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RESUMO

Acredita-se que fatores genéticos podem modificar o risco individual tornando os
individuos mais susceptiveis a certas patologias. Polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) em genes de mediadores inflamatorios estdo fortemente relacionados a esta
propensdo. Objetivou-se relacionar a presenca de SNP em gene que codifica uma
citocina pré-inflamatoria com susceptibilidade as doencas pulmonares. Foi realizado um
estudo do tipo caso-controle em individuos com doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC), cancer de pulméo (CP) e tuberculose (TB). Foram realizadas coletas de dados
epidemioldgicos e ainda de material biolégico para genotipagem do polimorfismo
rs1800795 do gene IL6 através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real. Para as analises estatisticas foram avaliadas a frequéncia (%), média e
desvio-padrdo e o teste x* para as variaveis categéricas. Observou-se o predominio do
sexo masculino, bem como a maioria dos individuos se autodeclarou caucasiano.
Quanto a frequéncia alélica para o polimorfismo rs1800795 do gene IL6, a presenca foi
maior no alelo considerado de risco em todos 0s grupos de casos, mas ao comparar estes
achados a um grupo controle, ndo foi observada diferenca estatistica significativa, fato
que demonstra que nao ha relacdo entre as frequéncias genotipicas e alélicas e presenca
do polimorfismo em IL6 com a susceptibilidade a doencas pulmonares nesta populacéo.

Palavras-chave: Doengas pulmonares. Interleucina 6. Susceptibilidade. Citocinas
inflamatorias. Polimorfismos genéticos.

ABSTRACT

It is believed that genetic factors may modify the individual risk making individuals
more susceptible to certain diseases. Single nucleotide polymorphisms (SNP) in
inflammatory mediators genes are strongly related to this propensity. The objective was
to correlate the presence of SNPs in the gene encoding a pro-inflammatory cytokine
with susceptibility to lung diseases. A study was conducted case-control in patients with
chronic obstructive pulmonary disease (COPD), lung cancer (PC) and tuberculosis
(TB). Epidemiological data collection and also of biological material were performed
for genotyping of the IL6 gene polymorphism rs1800795 by polymerase chain reaction
(PCR) in real time. For statistical analysis were evaluated the frequency (%), mean and
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standard deviation and the x* test for categorical variables. There was a predominance
of males, and most individuals are self-declared Caucasian. As for the allelic frequency
for rs1800795 polymorphism of the IL-6 gene, the presence was higher in allele
considered risk in all cases groups, but to compare these findings to a control group,
there was no statistically significant difference, which demonstrates that not no
relationship between genotypic and allelic frequencies and the presence of the
polymorphism in IL6 with susceptibility to lung disease in this population.

Keywords: Lung diseases. Interleukin 6. Susceptibility. Inflammatory cytokines.
Genetic polymorphisms.

1 INTRODUCAO

As doengas pulmonares sdo doencas de cunho respiratorio e acometem cerca de
600 milhdes de pessoas no mundo, segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS, 2016). Entre as doencas que se enquadram neste grupo estao a doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), cancer de pulmédo (CP), tuberculose (TB), pneumonia,
dentre outras. Sabe-se que a etiologia destas doencas € multifatorial, mas acredita-se que
além das influéncias ambientais, os fatores genéticos podem modificar o risco
individual e processos fisioldgicos, como atividade inflamatdria, como a atividade
inflamatoria, comum a estas enfermidades (KAABACHI et al., 2014; STANKOVIC et
al., 2009; BEN-SELMA et al., 2011).

As alteracdes de ordem imunoldgica sdo compartilhadas por tais doencas
proporcionando a evolucdo de processos inflamatorios por meio da dispersdo de
mediadores de cunho inflamatérios. Em cada doenca este processo ira atuar de uma
forma, na DPOC esta resposta estara atrelada as vias aéreas e sera de carater anormal
nos pulmdes promovendo a obstrucdo (AZAMBUJA et al., 2013). Ja no CP, o
desequilibrio de mediadores prdé e anti-inflamatérios podera afetar a oncogénese
mediada pela inflamagcdo (COLAKOGULLARI et al., 2008), enquanto na infecgdo
causada pelo M. tuberculosis é o que promovera a resposta inflamatéria em pacientes
com TB (SELVARAJ et al., 2008).

A inflamacdo estimula a transcricdo de maltiplos genes que codificam citocinas
pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), Interferon-gama (IFN-
v) e Interleucinas 1 e 6, estes que sdo de grande relevancia quanto a regulacéo e indugéo
deste quadro patolégico. A IL-6 tem sido estudada e utilizada como a citocina
predominante detectada em niveis elevados no tecido do tumor de pulmao, tem relacdo

com a progressdo do cancer de pulméo e induz a produgéo de proteinas de fase aguda na
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resposta inflamatoria, tais como a proteina C - reativa (PCR). Segundo Ferrari et al.
(2013) e Martinez et al. (2013) a IL-6 pode fazer parte também da progressdo da DPOC
e da TB, respectivamente, além de associarem polimorfismos neste gene com a
mortalidade pelas enfermidades.

Muitos estudos sugerem que polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em
genes que codificam citocinas teriam relacdo a susceptibilidade a estas doencas
pulmonares (COLAKOGULLARI et al., 2008; CORDOBA-LANUS et al., 2011). Estes
polimorfismos estariam influenciando a transcri¢do do gene, conduzindo a variacdes na
producdo de citocinas (HU et al.,, 2015). Para tanto, o objetivo deste estudo foi
relacionar a presenca do polimorfismo nucleotideo tnico (SNP) rs1800795 no gene IL6
com susceptibilidade as doencas pulmonares.

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

As doencas pulmonares, sdo consideradas pelo estudo de Pan et al. (2012) como
de grande importancia tanto nos quesitos de mortalidade e incidéncia, quanto a relagcdo
do custo econdmico e social. A DPOC acomete cerca de 7,3 milhdes de individuos e
sera em 2020 a terceira causa de mortalidade (GOLD, 2016). A ultima estimativa
mundial apontou para o CP uma incidéncia de 1,82 milhdo de casos para 0 ano de 2012
(INCA, 2015). E cerca de 71.123 casos novos de TB foram diagnosticados no Brasil no
ano de 2013 (BRASIL, 2014).

O processo inflamato6rio é uma resposta comum a todas estas doencas estudadas,
na qual estardo envolvidos mediadores inflamatorios como as citocinas. Cada doenca
tera seu esquema de inflamacdo, para a DPOC este processo ira induzir no organismo
modificagdes e diferenciacOes estruturais no pulmdo (STEPHENS & YEW, 2008;
GOLD, 2016). Para a TB, o processo de infeccdo promovera uma resposta imune e
producdo de citocinas inflamatdrias ligadas a células imunoldgicas como células T
(AHMAD, 2011). Os processos de inflamagdes cronicas e um alto nimero de oxidantes
aumentardo as chances de carcinogénese, ou ainda uma modificacdo na producdo de
algum mediador ir4 promover um desequilibrio de citocinas e interferir na oncogénese
(COLAKOGULLARI et al., 2008).

Levando em consideracdo as consequéncias da inflamacéo e sua relagdo com
mediadores quimicos, Lakhdar et al. (2011) descreveram que modificacdes do risco
individual podem estar atreladas a fatores genéticos. Alteracdes genéticas, como 0s
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SNPs, em regibes promotoras de citocinas tém sido estudadas para explicar a
variabilidade na resposta inflamatéria como, por exemplo, a IL-6.

A interleucina 6 (IL-6) pertence a classe das citocinas, que sdo polipeptideos
secretados principalmente pelas células imunologicas quando estimuladas por diversos
fatores como inflamacdo e até mesmo o tabagismo, que estimula a producdo das
citocinas pelas células epiteliais da via respiratéria (COLAKOGULLARI et al., 2008;
CAMPA et al., 2005). Tal citocina representa um mediador pré-inflamatério,
multifuncional envolvido em diferentes processos fisioldgicos e patofisiologicos (XU et
al., 2011). E uma citocina pleiotropica e imunomodulatéria secretada pelas células
epiteliais das vias aéreas, macrdfagos alveolares, adipdcitos e midcitos, assim como
outros tecidos e células (HE et al., 2009). Também desempenha um papel chave na
resposta inflamatoria nas lesfes das células epiteliais pulmonares (SEOW et al., 2006),
além de desempenhar varios papéis na resposta imunologica (DUTTA et al., 2012),
geralmente como regulador destas respostas e também induzir a expressao de elementos
de fase aguda da resposta inflamatoria.

A presenca de SNPs na regido promotora pode estar diretamente relacionada
com a variacdo individual na magnitude da producdo de citocinas e sua resposta
(COLAKOGULLARI et al., 2008). Varios SNPs no gene IL-6 foram descritos, 0 mais
estudado é o -174G/C (rs1800795) na regido promotora, localizado no cromossomo
7p21 (HE et al., 2009). Sabe-se que os individuos com o alelo G nesta posi¢do exibem
um aumento da resposta inflamatéria, também ha evidéncias de que a regulacdo da
transcricdo de IL-6 é governada por influéncia cooperativa de varios locais
polimorficos. Os genotipos CG e GG também estdo relacionados com o aumento da
inflamacédo no cancer de pulméo, DPOC e TB (AMIRZARGAR et al., 2006; HE et al.,
2009; SEOW et al., 2006).

3 METODOLOGIA
3.1 Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo tipo caso-controle, no qual foram inclusos individuos
com doenca pulmonar (trés grupos) e um grupo controle. Os grupos de casos foram
compostos por pacientes com DPOC participantes do programa de Reabilitacdo
Cardiorrespiratéria e Metabolica do Hospital Santa Cruz; pacientes com CP atendidos
no Centro de Oncologia Integrada do Hospital Ana Nery; e pacientes com TB atendidos

no Ambulatério de Tuberculose do Hospital Santa Cruz. O grupo controle foi composto
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por sujeitos com capacidade pulmonar preservada, utilizando-se o teste de espirometria

para confirmacéo e pareados com 0s €asos por sexo e idade.

3.2 Coleta dos dados e anélise das amostras bioldgicas

A coleta, tanto dos dados sociodemograficos quanto do material biolégico, foi
realizada entre junho de 2013 a dezembro de 2015 e o presente estudo foi aprovado sob
o protocolo de numero 374.298/2013 pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC). Os sujeitos incluidos no estudo foram
entrevistados com a aplicacdo de um questionério abordando informacdes basicas como
sexo, idade e etnia. Ainda foi realizada a coleta de material bioldgico, sangue periférico,
para a realizacdo da genotipagem, todos os individuos que aceitaram participar do
estudo assinaram termo de consentimento livre e esclarecido.

O material bioldgico coletado foi armazenado em tubos com anticoagulante
EDTA e armazenados a -20°C. Deste material previamente acondicionado foi realizada
a extracdo do DNA gendmico pelo método de Salting out (MILLER; DYKES;
POLESKY, 1988) com modificagbes. A quantificagio do DNA foi realizada com
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA).

A genotipagem para discriminacdo alélica do polimorfismo em IL6 (rs1800795)
foi realizada pela técnica de PCR em tempo real utilizando o sistema Tagman™ no
aparelho StepOne Plus® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), para tal reacdo
fez-se o0 uso de sonda TagMan™ rs1800795 (ensaio customizado) e Master Mix PCR

Universal.

3.3 Anélise estatistica

A analise dos resultados obtidos foi feita a partir de programa estatistico,
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versdo 20.0. Os resultados foram
apresentados de forma descritiva representada por média aritmética com seu respectivo
desvio padrdo (x + dp) ou expressos em frequéncia (%). Para avaliar as variaveis
categéricas foi utilizado o teste x°, sendo consideradas diferencas significativas para

p<0,05, com intervalo de confianga de 95%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
No presente estudo foram analisados 155 pacientes, sendo 50 (32,3%) com

DPOC, 41 (26,5%) com CP, 44 (28,4%) pacientes com TB e 20 (12,9%) individuos
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controle. Na Tabela 1 estdo descritas as caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes

estudados.

Tabela 1. Caracterizacdo Epidemioldgica dos Casos e Controles

Caracteristicas Controle DPOC! CP? TB®

n(%)=20  n(%)=50 n (%)= 41 n (%)= 32*

Género
Masculino 12 (60,0) 28 (56,0) 31 (75,6) 22 (68,8)
Feminino 8 (40,0) 22 (44,0) 10 (24,4) 10 (31,2)
Idade (anos)® 64,9+9,6 64,1+7,8 65,7+7,0 39,8+15,7
Etnia (Branco) 20 (100) 40 (80,0) 34 (82,9) 12 (37,5)

n, nimero amostral; *Expresso em média + dp; *Excluidas doze amostras por falta destas

informag®es;'Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica; Cancer de Pulméo; *Tuberculose

De acordo com o levantamento epidemioldgico realizado neste estudo houve o
predominio do género masculino em todos os grupos, bem como a maioria destes se
autodeclarou branco, diferindo apenas para o grupo de pacientes com TB. A prevaléncia
de género bem como a etnia encontrada no presente estudo corroboram com os dados
atuais para tais enfermidades (BRASIL, 2014; INCA, 2015; GOLD, 2016). Em relagéo
a média de idade, os sujeitos com DPOC e CP apresentaram idade adulta avancada,
caracteristica comum a tais enfermidades (INCA, 2015; GOLD, 2016).

Ainda, o grupo TB apresentou uma menor media de idade quando comparado
aos outros grupos (39,8+15,7), tais achados se assemelham a estudo chineses de Hu et
al. (2015) no qual a média também se mostrou baixa. A manifestacdo da patologia em
individuos normalmente adultos em idade economicamente ativa tem se mostrado como
uma caracteristica de incidéncia comum devido a maior exposi¢cdo do grupo ao
ambiente e assim ao microrganismo (BRASIL, 2014; ZHANG et al., 2012).

Independente do grupo estudado, a frequéncia genotipica geral do estudo para o
rs1800795 (IL6) foi 11,2% CC, 49,3% GG e 39,5% GC. Em relacdo as frequéncias
alélicas, 69,1% dos individuos analisados apresentavam o alelo dito de risco (G) do
polimorfismo rs1800795 (IL6). Na Tabela 2 estdo apresentadas as distribuicdes alélicas

e genotipicas para cada um dos grupos estudados.
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Ao avaliar os resultados expressos na tabela 2 observamos que os valores

encontrados sugerem ndo haver diferencas significativas entre as frequéncias

genotipicas e alélicas dos grupos casos quando comparados ao controle.

Tabela 2. Comparacdo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs1800795

(IL6) entre o grupo controle e casos.

Genotipos/ Alelos Controle DPOC! CP? TB®
n(%) = 20 n(%) =50 p n(%) = 40 p n(%) =42 p
IL6 (rs1800795)
cc 3(15,0) 4(8,0) 6(15,0) 4(9,5)
CG 7(350)  23(46,0) 060° 19(47,5) 061* 11(26,2) 0,55°
GG 10(50,0)  23(46,0) 15(37,5) 27(64,3)
Alelo C 13(32,5)  31(31,0) 097° 31(38,8) 063 19(226) 033
Alelo G 27(67,5) 69(69,0) 49(61,2) 65(77,4)

n, nimero amostral; *‘Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica; “Cancer de Pulmao; *Tuberculose; @ teste x* de

Pearson; “teste x* corrigido de Yates

Estudos demonstram que a identificagdo do SNP rs1800795 (-174G/C) pode ter
relacdo com o aumento da propensdo a DPOC, CP e TB (AMIRZARGAR et al., 2006;
HENAO et al., 2006; CORDOBA-LANUS et al., 2008; COLAKOGULLARI et al.

2008). Isto ocorre, pois a presenga do polimorfismo promoveria um aumento da

expressao da citocina IL6, ou seja, 0 aumento da producdo que estaria mantendo ou

intensificando a inflamacdo das vias aéreas, ja que esta citocina tem carater pro-

inflamatério e desempenha um papel chave na via de sinalizacdo inflamatoria,

desenvolvendo um importante papel na patogénese da DPOC e da TB podendo
contribuir para o desenvolvimento do cancer (CORDOBA-LANUS et al., 2008;

SELVARAJ et al., 2008; KIYOHARA et al., 2013).

Os achados para o grupo de pacientes com DPOC demonstra que a associa¢do

para tal gen6tipo ndo foi significativa (p=0,60), assim com o estudo realizado em uma
populacdo espanhola com DPOC (CORDOBA-LANUS et al., 2008). De acordo com 0

mesmo autor, a presenca do alelo G estaria agravando o processo inflamatorio, no qual é

de carater cronico para a DPOC. E também relatado na literatura que o mesmo alelo

estaria relacionado ao declinio da funcdo pulmonar em pacientes com esta patologia

(HE et al., 2009). Além da influéncia do alelo G a funcdo pulmonar, Attaran et al.

(2010) ressaltam que a IL6 também acelera a libertagdo de proteinas de fase aguda de

resposta inflamatoria e piora a condicdo inflamatoria subjacente.
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Para os sujeitos do grupo CP nossos achados corroboram com os estudos de
Seifart et al. (2005), o qual também observou maior prevaléncia do gendtipo
heterozigoto nos casos em uma populagéo alema, bem como os resultados apresentados
por Colakogullari et al. (2008) em um estudo turco. Sabe-se que o polimorfismo
estudado no gene que codifica a IL6 esta estritamente relacionado com a propensédo a
doenca, além disso, o alelo dito de risco é responsavel por aumentar a producdo destas
citocinas associando-as a processos inflamatérios, um fator na promocdo da
carcinogénese (ZHOU et al., 2015; JIA et al., 2015). O aumento dos niveis séricos desta
interleucina no organismo pode aumentar o potencial metastatico de células cancerosas
através de mecanismos como hiper-regulacdo da expressdo de receptores de células
endoteliais, e pelo estimulo de fatores de crescimento (XU et al., 2011).

Em nosso estudo com o grupo TB notou-se um predominio do genotipo
considerado de risco para o desenvolvimento da doenca, que leva a hiperproducédo da
citocina (AMIRZARGAR et al., 2006; AZAD et al., 2012), mas ndo foi encontrada
nenhuma diferenca nas distribui¢cGes alélicas ou genotipicas entre 0s grupos caso e
controle, este achado vai ao encontro dos resultados de Henao et al. (2006) que realizou
um estudo em uma populacdo colombiana. Por outro lado, um estudo realizado em
populacdo iraniana demonstrou uma diferenca significativa quanto a influéncia do
polimorfismo nos grupos estudados (AMIRZARGAR et al., 2006). Segundo a literatura
0 aumento da frequéncia do alelo G ou gen6tipo GG na regido do promotor de IL6 em
pacientes de TB estaria associado a uma producéo elevado da citocina e uma propensao
a infecgcdo pela micobactéria por inibicdo da producdo de outras citocinas, tais como
TNF e IL1pB ou ainda envolvido na producdo de macrdfagos e diferenciacdo de células T
citotoxica (AZAD et al., 2012).

5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente estudo foi possivel observar uma
maior prevaléncia do alelo considerado de risco, mas ao comparar a um grupo controle
ndo foi observada uma diferenca estatistica significativa, ou seja, no grupo estudado a
presenca do alelo ndo foi relacionada a propenséo as doencas pulmonares. Diante dos
resultados apresentados e discutidos consideramos ainda que a ampliagdo do numero de
casos e controles, bem como a avaliagdo de outros polimorfismos com mesma relacéo, é

importante para alcancar os objetivos propostos pelo presente estudo.
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