO :
2, N ,

? esmpn COMITE DE ETICA EM PESOUISA -

Rio de Janeiro, 12 de margo de 2008

Do: Comité de Etica em Pesquisa

Profa. Patricia Maria C. O. Duque

Para: Aut. Gustavo Milson Fabricio da Silva
Orient. Prof. Luis Cristovao de M. S. Porto

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apds avaliacdo,
considerou o projeto (1971-CEP/HUPE) " EFEITO DO POLIMORFISMO GENETICO DE CITOCINAS
EM PACIENTES COM HEPATITE CRONICA POR HCV " aprovado, encontrando-se este dentro dos
padrbes éticos da pesquisa em seres humanos, conforme Resolucdo n.°196 sobre pesquisa
envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Satde, bem como
0 consentimento livre e esclarecido.

O pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no

decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. Sa., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissdo
um sumario dos resultados do projeto.

,/—\

} L '\,‘\}V\U_)k) .T'J‘\x\.,u\’b\\ g W&k\’ A 99%\
ProfaSW. - Dugl
Membro do Comité de*Etica em Pesquisa

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cepn-hube@ueri.br
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ANEXO B - Ficha de Interpretagao
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