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RESUMO

Introducdo: A Sindrome do Intestino Irritavel (SIl) é uma dekon funcional do trato
gastrointestinal, caracterizada por dor abdominalteracdo da motilidade e sensibilidade
intestinal, acompanhada por desconforto. As forolimscas desta patologia sdo: diarréica,
constipante e alternante. A patogenia da Sll é émxape pouco entendida. Estudos genéticos
estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de ideatif possiveis marcadores de
predisposi¢cado ou protecdo ao desenvolvimento diesaca. Alguns estudos sugerem que o
desequilibrio na producado de citocinas pro- e iaflfamatérias tem um importante papel na
Sll. Porém, poucos estudos mostram a associacéoaitl e o polimorfismos em genes de
citocinas. Dados da literatura sugerem que indoddoaucasianos teriam maior risco de
desenvolver esta doenca, mas ndo ha relato deosstemlizados com o objetivo de avaliar a
possivel associacdo entre os marcadores infornsatieo ancestralidade (AIMs) e a Sll.
Objetivo: Estudar a possivel associacdo dos polimorfisids -308 G >A TGFB1(10T>C,
25G>C); IL10 -1082G>A, -819T>C, -592 C>A;IL6 -174G>C elFNG +874T>A com a
Sindrome do Intestino Irritavel e estimar a anedisade gendmica segundo os AlIM¥92
AT3 Sb19.3APO, CKMM, Fynull, LPL, GC e RB2300Métodos: A populagéo do estudo foi
constituida por 55 pacientes diagnosticados conat8iididos no Complexo Hospitalar Prof.
Edgard Santos-UFBA e 116 doadores voluntérios daeyusa (grupo controle). O DNA
gendmico foi extraido dos leucécitos do sangueféyard pelo método deSalting-out
(extracdo salina) e a genotipagem dos AlMs foafeiwr PCR convencional, PCR-RFLP ou
PCR Real Time e das citocinas por PCR-SSP utilzandtit “Cytokine Genotyping Tray”
(One Lambda IncorporationResultados:Nao houve diferengas estatisticamente significantes
nas frequéncias alélicas, genotipicas e fenotigioaspolimorfismos em genes de citocinas
entre os grupos. Foi observada uma frequénciafisigiil’amente maior ddocus AT3 na
amostra de individuos com Sl quando comparadaramogcontrole (p=0,0291). Os grupos
de pacientes e controles sdo homogéneos do ponistdejenético, visto que a estimativa de
mistura foi semelhante em ambos, mostrando mardribaicdo européia seguida da africana
e amerindia. Houve diferenca estatisticamentefggnie na frequéncia docusPV92 entre

os subgrupos das diferentes formas clinicas, semlor entre os pacientes com a forma
diarréica em relagdo as demais formas (p=0,013stinativa de mistura para as diferentes
formas clinicas mostrou que todas apresentam nwntribuicdo européia, seguida da
africana e amerindia. No entanto, a forma clinizaréica apresenta menor contribuicdo
européia e maior amerindia quando comparada aasofsirmas Conclusdes: Polimorfismos
nos genes das citocinas ndo parecem estar envdivapredisposicao e/ou protecdo a Sll. A
maior contribuicdo da ancestralidade européia, isatd por marcadores moleculares
informativos de ancestralidade, pode ser um fagoprédisposicdo ao desenvolvimento da
Sll. A maior contribuicdo da ancestralidade ameairn individuos com Sll, pode ser um
fator de predisposicdo ao desenvolvimento da faliexaéica.

Palavras-chaves Sindrome do Intestino Irritavel. Polimorfismos ngécos. Citocinas.
Marcadores Informativos de Ancestralidade.



ABSTRACT

Introduction: The Irritable Bowel Syndrome (IBS) is a gastroititesd functional disorder
characterized by abdominal pain and altered gutilitgoand sensibility followed by
discomfort. The disease clinical forms are: diacheconstipating and alternate. The
pathogenesis of IBS is complex and poorly undetst@enetic studies are being developed
aiming to identify possible markers of predispasitor resistance to the development of this
disease. Some studies suggest that pro- and #latnmatory cytokines imbalance has an
important role in IBS. However, few studies showaa association between IBS and
polymorphisms in cytokine genes. Published datagesigthat Caucasians would have a
higher risk to develop this disease, but thereagaport of studies aiming to evaluate the
possible association between the ancestry infommatharkers (AIMs).Objective: To
evaluate the association thfe following polymorphismsTNF -308 G >A TGFB1 (10T>C,
25G>C); IL10 -1082G>A, -819C>T, -592 C>AIL6 -174G>C andFNG +874T>A with
irritable bowel syndrome and to estimate the gewoamicestry according to AIM$Y{92
AT3 Sb19.3 APO, CKMM, Fynull, LPL, GC andRB2300. Methods: The study population
comprised 55 patients diagnosed with IBS treateédeatJniversity Hospital Professor Edgard
Santos Complex-UFBA and 116 voluntary blood dorfoositrol group). Genomic DNA was
extracted from peripheral blood leukocytes by sghbut method. AIMs genotyping was
performed by conventional PCR, PCR RFLP or Reat iR and cytokines were evaluated
by SSP PCR kit Cytokine Genotyping Tray (One Lamlodarporation)Results: There were
no statistically significant differences in alleligenotypic and phenotypic frequencies of
cytokine genes polymorphisms among groups. We wvedeax significantly higher frequency
of the AT3 locus in the sample of IBS individualfiem compared to control group (p =
0.0291). Patient groups and controls were genstitemogeneous, based on the fact the
admixture estimation was similar in both, showimgager European contribution followed by
the African and Amerindian. There was a statidycaignificant difference on PV92 locus
frequency, between the different clinical forms gnaips, being higher among patients with
diarrheic when compared to the other forms (p 42)0The admixture estimation for the
different clinical forms showed that all had a geeaEuropean contribution, followed by
African and Amerindian. However, the diarrheic wal form has a lower European and
higher Amerindian contribution when compared toeotforms.Conclusions: Polymorphisms

in cytokine genes do not seem to be involved idigposition and / or protection to Sll. The
major contribution of European ancestry, analyzgdnimlecular markers informative for
ancestry, may be a predisposing factor for the ldpweent of IBS. The major contribution of
Amerindian ancestry in individuals with IBS may @ predisposing factor for the
development of the diarrheic form.

Key words: Irritable Bowel Syndrome. Genetic Polymorphisn@ytokines. Ancestry
Informative Markers (AIM).
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1 INTRODUCAO
A SINDROME DO INTESTINO IRRITAVEL

A Sindrome do Intestino Irritavel (SIl) é uma dekon gastrointestinal funcional e
multifatorial caracterizada pela presenca de ddoatinal ou desconforto continuo ou remitente
(aliviando apés defecacdo), plenitude ou disters@dominal, alteragdo no ritmo intestinal,
hipersensibilidade intestinal e auséncia de maread@specificos. Os sintomas ndo sao
explicados por nenhuma causa organica, mecani@@ajaguou inflamatdria. Esta doenca, muitas
vezes, ndo faz parte do raciocinio clinico de nsuitos meédicos. Desta forma, o diagnostico de
Sl normalmente € feito apds a exclusdo de outeasrdens gastrointestinais mais complexas
(DINAN, 2006; GILKIN, 2005; SPINELLI, 2007; BARKHORDARI,aD9).

A associacdo dos sintomas que define a Sl tem dafxrita desde o século XIX
(CUMMING, 1849). A maioria das hipoteses atuaisapaxplicar a etiologia e fisiopatologia da
Sll parecem ter sido formulada antes de 1950: énftia hormonal (RYLE, 1928), intolerancia
alimentar (HOLLANDER, 1927), poés-infeccdo (RYLE, 2B) e hipersensibilidade do trato
gastrointestinal (BOCKUS, 1928).

A patogénese exata da Sll ndo esta claramenteifidet, mas outras provaveis
hipoteses também s&o estudadas como: influénciaieta, mudancas no estilo de vida,
(SPINELLI, 2007; HOTOLEANU, 2008); motilidade gastntestinal alterada, inflamacao,
desequilibrio de neurotransmissores e fatores lggicos como o estresse (GILKIN, 2005; VAN
DER VEEK, 2005; DINAN, 2006; SPILLER, 200 BARKHORDARI , 2009).

Algumas pesquisas mostram que as alteragcoes dbdamiei sensibilidade e reatividade
autondmica vistas na SlI, podem ser frutos da dakagéo na interacédo entre o Sistema Nervoso
Central (SNC) e sistema nervoso entérico (MACHZ@RENTSIL, 2005; KIBA, 2007).

Outras tém mostrado a possivel relacdo da Sl osmniveis de serotonina e
polimorfismos do Transportador de Serotonina (SERWMAWE, 2006; JARRETT, 2007,
COLUCCI, 2008; KOHEN, 2009). A serotonina é um mgansmissor liberado pelas células
enterocromafins (EC) e neurdnios entéricos quecexeém papel chave na modulacdo de varias
funcbes do trato gastrointestinal, incluindo se@oegnotilidade e percepcao visceral. E o SERT
regula a intensidade e duracdo desta sinalizacaantestino. Estes aspectos envolvem a

sinalizagédo da serotonina entre as células EGlearfervosa sensorial da parede da mucosa do
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intestino. Portanto, funcdo ou expressdo alteramlssetotonina ou do SERT pode levar a
alteracdes na motilidade e na sensibilidade, assimo pode ter relagdo com os sintomas de
ansiedade e depressao observadas na Sl (MAWE, 20GRETT , 2007; COLUCCI, 2008;
KOHEN, 2009).

A SllI pode estar associada a distresse emociodahimuicdo na qualidade de vida, e
tem um impacto psicologico e social importante (MAQ004). Além disso, de acordo com
Drossman e colaboradores (1993) ha um impacto aidufividade e no absenteismo nos locais
de trabalho. Whitehead e colaboradores (1996) sugeue o controle da ansiedade e do medo
do paciente portador de Sl é tdo importante quantatamento dos sintomas.

Por outro lado, a hipétese inflamatoria € aindasdg e isto se deve a alta frequéncia de
sintomas associados a Sll em pacientes com DIIn(@oénflamatoéria Intestinal) em remissao
(CRENTSIL, 2005; SPILLER, 2007); inflamacdes pdesites, resultantes do desequilibrio das
citocinas regulatérias como a IL-10 (GONSALKORALHE)03); ao fato de queerca de 7-31%
dos pacientes desenvolvem SIlI ap0s gastroenterfiéeciosa (SPILLER, 2004; CRENTSIL,
2005; SPILLER, 2007); e ao dano na mucosa e romyorao equilibrio da microbiota comensal
do intestino causada por infec¢cdes de organismbsg@@cos. Todos estes fatores podem
prolongar a disfuncéo intestinal e levar a Sll pgcciosa (SlI-Pl) (SPILLER, 2007).

Apesar de a hipotese da SlI- Pl ndo ser nova, esiigacdo de seus mecanismos €
relativamente recente, e alguns autores sugeremistérecia de anormalidades na mucosa,
contradizendo o dogma segundo o qual a Sl é isentdteracdes estruturais (SPILLER004;
SPILLER, 2006).

Um achado interessante é o aumento do numero d@aites nas mucosas do cdlon,
jejuno e ileo terminal, e linfécitos intraepiteiano célon de pacientes com Sll, tanto pos-
infecciosa como inespecifica; além da grande gdaa¢i de mastdcitos ativados na proximidade
das terminacdes nervosas de pacientes com Slk pafle explicar a hipersensibilidade visceral
(dor abdominal) dos pacientes com Sl (SPILLER, @0BIEARIN, 2009). Desta forma, a
ativacdo imune e inflamatéria parece ser o fatosedeadeante da Sl pos-infecciosa
(CRENTSIL, 2005).

A DIl tem sido comparada a Sl por alguns autosegjerindo que a Sll deveria ser
classificada como mais um tipo de DIBto se deve a alguns fatores como a similaridade n

sintomas, relacdo com histéria familiar, e alguatrks predisponentes em comum, como
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histéria prévia de gastroenterite aguda. Além disdguns autores acreditam na presenca de
inflamacdo em ambas, o que contribui para a ddexé e demora na conclusdo do diagnostico
(NIELSEN, 1997; FOLEY, 2007; MEARIN, 2009).

Alguns dos fatores de risco conhecidos para Slls@&nero feminino, a duracédo da
diarréia e gravidade da infeccdo inicial, a toxacid bacteriana, o aumento na contagem de
células enteroenddcrinas e fatores psicolégicosrads como neuroses, hipocondria, ansiedade,
depressdo e somatizacdo (SPILLER, 2004; SPILLER)62GBPILLER, 2007). Sendo a
gastroenterite o fator de risco mais importantea paidesenvolvimento da Sll pés- infecciosa
(SPILLER, 2004; AKIHO, 2005.1; COLLINS, 2005Muitos marcadores genéticos tém sido
associados com a Sll, como por exemplo: IL-10, TNIKGF$1, SERT, receptoresi-
adrenérgicos e proteinas G (PARK, 2005).

Enquanto a inflamacéo e a ativacdo imune da mysodam ter um papel na Slli, fatores
psicolégicos sdo comuns em alguns pacientes (BARRBIERI, 2009 ).

A Sl pode ser classificada (formas clinicas) derdc com o habito intestinal
predominante que pode ser: a) Diarréia (forma éiear— SlI-D); b) Constipacao ou obstipagao
(forma obstipante ou constipante - SII-C) e Altateaou mista (alterna diarréia e constipacao -
Sll-A) (TALLEY, 1995; QUILICI, 1999; GEERAERTS, 2®@). Uma quarta forma clinica,
menos comum, a Sl ndo classificada, tem sido gleg@OTOLEANU, 2008).

A fisiopatologia da Sl permanece nado esclarecida dratamento é sintomatico
(paliativo), podendo envolver o uso de agentesdiamtéicos, laxantes, dieta rica em fibras,
baixas doses de antidepressivos, antiespasmodiaas @or e terapias alternativas como
psicoterapia e hipnoterapia (MACH, 2004; SPINELRQO7). O melhor tratamento € o que
abrange aspectos clinicos, psicoldgicos e nutdesof@QUILICI, 1999).

Alguns estudos foram desenvolvidos com a finalidéel@entificar possiveis marcadores
genéticos de predisposicdo ou protecdo ao desemerito desta doenca (GWEE, 2003;
DINAN, 2006; AKIHO, 2005.1; PARK, 2005). Recenterteifoi sugerida a existéncia de fatores
genéticos associados a Sll com base nos resultdestudos com diferentes abordagens: a) de
agregacao familiar; b) estudos em gémeos e c) deciagdo de polimorfismos genéticos
(HOTOLEANU, 2008). Dentre os possiveis marcaddi@sm realizados estudos para avaliar a
associacao de genes de citocinas pro-inflamataiagegulatérias e a Sl (GWERO003;
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GONSALKORALE, 2003; WANG 2006; PARK, 2005; DINAN 2006; BARKHORDARI,
2009).

Os polimorfismos em genes de citocinas pro- e amfiamatorias estdo dentre os varios
mecanismos dependentes do hospedeiro que podemedaroo desenvolvimento da Sli
(MEARIN , 2009).Alguns autores relatam associagdo entre polimoosem genes de citocinas
e 0s niveis de producdo destas moléculas, sugepapel na SIl (GONSALKORALE2003;
VAN DER VEEK, 2005; WANG 2006; BARKHORDARI, 2009). A ancestralidade gergtic
esta entre os fatores que podem influenciar a barda polimorfismo em genes de citocinas e
consequentemente frequéncias alélicas de polimarfisvariam entre individuos de diferentes
etnias (COX, 2001; HOFFMANN, 2002; VISENTAINER, Z)0

N&o foi encontrado nenhum destes estudos em indigitirasileiros acometidos pela Sll.
Desta forma, uma abordagem molecular visando itEartifatores genéticos relacionados ao
desenvolvimento da SllI, particularmente em brasigi baianos, € muito relevante. Esta
abordagem podera contribuir para uma melhor compése da patogénese da doenca, suas
diferentes formas clinicas, o perfil étnico dosvifdlios acometidos pela SlI e a identificacdo de

potenciais marcadores de protecdo ou suscetibdidatbenca.

1.1.1 Diagnostico / Aspectos Clinicos

O diagndstico da Sl é fundamentado numa sérierit€rios clinicos e investigacoes
clinico/laboratoriais para excluir desordens orgasi do intestino. O critério de Manning
(MANNING, 1978) foi o primeiro critério criado paxefinir SIl baseado em sintomas clinicos,
seguido pelo critério de Kruis (KRUIS, 1984). Estdeis critérios deram suporte ao
contemporaneo critério de Roma |, Roma Il e, pastaente, Roma Ill (LONGSTRETH, 2006).

A classificacdo da consisténcia das fezes é basem@scala Bristol de Forma das Fezes, que
categoriza a consisténcia e correlaciona com csittanintestinal (HEATON, 1994; LEWIS,
1997).

Os critérios diagnosticos de Roma Ill, para deswdéuncionais intestinais, sao
largamente utilizados em pesquisas e na cliniadia@nostico fundamenta-se na presenca de dor
ou desconforto abdominal recorrente por pelo metrés meses, ndo necessariamente

consecutivas, sendo durante seis meses precedentgisgnostico, na auséncia de alteracdes
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estrutural ou bioquimica, associado a dois ou fa®es a seguir delineados (THOMPSON,
1999; DROSSMAN 2006):

(1) Alivio com defecacéo;
(2) Inicio associado com uma mudanca na frequéncitedes;

(3) Inicio associado com uma mudanca na forma (apa)édas fezes.

Os seguintes sintomas cumulativamente suportaragndstico de SlI:
(1) Menos de 3 defecagbes/semana;

(2) Mais de 3 defecacgdes/dia;

(3) Fezes duras ou grumosas;

(4) Fezes moles ou aquosas;

(5) Esfor¢co durante movimento intestinal,

(6) Urgéncia fecal,

(7) Sensacao de movimento intestinal incompleto;

(8) Presenca de muco nas fezes;

(9) Plenitude ou aumento do volume abdominal.

Estes sintomas podem ser usados para classifigacemntes em SlI-D, SlI-C ou SlI-A.
Os pacientes também podem queixar-se de pirosei@udar de coluna, cefaléia, polidria, dores

musculares, menorragia, dispareunia, ansiedadpres#@o (QUILICI1999; MACH, 2004).

1.1.2 Dados Epidemiolégicos

A SlI € um dos disturbios funcionais digestivos sniequentes e com maior impacto
socioecondmico do mundo (MEARIN, 2009); Segundo aso&iacdo Americana de
Gastroenterologia, a Sll constitui cerca de 28 %abmsultas aos especialistas. Afeta 10% a 20%
da populacdo mundial e tem um grande impacto nhdqda de vida e no custo de atencéo a
saude (MACH, 2004; PODOVEI, 2006; SPINELLI, 200@QHOLEANU, 2008).

Nos EUA (Estados Unidos da América), Europa e Agi@evaléncia é de cerca de 10% a
20%. Na América Latina, a prevaléncia oscila eB¥tea 18% (VALENZUELA, 2004).
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Em geral, a Sll pode afetar pessoas de todas desgdaom uma média de 42 anos.
Aproximadamente 50% dos pacientes referem o igicgosintomas antes dos 35 anos, a primeira
consulta ocorre entre 30 a 50 anos de idade, endirapés a sexta década de vida. Em pessoas
com idade superior a 60 anos, doencas organicastdogastrointestinal como, por exemplo, a
DIl, torna-se mais comuns. As mulheres séo trésa#&rq vezes mais acometidas pela Sll do que
0s homens; apresentam sintomas mais frequentessegmaaes e procuram assisténcia médica
mais comumente (MACH, 2004; VALENZUELA, 2004).

Dados epidemiolégicos da Sl no Brasil sdo escas€bdinico estudo nacional de
magnitude encontrado foi realizado por Quilici elaboradores (1999), e mostra que a
prevaléncia da Sll é de 10%, a idade dos pacieotasSI| variou de 12 a 89 anos; foi observado
predominio do género feminino (58,6%) em relagcamasculino (41,4%); a dor abdominal foi o
sintoma clinico mais relatado (95,2%) e a formarafinte (mista) foi a mais frequente (41%).

1.1.3 A Sindrome do Intestino Irritavel em diferenes populacdes

Alguns estudos mostram que a prevaléncia da Slimdas em brancos e negros,
sugerindo que o grupo étnico ndo € um fator determté para esta doenca (MACH, 2004;
PODOVEI, 2006).

Contudo, alguns trabalhos mostram diferencas naal@mcia da Sl em diferentes
populacbesEm estudo realizado por Lule (2002), a prevalédai&Ill nos 3472 negros Kenianos
foi de 8%, maior em homens e a forma clinica maevalente foi a constipacdo. A média de
idade foi 40 anos (11 - 75 anos), sendo mais peat@ha terceira década de vida.

Gwee e colaboradores (2004) estudaram 3000 indigidam Sl em uma populacéo de
Cingapura (sul da Asia). N&o foi encontrada difgasnquanto a idade, o género e a distribuicio
racial em relacdo a populacdo geral. A prevalédai&ll foi cerca de 10% e as pessoas com
idade inferior a 50 anos foram as mais atingidafrAa constipante foi mais comum do que a
diarréica (51% x 12,8%) nesta populacao.

A prevaléncia de Sll em 1298 chineses de Hong Kdiigando os critérios de Roma Il
foi de 3,6 % em homens e 3,8% em mulheres, sengoprevalente em individuos classificados
com idade inferior a 30 anos (LAU, 2002). E em athb realizado por Dong e colaboradores
(2005), a prevaléncia da Sll em criancas e adassela China (6 a 18 anos) foi de 13,25%,
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sendo maior nas meninas e em individuos classdg@dmo brancos. Estes mesmos autores
observaram disparidade na prevaléncia entre pdpesagle diferentes areas geograficas:
Heilongjiang (14%) e em Shanghai (12%).

Em uma populagédo de 990 individuos (320 branco3(e &roamericanos) do estado
americano Mississippi a Sll foi 2,5 vezes mais glente em brancos quando comparados aos
afroamericanos baseado nos critérios de Roma IG(MGTON, 2005).

A prevaléncia da Sll segundo os critérios de Rdhdoi relativamente baixa em
iranianos adultos (1,1%). O género feminino foi @sracometido, o sintoma mais relatado foi a
dor abdominal que aliviava com a defecacdo e a ngadaa aparéncia e frequéncia das fezes. A
forma clinica mais comum foi a constipacdo (52 HOSHKROOD-MANSOORI, 2009).

Além da influéncia da etnia, estas divergénciasepoder atribuidas ao uso de diferentes
critérios diagnadsticos (LAU, 2002) e influénciasfdres culturais e sociais (PODOVEI, 2006).

1.2 CITOCINAS

As citocinas séo proteinas sollveis de baixo peslecular que podem ser produzidas
por quase todos os tipos de células e fazem partend familia de proteinas ou glicoproteinas
reguladoras que modulam o crescimento, a multiglicaa migracdo e a diferenciacdo das
células, mais significantemente das células dermisthematopoiético (HOFFMANN, 2002;
AOKI, 2004)

As principais funcdes das citocinas se relacionam modulagéo da resposta do sistema
imune, com o crescimento e diferenciacdo celulegagbes inflamatérias (LETTERIO, 1998;
GARCIA, 1999). Estas sao classificadas de acordo com a ac¢éao, &inflamatoérias (Thl) ou
regulatorias (Th2); quanto a estrutura, em secimaér terciaria (HOLLOWAY, 2001). E séo
essenciais para o desenvolvimento e funcionaliddeleambas as respostas imunes inata e
adaptativa (SMITH, 2009).

As citocinas estimulam ou inibem determinadas fesg@elulares a partir da ligacdo a
receptores especificos na superficie da célulg abmdo iniciada a transducgéo de sinal e vias de
segundo mensageiro dentro da célula (HANADA, 20KEEN, 2002.2; SMITH, 2009). As

citocinas podem ter efeitos sinérgicos, aditivos amiagénicos. As suas fungbes tém sido
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estudadas em diversas condigcbes morbidas do trgéstido, participando de processos tais
como: Quimiotaxia de leucécitos e reacao inflamatical e a distancia (HONG-SHAIR003).

Os niveis de producdo de citocinas podem rdrenciados pelos polimorfismos
genéticos em seus genes. Polimorfismo genéticac@exristéncia de formas alélicas multiplas
para um mesmécus cromossémico, como componentes estaveis, presanigelo menos 1%
da populacdo. Alguns polimorfismos podem ser rastds de uma mutacdo Unica ou
constituirem uma série alélica. Algumas mutacGeteposer funcionais, afetando o nivel de
expressao ou a acdo da proteina; outras possibititaurgimento de proteinas com diferentes
atividades ou, ainda, criam proteinas mutantes mfi@ sdo funcionais (BIDWELL, 1999;
HOLLOWAY, 2001).

Os genes de citocinas sdo polimérficos em sitipeaficos e certas mutacdes localizadas
dentro de regifes codificantes ou reguladoras est@ociadas com baixa ou alta producédo de
determinada citocina. Inimeros estudos de assaciagih doencas tém sido publicados,
principalmente envolvendo diferentes SNP (Polinsonh de Unico nucleotideo). Os SNPs
podem afetar a expressdo de genes e a estabibdaestrutura da proteina (BIDWELL, 1999;
BIDWEEL, 2001; SMITH, 2009). E importante ressaltaie existem diferencas nas frequéncias
alélicas em genes de citocinas em diferentes add ou populagdes, levando a diferentes
niveis de expressao destas citocinas (COX , 20BUKIM , 2002; HOFFMANN , 2002).

1.2.1 Fator de transformagéo do crescimento-beta(TGF-[31)

O TGFf1 é uma proteina pleiotropica que possui um paigelfisativo na modulacdo, no
crescimento celular e diferenciacdo de uma graadiedade de tipos celulares e na producéo e
degradacdo de matriz celular.E produzida por létaidncluindo linfécitos B e T, macrofagos,
células dendriticas, atuando de maneira autocunpaoacrina para controlar a diferenciacédo, a
proliferacdo e o estado de ativacdo destas céhalases (LETTERIO, 1998). Também pode ser
produzido por plaquetas, fibroblastos, osteoclastosteoblastos, atrocitos e células da microglia
(GOVINDEN, 2003). O TGFf1 é um importante imunomodulador da resposta imatue: como
pro-inflamatério em baixas concentracdes, e afiirmatorio em altas concentracdes (OMER , 2000;
BROWN , 2002). Na condicdo de citocina pro-infladneat modula a expressédo de moléculas de

adesdo, promove a quimiotaxia dos leucécitos elibstos até os locais de lesdo. O T&F-
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atua como anti-inflamatorio e reparador de leséstinulando os macréfagos e os fibroblastos a
aumentarem sua capacidade de sintese de proteimaatiilz extracelular e inibindo células uma
vez que tenham se tornado ativadas; suprime a giodde TNF e de Oxido nitrico pelos
macrofagos, inibe a producdo de I¥M-TNF pelas células NK e possuem a¢édo antagonica a
IFN-y (LETTERIO, 1998; BROWN , 2002). Além disso, é sugge sua acdo na contracdo do
musculo liso por aumentar a expressdo de COX-2odugéo de PGE2 (AKIHO, 2005.1). A
producédo aumentada do TGE-tem sido associada com o desenvolvimento de dset@mo
cancer, aterosclerose, doencas fibréticas, doeagsimunes e susceptibilidade a infeccdes
oportunistas (GRAINGER1999; BENDICHO , 2005).

O TGF4]1 é codificado por gene localizado no cromossontmaamo nolocus19q13.1
(LETTERIO, 1998). Em estudos sobre a regulacéo tgen@a producdo de TGFE, foram
identificados alguns polimorfismos genéticos imaotes (CAMBIEN , 1996; AWAD , 1998;
GRAINGER , 1999). O polimorfismo +869 T>C do codafi (Leu>Pro) pode resultar na
reducdo da producdo da proteina T&HA vivo. Similarmente, o polimorfismo +915 G>C
(Arg>Pro) do cddon 25 também pode resultar na dilp&o da producao de TGFn vitro. Este
tipo de polimorfismo altera a sequéncia de amirdmadia respectiva proteina (AWAD , 1998).
As mutac¢bes no codon 10 e no codon 25 também fassuciadas com o fenotipo de alto
produtor de TGFB1 (HUTCHINSON, 1998; GRAINGER, 1999).

Quanto a associagao deste fenotipo com a presengizld no codon 10 ha divergéncias
em alguns estudos (HUTCHINSON, 1998; SUTHANTHIRA000). Apesar dessas diferencas
€ aceito que os polimorfismos no cédon 10 e 25wh@i@m o fenotipo de alto ou baixo produtor
dessa citocina (HUTCHINSON, 1998; GRAINGER, 1999ASICZUK , 2002).

Em estudo realizado por Awad e colaboradores (1fa®@&ncontrado que individuos com
genotipo homozigoto GG (+915) produziam signifieaménte mais TGB-quando comparados

com os heterozigotos.

1.2.2 Interferon-gama (IFN+y)

O IFN-y é uma citocina produzida pelos linfécitos T aaxés do tipo Thl, pelos linfocitos T

citotoxicos e pelas células NK. O papel mais imgrate¢ do IFN-y encontra-se nas respostas
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inflamatérias (PRAVICA, 1999). Sua atividade prpadi € a ativagdo dos macrofagos, levando a
inibicdo de replicacdo de um amplo espectro de tagemfecciosos, particularmente de
patogenos intracelulares. O IRNatua sobre os mondcitos e os macréfagos e osmativa
aumentando 0s mecanismos necessarios para atteeelnlar dos microrganismos fagocitados,
aumentando sua atividade tumoricida e os induzantiberar ao exterior uma maior quantidade
de TNF (BOEHM, 1997). O IFN-também suprime a ativacdo das ceélulas T auxilidoe8po
Th2 e favorece a diferenciacdo das células T CDrfens para um padréo de respostas Thl em
cooperagédo com a IL-12 (CARTWRIGHT, 1999).

O gene do INF¢ é localizado no cromossomo humanolocus 12g14. Foi descrito no
homem um polimorfismo de numero de repeticbes aeictkotideos CA, de comprimento
variavel, no primeiro intron desse gene, a 875lsante do sitio de inicio de transcricdo da
primeira regido codificadora (HALLORAN, 1993).

Pravica e colaboradoré$999) descreveram um polimorfismo de Unico nuélieat no
genelFNG na posicdo +874 T>A, na porcao 5 da regido mgatiite de dinucleotideos CA
gue secorrelaciona com o alelo alto produtor de I¥¥NR vitro. Foi descrita uma menor
frequéncia do homozigoto T/T (altos produtores)geae do IFNy em um grupo de pacientes

com tuberculose crénica (LIO, 2002).

1.2.3 Interleucina 6 (IL-6)

A interleucina (IL-6) € uma citocina multifunciongle possui uma funcdo central na
defesa do hospedeiro devido ao seu amplo espeetadividade no sistema hematopoiético e
imune, como diferenciacdo de células B para plagosb@ de mondcitos para macrofagos
(BERGHE, 2000; DIEHL, 2002). Além disso, é uma impote mediadora da resposta de fase
aguda (SMITH, 2009). E produzida por variados timtes células, incluindo fibroblastos,
macrofagos, células dendriticas, linfécitos T e &lulas endoteliais, células gliais e
gueratinocitos em resposta a estimulos diversdsHD] 2002).

A expressdo aumentada da IL-6 leva a uma sérievdetas tipicos da inflamacéo,
compreendendo a leucocitose, trombocitose, ativdedlinfécitos (BERGHE, 2000). A IL-6 é
um potente ativador linfocitario, sendo a citocme melhor serve como fator de diagnostico

precoce e predi¢do de gravidade (GUEDE®4). A IL-6 é uma citocina predominatemente pro-
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inflamatéria, mas uma acédo antiinflamatéria podereer pela inibicdo da ILfie TNF (TILG,
1997; CUZZOCREA, 2002).

O gene da IL-6 esta localizado taxus 7p21 do cromossomo humano. S&o descritos
guatro polimorfismos na regido promotora do gendld@, incluindo o polimorfismolL6 -
174G>C (TERRY, 2000; ISHIHARA, 2002).

Alguns trabalhos foram realizados, buscando asg@esa principalmente entre o
polimorfismo IL6-174G>C e determinadas condi¢cbes patologicas (IBRW 2002). Os
individuos com gendtipo homozigoto para o alelo &posicdo -174G>C e heterozigoto G/C
para este mesmo gene mostraram maiores niveis@@dlplasma, alta atividade transcricional e
maior inducdo de resposta do que individuos homtasgpara o alelo C (OLIVIERE, 2002).

Ishihara (2002), ndo observou associacao entrgebbeorfismo e pacientes com DII.

1.2.4 Interleucina 10 (IL-10)

A IL-10 representa uma das mais importantes citmscimunorregulatorias. E produzida
por macrofagos, células B, células T e uma variedade outras células como mastacitos,
gueratinocitos e algumas linhagens de células taisoD efeito da IL-10 na resposta imune &
principalmente a inibicdo dos mondcitos e macr@agmibicdo da sintese e atividade de muitas
citocinas pré-inflamatorias tais como IL-1, IL-&.-8, IL-12 e TNF (ZOU, 2001; MOCELLIN,
2003).

A IL-10, conhecida inicialmente pela sua propriezldd inibir a ativacdo e a acéo efetora
das células T, mondcitos e macrofagos, € uma paaciultifuncional com efeitos diversos em
diferentes células hematopoiéticas. Uma de suascipais funcbes é limitar a resposta
inflamatéria, porém, possui agbes tanto imunoedétarias como imunossupressoras. Além
disso, a IL-10 regula o crescimento e a difere@madas células B, células NK, células T
citotoxicas e auxiliares, mastdcitos, granulécitoglulas dendriticas, queratindcitos e células
endoteliais (MOORE, 2001)

Foi observado que camundongos nocauteados pardl@ #presentavam aumento da
producdo de citocinas pro-inflamatérias e nelesreguente o aparecimento de doencas
inflamatérias (CONTI, 2003). Os camundongos que mp@uluzem IL-10 também ndo podem

controlar a producdo de citocinas pelos macrofaggtsmulados com endotoxinas (toxinas
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bacterianas). Por essa razéo, tém niveis elevad®blH, IL-1, IL-6 e IL-8 no soro (KOTENKO,
2002).

O gene da IL-10 esta localizado no cromossomolaoois 1931-gq32. Este gene é
altamente polimorfico e certos haplétipos estd@m@ados com diferentes niveis de expressao
dessa citocina (MAURER , 2000). Foram descrito®mios polimorfismos, sendo que os que
ocorrem nas posicoes —1082G>A, -819C>T e -592CHAanciam a transcricdo do gene e estao
relacionados com maior ou menor producao da ILTAORNER , 1997). Estes polimorfismos
tém como consequéncia, modificar a atividade traisnal do gene. Devido ao desequilibrio de
ligagdo nas posigdes -819C>T e -592C>A, as possteenbinacdes destes polimorfismos séo os
haplétipos GCC, ACC e ATA. O haplétipo GCC, quarado homozigose, confere o fenotipo
previsto de alto produtor (TURNER, 1997); quando heterozigose com os haplétipos ACC e
ATA, confere o fendtipo previsto de produtor intediario. Quanto aos hapldtipos ACC e ATA,
guando em homozigose ou heterozigose confere, Otifen previsto de baixo produtor
(CRAWLEY, 1999).

1.2.5 Fator de necrose tumoral (TNF)

O TNF é produzido especialmente por macréfagos ooitos, embora também o seja
por uma variedade de outras células como neutsofilafocitos, células NK, mastécitos, células
endoteliais e fibroblastos. O TNE-uma citocina pré-inflamatoéria com um espectratiddade
bioldgicas. O TNF estimula a ativacdo e a diferagid de muitos tipos de células e possui um
papel fundamental na patogénese de muitas condigfi@matorias, infecciosas e auto-imunes
como sepse, artrite reumatoide e infec¢des caugsnlasicobactérias (WILSON, 1997). E tem
sido apontada por exercer importante funcédo n@slestinflamatorios crénicos como a doenca
inflamatéria intestinal e é considerado um impddgamediador de secrecdo colonica distal
(RUGTVEIT, 1994).

Em estudo realizado por Wilson e colaboradores{198i avaliado o papel do TNF em
diversas infeccdes em camundongos nocauteadosppaiacao de TNF. Os resultados deste
estudo sugerem o importante papel do TNF na hoemaste doencas infecciosas e da

inflamacao.
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O gene do TNF esté4 localizado na regido de Cldksi® IMHC, altamente polimorfica,
no locus6p21.3 do cromossomo humano. A regido 5Tl € altamente polimorfica, ocorrendo
desequilibrios de ligacdo, o que pode dificultau@dss do papel de um SNP isolado (HAJEE,
2001).

O polimorfismoTNF-308G>A tem como consequéncia, modificar a ativedaanscricional
do gene e foi designado TNF1 o alelo A e TNF2 obd& O TNF2 foi associado ao fenétipo de
alto produtor dessa citocina (WILSON, 1993).

1.2.6 Influéncia das citocinas no desenvolvimentadl|

O provavel papel das citocinas na patogénese dadfibcou a ser sugerido em dois
estudos recentes. Warg colaboradores (2004) mostraram, por meio de ostmpias, 0
aumento da expressdo do RNAm da fLrhs regides do retossigmaide e ileo, de pacieotas
Sll pos-infecciosa. Gwee e colaboradores (2003tasdm aumento da expresséo de -dm
bidpsias retais de pacientes com gastroenteritgeague desenvolveram Sll, quando comparados
com individuos que n&o desenvolveram Sll apos tagaserite. Mais tarde, o estudo realizado
por Spiller (2007) mostra que os niveis el p estavam aumentados em pacientes que
desenvolveram SlI pos-infecciosa (SlI-Pl). Essasiltados sugerem uma regulacéo ineficiente
da resposta inflamatoria a infeccao inicial em @aitgis com SlI-PI (COLLINS, 2005; SPILLER,
2007).

Em estudo realizado por Foley e colaboradores (20FN-y e TNF foram associadas a
diminuicdes significativas nos niveis de RNAmM etphoa do SERT assim como nas funcoes
deste transportador. Alterando a expressdo do SERF,e IFNy, podem ter contribuido para
presenca de motilidade intestinal alterada visté&sdm

Resultados de um estudo realizado por Akéhcolaboradores (2005.1) sugerem que
citocinas do tipo Th2 estimulam a hipercontratifidanuscular durante a infeccdo aguda por acéo
direta no musculo liso. Esta alteracdo € mantide apinfeccdo, pela expressao aumentada de
TGFf que estimulam a expressdo do COX-2 (ciclooxige@asepromove producdo de PGE2
(prostaglandina E2) mantendo, desta forma, a hop&racdo. O que sugere o papel do T&F-

na patogenia da SlI-Pl.
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O’'Mahony e colaboradores (2005) analisaram o peté@l citocinas pro- e anti-
inflamatérias secretadas por monécitos periféreeagrificaram que o nivel de secrecao de IL-
10, em relagéo a IL-12, uma citocina pro-inflamiatéfoi menor em pacientes com Sl quando
comparados com 0s controles.

Dinan e colaboradores (2006) concluiram que a &@lepestar associada a niveis altos de
cortisol e de citocinas pro-inflamatérias como Ile-& quimiocina IL-8, 0 que se relaciona com
uma maior ativacdo do eixo hipotalamo-hipoéfise-adre principalmente em SlI-C. N&o foi
observada diferenca nos niveis da citocina antimdtoria IL-10 entre 0s grupos.

Posteriormente, em estudo realizado por Liebregtslaboradores (2007) pacientes com
SII-D apresentaram liberacdo de citocinas pro-négdrias (TNF, IL-B e IL-6) aumentada, o
gue pode estar associado aos sintomas abdominaseafados e a ansiedade amplamente
identificada nestes pacientes.

Assim, evidéncias genotipicas e fenotipicas indigasy em alguns pacientes com SlI, ha
uma tendéncia a um estado pré-inflamatorio crégise provavelmente favorece a resposta Thl
pelo aumento dos niveis de citocinas pré-inflanasqCOLLINS, 2005).

1.2 POLIMORFISMOS EM GENES DE CITOCINAS E A Sli

A analise do polimorfismo dos genes das citocinasrelagdo com a gravidade e a
susceptibilidade a doencas podem contribuir comtenelimento da patogénese, heterogeneidade
clinica e apontar novos alvos terapéuticos (OLLIZBQ4).

Ha autores que discordam da possibilidade de gliem@fismos genéticos podem
exercer algum papel na patogenia ou etiologia H&PBIRK, 2005). Entretantalados crescentes
sugerem que desregulacdo na producdo de citociagffamatorias, como TNF, e anti-
inflamatérias, como IL-10, podem estar associadaspoiimorfismos herdados. Como
consequéncia pode ocorrer ma regulacao do proa&tsmatoério, resultando numa inflamacao
persistente (COLLINS, 2005; CRENTSIL, 2005).

Van der Vekk e colaboradores (2005) observamaaior prevaléncia do genotipo
heterozigoto G/A da posicéo -308 (fendtipo previdtoalta producdo da citocina TNF) em um
grupo de pacientes com Sll comparada ao grupoatenanquanto que a frequéncia do genotipo

homozigoto A/A (baixa secrec¢do) foi similar entié &controle. Outro aspecto interessante é a
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maior prevaléncia da combinacdo simultanea de gE®dtesponsaveis pela baixa secre¢édo de
IL-10 e alta secrecdo de TNF em individuos comc®tparados com controles e da SlI-D
guando comparada com as outras formas clinicas (X, 2005; VAN DER VEEK 2005).

Gonsalkorale e colaboradores (2003), analisanddtipess de pacientes com Sll e
controles sadios, encontraram menores frequénociggnbtipo de alta produgéo de IL-10 (-1082
G/G) e maiores frequéncias do gendtipo de baixdyp@o de IL-10 (-1082 A/A) em pacientes
com SlI. A frequéncia genotipica de polimorfismas TW5FB1 (codons 10 e 25) também foi
analisada, porém, nao foram observadas diferemstatisticamente significantes entre o grupo de
pacientes e o de individuos controles.

Wang e colaboradores (2006) investigaram a posassgiciacdo entre os polimorfismos
IL10 -1082, -819 e -592 e a SlI-D. Comparados com psesesadios, pacientes com SlI-D
apresentaram maior frequéncia dos alelos -59281@ T e genotipos da IL-10 (-819 T/T e -592
A/A) associados a predisposicéo genética a bab@ugio desta citocina.

Recentemente, os resultados do estudo de Barkhardaolaboradores (2009) com
polimorfismos em genes de citocinas pro-inflamasrfIL-6, TNF e IL-1), mostraram que o
alelo G e o homozigoto G/G do polimorfismb-6 -174 G>C foi maior enquanto que o
heterozigoto G/C foi menor em pacientes com Slhdoacomparados com o controle. Sugerindo
gue este polimorfismo pode interferir na suscelpdénile a Sll, podendo desempenhar um papel

importante na patogénese desta doenga.

1.4 DISTRIBUICAO ETNICO-GEOGRAFICA DE POLIMORFISMOBE CITOCINAS

Reynard e colaboradores (2000), estudaram os pdismoms nos genesNF -308 G>A,
IL2 -330 T>G,IFNG +874T>A, elL10 -1082 G>A, -819 C>T e -592 C>A em caucasianos do
sudeste da Inglaterra. As frequéncias alélicaspadisnorfismos estudados foram semelhantes
aos de outras populagbes caucasianas do Reino.Wndentanto, diferengas foram observadas
guando comparados com outros grupos: orientaisaafys e outras populagdes caucasianas.
Foram encontradas diferencas estatisticamentefisggrties na distribuicdo dos alelos e
genotipos de ambos os genk® e IL6 -174 G>C em uma populacdo americana de 102
individuos classificados como brancos e 43 comm-afnericanos. Quanto aos geféd-, IL10,
IFN e TGFB1né&o foram encontradas diferencas (COX, 2001).
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Poli e colaboradores (2002) compararam a genaipagde polimorfismos nos geniks,
IL10, TNF, e IFNG entre 363 italianos caucasianos e outras popudagie frequéncias dos
alelos G e A dd'NF -308 G>A foram estatisticamente significantes g@acomparados com as
populacbes japonesa e inglesa, e ndo foram signiés quando comparados com a africana.
Para os alelos da IL-10 nas posicdes -1082 G>A) @B4T e -592 C>A as frequéncias foram
estatisticamente significantes quando comparadas a® populagdes inglesa e chinesa. E as
frequéncias da IL-6 foram significantes estatistieate quando comparadas com a populacao
inglesa. Esses dados sugerem que existe hetermigel@mas frequéncias de polimorfismos de
citocinas entre diferentes populacdes caucasianas.

Posteriormente, Hoffmann e colaboradores (2002)dasam o padrdo de heranca dos
polimorfismos nos geneH.2, IL6, IL10, TNF, TGFB1 e IFN em uma populacdo diversa
etnicamente (216 brancos, 58 negros, 25 hispasi@dsasiaticos). Foram encontradas diferencas
na distribuicdo dos polimorfismos de citocinas ergs diferentes populacdes étnicas. Negros,
hispanicos e asiaticos, quando comparados a bramossraram diferencas no perfil de heranca
do alelo G ddL6 e do gendtipo dd_10, ambos que resultam na alta expressao da respectiv
citocina. Descendentes de asiaticos quando congemeatirancos apresentaram um aumento do
genotipo IFNG +847 T/T que resulta em baixa expressao do YNEm contraste, ndo foi
encontrado diferencas significantes em relacaoNda T

No estudo de Ness e colaboradores (2004) o gen@i® do polimorfismdL6 -174
G>C foi 36,5 vezes mais comum em afroamericanas,®mozigotos do geriel0 -819 T/T e
-1082 A/A foram menos frequentes quando comparasiésancas.

Um estudo realizado por Visentainer e colaborad(®668), mostra a distribuicdo das
frequéncias dos polimorfismos dos gefiéd, IFNG, IL6, IL10 e TGFB1em 108 individuos da
regido sul e 106 do sudeste brasileiro. Nao fordservadas diferencas significantes nas
distribuicdes alélicas e genotipicas de nenhumnmofismo estudado em relacdo as duas
populagcBes brasileiras. Diferencas estatisticamsiggificante na distribuicdo dos alelos e
genotipos dos gendk6 e IL10 foram observadas entre a populacao africana esldira. O
alelo G e gendtiptL6 -174 G/G, assim como 0s gendtipbh0 -819 T/C e -592 A/C foram mais
frequentes na populacéo africana do que na populagdileira. J& o gendtigh10 -1082 G/G

foi mais frequente na populacéo brasileira.
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Os resultados destes estudos mostram que o perfileterminados polimorfismos em

genes de citocinas sao fortemente associadoslaangfados pela etnicidade.

1.5 MARCADORES INFORMATIVOS DE ANCESTRALIDADE (AIMg

Os brasileiros compdéem uma das maisrdgeeas populacbes do mundo, sendo
resultado de cinco séculos de cruzamento integ&tneantre povos de trés continentes: os
colonizadores Europeus, representados principaémpeot portugueses, espanhais, italianos e
holandeses; escravos africanos e indigenas (chamaalivos americanos ou amerindios)
(ALVES-SILVA, 2000). Diversos estudos, utilizandcaroadores moleculares informativos de
ancestralidade, tém confirmado o processo de neisaifio (ABE- SANDES2004; PARRA,
2003; HUNEMEIER 2007).

Estes marcadores moleculares autossémicos foranonileados por Shriver e
colaboradore$2003) de marcadores informativos de ancestralig@oenglés, AIMs -Ancestry
Informative Markers Um AIM pode ser compreendido como qualquer naéocgenético que
apresente alto diferencial de frequéncia alélica 0,30) entre duas ou mais populacdes distintas
e bem definidas geogréafica e/fou etnicamente (MAREEMARIGNAC, 2004; SHRIVER,
1997). Os AlMs sédo também conhecidos como alelosc#ficos de populacdes (do inglés, PSAs
— Population-specifialleleg (PARRA,1998).

Os AIMs sédo os marcadores ideais para estimatifiegzes de mistura populacional
(PARRA, 1998; PARRA, 2003) e tornam possiveis eaivas de mistura individual (SHRIVER,
2003).

Recentemente vem crescendo o interesse em pespaisaavaliar e estimar o nivel de
miscigenacdo de populacbes, visto que a aplicacds AIMs fornece importantes
esclarecimentos sobre a associacdo entre cardcteyigenotipicas, fenotipicas e doencas
(diabetes tipo 2, obesidade, cancer de préstatafmida e hipertensdo) (BONILLA, 2004,
MARTINEZ-MARIGNAC, 2006; PARRA, 1998; SHRIVER, 2003
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a possivel associagao entre os polimorfidigéB1, IL6, IL10, TNFelFNG e a

Sindrome do Intestino Irritavel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Descrever as frequéncias alélicas, genotipidasaipicas de polimorfismos dos genes
TGFB1, IL6, IL10, TNF eIFNG em uma amostra de pacientes com Sll do Estad@kia;B

2. Comparar as frequéncias observadas destes piidimos no grupo de pacientes com
Sl com aquelas observadas em um grupo controle;

3. Estimar e comparar a ancestralidade gendémicgrulzo de pacientes com Sl e do
grupo controle para verificar se sdo homogéneospaloto de vista genético, utilizando
marcadores moleculares informativos de ancestdsdi(/sl 3-1/D, APO, SB19.3, PV92, FY-null,
LPL, CKMM, GC-*1S, GC-*1F e RB23)0

4. Estimar e comparar a ancestralidade gendmio® @3t grupos de pacientes com

diferentes formas clinicas da SlI.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Pacientes com diagnéstico de SlI

;

Critérios de Selecgéo

'

Classificacdo das formas clinicas em
SlI-D, SII-C, SlI-A

|

Termo de Consentimento

l

Coleta de amostra de sangue

32

Extragdo de DNA gendmico

Grupo controle

!

l I

Genotipagem dos marcadores
Genotipagem de citocinasl(6, informativos de ancestralidade (AIMs)
IL10, TNF, TGFB1, IFNG) AT3-1/D, APO, SB19.3, PV92, GC,
l RB2300, CKMM, Fynull e LPL

!

Interpretacdo e Analises dos resultados
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3.2 SELECAO DA AMOSTRA

Este estudo é do tipo Caso-Controle, sendo o grapo constituido de 55 individuos com
Sl que atenderam aos critérios de inclusdo e e¢dacam em participar da pesquisa mediante
assinatura do termo de consentimento livre e esttiy (TCLE) (APENDICE A). Foram
registrados em ficha individual os seguintes d4d&®ENDICE B):
- Dados demograficos: data de nascimento, géném@ €haseado na classificacdo de
Krieger , 1965), escolaridade, estado civil, océpac
- Dados clinicos referentes aos critérios diagn@stiA avaliacdo clinica dos pacientes foi
realizada no ambulatério do C-HUPES (Complexo Hafgi Universitario Professor Edgar
Santos), na Clinica Gastro sob a supervisao dddbge Guedes e na Clinica FTC (Faculdade
de Tecnologia e Ciéncia) sob supervisdo do Dr. ela@hetano. Os pacientes foram

acompanhados por um periodo de dois anos consesutiv

3.2.1 Critérios de inclusdo

Foram incluidos no estudo os pacientes que satiafiz os critérios de Roma Il
(DROSSMAN, 2006; LONGSTRETH, 2006) propostos pachagnostico de SlI.

Os pacientes que tinham algum dos fatores de (idade superior a 60 anos; perda de
peso superior a 1kg/més; sangramento digestivae feb outro sintoma sistémico), s6 foram
incluidos no estudo apds comprovacdo da auséncilettacdes estruturais na mucosa intestinal,

mediante realizacdo de um exame endoscopico (csdopi@) ou enema baritado.

3.2.2 Critérios de exclusao

- Idade inferior a 18 anos;

- Presenca de co-morbidades (doenca do colagewnpjasea; AIDS; doenca celiaca;
intolerancia a lactose; pacientes submetidos agi@rsl abdominais; distlrbios tireoidianos);

- Mulheres gréavidas

- Resultados de exames laboratoriais realizados@dimo um més antes da consulta,

com um dos seguintes achados: pesquisa de leuwsdeitais positiva; parasitologico de fezes
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seriado (trés amostras) positivo para helmintos ptotozodrios; velocidade de

hemossedimentacédo elevada; anemia.

3.2.3 Grupo Controle

O grupo controle histérico foi composto de 116 widlios aparentemente saudaveis,
doadores de sangue do STS (Servigo de Transfusdamdgie) (BENDICHO, 2004).

3.3 COLETA DE SANGUE

Foi coletado, de cada individuo, 5,0 mL de sangta €m tubo contendo EDTA (Acido

Etilenodiaminotetracético), que foi utilizado patstencdo de DNA gendmico.

3.4 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

O DNA gendmico foi extraido dos leucocitos do sangeriférico pelo método de
“salting-out” modificado (MILLER, 1988). O sangueletado foi homogeneizado e transferido
500 pL para um tubo do tipo eppendorf de 2,0 mL. Em skgéoram adicionados 1,0 mL de
solucéo de lise de eritrocitos (Sacarose 1,6MpmrK-100 1M; MgC}.6H,0 1M; Tris-HCI pH
7,5;1M) e, apos centrifugacédo (10.000 x g duranteirl), o sobrenadante foi descartado. Este
mesmo procedimento foi repetido para lavar o sedimem 1,0 mL de D destilada. Apos
centrifugacao e descarte do sobrenadante, foicaxdido 8QIL de tampé&o proteinase K 5X (NacCl
5M; EDTA pH 8,0 0,5M), 3QL de proteinase K (20mg/mL), A0 de SDS 20% e 240 de
dH,0. Os tubos foram incubados durante 30 min ©5&m banho-seco, com leve agitacdo do
tubo a cada 10 min. Os tubos foram deixados a tetypa ambiente por 5 min. Em seguida,
foram adicionados 1QQ. de NaCl 6M e os tubos foram agitados vigorosamemir 15
segundos, com posterior centrifugacdo (10.000 xdgjante 6 min, para a precipitacdo e
sedimentacdo das proteinas. O sobrenadante fefdrato para outro tubo de 2,0 mL. Apos mais
uma centrifugacdo (10.000xg durante 3 min) paraemocdo de proteinas residuais, 0
sobrenadante foi transferido para um tubo de 1,5 ol entdo adicionado 1,0 mL de etanol

99,5%(v/v) para a precipitacdo do DNA e, apdés noeatrifugacdo, o DNA precipitado foi
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lavado com etanol 70%(v/v). Apos descarte do etam®ltubos foram descansados em papel
toalha para evaporar o restante de etanol. As amsad® DNA foram ressuspensas eml0@e

dH,0 e, posteriormente, congeladas £€20

3.5 GENOTIPAGEM DE CITOCINASIL6, IL10, TNF, IFNG, TGFBJ)

Foi utilizado o kit para genotipagem de citocinas @ne Lambda Incorporation -
“Cytokine Genotyping Trdy contendo, cada um, 16 tubos de PCR, sendo um ¢ohbtrole
negativo e 15 tubos com dois pares de iniciadargs:par com sequéncias especificas que
amplificam seletivamente regides regulatérias pétfinas dentro dos geneBNF -308G>A,
TGFB1 (10T>C, 25G>C),IL10 (-1082G>A, -819C>T, -592C>A) IL6 -174G>C elFNG
+874T>A; 0 segundo par de iniciadores amplifica weguéncia controle.

A mistura para as reacdes de PCR (Mix) foi premarednforme as instru¢cdes do
fabricante: 18QuL de D-Mix (solucao fornecida pelo fabricante, @do dNTPs, sal sddico de
vermelho de fenol, sacarose, gelatina, KCIl, M@H,0, Tris.HCI), aos quais foram adicionados
cerca de 1,99 de DNA teste e 5U de Taq polimerase. Ap0s mistsaeagentes com auxilio de
um agitador de tubos, 3 do Mix é distribuido em cada um dos tubos, execetale controle
negativo, ao qual foi acrescentado o Mix sem DNBs.tubos foram, entdo, selados com filme
apropriado (termo-resistente, fornecido pelo fabrie) e colocados no termociclador, o qual foi
previamente programado para os seguintes parameétrosciclo de 98C por 130 segundos
seguidos de 68 por 60 segundos; nove ciclos d€®@or 10 segundos e ®3por 60 segundos;
vinte ciclos de 9& por 10 segundos, %2 por 50 segundos e 2 por 30 segundos; ciclo final
de 4C.

3.5.1 Revelacéo do resultado em gel de agarose

Depois do processo de PCR, os fragmentos de DNAifaragos foram separados por
eletroforese em gel de agarose e visualizadosgloragdo com brometo de etiddoexposicao a
luz ultravioleta. O gel de agarose 2,5% foi pregareom 0,759 de agarose (Invitrogen), 30 mL
de tampdo TBE1X (Tris-Borato 89mM; EDTA2mM pH 8.QuL de brometo de etidio

1mg/mL. A cuba de eletroforese que é utilizadadiesenvolvida pela One Lambda de forma a
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permitir a andlise concomitante de 96 produtos@R Bm um curto tempo de migracao. Assim,
em um gel, foram analisados os resultados de PCBeidediferentes amostras de DNA (16
reacoes para cada amostra de pacie@edel foi recoberto com 10,0 mL de TBE 1X e o
contetdo de cada reagdo de PCR{lLpfoi transferido para o pogo correspondente. Aida
eletroforética foi entdo realizada a 120-130V (r8%), durante 4 a 5 min.

Os resultados foram interpretados, com o uso deasnppra PCR-SSP fornecidos pelo
fabricante do kit e esta disponivel no ANEXO A. igufa 1 mostra a imagem de um gel de

agarose com a genotipagem de citocinas de um dis$dnos do estudo.

Figura 1 - Imagem de gel de agarose a 1,5%, mastramgenotipagem de um individuo:
TNF G/A (1: G-F), TGFB1 T/T e G/G (1: E-B), IL-10 GCC/GCC (1:A, 2: H-B)-6
C/C (2: D-C) e IFNy T/T (2: B-A)

3.6 GENOTIPAGEM DOS MARCADORES INFORMATIVOS DE ANGHRALIDADE
(AIMs)

Os marcadores utilizados neste estudo foram sekis com base em dados da literatura a
partir do diferencial de frequéncias alélicds €ém populacdes parentais Européia, Africana e

Amerindia. As frequéncias alélicas estdo mostrada@uadro 1 (SHRIVER , 2003).

Quadro 1- Frequéncias (alelo 1) dos AIMs estudadas populacdes ancestrais.
RB2300| AT3I/D| Sb19.3 APO| PV92 FYnul LPL CKMM  GC-F GC-S

Af 10,926 0,858 0,415| 0,420, 0,225 0,001 0,971 164, 0,853 | 0,069

Eu | 0,315 0,282 0,903 0,925 0,152 0,998 0,492,310 0,156 | 0,607

Am | 0,175 0,061 0,645 0,977 0,792 1,000 0,442904, | 0,339 | 0,542
Pop= Populacéo, Af = africano, Eu = europeu, Am=efindio. Fonte = Shriver, 2003.
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Foram analisados dez AIMs, sendo um polimorfismatigdo insercéo/delecéo (indel):
AT3-I/D; trés insercbedrlu (APO, PV92, SB19.3), e seis polimorfismos de umcaleotideo
(SNPs): CKMM,FY-null, LPL, RB2300, GC-1F e GC-1S (APENDICE C). O Quazlrmostra a
localizacdo cromossOmica dtxi analisados e populagbes parentais com maior finecuéo
alelo*1. Por convencdao, o alelo *1 representa aguea da insercao para os polimorfismos indel
e insercdoAlu e a auséncia do sitio de restricdo para os SN&sa(P 1998). As regides
polimérficas dodoci AT3-I/D, APO, PV92 e SB19f8ram amplificados por PCR convencional
(SAIKI, 1985; MULLIS , 1987). Ogrimers(iniciadores) utilizados estdao mostrados no Quadro
3 e as condi¢bes de PCR foram: 1 ciclo com 94°C6parinutos e T° de pareamento por 2
minutos; seguido por 35 ciclos com 72°C por 1 n@n@4°C por 30 segundos, T° de pareamento
por 1 minuto e um ciclo final de 72°C por 10 mirauto

Osloci GC e RB2300 apés a PCR convencional foram submetidos a digexir PCR-
RFLP (APENDICE D). As regifes polimorficas dosi LPL, FY-nulle CKMM foram analisadas
por PCR em tempo real (RT-PCR) (APENDICE D). Os itowamentos das fluorescéncias
foram feitos no termociclador ABI Prism® 7700 Seupee Detection Systems (Applied
Biosystems). As condi¢bes do RT-PCR foram as se&ggiid ciclo a 50°C por 1 minuto; 1 ciclo a
94°C por 6 minutos; e, 40 ciclos a 94°C por 15 seégs/ 60°C 1 minuto. As sequéncias das

sondas estdo mostradas no Quadro 3.

Quadro 2- Localizacdo cromossdmica dos loci analisados e lpopes parentais com maior
frequéncia do alelo*1

Locus Tipo de Numero de RS| Localizacéo Populacdo com
polimorfismo cromossomica maior
frequéncia do
Alelo*1
AT3-1/D 76bp indel rs3138521 1g25.1 Africana
Sb19.3 InsercacAlu rs3138524 19p12 Européia
APO InsercacAlu rs3138522 11923.3 Européia
PV92 InsercacAlu rs3138523 16023.3 Amerindia
FY-Null A>G rs2814778 1923.2 Européia
LPL T>C rs285 8p21.3 Africana
CKMM C>T rs4884 19q13.32 Amerindia
GC-34nt** G>T rs7041 4913.3
GC-45nt** C>A rs4588 4913.3
RB2300 C>T rs2252544 13q14.2 Africana

** = Estes dois diferentes polimorfismos no gene, @@ no nucleotideo (nt) 34 e outro no 45, formanalelos
GC*1F (mais frequente em africanos) , GC*1S (meggtfiente em europeus) e GC*2
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Quadro 3 - Sequéncias demersou *sondas e Temperatura de Pareamento (T°) dade€IBci
estudados.

Locus Sequéncia d@rimersou sondas Temperatura de
Pareamento (T°)

APO F: 5-AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG-3’ 50°C
R: 5-AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA-3’

PV92 F: 5-AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT-3’ 56 °C
R: 5-TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG-3’

SB19.3 F: 5-TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG-3’ 63 °C
R: 5-AAGCACAATTGGTTATTTTCTGAC-3’

AT3-1/D F: 5-CCACAGGTGTAACATTGTGT-3’ 54 °C
R: 5-GAGATAGTGTGATCTGAGGC-3’

CKMM * | 5-ACTTCTGGGCGGGGATCATGTCGTC[A/G] 60 °C
ATGGACTGGCCTTTCTCCAACTTCT-3’

FY-null* | 5-GGCCCTCATTAGTCCTTGGCTCTTA[C/T] 60 °C
CTTGGAAGCACAGGCGCTGACAGCC-3

LPL* 5-AATTCAATGTCTCTTCATCTTTTAG[C/T] 60 °C
AGCTGTGGGGTTTTGTTGTTGTTCT-3’

RB2300** | F: 5-CCCGGGTGTGCGTAGGG-3' 60 °C
R: 5-AACCCAGAATCCTGTCACCA-3’

GC-1F*** | F: 5-AGATCTGAAATGGCTATTATTTTG-3 61°C
R: 5-GGAGGTGAGTTTATGGAACAGC-3’

GC- F: 5-AGATCTGAAATGGCTATTATTTTG-3 61°C

1 Srrxx R: 5-GGAGGTGAGTTTATGGAACAGC-3

Enzima de restri¢cdo utilizada: ** Bam HI *** Sty*** Hae Il

3.7 ASPECTOS ETICOS

O Projeto foi submetido e aprovado pelo Comité tieafem Pesquisa da FTC (Faculdade
de Tecnologia e Ciéncias) de Salvador/BA (ANEXOB)dos os individuos incluidos no estudo
assinaram o TCLE (APENDICE A).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas, a aderéncia ao equiliddoHardy-Weinberg e a analise de
diferenciacéo génica foram realizadas pelo progr@BEEPOP versao 3.4 (RAYMOND, 1995).
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Com base nas frequéncias de populacdes ancemtnaisndias, européias e africanas,
calculadas a partir dos dados enviados pelo Drk NdaiShriver, foram realizadas as analises de
estimativas de mistura étnica pelo programa ADMDKHAKRABORTY, 1985).

As frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipidas polimorfismos em genes de
citocinas foram comparadas com o controle peleetegato de Fisher, utilizando o programa
GRAPHPAD INSTAT 3.



40

4 RESULTADOS

O grupo de estudo foi composto de 55 individuos &hselecionados no Ambulatério
Magalhdes Neto do Complexo Hospitalar Universit®mfessor Edgar Santos (C-HUPES),
Clinica FTC e Clinica Gastro. O grupo controle donstituido de 116 individuos doadores de
sangue do Servico de Transfusao de Sangue (STS).

A média da idade do grupo de pacientes com SIU®&14,5 anos e a mediana do grupo
controle foi 40,04 anos. A Sl foi mais frequent género feminino (76%) que no masculino
(24%) e a forma clinica mais comum foi a diarréfba%). As caracteristicas do grupo de

pacientes e controle participantes do estudo estimnidas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizagao clinico-demagaados participantes do estudo

Sl Controle valor de p
Caracteristicas (N=55) (N=116)
Idade
Média/Mediana 49,9:14,5 40,04 < 0.0001
IC 95% (idade) 46,0 — 53,9 36,8 — 40,6
Mediana 0 - 40.5 IQR
Género
Feminino 42 (76%) 37 (32%)
Masculino 13 (24%) 79 (68%)
Forma Clinica
Diarréica 28 (51%)
Obstipante 16 (29%)
Mista 11 (20%)
Classificagcéo fenotipica
Branco 15 (27%) 16 (14%)
Mulato Claro 25 (45,5%) 38 (33%)
Mulato Médio 12 (22%) 48 (41%)

Mulato Escuro 03 (5,5%) 14 (12%)
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4.1 POLIMORFISMO EM GENES DE CITOCINAS

As amostras de pacientes com Sl e grupo controlanf genotipadas para 0s
polimorfismos TNF308 G>A, IL10 (-1082G>A, -819C>T, -592C>A)IL6 -174G>C,IFNG
+874T>A eTGFB1 (10T>C, 25G>C ). Com base nas frequéncias eraxsdrpara estésci foi
calculada a aderéncia ao equilibrio de Hardy-Wemb®s polimorfismos ddFNG e IL10-
819C>T, -592C>A néo aderiram ao equilibrio de Hak¥ginberg no grupo controle e no grupo

de pacientes respectivamente.

4.1.1 Distribuicdo de frequéncia dos polimorfismosio geneTGFB1 (codon 10T>C; cédon
25G>C)

4.1.1.1 Codon 10 (T>C)

A distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipedenotipicas para o polimorfismo no
cédon 10 T>C do gen&@GFB], observada nos grupos de pacientes com Sll eotente
mostrada na Tabela 2. A frequéncia observada dio &le C foi 0,53 e 0,47 tanto no grupo de
pacientes com Sll quanto no controle. A analiseedetados com o teste exato de Fisher revelou
gue a diferenca entre as frequéncias observadagoigrupos nado é significante (p=0.729). As
frequéncias observadas para os genétipos TT eQC feram 0,33, 0,42 e 0,25 respectivamente,

no grupo de pacientes com Sll e 0,3, 0,48 e 0,28 o controle.

Tabela 2 - Distribuicdo das frequéncias alélicagerotipicas para o polimorfismo do gene
TGFB1(cdédon 10 T>C ) em pacientes com Sll e um grupdrote.

(N) Frequéncia do Alelo

Sindrome do Intestino &vitl Individuos controle p
T (58) 0,53 (127) 0,53
C (52) 0,47 (105) 0,47 0,729
(N) Frequéncia do Gendotipo
TT (18) 0,33 (34) 0,3 0,723
TC (23) 0,42 (56) 0,48 0,582
cc (14) 0,25 (26) 0,22 0,761

ATT/TC+CC;PTC/TT+CC;°*CC/TT+TC
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4.1.1.2 Cdodon 25 (G>C)

A distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipieados fenotipos previstos para o
polimorfismo do gendfGFB1 no cédon 25 (G>C), observada nos dois grupos, €rata na
Tabela 3. As frequéncias observadas para os alglesC foram 0,94 e 0,06, no grupo de
pacientes com Sll, e de 0,9 e 0,1 no grupo contiesta diferenca ndo é estatisticamente
significante (p=0,127).

As frequéncias genotipicas observadas foram 0,83,€0,0 no grupo de pacientes com

Sll e 0,8, 0,18 e 0,02 no grupo controle para o®teos GG, GC e CC, respectivamente.

Tabela 3 - Distribuicdo das frequéncias alélicagerotipicas para o polimorfismo do gene
TGFB1(c6édon 25G>C) em pacientes com Sll e um gruporotent
(N) Frequéncia do alelo

Sindrome do Intestino Irritavelindividuos controle p
G (103) 0,94 (204) 0,9
C (7) 0,06 (28)0,1 0,127
(N) Frequéncia do genotipo
GG (48) 0,87 (94) 0,8 0,386
GC (7) 0,13 (20) 0,18 0,508
CcC (0)0,0 (02) 0,02 1,600

3GG/GC+CCPGC/GG+CC*CC/ GC+CC

4.1.1.3 Distribuicdo das frequéncias fenotipicas

A distribuicdo das frequéncias dos fendtipos ptesigpara o polimorfismo do gene
TGFB1(cédon 10T>C; codon 25G>C), analisada nos grupogatientes com Sll e controle, é
mostrada na Tabela 4.

As frequéncias fenotipicas inferidas com base @disendos genotipos foram 0,65, 0,3 e
0,05 tanto para o grupo de pacientes com Sl quam@rupo controle, para alto, intermediario e

baixo produtor de TGH1, respectivamente.
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Tabela 4 - Distribuicdo das frequéncias genotipécdss fenotipos previstos para o polimorfismo
do geneT GFB1(c6don 10T>C; cédon 25G>C ) em pacientes com 8iheyrupo controle.

(N) Frequéncia do genotipo

Sindrome do Intestino Irritavellndividuos controle

T/T GIG' (18) 0,33 (34) 0,3

T/C GIG (19) 0,34 (41) 0,35

T/C GIC (5) 0,09 (15) 0,13

CIC GIG (11) 0,2 (19) 0,16

TIT GIC (0) 0,00 (0) 0,00

cic GIC (2) 0,04 (05) 0,04

c/ic cic (0) 0,00 (02) 0,02

TIT CIC (0) 0,00 (0) 0,00

T/C CIC (0) 0,00 (0) 0,00

Fenotipo previsto p

Alto produtor (36) 0,65 (76) 0,65 1,008@
Intermediarié (16) 0,3 (34) 0,3

Baixo produto? (03) 0,05 (6) 0,05

3Alto/ Intermediario+Baixo; Intermediario/Alto+BaixoBaixo/ Intermediario+Alto

4.1.2 Distribuicdo de frequéncia do polimorfismo dgenelFNG -308 T>A

A distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipieados fendtipos previstos para o
polimorfismo +874 (T>A) do gen#-NG observada nos grupos estudados € mostrada na Tabela
5. As frequéncias observadas para os alelos T @anf 0,35 e 0,65 para o grupo de pacientes
com Sll e 0,4 e 0,6 para o grupo controle. A aagbislo teste exato de Fisher mostrou valor de
p=0,904.

As frequéncias observadas dos genotipos TT, TA efétAm, respectivamente, 0,11,
0,47 e 0,42 em pacientes com Sll e 0,2; 0,35 ¢ @@l§rupo controle.

As frequéncias dos fendtipos previstos foram )18/ e 0,4 para o grupo de pacientes com Sll e
0,14, 0,41 e 0,45 no grupo controle, para altagrimediarios e baixos produtores de N;N-

respectivamente.
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Tabela 5 - Distribuicdo das frequéncias alélicasotjpicas e dos fendtipos previstos para o
polimorfismolFNG +874 T>A em pacientes com Sll e um grupo controle.
(N) Frequéncia do Alelo

Sindrome do Intestino  Individuos Controle

Irritavel P
T (38) 0,35 (83)0,4 0,904
A (72) 0,65 (149) 0,6
(N) Frequéncia do Gendtipo

TT (7) 0,11 (21) 0,2 0,508
TA (25) 0,47 (41) 0,35 0,240
AA (23) 0,42 (54) 0,46 0,623

(N) Frequéncias desdtipos previstos
Alto produtor (7) 0,13 (21) 0,18 0,387
Intermediario (26) 0,47 (41) 0,36 0,f81
Baixo Produtor (22) 0,42 (52) 0,46 0,513

aTT/ TA+AA; "TA/ TT+AA; “AA/ TT+TA
dAlto/ Intermediario+Baixo;fIntermediario/Alto+Baixo!Baixo/ Intermediario+Alto

4.1.3 Distribuicao de frequéncia dos polimorfismodo genelL6 -174G>C

A distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipieados fenotipos previstos para o
polimorfismo - 174G>C do gené6 observada nos diferentes grupos estudados é uh@siea
Tabela 6. As frequéncias observadas para os &&lesC foram 0,77 e 0,23 para o grupo de
pacientes com Sll e 0,75 e 0,25 para o grupo dentespectivamente (p=0,687).

As frequéncias genotipicas observadas nos doisogrigram 0,64, 0,27 e 0,09 em
pacientes com Sll e 0,57, 0,34 e 0,09 no gruporalentpara os genotipos GG, GC e CC,
respectivamente.

As frequéncias dos fenotipos previstoarfo0,9 e 0,1 para o grupo de pacientes com Sll e
0,92 e 0,08 no grupo controle para altos e baixoslytores de IL-6, respectivamente. As

diferencas constatadas entre os dois grupos naestdtesticamente significantes (p=0,567).
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Tabela 6 - Distribuicdo das frequéncias alélicasotjpicas e dos fendtipos previstos para o
polimorfismo —174 G>C do gene He5 em pacientes com Sl e um grupo controle.
(N) Frequéncia do Alelo
Sindrome do Intestino Individuos Controle

Irritavel p
G (83) 0,77 (172) 0,75
C (25) 0,23 (60) 0,25 0,687
(N) Frequéncia do genotipo
GG (35) 0,64 (66) 0,57 0,506
GC (15) 0,27 (40) 0,34 0,385
CC (5) 0,09 (10) 0,09 1,060
Frequéncias &endtipos previstos
Alto produtor (49) 0,9 (106) 0,92
Baixo produtor (6) 0,1 (09) 0,08 0,567

3GG/GC+CC; "GCIGG+CC; °CC/GC+GG

4.1.4 Distribuicdo de frequéncia dos polimorfismodo genelL10 -1082G>A,; -819C>T; -
592C>A

As possiveis combinacdes dos polimorfismos nagpesi-1082, -819 e -592 formam os
haplétipos GCC, ACC e ATA. Para a analise estatisbs genétipos foram agrupados de acordo
com os fendtipos. Deste modo, foram agrupados losegaobtidos com os gendtipos GCC/ACC
e GCC/ATA (produtores intermediarios), os valoreguaridos com os genotipos ACC/ACC,
ACC/ATA e ATA/ATA (baixos produtores) e o genotiggCC/GCC, que corresponde a altos
produtores. A andlise mostrou ndo haver diferengigsificantes em nenhum dos trés
polimorfismos em relacédo as frequéncias alélicasotipicas e dos fendétipos previstos, conforme

analise dos dados representados na Tabela 7.

Tabela 7 - Distribuicdo das frequéncias alélicasiotjipicas e dos fendtipos previstos para 0s
polimorfismos —1082G>A, -819C>T e —-592C>A do gériH) em pacientes com Sl e um grupo
controle. (continua)

(N) Frequéncia do Alelo
Sindrome do Intestino Irritavel  Individuos Controle p

-1082G (35) 0,32 (85) 0,37
-10822 (75) 0,68 (147) 0,63 0,399
819 C (67) 0,6 (150) 0,65

819 T (43) 0,4 (82) 0,35 0,548
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Tabela 7 - Distribuicdo das frequéncias alélicasiotjipicas e dos fendtipos previstos para os
polimorfismos —1082G>A, -819C>T e —592C>A do gdriH0 em pacientes com Sll e um grupo
controle. (concluséao)

-592 C (66) 0,6 (150) 0,65
-592 A (44)0,4 (82) 0,35 0,404
(N) Freguéncia do genotipo
GCC/GCC (5)0,1 (14) 0,12
GCC/ACC (15) 0,27 (27) 0,23
GCC/ATA (10) 0,18 (30) 0,26
ACC/ACC (4) 0,07 (07) 0,06
ACC/ATA (9) 0,16 (24) 0,21
ATA/ATA (12) 0,22 (14) 0,12
(N) Frequérscans Fendtipos previstos
Alto produtor (5)0,1 14) 0,12 0,614
Intermediério (25) 0,45 (57) 0,5 0,627
Baixo produtor (25) 0,45 (44) 0,38 0,406

3Alto/ Intermediario+Baixo; Intermediario/Alto+BaixoBaixo/ Intermediario+Alto

4.1.5 Distribuicao de frequéncia dos polimorfismodo geneTNF -308G>A

A distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipedenotipica para o polimorfismo no
geneTNF -308G>A, nos grupos de pacientes com Sll e cantsilo mostradas na Tabela 8. As
frequéncias observadas para os alelos G e A famspectivamente, de 0,9 e 0,1 no grupo de
pacientes com Sll e de 0,84 e 0,16 no grupo cantidéio houve diferenca estatisticamente
significante entre os dois grupos (p=0,138).

As frequéncias observadas dos gendtipos GG, GA doh@m, respectivamente, 0,84,
0,14 e 0,02 em pacientes com Sll e 0,73, 0,22%r@rupo controle.
As frequéncias dos fenotipos previstos de altoirobarodutores séo 0,16 e 0,84 no grupo de
pacientes com Sll e 0,28 e 0,72 no grupo contfolmparacao das frequéncias entre 0s grupos

nao revelou diferenca estatisticamente significqnt®,2108).

Tabela 8 - Distribuicdo das frequéncias alélicasotjpicas e dos fenotipos previstos para o
polimorfismo —308 G>A do genENF em pacientes com Sl e um grupo controle. (coajinu
(N) Frequéncia do Alelo
Sindrome do Intestino Irritavelndividuos Controle P
G (99) 0,9 (194) 0,84
A (11) 0,2 (38) 0,16 0,138
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Tabela 8 - Distribuicdo das frequéncias alélicasotjpicas e dos fendtipos previstos para o
polimorfismo —308 G>A do genENF em pacientes com Sl e um grupo controle. (co@clus
(N) Frequéncia do genotipo

GG (46) 0,84 (84) 0,73 0.127
GA (08) 0,14 (26) 0,22 0.308
AA (01) 0,02 (6) 0,05
0,431
(N) Frequéncias dos Fendtipos previstos
Alto produtor (9) 0,16 (32) 0,28
Baixo produtor (46) 0,84 (84) 0,72 0,127

4.6 CARACTERIZACAO DOS PACIENTES COM SIl E CONTROLBUANTO A
ANCESTRALIDADE GENOMICA

As amostras de pacientes com Sll e grupo controfanf caracterizadas quanto a
ancestralidade gend6mica de acordo com a genotipagemlO0 marcadores moleculares
informativos de ancestralidade, sendo um polimodisde insercédo/delecao AT3-I/D, trés
inser¢cdesAlu - SB19.3, APO e PV®seis SNPs— FYnull, CKMM, LPL, GC-1F, GC-1&
RB2300

Com base nas frequéncias encontradas para keste$oi calculada a aderéncia ao
equilibrio de Hardy-Weinberg. Os marcadores GCdem) e RB2300 (africano) ndo aderiram
ao equilibrio na amostra controle e de pacienéspeactivamente.

As frequéncias alélicas dos polimorfismos acimadds da amostra de pacientes foram
comparadas com as frequéncias encontradas no @aoole. Foi observada frequéncia
significativamente maior ddéocus AT3 (africano) na amostra de individuos com Sl quando
comparada ao grupo controle (p=0,0291); e fortel@eaia a significancia do locusPL, em
relacdo ao aumento da frequéncia no grupo cor(pel®,059).

Por outro lado, para os demdixi, as frequéncias observadas nos dois grupos foram
semelhantes (Tabela 9).
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Tabela 9 - Frequéncias do alelo*1 em pacientes®lbm controle e andlise de diferenciacdo
génica entre as duas populacoes.

Marcadores Sl Controle S.E Valordep
RB2300 0,410 0,440 0,005 0,7128
AT3 0,551 0,422 0,0024 0,0291
Sb 19.3 0,633 0,634 0,0066 0,6449
APO 0,816 0,789 0,0064 0,3158
PV92 0,200 0,280 0,0059 0,1896
Fynull 0,694 0,627 0,0063  0,2589
LPL 0,588 0,697 0,004 0,059
CKMM 0,282 0,309 0,0032 0,7372
*GC-F 0,480 0,458 0,0029 0,9248
*GC-S 0,357 0,358

Valor de p — probabilidade; S.E. — erro padrao.
* = Estes dois diferentes polimorfismos no gene @€ ,no nucleotideo (nt) 34 e outro no 45, formaaieks
GC*1F (mais frequente em africanos) , GC*1S (maggliente em europeus) e GC*2.

A estimativa de mistura para os individuos comn®dktrou contribuicdo européia de 58%,
32% de contribuicdo africana, e 10% de contribuigwerindia. Dados semelhantes foram
obtidos na populacdo controle (p=0,11%8, com maior contribuicio européia (46%), seguida
da africana (35%) e amerindia (19%) (Tabela 1Qré@).

Por outro lado, a estimativa de mistura da popolagétrole apresenta menor contribuicéo
africana (35,2%) do que uma amostra randomica galggdo de Salvador (50%). Mas a
comparacao das estimativas de mistura destes dgegpopulacionais néo revelou diferengas
significativas entre os mesmos (p=0,082%; (Tabela 10). Contudo, a estimativa de mistura do
grupo de pacientes com Sl é estatisticamenteetiferda amostra da populacdo de Salvador
(p=0,0158; x?) (Tabela 10).

Tabela 10 - Propor¢des de contribuicdo africanapgiia e amerindia (estimativa de mistura)
no grupo de pacientes com SlI, controle e populded®alvador

Pacientes SlI Controle Salvador
Contribuicéo m s.e m s.e m s.e
Africana 0,3186 0,001 0,3517 0,0013 0,5034 0,0012
Européia 0,5815 10,0037 0,4631 0,0047 0,3781 0,0048
Amerindia 0,0999 10,0032 0,1853 0,004 0,1185 0,0044

m= indice de mistura; s.e.= erro padrao
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Figura 2- Comparacgao da estimativa de mistura galpgdo com Sll e controle
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As frequéncias alélicas observadas nos subgrupgmaentes com Sll, distribuidos de acordo
com a forma clinica predominante, estdo mostradaBabela 11. Ha diferenga estatisticamente
significante na frequéncia docusPV92 entre os subgrupos, sendo maior entre os pasieots
a forma clinica SII-D em relacéo as formas Sll-8lleA (p=0,012) (Tabela 11).

As estimativas de mistura populacional nos subg gD, SII-C e SllI-A estdo mostradas
na Tabela 12 e na Figura 3. Uma propor¢cao de 50%odgibuicdo européia, 31% africana, e
19% amerindia foram observadas na forma SlI-D.oksés clinicas SII-C e SlI-A foram bem
semelhantes quanto as contribuicdes das populagiestrais: 66% européia, 31% africana e
3% amerindia para a SII-C e 68% européia, 30% afaice 2% amerindia para a SII-A. A
estimativa de mistura para as diferentes formasces mostrou que todas apresentam maior
contribuicdo européia, seguida da africana e auflierifNo entanto, a forma clinica SII-D
apresenta menor contribuicdo européia e maior adiarjuando comparada as outras formas.
Quando comparada as proporgdes da estimativa derandas formas SlI-D e SlI-C, a diferenca
foi estatisticamente significante (p=0,0¢f), assim como comparando as formas SlI-D e SII-A
(p=0,003:x%). Mas nao houve diferenca entre as formas SIISA€ (p=0,8842)°) (Tabela 12
e Figura 3).
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Tabela 11- Frequéncias do alelo*1 em pacientes 8tine controle e analise de diferenciacéo
génica entre as formas clinicas SlI-D, SII-C, SII-A

Marcadores SII-D SII-C SII-A S.E Valor dep
RB2300 0,407 0,367 0,500 0,0048 0,654
AT3 0,554 0,594 0,500 0,0031 0,815
Sb 19.3 0,714 0,594 0,636 0,0056 0,5269
APO 0,821 0,875 0,818 0,0027 0,788
PV92 0,321 0,094 0,091 0,0012 0,012
Fynull 0,714 0,700 0,636 0,003 0,819
LPL 0,580 0,567 0,636 0,0018 0,896
CKMM 0,304 0,205 0,273 0,002 0,887
GC-F 0,482 0,406 0,500 0,0032 0,884
GC-S 0,373 0,375 0,400

Tabela 12- Proporcdes de contribuicdo africanaypetia e amerindia (estimativa de mistura) nos
grupos das diferentes formas clinicas (SlI-D, SIBG-A)

SlI-D SlI-C SlI-A
Contribuicédo M s.e m s.e M s.e
Africana 0,3085 0,0014 10,3087 0,0026 0,2999 0,0034
Européia 0,4997 0,0051 0,6626 0,0095 0,6807 0,0125
Amerindia 0,1919 10,0043 0,287 0,004 0,0195 0,0106

Figura 3- Comparacao da estimativa de mistura esttegs formas clinicas da
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5 DISCUSSAO

O principal objetivo deste estudo foi avaliar agdesl associacdo entre polimorfismos
das citocinas TNF, TGB+1, IL-6, IL-10 e IFNy e a Sindrome do Intestino Irritavel (SlI), uma
desordem heterogénea tanto na apresentacdo damuana patogénese (COLLINS, 2005); esta
sindrome é, provavelmente, uma condicdo multifatodom uma combinacdo de fatores
influenciando o desencadeamento dos sintomas (GQKSRALE, 2003).

As frequéncias dos polimorfismos§NF308 G>A, IL10 (-1082G>A, -819C>T, -
592C>A),IL6 -174G>C,JFNG +874T>A eTGFB1 (10T>C, 25G>C ) em um grupo de pacientes
acompanhados no Ambulatério Magalhdes Neto do CE8JFlinica GASTRO e Clinica FTC
foram comparadas com as frequéncias observadasmemgrupo de doadores voluntarios de
sangue (grupo controle). N&o foram observadasetifars estatisticamente significantes entre os
grupos para todos os polimorfismos estudados.rEstdtado sugere que ndo ha associacao entre
estes polimorfismos e a SlI.

A hipo6tese de associacao entre estes polimorfignaoSI| foi sugerida com base no papel
destas citocinas na resposta imuno-inflamatéri@ evddéncias que sugerem gue mecanismos
envolvidos com a regulacéo da resposta inflamaténaum papel importante na Sll (SPILLER,
2004; CRENTSIL, 2005; SPILLER, 2007), especialmestte pacientes com Sl pés-infeccao
(COLLINS, 2005). As citocinas podem influenciarum¢éo de células epiteliais, do masculo liso
e de nervos entéricos; mudancas no perfil de skmree citocinas nestes tecidos, podem
promover alteragfes na secrecdo, permeabilidadijdade e sensibilidade gerando sintomas
tipicos da Sll (COLLINS, 1996). Contudo, € impottaealientar que outros autores sugerem que
a etiopatogenia da Sll ndo envolve a resposta irmftaomatéria (MACH, 2004; CRENTSIL,
2005; MAWE, 2006; KIBA, 2007; JARRETT, 2007; COLUCQ008; KOHEN, 2009).

A revisdo da literatura revelou que até o momeap@nas quatro trabalhos publicados
tiveram como objetivo avaliar a associacdo enti@npofismos em genes de citocinas e Sli
(GONSALKORALE, 2003; VAN DER VEEK2005; WANG, 2006; BARKHORDARI, 2009).

Dinan e colaboradores (2006) ndo observaram difagesignificativas entre os niveis
séricos das citocinas IL-10 e TNF em pacientes 8dmno entanto, foi observado aumento da
IL-6 em todos os subgrupos de pacientes com Shamaomparados com individuos controle.

Mais recentemente, Liebregts e colaboradores (200@%traram que pacientes com Sl
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apresentaram niveis basais significativamente slaisdos das citocinas pro-inflamatorias IL-6
e TNF quando comparados com individuos controle.

Os dados obtidos no presente trabalho n&o revelatdenencas estatisticamente
significantes em relagéo as frequéncias alélioasotipicas e fenotipicas dos polimorfismos nos
cbédons 10 e 25 dbGFB1 Estes achados concordam com os descritos previama literatura
por Gonsalkorale e colaboradores (2003) que tami@&nencontraram associacaold®-B1nos
coédon 10 e cédon 25. O TGF€ uma citocina multifuncional com varias acfeddgicas e
patologicas, produzida por plaguetas, macrofagas|as epiteliais (MAGNAN, 1994) e células
do musculo liso (PELTON, 1991). Esta citocina pedtar associada ao aumento da contracao
muscular (KITA, 1997) e os achados de Akiho e cmlatiores (2005.1) sugerem que a
persisténcia dos niveis do T(@E- pos-infeccdo é responsavel por manter o estado de
hipercontratilidade do muasculo liso, 0 que podelieapuma possivel associacdo desta citocina
no desencadeamento da Sll-Pl. Um achado semelitam@strado por e Gwee e colaboradores
(2003), que relataram que a expresséo daBlLfiermaneceu elevada durante trés meses em
individuos que desenvolveram SlI- Pl em comparag@oindividuos que ndo desenvolveram SlI
apos a infeccgéo.

Em relagcdo ao polimorfismo no gehel0, os presentes dados corroboram os resultados
de van der Veek e colaboradores (2005) que naontracam diferencas de frequéncia dos
polimorfismos ddL10 (-1082G>A, -819C>T) no grupo de Sll quando comgasaa um grupo
controle. Por outro lado, Gonsalkorale e colabaeslo(2003) observaram diferencas
estatisticamente significantes em relacdo as frega€ dos polimorfismos no gendel0 -
1082G>A,. Foi encontrado menor frequéncia dos geo®tde alta producdo (-1082 G/G) em
individuos com SlI, e esta diferenca foi estatstiente significante (p=0,004), divergindo do
presente estudo.

O mais recente estudo encontrado de polimorfisma@enes de citocinas e Sll mostrou
diferencas significantes nas frequéncias do pofisrap IL6 -174G>C entre pacientes e controle,
sendo oposto aos resultados do presente trabalhoelwéo a néo significancia da IL-6
(BARKHORDARI ,2010). Estes mesmos autores ndo emamm diferencas quanto ao TNF (-
308G>A), corroborando nossos resultados e contrdsteom o artigo previamente publicado na
literatura (VAN DER VEEK, 2005), em que foi obseteamaior prevaléncia do gendtipo

heterozigoto G/A em um grupo de pacientes com@tiparada ao grupo controle.
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Nenhum estudo foi encontrado relacionando polimmds dolFNG e SIl. O IFN-y é
uma citocina produzida pelos linfocitos T auxiladd tipo Thl, pelos linfocitos T citotdxicos e
pelas células NK. O papel principal do IfFNe a ativacdo de macrofagos (BOEHM, 1997;
PRAVICA, 1999). Foley e colaboradores (2007) sugemi que esta citocina teria um papel
relevante no aumento da motilidade intestinal eaepées com SlI.

O tamanho da amostra de pacientes (55) deste eptudipter contribuido para a ndo
observacdo de diferencas significativas entre aquéncias destes polimorfismos nos dois
grupos. Os trabalhos publicados na literatura go#gém estudaram o polimorfismo em genes de
citocinas e SlI foram realizados com diferentes enas de pacientes: 230 (GONSALKORALE,
2003); 111 (VAN DER VEEK, 2005); 43 (WANG, 2006)7& (BARKHORDARI, 2010). Um
dos fatores que contribuiram para o numero infed®rpacientes deste estudo foi o uso de
rigorosos critérios de selecdo da amostra queiaralualém dos critérios de Roma lll, exames
laboratoriais e de imagem, além da nédo inclusapaiéentes com co-morbidades como, por
exemplo, outras doengas do trato gastrointestinafeecdo por HIV. Desta forma, € possivel
concluir que a amostra deste estudo foi mais beactimizada com relacdo a Sll. Os parametros
demogréficos da amostra estudada, como idade eog&#® semelhantes aos observados em
outras populacdes (MACH, 2004; VALENZUELA, 2004).

Os resultados divergentes encontrados em diferénateslhos que estudaram os mesmos
polimorfismos podem também, serem atribuidos af@setiites grupos étnicos estudados, tendo
em vista quess diferengas geogréaficas podem ser assoctaslasriagbes étnicas, e estas por sua vez, podem
afetar as frequéncias dos SNBAN DER VEEK, 2005) Recentemente foi sugerida a necessidade de
um estudo deste género em diferentes grupos étaioasso de um controle com o mesmo perfil
étnico dos pacientes (BARKHORDARI, 2009).

Este € o unico estudo de associacdo entre polsnwwé genéticos de citocinas e Sll cujas
amostras dos grupos de pacientes e controle foaaaeterizadas quanto a marcadores genéticos
informativos de ancestralidade (Quadro 1, Tabelas 80). Os resultados mostram que 0s
pacientes apresentaram maior contribuicdo eurajéigue amerindia ou africana, concordando
com dados da literatura, segundo os quais, inddgidtlassificados como brancos sdo mais
acometidos pela Sl (DONG, 2005; WIGINGTON, 2008)uando comparados ao grupo
controle, a contribuicdo africana é semelhanteeeydrdois grupos, mas mostra diferencas entre a

contribuicdo européia e, principalmente, amerirgbhaém, as diferencas ndo sdo estatisticamente
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significantes (p=0,1158&?). Desta forma, é possivel afirmar que os dois @sigsio semelhantes
no que se refere a ancestralidade gendmica e gugpo controle utilizado é adequado para as
comparacgOes feitas neste estudo. Por outro ladmngaracdo das frequéncias dos AlIMs
observadas em uma amostra populacional randomipapmldacdo de Salvador (Machado, 2008)
e no grupo controle revelou menor contribuicdocafia neste ultimo, mas a diferenca ndo é
estatisticamente significante (p= 0,088

Nenhum dado foi encontrado caracterizando as difesformas clinicas da Sll quanto a
ancestralidade gendmica, portanto este também énmip trabalho a fazer este tipo de
caracterizacdo. Os resultados preliminares mogarindividuos com a forma clinica diarréica
apresentam menor contribuicdo européia e, prinoiaie, maior contribuicdo amerindia em
relacdo as outras formas clinicas (forma constigadssta). Esta observacdo provavelmente é
verdadeira, pois a frequéncia dos marcadores digpscta populacdo amerindia (CKMM e
PV92) e que melhor diferenciam amerindios de eauspe de africanos € maior em pacientes
com a forma diarréica quando comparada com as derfgia diferenca é extremamente
significante para o marcador PV92 (p<0,0001 OR=IR2AT95% 0,09409-0,4695). Entéo, pode
ser que individuos com maior contribuicAo amerintiaham maior susceptibilidade ao
desenvolvimento da forma clinica SlI-D do que asaie formas na populagdo estudada. Esta
observacdo néo foi publicada na literatura em nmahautra populacdo. Os dados de van der
Veek e colaboradores (2005) em uma populacdo eardpélandesa) mostra que a forma
diarréica foi mais frequente do que as demais fergimicas e corroboram dois estudos em
populagdo caucasiana que também mostram a form@ideacomo a mais comum (DINAN,
2006; LIEBREGTS, 2007).

No presente trabalho a forma constipada e mistarfdtem semelhantes em relacdo a
estimativa de mistura, apresentando, ambas maiooedribuicdo européia (Figura 3).
Gonsalkorale e colaboradores (2003) mostram quragas clinicas diarréicas e mistas (ou
alternante) sdo igualmente frequentes na populagfesa estudada, sendo a forma constipada
menos frequente. Mais tarde, Spiller e colaborad(®607) colaboram com o achado de que a
forma constipada (ou obstipada) foi menos frequeat@opulacéo inglesa estudada e a forma
diarréica foi muito mais frequente seguida da foait@rnante. Estes dados discordam do estudo
realizado em uma populacdo de negros kenianos ena gonstipacéo foi a forma clinica mais

comum (LULE, 2002) assim como em uma populacadiesidGWEE, 2004). Os achados do
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presente trabalho e a comparacdo com dados desogtigpos sugerem que além do
desenvolvimento da Sll, a predominancia das difeeeffiormas clinicas também podem ser
influenciadas pelas diferencas étnicas.

A nado aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg dwacadores informativos de
ancestralidade GC e RB2300 assim como dos polismos dolFN e IL10 foram gerados por
excesso de homozigotos. Isto pode ter sido deviatdeda de uma amostra de conveniéncia tanto
do controle, que foram doadores de sangue, quantmbstra de pacientes. Outra explicacao
para o excesso de homozigotos seria 0 casamerfarguraal entre individuos de um mesmo
grupo étnico direcionando o fluxo génico para a utemcdo desses gendtipos na populagéo
(AZEVEDO, 1986).
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6 CONCLUSAO

Os polimorfismos dos gen#sNG (+874T>A), TNF (-308G>A),IL6 (-174G>C)IL10 (-
1082G>A, -819C>T e -592C>A)EGFB1(+869 T>C e +915 G>C) n&o parecem ser marcadores

de predisposicdo ou protecédo ao desenvolvimeng&ilda

A maior contribuicdo da ancestralidade européialisada por marcadores moleculares

informativos de ancestralidade, pode ser um fatqurddisposicdo ao desenvolvimento da SlI.

A maior contribuicdo da ancestralidade amerindialisada por marcadores moleculares
informativos de ancestralidade, em individuos cdhbSm comparagdo com as demais formas

clinicas, pode ser um fator de predisposi¢cdo aendedvimento da forma diarréica.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREDO (TCLE)

POLIMORFISMO DE GENES DAS CITOCINASNF, IFN-y;, TGF41, IL-10EIL-6 E
MARCADORES INFORMATIVOS DE ANCESTRALIDADE EM INDIVDUOS COM
SINDROME DO INTESTINO IRRITAVEL

Durante a leitura do documento abaixo fui inform&alpque posso interromper para fgzer

gualquer pergunta com obijetivo de tirar duvidaerertelhor esclarecimento.

Posso também levar para casa para leitura maibaetaantes de assinar.

EU, , fui convidado (a)

por membro da equipe de Pesquisa do Servico dedBastrologia e Hepatologia do HUPES,
uma instituicdo publica de salude, a participar mepuojeto sobre a importancia dos exames de

laboratério na Sindrome do Intestino Irritavel.

O objetivo do projeto é identificar a variacdo eratenial genético (DNA), na producao
de citocinas, substancias envolvidas na inflamagéd®,podem estar relacionadas aos sintomas e
a evolucdo da minha doenca. Essa predisposicac ridainico fator determinante de minha
doenca, nem o0 mais importante. Estou ciente deegsa pesquisa nao interferirh no curso da
minha condicdo clinica, nem trara beneficios ojupes no tratamento a que estou sendo

submetido.

Durante a pesquisa um membro da equipe coleta@dsdagssoais meus, a historia da
doenca e amostra de sangue para realizacdo de gameéticos. A retirada de sangue da veia
sera feita com material inteiramente descartavpbaera causar dor de fraca intensidade ou
pequeno hematoma que é geralmente absorvido degsois,problemas. O material de DNA
extraido sera utilizado EXCLUSIVAMENTE para fins gesquisa clinica, sendo identificado
apenas por um cédigo, NAO podendo ser empregadpesiuisas de paternidade ou com fins

relacionados a reproducdo humana.
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Terei o direito de saber os resultados desta BEsqus quais somente serdo divulgados
em revistas cientificas nacionais ou internacignaiscumentos de trabalhos, relatérios,
congressos cientificos, etc. A equipe médica garam¢ que jamais poderei ser identificado (a)
como participante desta pesquisa e os dados sebficguos em revista médica SEM constar o
meu nome (ou as iniciais do meu nome ou 0 meu egoderFui assegurado de que a pesquisa
nao apresenta qualquer tipo de risco ou constraamgon

Caso ndo queira participar, ndo terei nenhum jaejam relacdo ao meu atendimento
nesta instituicdo. Se aceitar, caso tenha algumwaalipoderei ser esclarecido pessoalmente
pelos pesquisadores no Hospital Prof. Edgard SaB@sador - Bahia, ou pelo telefone (71)
3339-6191/6090 em ligacéo a cobrar.

Assim, considero-me satisfeito (a) com as explieagdadas e concordo em participar
como voluntario (a) deste estudo. Como tenho ddane para ler SIM () NAO (), atesto que
um dos membros da equipe leu esse documento eeestlaas minhas duvidas e, como aceito

participar do estudo, coloquei a minha assinatmarqpressao digital).

Salvador (BA), de de

Assinatura;

Impressao datiloscépica (quando se aplicar):

Testemunhas:

1. Nome:

Assinatura

2. Nome:

Assinatura
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APENDICE B — FICHA CLINICA

R ||
Identificac&o
1 Nome
2 Data de nascimento I
3 Idade (anos) |__|_|
4 Sexo|_| (1) Feminino (2) Masculino
5 Etnia| | (1) Branca (2) Mulato cla(8) Mulato Médio (4) Mulato escuro
(5) Negro (6) Outro (especificar)
6 Estado civil |_| (1) Solteiro  (2) Casad(3) Divorciado (4) Viavo
7 Escolaridade | _| (1) Analfabeto (2)gtau incompleto (3)°lgrau completo

(4) 2 grau incompleto (5)2grau completo (6) Superior incompleto (7) Supecmmpleto

Contato

Endereco

Cidade |__|__| Telefones

Naturalidade |__|__| Ocupacéo ||

Aspectos clinicos:

Servico médico |__|N°|do prontuario |__|_ ||| _|_|
Data da primeira consulta / / [ I I |

8 Inicio dos primeiros sinais e sintomas (mésa@o) / [

9 Apresentacdo clinica|__| (Diarréia (2) Constipacéo (3) Mista

10 Escala Bristol de Forma das Fezes |__|
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(1) Carocos duros e isolados, como castanf@sForma de salsicha, mas encarog@ja
Forma de salsicha, com rachaduras na superfi)d-orma de salsicha ou cobra, macia e
lisa (5)Por¢cbes moles, com margens nitidé®) Por¢Bes moles, com margens mal definidas
(7) Aquosas, sem porc¢des solidas

11 Outros sinais e sintomas (1) Sim (2) Nao

Dor abdominal Difusa |__| Desconforto abdomipal| Distensé&o abdominal | |
12 Critérios de Roma (1) Sim (2) Nao
Alivio com defecac¢éo |__| Inicio associado com mgdana freqUéncia das fezes |__| Inicio

associado com mudanca na forma (aparéncia) das [feZe
13 Sinais de Alerta (1) Sim (2) Nao
Idade superior a 60 anps | Perda de peso superior a 1kg/még
Sangramento digestivo |__| Febre ou ountorsa sistémico |__|
14 Diarréia aguda prévia|__| (1)Sim (2) Nao

15 Antecedentes Médicos

16 Historia familiar de Sl |__| (1) Sim (2) Nao
17 Fatores Psicossociais (1) Sim (2) Nao
Stress |__| Disturbiosdosono |__ | Depeeds | Ansiedade |_ |

Disturbios psiquiatricos |__| quais?

18 Tratamentos em uso

19 Exames Complementares
Hemograma(__ / /) Resultado
VHS (/| )

Resultado

PCR(_/ /| ) Resultado

Parasitolégico de Feze6 /| ) Resultado

T4eTSH(_/ [ )

Resultado

Outros 1 1 )
20 Caso (1) Controle (2) |_|
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APENDICE C - MARCADORES INFORMATIVOS DE ANCESTRALIBDE

Insercéo/Delecao AT3-1/D)

A antitrombina 1ll (AT3) € o mais importante iniloidirreversivel da trombina e outras
proteinases da coagulacdo como fatores 1Xa, Xa.Xlum membro da familia dos inibidores
das serina proteinases. O gene da AT3 localiza-ggamossomo 1 (1g25.1), possui 19kb e sete
exons (Liuet al. 1995). O polimorfismo analisado (insercdo/dele¢éon) 76bp de comprimento
na regido 5'do éxon 1 (Liu et al., 1995). A presedesta insercdo gera um fragmento de 572bp

gue € mais frequiente na populagéo africana e eaircb alelcAT3-I/D*1.

Insercdo Alu (SB19.3

A insercdo Alu Sb19.3 pertence a subfamilia Yb8té& mcalizada no cromossomo 19p12
(Arcot et al., 1998). A presenca da insercado Altagen fragmento de aproximadamente 457pb
gue caracteriza o alelo Sb19.3*1. Este alelo aptadeeqiiéncia elevada em europeus e nativo-

americanos.

Insercéo Alu APO)

O locus Alu APO esta proximo ao complexo de gereapblipoproteina Al-CIII-AlV no
braco longo do cromossomo 11 (Karathanasis e©98b6)1 A presenca da insercdo Alu gera um
fragmento de aproximadamente 409pb e caracterizdelo APO*1, bastante freqliente em

nativo-americanos e europeus.
Insercéo Alu (PV-92
O Alu PV-92 localiza-se no cromossomo 16 (Batzealgt1994) e a caracterizacdo do

alelo PV92*1 dar-se pela presenca da insercédo dduggra um fragmento de aproximadamente

400pb, mais prevalente em populagdes asiaticas.
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SNPFY-null (antigeno Duffy)

O gene DARC (do ingléduffy antigen receptor for chemokines composto por um
Unico exon e uma unica substituicdo (T>46C) nadegromotora do gene cria um alelo FY*B
silencioso, também chamado nulo ou FY*O. Esta ntapnfere resisténcia a malarigax por
abolir a expressdo do RNAm, visto que o antigengrpo sanglineo Duffy funciona como
receptor eritrocitario para o parasita da maRtesmodium vivaxTournamilleet al. 1995).
Os antigenos Duffy sdo proteinas multiméricas danlnana de eritrécitos compostas por
diferentes subunidades. Uma glicoproteina de 3 kD4nomeada GPD é a subunidade principal
da proteina complexa e tem as determinantes am&gedefinidas por anti-Fy (a), anti-Fy (b), e
os anticorpos anti-Fy6 (Hadley et al., 1984). Odfo Fy (a-b-) fornece a protecdo completa
para infeccdo pel®lasmodium vivaxA variante a ser analisada neste estudo estéimedala
com o fenoétipo Fy (a-b-) que teve sua base moleddamonstrada por Tournamille et al. (1995).
Esta é uma transicdo de uma adenina (A) para unamitu (G) na posicdo -46 da regido
promotora deste gene. A populacdo européia praticsm possui apenas o0 alelo A,
convencionalmente chamado de alelo FY-null*l, jorvgate com o0s nativos americanos,
enguanto que os africanos apresentam apenas dzlelo
FY-Null € um marcador quase perfeito para difer@naiancestralidade européia e africana, pois
seu alelo nulo é praticamente fixo nas populacdesodte da Africa, e raramente encontrado em
nao africanos. Em africanos, o fenétipo dominante Ey(a-b-), no qual os eritrécitos néo

possuem os antigenos Fya e Fyb e resistem a inpak#elasmodium vivax

SNPLPL

A lipoproteina lipase (LPL) desempenha um papelonmamte no metabolismo de
triglicérides, pois, esta envolvida no catabolisteoparticulas como quilomicrons e VLDL (do
inglés, very low density lipoproteins) (StepanovL&mza 1993). A variante a ser estudada no
locus LPL é uma transi¢do de uma timina (T) para gitosina (C). Esta localizada no intron 6
do gene da lipoproteina lipase (LPL), onde o alelaambém conhecido como alelo LPL*1,
encontra-se mais frequente em populacdes africammaalelo C em populacdes asiaticas, sendo

gue as populacdes européias apresentam frequéroi@thantes desses alelos.
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SNPCKMM

A creatina cinase existe como um dimero: a enzimandsculo (MM) consiste em 2
subunidades idénticas de M, e a do cérebro (BB¥isttnem 2 subunidades idénticas de B
(Dawson et al., 1968). Outros tecidos mostram werzeira, a enzima hibrida MB. As isozimas
dimericas da creatina cinase estdo envolvidas materacdo dos niveis intracelulares de ATP,
particularmente nos tecidos que tém demandas degiaredevada. A isozima MM da creatina
cinase é encontrada exclusivamente em musculadstra isozima BB é encontrada no musculo
liso, cérebro e nervos; CKMB é encontrado no cardgdnano.

O gene da creatina cinase esta localizado no csomas 19913.32 e o0 polimorfismo estudado
neste gene consiste em uma transicdo C>T, no &Xeng8lo o alelo C prevalente nas populacdes

européias e africanas e o T, ou alelo CKMM*1, rnatas.

SNPGC

A proteina ligadora de vitamina D tem seu geneliado no cromossomo 4. Neste
foram identificadas duas muta¢gdes no éxon 11, uamnposicdo 34, uma transicdo de G para T,
gue leva a troca de um acido aspartico para uno ghidamico na cadeia polipeptidica, no codon
416. E outra no nucleotideo 45, a substituicdonda G por uma A com consequiente alteragéo de
um aminoacido treonina para uma lisina no codon(B2&un et al., 1992).
A combinacdo dessas mutacfes gera trés difereatiesmas da proteina ligadora de vitamina D
(Sandford et al., 1997). Cada isoforma corresp@ndm alelo: *1F (T para o nucleotideo 34 e C
para o 45), mais frequente em africanos, *1S (G paB4 e C para 45), mais freqiente em

europeus, e 0 2 (com uma T na posicao 34 e A na 45)

SNPRB2300

Os primers utilizados paralocusRB2300 flanqueiam uma regido de 180bp no intron 1
do gene do Retinoblastoma (RB) (Booksteiral. 1990). A presenca de um sitio de restricdo da
enzimaBanH| nesta regido permite a deteccdo de dois fragrmeempds a reacdo de restricao:
130bp e 50bp. A auséncia do sitioBEnHI, e conseqlentemente a presenca do fragmento de

180bp apoés a reacédo de restricdo caracterizaniooRB2300*1.
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APENDICE D - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Andlise do Polimorfismo do Tamanho dos FragmentosedRestricdo (PCR RFLP)

Apd6s a PCR convencional dos SNPs lmes RB2300, GC-1F e GC-1S foi realizada a
técnica de PCR-RFLP. Nesta técnica, o produto dd ®8ubmetido a acdo de endonucleases de
restricdo (enzimas de restricdo) que cortam ogrfeaps em locais especificas e pontuais ja bem
descritos na literatura, que chamamos de sitioestdcdo. Como oprimersda reacdo de PCR
sdo desenhados de forma a flanquearem a regidengogqgie contém o sitio de restricao, caso o
individuo tenha a mutacdo, a enzima hidrolisa gnfirento. O individuo pode ser homozigoto
para presenca ou para auséncia do sitio de restrigéterozigoto.

Os tubos foram entdo colocados em termocicladoenapératura de 37C (especifica para

atividade as enzimas de restricdo utilizadas) popariodo de 3 horas.

Andlise dos produtos de PCR e PCR-RFLP em gel del@xrilamida

Apoés a amplificacdo, e/ou digestdo por enzima stigéo (PCR ou PCR-RFLP), todos
os produtos foram checados na eletroforese emeyglotiacrilamida 8% (9,743 mL de agua
deionizada; 6,667 mL de acrilamida + bis-acrilami@@ g de acrilamida recristalizada + 1 g de
bisacrilamida recristalizada, em 100 ml de aguardeada); 1,4 ml de glicerol; 2,0 mL de
tamp&o TBE 10x (Tris/HCI 0,9 M pH 8,0; EDTA; Aciddrico); 15 uL de TEMED (N, N, N/,
N', tetrametiletilenodiamina); 300 uL de persulfdtopotassio (100 mg/ml).

Um volume de AL do produto amplificado foi misturado conul5 do tampédo de amostra 2x
(0,06 g de xileno cianol, 0,06 g de azul de briemol e 20g de glicerol). A cuba de eletroforese
foi entdo conectada a uma fonte de alta voltagéamte a voltagem quanto a amperagem foram

ajustadas conforme o fragmento a ser checado.

Apds a corrida eletroforética, o gel era coradoaderdo com o protocolo adaptado
(Sanguinetti et al., 1994). O gel era entdo coloaaaim recipiente limpo contendo 100 mL de
solucao fixadora (50 mL de etanol + 2,0 mL de a@dético + agua destilada gsp. 200mL) e

colocado num agitador por 5 min. Em seguida, dajetansferido para um recipiente contendo
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0,3g de nitrato de prata diluido em agua destitggta 200 mL e novamente foi colocada num
agitador por 5 min. A solugéo foi descartada e bl@aeado duas vezes em agua destilada.
Posteriormente, foi adicionado a solucao revelagdfzag de NaOH + 1mL de formaldeido +
agua destilada gsp. 200 mL) e o gel foi agitadooad@arecimento das bandas. Para finalizar, a

reacao foi bloqueada adicionando-se a mesma solxed@ora utilizada anteriormente.

PCR em tempo real Real Time PCR

Para a genotipagem dos SNPsloosLPL, CKMM e Fy null foi realizado &keal Time —
PCR (RT-PCR). Esta técnica permite distinguir os alefms conta da quantificacdo da
fluorescéncia emitida por cada sonda especificaNfaa® MGBprobes). A sonda hibridiza a
regido complementar do DNA alvo depois dos sitiesligagdo dos primers. Cada sonda é
marcada com um fluoréforo diferente denominado mepqR) na extremidade 5 que emite
fluorescéncia e outro fluoroforo na extremidaded@8hominado quencher (Q) cuja funcéo é
absorver a emissdo de fluorescéncia do reportetioErcomo durante a PCR ocorre a
hibridizacdo dos primers e da sonda no fragmentoNi& alvo, a enzima Taq DNA polimerase
comeca a extensao apartir dos primers. Quandwidaate de extensdo chega ao local onde esta a
sonda, a atividade exonucleésica 5’-3’ da Taq diwdnda a partir da extremidade 5. Assim, a
fluorescéncia emitida pelo reporter ndo sera masor@ida pelo quencher podendo entédo ser
detectada.

A intensidade da fluorescéncia aumenta proporciamahimero de copias que foram
amplificadas.
As reacles de amplificacdo foram feitas em um veltimal de 251L, composto por 10,2RL
de agua estéril, 12,31L da solugdoUniversal PCR Master Mix TagMan®Applied
Biosystems),1,2%l do primer com a sondd@égMan® — Applied Biosystejns 5-15ug de DNA.
Todas as reacOes foram realizadas em placas detitniecdo de 96 pocos de polipropileno. As
condicdes do RT-PCR foram as seguintes: 1 cicl68€ por 1 minuto; 1 ciclo de 94°C por 6
min; 40 ciclos de 94°C por 15 seg/60°C 1 min.
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APENDICE E- MANUSCRITO PARA PUBLICACAO

Polimorfismo de genes das citocina3NF, IFN-y TGF-#1, IL-10 e IL-6 e Marcadores
Informativos de Ancestralidade em individuos com ®idrome do Intestino Irritavel do
estado da Bahia

Lopes, MPPB; Abe-Sandes, ¥2*; Machado, TMB? Guedes, J&, Bendicho, MT; Meyer, R;
Lemaire, DC?

! Instituto de Ciéncias da Salde - Laboratério denmogia — UFBA — Bahia® Laboratério
Avancado de Salde Publica — LASP/CPqGM/FIOCRUZepartamento de Ciéncias da Vida —
Universidade do Estado da Bahia —UNEBaculdade de Medicina- Universidade Federal da
Bahia

Introducédo: A Sindrome do Intestino Irritavel (SIl) € uma deon funcional do trato
gastrointestinal, caracterizada por dor abdominallteracdo da motilidade e sensibilidade
intestinal, acompanhada por desconforto. A pat@geiai SIl é complexa e pouco entendida.
Estudos genéticos estdo sendo desenvolvidos cdijetivo de identificar possiveis marcadores
de predisposicao ou protecao ao desenvolvimenta degnca. Alguns trabalhos sugerem que a
predisposicdo ao desequilibrio na producdo de indecpro- e anti-inflamatérias tem um
importante papel na Sll. Este € o primeiro estude gvalia Marcadores Informativos de
Ancestralidade (do inglé&ncestry Informative Marker AIMs) em individuos com Sl
Objetivo: Estudar a associacdo entre Sll e polimorfismogyeoss das citocinas TNFGFS1,
IL-10, IL-6, IFN-y; e estimar a associacdo da ancestralidade gendéonit@ desenvolvimento da
Sl utilizando os AIMs:PV92 AT3 Sb19.3APO, CKMM, Fynull, LPL, GC e RB2300 Material

e Métodos: Foram selecionados 55 pacientes com Sl obedecamsl@ritérios de Roma Il e
exclusdo de co-morbidades, e 116 controles. O DNR#dmico foi extraido dos leucécitos do
sangue periférico pelo método 8alting-out(extracdo salina) e a genotipagem dos AlMs foi
feita por PCR convencional, PCR-RFLP ou PCR ReateTe das citocinas por PCR-SSP
utilizando o kit ‘Cytokine Genotyping Tray” (One Lambda Incorpora)i®esultados: N&o
houve diferencas significantes nas frequénciasica#l genotipicas e fenotipicas dos
polimorfismos em genes de citocinas entre os grupomistura étnica gendmica global foi
semelhante em ambos os grupos. Houve maior terad&sem significancia estatistica) de
contribuicdo européia no grupo Sll. Foram observatiterencas significantes dacusisolado
AT3 (africano) no grupo SlI, comparado ao contr@e0,029); e na frequéncia dimcusPV92
(amerindio) em pacientes com Sll forma diarréica refacdo as demais formag=0,012.
Conclusdes:Polimorfismos nos genes das citocinas ndo mostrassociacdo com a Sll. A
forma clinica diarréica apresentou maior ancesdie amerindia, quando comparada as outras
formas. A maior contribuicdo da ancestralidade amé& pode ser um fator de predisposicéo a
forma diarréica de SllI.

Palavras-chaves Sindrome do Intestino Irritavel. Polimorfismos ngécos. Citocinas.
Marcadores Informativos de Ancestralidade.
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INTRODUCAO

Sindrome do Intestino Irritavel (SIl) é uma desandgastrointestinal funcional e multifatorial
caracterizada pela presenca de dor abdominal aomfesto continuo ou remitente (aliviando
apos defecacdo), plenitude ou distensdo abdomiafieracdo no ritmo intestinal,
hipersensibilidade intestinal e auséncia de maread@specificos. Os sintomas ndo sao
explicados por nenhuma causa organica, mecani@ajaguou inflamatéria. Esta doenca, muitas
vezes, ndo faz parte do raciocinio clinico de nsuitos médicos. Desta forma, o diagnostico de
Sl normalmente € feito apds a exclusdo de outeasrdens gastrointestinais mais complexas
(DINAN et al, 2006; GILKIN, 2005; SPINELLI, 2007; BARKHORDARItal., 2009).

A Sll pode ser classificada (formas clinicas) derda com o habito intestinal predominante que
pode ser: a) Diarréia (forma diarréica — SllI-D);Ggnstipacédo ou obstipacdo (forma obstipante
ou constipante - SlI-C) e Alternante ou mista (aliediarréia e constipacéao - SlI-A) (TALLEY et
al., 1995; QUILICIet al, 1999; B.GEERAERTS et .al2006). Uma quarta forma clinica, menos
comum, a Sll ndo classificada, tem sido sugeridATELEANU et al., 2008).

A Sll € um dos distarbios funcionais digestivos sndéiequentes e com maior impacto
socioecondmico do mundo (MEARIN et AL., 2009); Sedp a Associagcdo Americana de
Gastroenterologia, a SlI constitui cerca de 28%otasultas aos especialistas. Afeta 10% a 20%
da populacdo mundial e tem um grande impacto nhdqda de vida e no custo de atencéo a
saude (MACH, 2004; PODOVEI & KUO, 2006; SPINELLR@7; HOTOLEANU et al., 2008 ).
Nos EUA (Estados Unidos da América), Europa e Aspmevaléncia é de cerca de 10% a 20%.
Na América Latina, a prevaléncia oscila entre 9%88& (VALENZUELA et al, 2004). As
mulheres s&o trés a quatro vezes mais acometidasSpedo que os homens; apresentam
sintomas mais frequentes e mais graves e procwsaisténcia médica mais comumente (MACH,
2004; VALENZUELA et al, 2004).

Dados epidemiolégicos da Sl no Brasil sdo escag3o8nico estudo nacional de magnitude
encontrado foi realizado por Quilici e colaboradof#99), e mostra que a prevaléncia da Sll é
de 10%, a idade dos pacientes com SlI variou da 82 anos; foi observado predominio do
género feminino (58,6%) em relacdo ao masculing4@); a dor abdominal foi o sintoma

clinico mais relatado (95,2%) e a forma alternémiista) foi a mais frequente (41%).
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A Sll pode estar associada a distresse emociodahi@uicdo na qualidade de vida, e tem um
impacto psicologico e social importante (Mach, 20@4ém disso, de acordo com Drossman e
colaboradores (1993) ha um impacto na produtivigade absenteismo nos locais de trabalho.

A associacdo dos sintomas que define a Sll temdadorita desde o século XIX (CUMMING,
1849). A maioria das hipéteses atuais para expéigiologia e fisiopatologia da Sl parecem ter
sido formulada antes de 1950: Influéncia hormorRYLE, 1928), intolerancia alimentar
(HOLLANDER, 1927), po6s-infeccdo (RYLE, 1928) e hipensibilidade do trato gastrointestinal
(BOCKUS et al., 1928).

A patogénese exata da Sll ndo estd claramenteifidadd@, mas outras provaveis hipoteses
também séo estudadas como: influéncia da dietaamgas no estilo de vida, (SPINELLI, 2007;
HOTOLEANU et al., 2008); motilidade gastrointestirdterada, inflamacédo, desequilibrio de
neurotransmissores e fatores psicolégicos comdresse (Gilkin, 2005; VAN DER VEEK et al.,
2005; Dinan et al., 2006; Spiller, 2007; BARKHORDIR al., 2009).

A hipétese inflamatoéria € ainda sugerida e istdesee a alta frequéncia de sintomas associados a
Sl em pacientes com DIl (Doenca Inflamatéria Itited) em remisséo (Crentsil, 2005; spiller,
2007); inflamacdes persistentes, resultantes deqdé#rio das citocinas regulatérias como a IL-
10 (GONSALKORALE et al 2003); ao fato de queerca de 7-31% dos pacientes desenvolvem
Sll apds gastroenterite infecciosa (Spiéml, 2004; Crentsil, 2005; spiller, 2007); e ao daao n
mucosa e rompimento do equilibrio da microbiota eosal do intestino causada por infecgbes
de organismos patogénicos. Todos estes fatoresrmppa#ongar a disfuncao intestinal e levar a
Sl p6s- infecciosa (SlI-P1) (spiller, 2007).

Alguns estudos foram desenvolvidos com a finaliddeéeidentificar possiveis marcadores
genéticos de predisposicdo ou protecdo ao desémeslio desta doenca (GWEHE al, 2003;
DINAN, 2006; AKIHO et al, 2005.1; PARK& CAMILLERI, 2005). Recentemente foi sugerida
a existéncia de fatores genéticos associados @&afil base nos resultados de estudos com
diferentes abordagens: a) de agregacao familiagstjdos em gémeos e c) de associacao de
polimorfismos genéticos (HOTOLEANU et al., 2008)erire os possiveis marcadores, foram
realizados estudos para avaliar a associacdo desgde citocinas pré-inflamatorias ou
regulatorias e a Sl (GWEEt al, 2003; GONSALKORALEet al, 2003; WANGet al, 2006;
PARK&CAMILLERI, 2005; DINAN et al, 2006; BARKHORDARI et al., 2009).
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Polimorfismo em genes de citocinas e SlI

Os polimorfismos em genes de citocinas pro- e anflamatérias estdo dentre os varios
mecanismos dependentes do hospedeiro que podemedaroo desenvolvimento da Sli
(MEARIN et al., 2009). Alguns autores relatam as®sgin entre polimorfismos em genes de
citocinas e os niveis de produgéo destas molécsdgerindo papel na Sll (GONSALKORALE
et al, 2003; VAN DER VEEKet al, 2005; WANGet al., 2006; BARKHORDARI et al., 2009).

A ancestralidade genética esta entre os fatorepapem influenciar a heranca do polimorfismo
em genes de citocinas e consequentemente freqaéilélacas de polimorfismos variam entre
individuos de diferentes etnias (COX et al., 2G8OFFMANN et al., 2002; VISENTAINER et
al., 2008).

A analise do polimorfismo dos genes das citocinas eelacdo com a gravidade e a
susceptibilidade a doengas podem contribuir comt@nelimento da patogénese, heterogeneidade
clinica e apontar novos alvos terapéuticos (OLLIZEB04).

Ha autores que discordam da possibilidade de gliegrismos genéticos podem exercer algum
papel na patogenia ou etiologia da Sl (PARK & CAMERI, 2005). Entretanto, dados
crescentes sugerem que desregulacdo na produgdmalras pro-inflamatérias, como TNF, e
anti-inflamatorias, como IL-10, podem estar asstasaa polimorfismos herdados. Como
consequéncia pode ocorrer ma regulacao do proagtmmatoério, resultando numa inflamacao
persistente (COLLINS, 2005; CRENTSIL, 2005).

Van der Vekk e colaboradores (2005) observamaaor prevaléncia do gendétipo heterozigoto
G/A da posicao -308 (fendtipo previsto de alta pgish da citocina TNF) em um grupo de
pacientes com Sll comparada ao grupo controle, ariquque a frequéncia do gendtipo
homozigoto A/A (baixa secrecdo) foi similar entié &controle. Outro aspecto interessante € a
maior prevaléncia da combinacdo simultanea de gE®dtesponsaveis pela baixa secre¢édo de
IL-10 e alta secrecdo de TNF em individuos comc®tparados com controles e da SlI-D
guando comparada com as outras formas clinicas (N3, 2005; VAN DER VEEKet al,
2005).

Gonsalkorale e colaboradores (2003), analisanddtipeis de pacientes com Sl e controles
sadios, encontraram menores frequéncias do gendéi@ita producdo de IL-10 (-1082 G/G) e

maiores frequéncias do gendtipo de baixa produedb-d0 (-1082 A/A) em pacientes com SlI.
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A frequéncia genotipica de polimorfismos @6FB1 (codons 10 e 25) também foi analisada,
porém, ndo foram observadas diferencas estatistit@nsignificantes entre o grupo de pacientes
e o de individuos controles.

Wang e colaboradores (2006) investigaram a posasdgiciacdo entre os polimorfismb4o -
1082, -819 e -592 e a SII-D. Comparados com pasersiadios, pacientes com SlI-D
apresentaram maior frequéncia dos alelos -59281@ T e gendtipos da IL-10 (-819 T/T e -592
A/A) associados a predisposicdo genética a bab@ugéo desta citocina.

Recentemente, os resultados do estudo de Barkhorlacolaboradores (2009) com
polimorfismos em genes de citocinas pro-inflama®rflL-6, TNF e IL-1), mostraram que o
alelo G e o homozigoto G/G do polimorfismb-6 -174 G>C foi maior enquanto que o
heterozigoto G/C foi menor em pacientes com Slhgoacomparados com o controle. Sugerindo
gue este polimorfismo pode interferir na susceldénile a Sll, podendo desempenhar um papel

importante na patogénese desta doenca.

A Sindrome do Intestino Irritavel em diferentes pdpcoes

Alguns estudos mostram que a prevaléncia da Sihhiéas em brancos e negros, sugerindo que o
grupo étnico ndo € um fator determinante para ést@ca (Mach, 2004; PoDOVEI & KUO,
2006).

Contudo, alguns trabalhos mostram diferengcas neal@mcia da Sll em diferentes populacdes.
Em estudo realizado por Lule & Amayo (2002), a ptémcia da Sll nos 3472 negros Kenianos
foi de 8%, maior em homens e a forma clinica maevglente foi a constipacdo. A média de
idade foi 40 anos (11 - 75 anos), sendo mais peat@ha terceira década de vida.

Gwee e colaboradores (2004) estudaram 3000 indigidtom Sl em uma populacdo de
Cingapura (sul da Asia). N&o foi encontrada difgasnquanto a idade, o género e a distribuicéo
racial em relagdo a populacdo geral. A prevalédais&ll foi cerca de 10% e as pessoas com
idade inferior a 50 anos foram as mais atingidatorAa constipante foi mais comum do que a
diarréica (51% x 12,8%) nesta populagéo.

A prevaléncia de Sll em 1298 chineses de Hong Kgitigando os critérios de Roma Il foi de
3,6 % em homens e 3,8% em mulheres, sendo maial@né® em individuos classificados com
idade inferior a 30 anos (LAU et al., 2002).
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E em trabalho realizado por Dong e colaboradd?68Y), a prevaléncia da Sll em criangas e
adolescentes da China (6 a 18 anos) foi de 13,8B%@o maior nas meninas e em individuos
classificados como brancos. Estes mesmos autosesvalpam disparidade na prevaléncia entre
populacdes de diferentes areas geograficas: H@aogg14%) e em Shanghai (12%).

Em uma populacédo de 990 individuos (320 branco&earoamericanos) do estado americano
Mississippi a Sll foi 2,5 vezes mais prevalente démancos quando comparados aos
afroamericanos baseado nos critérios de Roma IG(MGTON et al, 2005).

A prevaléncia da Sll segundo os critérios de Rdinéoi relativamente baixa em iranianos
adultos (1,1%). O género feminino foi 0 mais acadeeto sintoma mais relatado foi a dor
abdominal que aliviava com a defecacdo e a mudaacaparéncia e frequéncia das fezes. A
forma clinica mais comum foi a constipacdo (52%KHOSHKROOD-MANSOORI et al.,
2009).

Além da influéncia da etnia, estas divergénciagposder atribuidas ao uso de diferentes critérios
diagnosticos (LAU et al., 2002) e influéncias deffas culturais e sociais (PODOVEI & KUO,
2006).

MATERIAL E METODOS

Selecédo da amostra

A selecdo e avaliagdo clinica dos pacientes foreatizadas no ambulatorio do C-HUPES
(Complexo Hospitalar Universitario Professor Ed8antos), na Clinica Gastro e na Clinica FTC
(Faculdade de Tecnologia e Ciéncia) na cidade dea&a- Bahia- Brasil. Os pacientes foram
acompanhados por um periodo de dois anos e segs m@ssecutivos.

Foram selecionados 55 pacientes com Sll, obedecamsl@ritérios de Roma Il e excluidas a
presenca de co-morbidades (doenca do colagendases AIDS, doencga celiaca, intolerancia a
lactose, disturbios tireoidianos). Pacientes cosaltados de exames laboratoriais realizados no
maximo um més antes da consulta, com um dos seguachados: pesquisa de leucdcitos fecais
positiva, parasitologico de fezes seriado (trésstras) positivo para helmintos ou protozodarios,
velocidade de hemossedimentacgéo elevada, anemliagnesi gravidas e pacientes submetidos a
cirurgias abdominais também foram excluidas dodest®s pacientes que concordaram em

participar da pesquisa foram convidados a assitemm de consentimento livre e esclarecido.
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O grupo controle histérico foi composto de 116 widiios aparentemente saudaveis, doadores de
sangue do STS (Servico de Transfusao de Sangud)EEHO, 2004).

Coleta de sangue

Foi coletado, de cada individuo, 5,0 mL de sangual tem tubo contendo EDTA (Acido
Etilenodiaminotetracético), que foi utilizado paratencdo de DNA gendmico pelo método de
salting-outmodificado (MILLER, 1988).

Polimorfismos genéticos

Os polimorfismos selecionados para o presente @$trdm: TNF -308G>A, TGFB1 (10T>C,
25G>C), IL10 (-1082G>A, -819C>T, -592C>A) JL6 -174G>C elIFNG +874T>A. A
genotipagem foi realizada pelo método da PCR-S®fuence Specific Primaitilizando o kit
Cytokine Genotyping TragaOne Lambda IncorporatiorDepois do processo de PCR-SSP, os
fragmentos de DNA amplificados foram separadosegbetroforese em gel de agarose 2,5% e

visualizados por coloragcdo com brometo de etgids exposicao a luz ultravioleta.

Marcadores Informativos de Ancestralidade

Foram analisados dez AlIMs, sendo um polimorfismdipim inser¢cdo/delecéo (indel): AT3-I/D;
trés insercdes Alu (APO, PV92, SB19.3), e seisnpaifismos de Unico nucleotideo (SNPs):
CKMM, FY-null, LPL, RB2300, GC-1F e GC-1S. As régs polimorficas dofoci AT3-1/D,
APO, PV92 e SB19f8ram amplificados por PCR convencional (SAIKbét 1985; MULLIS et
al., 1987).0doci GC e RB2300 apds a PCR convencional foram submetidos a diggsor
PCR-RFLP. As regides polimoérficas diogi LPL, FY-null e CKMM foram analisadas por PCR
em tempo real (RT-PCR).

RESULTADOS

Dados demogréficos e clinicos
Um total de 55 individuos com Sll e 116 controlesliyiduos doadores de sangue do Servico de
Transfusdo de Sangue) foram incluidos no estudmédia da idade do grupo de pacientes com

Sl foi 49,%14,5 anos e a mediana do grupo controle foi 400@4.2A Sll foi mais frequente no
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género feminino (76%) que no masculino (24%) erendoclinica mais comum foi a diarréica
(51%), seguida da obstipante (29%) e alternantaista (20%).

Frequencias fenotipicas do TGBL

A distribuicdo das frequéncias dos fendtipos ptesigpara o polimorfismo do geneGFB1
(c6édon 10T>C; cédon 25G>C), analisada nos grupgsmdeentes com Sll e controle, € mostrada
na Tabela 1. As frequéncias fenotipicas infericdam base na analise dos genotipos foram 0,65,
0,3 e 0,05 tanto para o grupo de pacientes congu@hto para o grupo controle, para alto,

intermediario e baixo produtor de TGFL, respectivamente.

Tabela 1- Distribuicdo das frequéncias fenotipjgaia o polimorfismo do genEGFB1 (cédor
10T>C; cddon 25G>C ) em pacientes com Sll e o gogmirole.

Sl (N=55) Controle (N=116)
N/ % N/ % valor de p
Alto produtor (36) 0,65 (76) 0,65 1,000%
Intermediério (16) 0,3 (34) 0,3
Baixo produtor (03) 0,05 (6) 0,05

3Alto/ Intermediario+Baixo; Intermediario/Alto+BaixoBaixo/ Intermediario+Alto

Frequencias fenotipicas do INF«
As frequéncias dos fendtipos previstos foram )18/ e 0,4 para o grupo de pacientes com Sll e
0,14, 0,41 e 0,45 para o grupo controle, para 4K6E), intermediarios (T/A) e baixos (A/A)

produtores de IFN: respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2- Distribuigdo das frequéncias fenotipjas o polimorfismo do gedlENG +874 T>Aem pacientes com Sll e o grupo controle.

Sl (N=55) Controles (N=116)
N/ % N/ % valor de p
Alto produtor (7) 0,13 (21) 0,18 0,387
Intermediério (26) 0,47 (41) 0,36 0,181
Baixo Produtor (22) 0,42 (52) 0,46 0,513

9Alto/ Intermediario+Baixo;°Intermediario/Alto+Baixo’Baixo/ Intermediario+Alto

fenotipicas da IL-6
As frequéncias dos fendtipos previstos foram @Q9.egara o grupo de pacientes com Sll e 0,92 e
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0,08 para o grupo controle para altos (G/G e G/Chaeos produtores (C/C) de IL-6,
respectivamente. Estes valores estdo mostradosbedarl3.

Tabela 3- Distribuicdo das frequéncias fenotipgaaa o polimorfismo do gernk-6 -308 G>Aerr
pacientes com Sll e o grupo controle.

Sl (N=55) Controle (N=116)
N /% N/ % valor de p
Alto produtor (49) 0,9 (106) 0,92 0,567
Baixo produtor 6) 0,1 (09) 0,08

Frequencias fenotipicas da IL-10

As possiveis combina¢gbes dos polimorfismos nasc¢pesi -1082, -819 e -592 formam os
haplétipos GCC, ACC e ATA. Para a anadlise estatistis genétipos foram agrupados de acordo
com os fendtipos. Deste modo, os gendtipos GCC/AECGSCC/ATA sao produtores
intermediarios, os genotipos ACC/ACC, ACC/ATA e AIBAA sdo baixos produtores e o
genotipo GCC/GCC corresponde a altos produtorgabgla 4 mostra os valores da distribuicdo

das frequéncias do fendtipo previsto para a IL-d€leestudo.

Tabela 4- Distribuicdo das frequéncias fenotippaaa 0s polimorfismos -1082G>A, -819C>F e
592C>A do gend_10 em pacientes com Sll e um grupo controle.

Sl (N=55) Controle (N=116)
N /% N/% valor de p
Alto produtor (5) 0,1 (14) 0,12 (173]
Intermediério (25) 0,45 (57) 0,5 0,627
Baixo produtor (25) 0,45 (44) 0,38 0,406

3Alto/ Intermediario+Baixo; Intermediario/Alto+BaixoBaixo/ Intermediario+Alto

Frequencias fenotipicas do TNF
A Tabela 5 mostra as frequéncia dos fendtipos gi@vipara o TNF. As frequéncias dos

fendtipos previstos de alto (G/A e A/A) e baixo @pfrodutores sao 0,16 e 0,84 no grupo de
pacientes com Sll e 0,28 e 0,72 no grupo contfolsomparacgéo das frequéncias entre 0s grupos

nao revelou diferencga estatisticamente significqot®,2108).
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Tabela 5- Distribuicdo das frequéncias fenotipigasa o polimorfismo do gene308 G>A d«
gene TNFem pacientes com Sll e um grupo controle.

Sl (N=55) Controle (N=116)
N/ % N/% valor de p
Alto produtor (9) 0,16 (32) 0,28
Baixo produtor (46) 0,84 (84) 0,72

Caracterizacdo do grupo de pacientes com SlI e dapg controle em relacdo aos Marcadores
Informativos de Ancestralidade (estimativa de misty

A estimativa de mistura para os individuos comn®iktrou contribuicdo européia de 58%, 32%
de contribuicdo africana, e 10% de contribuicdoram&. Dados semelhantes foram obtidos na
populacdo controle (p=0,1158%), com maior contribuicdo européia (46%), seguidafiicana
(35%) e amerindia (19%) (Tabela 6; figura 1).

Tabela 6- Proporcdes de contribuicdo africana, pgi@oe amerindia (estimativa de mistura) no

grupo de pacientes com Sll e controle

SII-D SII-C SII-A
Contribuigcéo M s.e m s.e M s.e
Africana 0,3085 0,0014 0,3087 0,0026 0,2999 0,0034
Européia 0,4997 10,0051 0,6626 0,0095 0,6807 0,0125

Amerindia 0,1919 0,0043 0,287 0,004 0,0195 0,0106
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Figura 1- Comparacao da estimativa de mistura galpgdo com Sll e controle
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As estimativas de mistura populacional nos subg@®ld-D, SlI-C e SlI-A estdo mostradas na
Tabela 7 e na Figura 2. Uma proporcdo de 50% deilsoitdo européia, 31% africana, e 19%
amerindia foram observadas na forma SlI-D. As farrmolinicas SII-C e SII-A foram bem
semelhantes quanto as contribuicdes das populagiestrais: 66% européia, 31% africana e
3% amerindia para a SII-C e 68% européia, 30% aafaice 2% amerindia para a SII-A. A
estimativa de mistura para as diferentes formasced mostrou que todas apresentam maior
contribuicdo européia, seguida da africana e amiarifNo entanto, a forma clinica SlI-D
apresenta menor contribuicdo européia e maior adiargjuando comparada as outras formas.
Quando comparada as proporgdes da estimativa derandas formas SlI-D e SlI-C, a diferenca

foi estatisticamente significante (p=0,f), assim como comparando as formas SlI-D e SlI-A
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(p=0,003:x?). Mas nao houve diferenca entre as formas SIISN< (p=0,8842x?) (Tabela 7 e

Figura 2).

Tabela 12- Propor¢des de contribuicdo africanayp#ii@ e amerindia (estimativa de mistura) nos
grupos das diferentes formas clinicas (SlI-D, SIEG-A)

SII-D SII-C SII-A
Contribuicao M s.e m s.e M s.e
Africana 0,3085 0,0014 0,3087 0,0026 0,2999 0,0034
Européia 0,4997 10,0051 0,6626 0,0095 0,6807 0,0125
Amerindia 0,1919 10,0043 0,287 0,004 0,0195 0,0106

Figura 3- Comparacdo da estimativa de mistura astteés formas clinicas da SII
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DISCUSSAO

O presente estudo mostra que as frequéncias farastigos polimorfismoFNF308 G>A,IL10
(-1082G>A, -819C>T, -592C>A)L6 -174G>C,IFNG +874T>A eTGFB1 (10T>C, 25G>C )

no grupo de pacientes ao serem comparadas coneegflcias observadas em um grupo de
doadores voluntarios de sangue (grupo controle)apiesentaram diferencas estatisticamente
significantes. Este resultado sugere que nao logiagdo entre estes polimorfismos e a Sll.

Dinan e colaboradores (2006) ndo observaram difasesignificativas entre os niveis séricos das
citocinas IL-10 e TNF em pacientes com Sll; no ettafoi observado aumento da IL-6 em
todos os subgrupos de pacientes com Sll quando arahgs com individuos controle. Mais
recentemente, Liebregts e colaboradores (2007)ramast que pacientes com Sll apresentaram
niveis basais significativamente mais elevados daxinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF
guando comparados com individuos controle.

Os dados obtidos no presente trabalho ndo reveldifarencas estatisticamente significantes em
relacdo as frequéncias alélicas, genotipicas difgecas dos polimorfismos nos cédons 10 e 25
do TGFB1 Estes achados concordam com os descritos previamea literatura por
Gonsalkorale e colaboradores (2003) que tambémené&ontraram associacdo @GFB1 nos
coédon 10 e cédon 25. O TGF€ uma citocina multifuncional com varias acfeddgicas e
patoldgicas, produzida por plaquetas, macrofagélsjas epiteliais (MAGNAN et al., 1994) e
células do musculo liso (PELTON et al., 1991). E#tacina pode estar associada ao aumento da
contracdo muscular (KITA et al., 1997) e os achattnékiho e colaboradores (2005.1) sugerem
gue a persisténcia dos niveis do TGE-pos-infeccdo € responsavel por manter o estado de
hipercontratilidade do muasculo liso, 0 que podelieapuma possivel associacdo desta citocina
no desencadeamento da SlI-Pl. Um achado semelfamteostrado por Gwee e colaboradores
(2003), que relataram que a expressao dapL-IJpermaneceu elevada durante trés meses em
individuos que desenvolveram SlI- Pl em comparag@oindividuos que ndo desenvolveram SlI
apos a infecgéo.

Em relacdo ao polimorfismo no gehd 0, os presentes dados corroboram os resultados de van
der Veek e colaboradores (2005) que n&o encontrag#erencas de frequéncia dos
polimorfismos ddL10 (-1082G>A, -819C>T) no grupo de Sl quando comgasaa um grupo

controle. Por outro lado, Gonsalkorale e colabaeslo(2003) observaram diferencas
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estatisticamente significantes em relacdo as frega€ dos polimorfismos no genel0 -
1082G>A,. Foi encontrado menor frequéncia dos geostde alta producdo (-1082 G/G) em
individuos com SlI, e esta diferenca foi estatstiente significante (p=0,004), divergindo do
presente estudo.
Um recente estudo encontrado de polimorfismo enegee citocinas e Sll mostrou diferencas
significantes nas frequéncias do polimorfisthé -174G>C entre pacientes e controle, sendo
oposto aos resultados do presente trabalho em éecelag ndo significancia da IL-6
(BARKHORDARI et al., 2010). Estes mesmos autores edcontraram diferencas quanto ao
TNF (-308G>A), corroborando nossos resultados erastando com o artigo previamente
publicado na literatura(VAN DER VEEK et al., 2008 que foi observadaaior prevaléncia
do gendtipo heterozigoto G/A em um grupo de paegeabm Sll comparada ao grupo controle.
Nenhum estudo foi encontrado relacionando polimmids dolFNG e SIl. O IFN-y é uma
citocina produzida pelos linfécitos T auxiliarestgm Thl, pelos linfocitos T citotdxicos e pelas
células NK. O papel principal do IFN€ a ativacdo de macrofagos (BOEHM et al., 1997;
PRAVICA et al., 1999). Foley e colaboradores (208fQeriram que esta citocina teria um papel
relevante no aumento da motilidade intestinal eaepées com SlI.
O tamanho da amostra de pacientes (55) deste gsba@ater contribuido para a ndo observacéo
de diferencas significativas entre as frequénciested polimorfismos nos dois grupos. Os
trabalhos publicados na literatura que também astnd o polimorfismo em genes de citocinas e
Sl foram realizados com diferentes nimeros deepdes: 230 (GONSALKORALE et al
2003); 111 (VAN DER VEEKet al, 2005); 43 (WANG et al., 2006) e 75 (BARKHORDARI e
al., 2010). Um dos fatores que contribuiram pamgirmero inferior de pacientes deste estudo foi
0 uso de rigorosos critérios de selecdo da amqgetrancluiam, além dos critérios de Roma llI,
exames laboratoriais e de imagem, além da ndoséclde pacientes com co-morbidades como,
por exemplo, outras doencas do trato gastroinedstiimfeccédo por HIV. Desta forma, € possivel
concluir que a amostra deste estudo foi mais beactisizada com relacdo a Sll. Os parametros
demogréficos da amostra estudada, como idade eog&#® semelhantes aos observados em
outras populacdes (Mach, 2004; Valenzwtlal, 2004).

Os resultados divergentes encontrados em difergnateslhos que estudaram os mesmos
polimorfismos podem também, serem atribuidos afesesites grupos étnicos estudados, tendo

em vista quess diferencas geograficas podem ser assoctaslasriagbes étnicas, e estas por sua vez, podem
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afetar as frequéncias dos SNP§AN DER VEEK et al, 2005) Recentemente foi sugerida a
necessidade de um estudo deste género em difeggopess étnicos e 0 uso de um controle com
o mesmo perfil étnico dos pacientes (BARKHORDAR#®2009).

Este € o Unico estudo de associacdo entre polsnuwé genéticos de citocinas e Sll cujas
amostras dos grupos de pacientes e controle foaamaterizadas quanto a marcadores genéticos
informativos de ancestralidade (Quadro |, Tabelas 20). Os resultados mostram que 0s
pacientes apresentaram maior contribuicdo eurajéigue amerindia ou africana, concordando
com dados da literatura, segundo os quais, inddgidtlassificados como brancos sdo mais
acometidos pela Sl (DONG et al., 2005; WIGINGTONag, 2005). Quando comparados ao
grupo controle, a contribuicdo africana € semethantre os dois grupos, mas mostra diferencas
entre a contribuicdo européia e, principalmenteerémdia, porém, as diferencas ndo séo
estatisticamente significantes (p=0,11%9; Desta forma, é possivel afirmar que os dois @sup
sdo semelhantes no que se refere a ancestraliéadeniga e que o grupo controle utilizado é
adequado para as comparacg0Oes feitas neste estrdmutd lado, a comparacéo das frequéncias
dos AIMs observadas em uma amostra populacionaloraita da populagdo de Salvador
(Machado, 2008) e no grupo controle revelou mewoaoitribuicdo africana neste dltimo, mas a
diferenca n&o é estatisticamente significante @82%5;X?).

Nenhum dado foi encontrado caracterizando as difeseformas clinicas da Sll quanto a
ancestralidade gendmica, portanto este também énmip trabalho a fazer este tipo de
caracterizacdo. Os resultados preliminares mogarindividuos com a forma clinica diarréica
apresentam menor contribuicdo européia e, prinoipale, maior contribuicdo amerindia em
relacdo as outras formas clinicas (forma constigadssta). Esta observacao provavelmente é
verdadeira, pois a frequéncia dos marcadores dispscta populacdo amerindia (CKMM e
PV92) e que melhor diferenciam amerindios de eauspe de africanos € maior em pacientes
com a forma diarréica quando comparada com as derfata diferenca é extremamente
significante para o marcador PV92 (p<0,0001 OR=IR2AT95% 0,09409-0,4695). Entéo, pode
ser que individuos com maior contribuicdo amerintiatham maior susceptibilidade ao
desenvolvimento da forma clinica SlI-D do que asais formas na populagdo estudada. Esta
observacdo néo foi publicada na literatura em nmahautra populacdo. Os dados de van der
Veek e colaboradores (2005) em uma populacdo eardpélandesa) mostra que a forma

diarréica foi mais frequente do que as demais fergimicas e corroboram dois estudos em
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populagcdo caucasiana que também mostram a formaideacomo a mais comum (DINAN et
al., 2006; LIEBREGTS et al., 2007).

No presente trabalho a forma constipada e mistarfdrem semelhantes em relacao a estimativa
de mistura, apresentando, ambas maiores contribwgg@opéia (Figuras 3). Gonsalkorale e
colaboradores (2003) mostram que as formas clird@séicas e mistas (ou alternante) sao
igualmente frequentes na populacao inglesa estuydaddo a forma constipada menos frequente.
Mais tarde, Spiller e colaboradores (2007) colamocam o achado de que a forma constipada
(ou obstipada) foi menos frequente na populacélesagestudada e a forma diarréica foi muito
mais frequente seguida da forma alternante. Esteégsddiscordam do estudo realizado em uma
populacdo de negros kenianos em que a constipacaocfdrma clinica mais comum (LULE &
AMAYO, 2002) assim como em uma populacdo asiat®/EE et al., 2004). Os achados do
presente trabalho e a comparacdo com dados desogtigpos sugerem que além do
desenvolvimento da Sll, a predominancia das difeseffiormas clinicas também podem ser
influenciadas pelas diferencas étnicas.

A nado aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg duacadores informativos de
ancestralidade GC e RB2300 assim como dos polismos dolFN e IL10 foram gerados por
excesso de homozigotos. Isto pode ter sido devitideda de uma amostra de conveniéncia tanto
do controle, que foram doadores de sangue, quanemubstra de pacientes. Outra explicacdo
para o excesso de homozigotos seria 0 casamerfarguraal entre individuos de um mesmo
grupo étnico direcionando o fluxo génico para a utemcdo desses gendtipos na populagao
(AZEVEDO et al, 1986).

CONCLUSAO

Os polimorfismos dos gend&NG (+874T>A), TNF (-308G>A), IL6 (-174G>C) IL10 (-
1082G>A, -819C>T e -592C>A)EGFB1(+869 T>C e +915 G>C) ndo parecem ser marcadores
de predisposi¢ao ou protecdo ao desenvolvimen&llda

A maior contribuicdo da ancestralidade européiaalisada por marcadores moleculares
informativos de ancestralidade, pode ser um fagopreédisposicdo ao desenvolvimento da Sll.
Assim como maior contribuicAo da ancestralidade rande, analisada por marcadores

moleculares informativos de ancestralidade, enviddbs com SII-D em comparagdo com as
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demais formas clinicas, pode ser um fator de pedisdo ao desenvolvimento da forma

diarréica.

Abordagens genéticas referentes a Sll ajuda aidefipatogénese da doenca, a ocorréncia de
diferentes formas clinicas, o perfil étnico dosividlos acometidos e a identificacdo de

potenciais marcadores de protecdo ou suscetibdidadioenca. Nosso estudo colabora para
melhor compreensdo da influéncia de polimorfismeséticos, em particular em genes de
citocinas, para o desenvolvimento da Sll. Além elecsprimeiro estudo a associar marcadores
genéticos informativos de ancestralidade com o reskeamento da Sll, bem como suas
diferentes formas clinicas. Futuros estudos cornmimero maior de pacientes e controles, de
diferentes etnias podera contribuir para o melhteredimento dos aspectos étnico-geogréficos.



