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1 INTRODUCAO

As citocinas sdo um grupo de proteinas multifuncionais que tém como
principal funcdo a sinalizacéo entre células do sistema imune; por apresentarem tal
caracteristica, vém se buscando relacionar as suas variagbes genéticas com as
respostas imunes individuais (JORDANIDES et al., 2000). A interleucina-6 (IL-6) é
uma citocina pleiotropica, que auxilia a coordenar as respostas do organismo contra
a infeccdo (JANEWAY et al., 2002), diferenciacéo e ativacdo de células B e T, entre
outros (KELLER et al., 1996). Um dos motivos de sua vasta acéo é a expressao de
seu receptor em muitos tecidos e células (KISHIMOTO et al., 1995).

Dentre os nucleotideos polimérficos da regido promotora do gene IL6, o
mais estudado é o -174(G>C) (OLOMOLAIYE?, WOOD e BIDWELL apud PEREIRA,
2004) cujos alelos vém sendo relacionados a predisposicéo a diversas doencas. O
alelo -174C é provavelmente o mais recente (FISHMAN et al., 1998), apresentando
frequéncia distintas de acordo com as populacdes — € mais comum em europeus e
descendentes; raro em orientais, africanos e amerindios.

Apesar de diversos estudos relacionando este polimorfismo de nucleotideo
anico (SNP) e demais variagcbes do IL6, ndo existe consenso entre 0s autores
guanto ao fendtipo determinado pelos seus alelos e/ou haplotipos. A expressao
deste gene é provavelmente influenciada pelos haplétipos do individuo e néo pelos
alelos de cada SNP individualmente (Terry et al., 2000).

Realizou-se andlise da distribuicio mundial dos SNPs -597(G>A),
-572(G>C) e -174(G>C) e seus haplotipos, visando compreender sua variagcado entre
as populacbes. Foi estabelecido protocolo para posterior tipagem da posicao

-174(G>C) numa amostra da populacao curitibana.

! OLOMOLAYIE, O. O.; WOOD, N.A.P.; BIDWELL, J.L. A novel Nlalll polymorphism in the human IL-6
promoter, European Journal of Immunogenetics , v. 25, p. 267, 1998.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA IL-6

As citocinas sao caracteristicamente pleiotrépicas e redundantes — possuem
inimeras fungdes biologicas, atuando em diversos tecidos e células, as diferentes
citocinas apresentam por vezes acdes em comum (KISHIMOTO et al., 1995). A IL-6
€ uma citocina multifuncional que auxilia a coordenar as respostas do organismo
contra a infec¢do, induzindo hepatécitos a sintese das proteinas de fase aguda
(proteina C-reativa, fibrinogénio, antitripsina-a;), supressdo da producdo de
albumina; aumentando a temperatura corporea (atuando no hipotalamo) e
mobilizando neutrofilos. (JANEWAY et al., 2002; NAKA, NISHIMOTO e KISHIMOTO,
2002). Atua também na diferenciacdo de células B e consequente producdo de
imunoglobulinas, proliferacéo e diferenciagédo de células T e, junto com a IL-1, induz
a diferenciacado destas em células T citoliticas e ativacdo das células assassinas
naturais (KELLER et al., 1996).

A IL-6 também mantém o crescimento de hepatdcitos transformados e
linhagens celulares de mieloma e em cultura de tecidos (OPPENHEIM & RUSCETTI,
1997). Induz a expresséo de receptores de interleucina 2 (IL-2R) e producgédo de
interleucina 2 (IL-2), sintese de hormdnio adrenocorticotropico, secrecado de
gonadotrofina coriénica em trofoblastos, formacdo de osteoclastos, reabsorcéo
0ssea, diferenciacéo de algumas células nervosas (KISHIMOTO et al., 1995).

Esta citocina pode ser produzida por diversos tipos celulares, linféides ou
ndo, como as células B e T, mondcitos, fibroblastos, queratindcitos, células
endoteliais, mesangiais e tumorosas. (NAKA, NISHIMOTO e KISHIMOTO, 2002).
Aproximadamente 15-35% da IL-6 circulante é produzida pelo tecido adiposo,
consequentemente obesidade esta associada ao aumento dos niveis séricos desta
citocina (VILLUENDAS et al., 2002).

A transcricdo desta molécula é fortemente regulada pelo fator nuclear de
Interleucina 6 (NFIL6), fator nuclear kappa B (NFkB), Fos/Jun, proteina celular
ligante de retinol (CRBP) e receptor glicocorticoide (TERRY et al., 2000). O fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), IL-1, endotoxinas bacterianas e catecolaminas

estimulam sua producéo; glicocorticoides e estrogénio a suprimem (HAMID et al.,



2005). O polipeptideo IL-6 humano contém 212 aminoacidos e a proteina madura,
184 (KELLER et al., 1996).

O seu receptor (IL-6R) € constituido por uma cadeia a (IL-6Ra), e uma
cadeia B transmembrana, a glicoproteina 130 (gp130, também denominada CD130).
Esta glicoproteina é expressa em muitos tecidos e € comum a transducao de sinais
de diversas citocinas, caracterizando assim, a pleitropia e redundancia das mesmas.
A IL-6 inicialmente forma um complexo com o IL-6Ra, porém a sinalizacado ocorre
apenas apoés a interacdo deste complexo com a gpl30 (KISHIMOTO et al., 1995;
NAKA, NISHIMOTO e KISHIMOTO, 2002; BOULANGER et al., 2003). Em células
gue ndo apresentam o IL-6Ra, expressando apenas gp130, a reposta biol6gica pode
ser induzida pela ligacdo do complexo formado pela IL-6 e o IL-6Ra sob forma
soltvel (KALLEN, 2002).

2.2 GENEIL6

O gene desta citocina esta localizado no cromossomo 7, regido pl5-p21,
possui aproximadamente 5 Kb, quatro introns e cinco éxons. A regido flanqueadora
5 do gene possui controle bastante complexo, indicando sua importancia;
corroborando este fato, ha cerca de 80% de identidade do promotor entre humanos
e murideos (KELLER et al., 1996).

S&o conhecidos oito nucleotideos polimérficos na regido promotora do IL6:
-1587 (T>C), -1363 (G>T), -634 (G>C), -622 (G>A), -597 (G>A), -572 (G>C),
-174 (G>C) (OLOMOLAIYE! apud PEREIRA, 2004 e MALARSTIG; WALLENTIN;
SIEGBAHN, 2007) sendo que os SNPs -597 e -174 se encontram em forte
desequilibrio de ligacdo (JORDANIDES et al., 2000; BRULL et al., 2001; CHUNG et
al., 2003; RIVERA-CHAVEZ, 2003; HAMID et al.; 2005; QI et al., 2006, MALARSTIG;
WALLENTIN; SIEGBAHN, 2007 e VELEZ et al., 2007). O SNP 614 (C>T) também se
encontra em desequilibrio de ligacdo com o -174 (MALARSTIG; WALLENTIN;
SIEGBAHN, 2007). Entre as posi¢des -392 e -373 ha um segmento rico em adenina
e timina cujo polimorfismo é referido como -373 ATy (GenBank, nimero de acesso
AF372214). Dentre estes, o polimorfismo na posicdo -174 é o mais estudado
(OLOMOLAIYE®! apud PEREIRA, 2004).



As relacdes filogenéticas entre os haploétipos formados por 31 SNPs do IL6
(Figura 1), foram estabelecidas ap0s o0 sequenciamento de uma amostra de norte-
americanos (composta por 24 afro-descendentes e 23 europeus) por LIU et al.
(2006).

FIGURA 1 - RELAQCES FILOGENETICAS DOS HAPLOTIPOS DO GENE IL6
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base nitrogenada igual a da sequiéncia ancestral (linha inferior);
- delecdes;
N  polimorfismo escolhidos para realizar a analise;
*  SNPs marcadores dos clados;
AF Frequéncias (%) haplotipicas de norte-americanos afro-decendentes (n=24);

CAU Frequéncias (%) haplotipicas de norte-americanos euro-descendentes (n=23).

Os SNPs listados na linha inferior séo, a partir da esquerda (5’ 2> 3): rs2069824, rs2069825,
rs2069827, rs1800797, rs1800796 (-597G>A), rs1800795 (-572G>C), rs2069830 (-174G>C),
rs2069832, rs2069833, rs1474348, rs2069838, rs1474347, rs1524107, rs2066992, rs2069833,
rs2069840, rs1554606, rs2069841, rs2069842, rs1548216, rs2069843, rs2069844, rs2069845,
rs2069847, 1L6#5602, rs2069860, rs2069849, rs2069852, rs2069855, 116#7592 e [16#7659. Os
ndmeros do IL6 sdo do Programs for Genomic Applications annotated sequence.

FONTE: LIU et al., 2006.

Em outros estudos do IL6 podem ser observados mais haplotipos formados
por estes mesmos SNPs, porém nenhum destes trabalhos abrange tantos
polimorfismos quanto LIU et al. (2006) (JORDANIDES et al., 2000; OTA et al., 2001;
VILLUENDAS et al., 2002; TERRY et al., 2000; CHUNG et al., 2003; PARK et al.,
2003; RIVERA-CHAVEZ et al., 2003; KOMATSU et al., 2004; CHANG et al., 2005;
HAMID et al., 2005; NOPONEN-HIETALA et al., 2005; TRAJKOV et al., 2005;



BROWN et al., 2006; QI et al.,, 2006; SARUHAN-DIRESKENELI et al., 2006;
COURTIN et al., 2007; KAUR et al., 2007; VELEZ et al., 2007). Nestes estudos 0s
SNPs mais freqientemente abordados séo -597 (G>A), -572 (G>C) e -174 (G>C); o

Quadro 1 apresenta as frequéncias dos haplétipos por eles formados, sendo

possivel notar a existéncia de variacdo entre as populagdes mundiais, bem como

entre 0s grupos de pacientes e controles. (ver topico 2.2.1.2).

QUADRO1 - FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS DA REGIAO PROMOTORA DO IL6 EM
DIFERENTES AMOSTRAS POPULACIONAIS

AMOSTRA Pacientes/Controles (n) HAPLOTIPOS (-597, -572, -174)
POPULACIONAL ACC ACG AGC AGG GCC GCG GGC GGG
Criancas Infeccdo por HTLV-1(20) - 0,033 - - - 0,200 - 0,767
Jamaicanas® Controles (112) - 0,049 - - - 0061 - 0,890
Norte-Americanos?| (49) - - 0,276Y - - 0,163Y - 0561®
Norte-Americanos | Prematuros (149) 0,30 0,07 0,56
Caucaséides’ Gravidez completa (347) 0,31 0,06 0,60
Norte-Americanos | Prematuros (76) 0,07 0,07 0,83
Afro-decendentes® | Gravidez completa (321) 0,11 0,06 .. 0,78

. Periodontite Cronica (112) | - - - - - 0,795 - 0,205®
Japoneses o

Controles (77) - - - - - 0,740M - 0,260

Coreanos® 1086 0,002 - - - - 0259 - 0,739
Dinamarqueses Diabetes Tipo 2 (1313) - - 0464 - - 0,050 0,009 0,477
Caucaso6ides® Glicose-tolerantes (4181) - - 0463 - - 0,042 0,013 0,486
Finlandeses’ Controles (179) - - 0544 X - 0,044% x 0,406
Ingleses® (182) - - 0,404 0,003 0,005 0,052 - 0,536
Escoceses’ (73) - - 0432 - - 0,041 0,014 0,514
Espanhois Hiperandrogenia (85) - - 0,318 - X X x 0,559
Caucasoides® Controles (25) - 0,580 - X x x 0320

FONTE:'BROWN et al., 2006; “RIVERA-CHAVEZ et al.,

2003; °*VELEZ et al., 2007, "KOMATSU et al.,

2004; *CHUNG et al., 2003; ®HAMID et al., 2005: 'NOPONEN-HIETALA et al., 2005; *TERRY
et al., 2000: >JORDANIDES et al., 2000; *°VILLUENDAS et al., 2002.

NOTA: @

dado inferido pela autora;

- dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento numeérico;
dado nao disponivel na referéncia;
x haplétipo presente na populagéo, porém dado nao especificado na referéncia.




2.2.1 Polimorfismo do Gene IL6, Posicdo -174

O alelo -174C ¢é provavelmente o mais recente; em primatas (trés
orangotangos, trés chimpanzés e trés gorilas) encontrou-se apenas o alelo -174G
(FISHMAN et al., 1998). A influéncia destes polimorfismos na quantidade de citocina
circulante, ndo esta clara, havendo divergéncia de resultados. (FISHMAN et al.,
1998; TERRY et al., 2000; BRULL et al.,, 2001 e RAVAGLIA et al., 2005); estudos
apos cirurgia de enxerto de desvio de artéria coronaria sugerem que, apesar dos
individuos de ambos o0s gendtipos atingirem picos equivalentes de IL-6, o tempo
transcorrido até atingi-lo € maior nos pacientes com genoétipo -174G/G (BRULL et al,
2001). Possivelmente existe um repressor alelo-especifico ao -174C entre as regides
-550 e -211 ou +13 e +61 (TERRY et al., 2000).

Segundo TERRY et al. (2000) a expresséo deste gene é influenciada pelo
conjunto das variacdes dos SNPs (isto é, os haplotipos), ndo pelos alelos de SNPs
individuais. Os haplétipos de menor expressao in vitro que contém o alelo -174G
ocorrem em aproximadamente 5% da populacdo, consequentemente, estudos que
consideram apenas o polimorfismo -174G>C, associariam o alelo -174C a menor

produtividade.

2.2.1.1 Patologias relacionadas ao SNP IL6 -174 G>C

A interleucina 6 induz mudancas fisiolégicas favorecendo um estado
catabdlico, consequentemente os individuos que possuem o alelo -174G séo
propensos a niveis menores de colesterol HDL2 e maiores niveis de acidos-graxos
livres no plasma e trigliceridios VLDL (lipoproteina de densidade baixa) totais
(FERNANDEZ-REAL et al.; 2000). Considerando-se que 0s humanos modernos
permanecem geneticamente adaptados ao estilo de vida pré-agricultura, cacador-
colhedor, FERNANDEZ-REAL e RICART (1999) sugerem que fendétipos
relacionados a pré-disposicdo a inflamacdo, bem como a resisténcia a insulina,
teriam sido selecionados positivamente por serem benéficos em um ambiente em
gue havia pouca disponibilidade de gorduras saturadas, predominancia de fibras e
proteinas, bem como periodos de escassez e mais atividade fisica, com expectativa

de vida de 35 anos — seriam benéficos as respostas a doencas e a fome, provendo



substrato ao metabolismo cerebral. Atualmente, o habito sedentario e a dieta rica em
carboidratos, gorduras saturadas e pobres em fibras, estas propriedades podem
acarretar problemas de saude.

O alelo -174G foi relacionado a incidéncia de derrame isquémico em
pacientes italianos (POLA et al.,, 2003; FLEX et al., 2004) principalmente quando
associado ao gendétipo EE do ICAM-1 (gene da molécula de adesao intracelular-1)
(POLA et al., 2003). Apesar de nao influenciar a ocorréncia de lupus eritematoso
sistémico, este alelo predispde a certas manifestacdes clinicas e imunologicas
(lesbes discoidais e anticorpos anti-histona) (SCHOTTE et al., 2001). O mesmo é
observado em relacdo a Sindrome primaria de Sjégren, na qual a variacdo alélica
influencia apenas a ocorréncia de manifestacdes extraglandulares da sindrome, para
as quais a presenca do alelo -174G acarreta maior risco (HULKKONEN et al., 2001).

O gendtipo -174C/C esta associado com menor reabsorcéo 0ssea (CHUNG
et al., 2003) e possivelmente a ocorréncia de Diabetes tipo 1 em mulheres, devido a
atuacdo do estrogénio (GILLESPIE et al., 2005). O alelo -174C foi relacionado a
susceptibilidade ao céancer colo-retal, em espanhdis (LANDI et al., 2003), céancer
cervical em brasileiras (SOUZA et al., 2006) e ao cancer de mama em alemas e
austriacas, neste caso, com maior risco para as portadoras de genoétipo homozigoto
do que de heterozigoto (HEFLER et al. 2003). Sua presenca também foi relacionada
ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares em suecos (LIU et al., 2006) e
abortos espontaneos recorrentes em uma populacdo de mulheres brasileiras
caucasoides (LINSINGEN et al, 2005), porém DAHER et al. (2003). e PRIGOSHIN et
al. (2004) ndo encontraram tal associacdo em populacfes caucasoides brasileira e
argentina respectivamente.

O gendtipo -174 C/C tem potencialmente efeito protetor a patogenicidade da
artrite cronica juvenil sistémica (FISHMAN et al. 1998), o alelo -174C ao
desenvolvimento de Pénfigo Foliaceo Endémico (PEREIRA, 2004; PEREIRA et al.,
2004) e do Linfoma de Hodgking antes dos 50 anos de idade (COZEN et al., 2004).

Ha divergéncia quanto a relacdo entre o polimorfismo e a ocorréncia de
Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2), relacionando-se por vezes um alelo ou o outro a
susceptibilidade a doenga (VOZAROVA et al., 2003; MOHLIG et al., 2004; HAMID et
al., 2005; HUTH et al., 2006 e QI et al., 2006). Baseando-se em resultados proprios



e meta-andlise de outros estudos, QI et al. (2006) sugeriram que nado haveria
associacao de tal variacdo polimorfica e a ocorréncia da DMT2.

Os trabalhos realizados com pacientes com periodontite, também
apresentam resultados divergentes (TREVILATTO et al., 2003; BABEL et al., 2006 e
SETTIN et al., 2006). Em japoneses, ndo se encontrou polimorfismo para os SNPs
-597 e -174, mas o alelo -373 AgT1; foi relacionado com menor susceptibilidade a

periodontite e menores niveis séricos de IL-6 (KOMATSU et al., 2005).

2.2.1.2 Patologias relacionadas aos haplotipos da regido promotora do gene IL6

Os polimorfismos das posicbes -597 e -174 foram relacionados a
hiperandrogenia e ovario policistico. Individuos homozigotos para os alelos -597A e
-174C estavam protegidos contra a ocorréncia de excesso de androgénio, enquanto
os alelos -597G e —-174G foram associados a maiores niveis seéricos de IL-6 e
17-hidroxiprogesterona, além de hiperatividade do eixo adrenal (VILLUENDAS et al.,
2002). BROWN et al. (2006), obtiveram o haplotipo GGG (posi¢des -597, -572 e
-174 respectivamente) em maior frequéncia em criangas ndo infectadas por Virus
Linfotropico T Humano Tipo | (HTLV-1) e o haplotipo GCG associado a ocorréncia
da infeccdo. Em finlandeses a maior presenca do haplétipo GGGA (respectivamente
as posicoes -597, -572, -174 e 15 - exon 5) bem como dos alelos 15A (exon5) e
15G, posigles -597 e -174, foi significativamente maior em pacientes de doenca de
disco intervertebral (NOPONEN-HIETALA et al., 2005).

O alelo -597A, que esta em forte desequilibrio de ligacdo com o -174C
(JORDANIDES et al., 2000; BRULL et al.,, 2001; CHUNG et al., 2003; RIVERA-
CHAVEZ, 2003; HAMID et al.; 2005; QI et al., 2006, MALARSTIG; WALLENTIN;
SIEGBAHN, 2007 e VELEZ et al.,, 2007), foi relacionado a susceptibilidade de
infeccdo da cavidade amnibdtica e consequente aumento de concentragdo da IL-6 em
norte-americanos caucasoides, acarretando em nascimentos prematuros. Esta
relacdo ndo foi encontrada para norte-americanos afro-descendentes nem para 0s
outros quatro SNPs do IL6, dentre eles -572 e -174 (VELEZ et al.,2007).

MALARSTIG, WALLENTIN e SIEGBAHN (2007) analisaram oito SNPs do
IL6 (-1587 T>C, -1363 G>T, -597 G>A, -572 G>C, 614 C>T, 4835 G>A e 5908 G>A)
e encontraram apenas associacdo do genotipo -572G/C com niveis plasmaticos de



IL-6 mais elevados (ndo haviam individuos -572C/C) em pacientes de Sindrome
Aguda Coronaria, ndo havendo a mesma relacdo para os demais SNPs ou nos
individuos saudaveis. Apesar do alelo -572C deste SNP ser mais frequente na
populacdo japonesa (q = 0,740) KOMATSU et al. (2005) ndo observaram sua
influéncia nos niveis séricos de IL-6, mas eles sugerem a possibilidade do alelo -373
A10T10, com o qual se estava em desequilibrio de ligacéo, estar interferindo. Por sua
vez, RIVERA-CHAVEZ et al. (2003) encontraram para a populacéo norte-americana
associacdo apenas dos alelos -597G e -174G (na amostra em questdo, sO foram
encontrados haplotipos GG ou AC para estas posi¢cdes) com a maior producao de
IL-6, e sugerirem que neste estudo as variagdes do -373 AT,y e -572 provavelmente

nao interferiram na expressao do IL6.

2.2.1.3 Polimorfismos em populagdes

A distribuicdo dos alelos da posicdo -174 é heterogénea (Tabela 1);
populacdes de origem oriental, africana, amerindia, aborigine e mexicana tém uma
frequéncia alta do gendtipo -174G/G e geralmente ndo se encontram individuos
homozigotos -174C/C destas etnias. O alelo -174C é mais comum em populacdes
européias, como ltalia, Finlandia, Escécia, Alemanha e Austria, (PARRA-ROJAS et
al., 2006).
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TABELA1 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICA PARA O SNP -174 DO GENE IL6 EM
DIFERENTES POPULACOES MUNDIAIS
Continua
COMPOSICAO | POPULAGAO | N o | e | cc | q
Afro-decendentes Jamaicanos® 112 112 - - -
Amerindios Pima’ 114 114 - - -
Japoneses® 189 189 - - -
Chineses” 83 83 - - -
Coreanos® 1107 1102 5 - 0,002
Chineses® 259 258 1 - 0,002
Sul-Africanos Zulu* 86 85 1 - 0,006
Coreanos’ 123 119 4 - 0,016
Bengalis® 32 30 2 - 0,031
Orientais Norte Americanos’ 29 27 2 - 0,034%
Afro-decendentes Caribenhos™ 101 92 9 - 0,045%
Mexicanos® 40 36 3 1 0,062
Aborigenes Australianos® 107 940 120 1@ 0,065
Afro-decendentes Norte-Americanos’ 56 45 10 1 0,107%
“Hispanicos” Mexicanos™ 100 77 23 - 0,115
74% Arabes Omanis* 80 61 18 1 0,125
Afro-decendentes Norte-Americanas®? 321 0,13
Indianos Gujarati*® 115 85 28 2 0,139%
Amerindios mestigos Pima® 31 22 9 - 0,145%
Mulatos Brasileiros™ 61 419 180 2® 0,180%
Brasileiros™ 64 40 24 0 0,188%
Hispanicos  Norte-Americanos™ 24 18 3 3 0,188%
Indianos™® 121 82 31 8 0,194%
Brasileiras’’ © 253 148 102 3 0,213%
Turcos™®®@ 169 109 46 14 0,219
. Turcos™ 108 57 45 6 0,264
84% Caucas6ides Brasileiros™ 420 232 153 35 0,265
ltalianos e Franceses®* 317 169 120 28 0,278%
Colombianos®* @ 325 0,282%
Macedonio® 125 63 51 11 0,292
Caucasoides Argentinas®* @ 92 84 8 0,295®
Caucasoides Brasileiros™ 119 59 45 15 0,315
Espanhdis® 311 145 133 33 0,320
Russos “Basquiria*® 345 153 155 37 0,332
Caucasoides Norte-Americanas*? 347 0,34
Austriacas?’ 94 43 35 16 0,356%
Austriacos®® 214 76 108 30 0,393
Caucasdides Ingleses’ 383 144 169 70 0,403
Caucasoides Australianas® 112 36 61 15 0,406
Escoceses® 1109 375 549 185 0,414%
Caucasoides Alemaes™ 91 27 52 12 0,418%
Ingleses* 2560 827 1263 470 0,430
Caucasoides Catalos? 118 34 65 19 0,436
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TABELA1 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICA PARA O SNP -174 DO GENE IL6 EM
DIFERENTES POPULACOES MUNDIAIS
conclusao
COMPOSIGAO | POPULAGAO | N |66 | eec | cc | q

Noruegueses™ 175 61 750 39 0,437Y
Escoceses™ 73 0,445(1)
Poloneses® @ 188 59 87 42 0,455%

Caucasoides Irlandeses do Norte® 100 30 48 22 0,460
Caucasoides Alemaes™® 158 47 76 35 0,462%
Ingleses e Suecos® 244 71 120 53 0,463%

Alemaes® 376 97 208 71 0,465
Caucasoides Dinamarqueses*® 4401 1246 2133 1022  0,475%

Egipcios® @ 98 5 87 6 0,505

Caucasoides Italianos™ 223 56 99 68 0,527
Caucasoides Finlandeses*" ? 400 81 201 118 0,546
Caucasoides Finlandeses*® 337 101 167 69 0,547%

Alemaes* 214 44 104 66 0,551

FONTE:" BROWN et al., 2006; ° VOZAROVA et al., 2003; ° KOMATSU et al., 2005; * MEENAGH et al.,
2002;°> CHUNG et al., 2003;° ZHAI, R.; LIU, G.; YANG, C. etal., The Gto C polymorphism at -
174 of the interleukin-6 gene is rare in Southern Chinese population. Pharmacogenetics , v.
11, p. 699-701, 2001. in PARRA-ROJAS et al., 2006; ' CHANG et al., 2005; > MOSCOVIS et
al., 2006; "HOFFMANN et al., 2002; **FISHMAN et al., 1998; 'PARRA-ROJAS et al., 2006;
12\VELEZ et al., 2007; ** JENG et al., 2005; ** PEREIRA et al., 2004; > GUIMARAES et al.,
2007; *®*KAHUR et al., 2007; Y"SOUZA et al., 2006; ®KARAHAN et al., 2005; **SARUHAN-
DIREKENELI et al., 2006; °PIERONI et al., no prelo; “*KELBERMAN et al., 2004; ?’HENAO et
al., 2006; *TRAJKOV et al., 2005; *’PRIGOSHIN et al., 2004; °LANDI et al., 2003; *DANIKO
et al., 2007 ; ’WALCH et al., 2004; *GREISENEGGER, E.; ENDLER, G.; HAERING, D. et al.

The (-174)G/C polymorphism in the interleukin-6 gene is associated with severity of acute
cerebrovascular events. Thrombosis Research , v. 110, p. 181-186, 1997. in PARRA-ROJAS
et al., 2006; *ANNELLS et al., 2005: *®BASSO et al., 2002; **SPRIEWALD et al., 2005;
2HUMPHRIES et al., 2001; **OPDAL: ROGNUM., 2007; **JORDANIDES et al., 2000:
*DROZDZIK et al., 2005; **SCHOTTE et al., 2001; ¥ MOHLIG et al., 2004: **HAMID et al.,
2005; *°SETTIN et al., 2006:; “°FLEX et al., 2004 ; ““WANG et al., 2001; “*HULKKONEN et al.,
2002 : “*EKLUND et al., 2003; **REICH et al.; 2003.

NOTA: q frequéncia relativa do alelo -174C;
- dado numérico igual a zero néo resultante de arredondamento numérico;
dado néo especificado na referéncia
@ Dados inferidos pela autora com base na referéncia.
@ Informacdes de estudo paciente/controle agrupadas, permitida pela variacao nao significativa.
® Dados n&o se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg.

2.3 POPULACAO PARANAENSE

Até a independéncia do Brasil, a populacdo paranaense havia sido
composta basicamente pelos amerindios (em sua maioria Guarani e Kaingang),
portugueses e em menor proporcao por africanos (principalmente angolanos e

banto-congoleses) e espanhdis. Apds este evento, europeus, principalmente
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alemaes, franceses e de outras populagdes de mesmos idiomas, foram colonizando
o Parana e outras localidades do pais (MICHAELE, 1969).

Foi na segunda metade do século XIX que houve um aumento da imigracao,
cujos pontos altos foram antes e depois da 12 Guerra Mundial. Neste periodo vieram
0Ss povos eslavos, principalmente poloneses e ucranianos, depois destes, o0s
italianos, povos de etnia arabe (sirios, libaneses, egipcios entre outros), holandeses
e japoneses (MICHAELE, 1969).

A distribuicdo da populacéo residente no Parana, por cor, de acordo com o
Censo Demografico 2000, é de 77,2% branca, 2,8% preta, 18,3% parda, 0,9%
amarela e 0,3% indigena; na capital Curitiba, 84,4%, 2,5%, 11,3%, 1,1% e 0,3%,
respectivamente — exclusive a populacdo com declaracdo de cor ignorada (IBGE,
2004b). O estado possui um total de 9.564.643 habitantes e na capital 1.587.315
residentes (IBGE, 2004a).

PROBST et al. (2000) estimaram a miscigenacgdo de caucasoides e mulatos
paranaenses (tabela 2) através dos polimorfismos dos genes HLA-A, HLA-B, HLA-C,
HLA-DR e HLA-DQ classicos, cuja frequéncia alélica e haplétipos sdo bastante

distintos entre as popula¢des, permitindo a analise das origens e miscigenacao das

populacoes.
TABELA2 - ANCESTRALIDADE DAS POPULACOES CAUCASOIDE E MULATA

PARANAENSES

CONTRIBUICAO RELATIVA EM

POPULACAO ANCESTRAL Caucasoides Mulatos
Europeus 0,8057 £ 0,069 0,4177 £ 0,065
Africanos Sub-Saarianos 0,1247 + 0,064 0,4950 + 0,060
Amerindios 0,0695 + 0,010 0,0873 + 0,011

FONTE: PROBST et al., 2000.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANALISE DE AMOSTRA DA POPULACAO CURITIBANA

Utilizou-se amostras do conjunto de DNAs denominado Painel do
Laboratério de Genética Molecular Humana, obtidos entre 1994 e 2006, composto
por aproximadamente 200 individuos voluntarios residentes em Curitiba. O DNA foi
extraido de sangue periférico, pelo método fenol-cloroférmio, adaptado do protocolo
do XllI Workshop Internacional de Histocompatibilidade (HURLEY et al., 1998).
Utilizou-se o0 método PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismo
de Comprimento dos Fragmentos de Restricdo) para a tipagem alélica.

Neste estudo inicial, visando posterior tipagem de toda a amostra
populacional da regido metropolitana de Curitiba, cujo DNA encontra-se estocado no
Laboratorio de Genética Molecular Humana, foram analisados 31 individuos néo
relacionados, sendo oito membros do laboratério e 23 selecionados ao acaso (25
caucasotides e 6 amostras de outras etnias). Foram selecionadas outros seis
individuos como controles, cujo gendtipo ja era conhecido (PEREIRA, 2004) pois
fazem parte do conjunto de controles de estudos de Pénfigo Folidceo Endémico.

3.1.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismo de Comprimento dos
Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP)

A PCR foi feita com volume de 10 pyL por amostra, contendo 0,35 U de Taq
DNA Polymerase (Invitrogen), 1 uL de tampé&o sulfato (67mM Tris-HCL pH 9,0,
160 mM (NH,)2, 0,1% Twin 20), 0,15 mM de desodxi-ribonucleotideo (ANTP), 1,5 mM
de MgCl ,, 0,8 yM de cada oligonucleotideo iniciador, 4 ng de DNA e &gua
bidestilada e deionizada completando o volume. As solu¢des foram submetidas a 40
ciclos de desnaturacao (94<C, 30s), hibridizacdo (4 7C por 30s) e extensao (72°C,
60s), adaptado de TSENG et al., 2002 e PEREIRA, 2004.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram IL6Bsll (5’ ttg tca aga cat
gcc aaa gtg cGg ag 3’) da sequéncia AF048692 do GenBank e IL6rBsll (5’ gtg caa

tgt gac gtc cCt tag cat 3’), sendo que, com objetivo de criar um sitio monomorfico
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para verificar a restricdo, foram substituidas bases (em letras maisculas) nos
oligonucleotideos iniciadores, conforme TSENG et al., 2002 e PEREIRA, 2004.
Posteriormente, 6 pyL da solucdo do DNA amplificado foi incubado com 1,6
unidades de endonuclease de restricao Bsll (New England BioLabs Inc.) em tampao
NEB 3 (100 mM NaCl, 50 mM Tris-Hcl, 20 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7,9) a 55T por
2h15. Estes produtos de digestdo foram misturados com 1,2 uL de corante e
submetidos a eletroforese em gel de agarose ultrapurificada a 4% a 100 volts por
30min seguidos por 45min a 75 volts (ver figura 1). O gel foi revelado em brometo de

etideo 0,7 mg/ml e visualizado por transiluminador de luz ultra-violeta.

FIGURA2 - IDENTIFICAGCAO DOS GENOTIPOS DE IL6 -174 ATRAVES DE PCR-RFLP COM
Bsll
M1234N MeN - marcadores de peso molecular
1 - produto amplificado ndo digerido
2-4 — fragmentos de restricdo, apds digestao
com Blsl

194 — FONTE: TSENG et al., 2002 (adaptado)

NOTA: ap6s a digestdo formam-se fragmentos de
restricdo com 136 e 20 pb para o alelo -174G, 117,
20 e 19 para o alelo -174C, sendo visualizados em
gel apenas 0s maiores.

118 —

=

GG CG CC

3.1.2 Andlise Estatistica

ApoOs a leitura dos géis, a contagem dos gendtipos foi realizada através do
Microsoft Office Excel 2003. A analise das frequéncias alélica e genotipica, bem
como a verificacdo de equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada com auxilio do
programa Arlequin v. 2.000 (SCHNEIDER; ROESSLI; ESCOFFIER, 2000). Analisou-
se a amostra total e também os subgrupos caucasoéide e ndo caucasoide. Esse
ultimo néo foi subdividido devido ao diminuto tamanho amostral.

As frequéncias alélicas obtidas foram comparados com outras amostras da
populacdo brasileira atraveés do algoritmo metropolis, utilizando-se o programa RxC
(MILLER, 1997). O limite de significancia adotado foi P=0,05.
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3.2 ANALISE DA POPULACAO MUNDIAL

Na revisdo da literatura buscou-se abranger o maior numero de populacdes
possivel, preferencialmente em equilibrio de Hardy-Weinberg e com descricdo da
amostra. Visando satisfazer estes critérios, foram incluidas amostras de estudos
caso-controle, cujos controles foram descritos como individuos sem doencas
cronicas, provenientes de amostragem aleatoria, ou escolhidos apenas por
caracteristicas relacionadas ao sexo, habitos e idade. Em alguns estudos nos quais
a variacao entre os grupos de pacientes e controles nao foi significativa, uniu-se as
frequéncias absolutas de ambos os grupos, desde que a variagdo nao significativa
nao fosse um efeito do tamanho amostral — este procedimento esta indicado ao lado
dos dados.

A falta de coeréncia de dados foi utilizada como critério de exclusdo, sendo
verificado a correspondéncia das frequéncias alélicas e genotipicas com os valores
relativos e/ou absolutos apresentados nos artigos.

As informacdes de composicao étnica das populacdes, quando disponiveis,
também foram acrescentadas ao levantamento, visando maior detalhamento.

Posteriormente, os dados foram refinados, selecionando-se duas amostras
para cada subgrupo étnico dos paises, priorizando-se maior tamanho amostral e
estudos populacionais. As frequéncias alélicas, quando ndo informadas no estudo,
foram calculadas através do algoritmo q=(GC+2CC)/2N ou g=/(CC/N) se a amostra
estivesse em Equilibrio de Hardy-Weinberg e ndo houvesse outra informagdo mais
confiavel. Frequéncias genotipicas apresentadas na forma de porcentagem foram
convertidas em frequéncias absolutas.

O calculo das médias e variancia das frequéncias alélicas dos continentes

foi feito manualmente.

4.2.1 Analise Haplotipica
Realizou-se o0 levantamento das frequéncias haplotipicas mundiais

encontradas para os SNPs -597G>A, -572G>C e -174 G>C, pois dentre os estudos
de haplétipos do IL6, a maioria esta voltada a estes trés SNPs.
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A andlise da distribuicdo mundial destes haplotipos foi realizada com base
em dez estudos cuja frequéncia haplotipica estava especificada. Estas informacdes
foram comparadas com a filogenia do IL6 apresentada por LIU et al. (2006) (Figura
1) que possui apenas trés dos oito haplétipos encontrados mundialmente. Assim foi
necessario realizar também o levantamento de frequéncias alélicas dos SNPs -597 e
-572 para permitir inferéncias sobre a origem dos outros cinco haplotipos.
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4 RESULTADOS

4.1 POPULACOES BRASILEIRAS

17

O conjunto dos gendtipos dos 31 individuos tipados neste estudo estavam

em equilibrio de Hardy-Weinberg (P=0,551, + 0,00049), bem como na amostra
caucasoide (P=0,553, + 0,00049) e ndo-caucasoide (P=1, + 0,000).

Analisando-se as frequéncias alélicas deste estudo e de outras amostras da

populacdo brasileira (Tabela 3), ndo ha diferenca significativa entre todas elas

(P=0,130; + 0,015957), mas comparando-se duas a duas (Quadro 2), a amostra

caucasoide 7 difere significativamente da de mulatos (2) e da amostra de Minas

Gerais (3). Nenhuma das amostras deste estudo diferiu das demais.

TABELA3 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICA DA POSICAO -174(G>C)
EM AMOSTRAS DA POPULACAO BRASILEIRA

N° Composicéo Estado N G/IG G/C C/C q

1  N&o-caucasoides PR! 6 5 1 - 0,083
2 Mulatos MS e PR?? 61 41" 18® 2® 0,180
3 MG* 64 40 24 0 0,188
4  81% Caucasoide PR' 31 21 8 2 0,194
5 Caucasobides PR 25 16 7 2 0,220
6 84% Caucasobides sp°@ 840 449 325 66 0,272
7 Caucasdide  MS e PR? 119 50 450 150 0315

FONTE: " este estudo; PEREIRA, 2004; ° PEREIRA et al., 2004; * GUIMARAES et

al. 2006; °PIERONI et al., no prelo.

@ Dados inferidos pela autora com base na referéncia.

@ Informac6es de estudo paciente/controle agrupadas, permitida pela variacdo néo
significativa.

... composi¢cao ndo especificada na referéncia.

QUADRO 2 - VALORES DE P (PROBABILIDADE) RESULTANTES DA
COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS DA
POSICAO -174(G>C) ENTRE AMOSTRAS DA
POPULACAO BRASILEIRA
AamosTRA® | 1 | 2 | 3 | a4 | 5 | 6

2 0,6975

3 0,6936 1,0000

4 0,6805 0,8421 1,0000

5 0,6818 0,6873 0,6849 0,8198

6 0,3266 0,0939 0,1371 0,3064 0,6430

7 0,3145 0,0368 0,0467 0,3216 0,3960 0,3157

“NUmeros referentes as populacées da Tabela 3.

17



18

4.2 POPULACOES MUNDIAIS

Houve grande variagdo nas frequéncias do alelo -174C entre populagdes,
estando esse alelo presente principalmente nas populacdes européias (Tabela 4).
Sua maior ocorréncia é na Finlandia, sendo ausente em algumas amostras da
populacdo oriental, afro-decendente e amerindia. Existe um gradiente na sua
distribuicdo, com sua ocorréncia diminuindo quanto maior a distancia em relacéo ao
centro europeu.

A amostra da populacdo egipcia também possui o alelo -174C com
frequéncia alta (q=0,505), porém 87 dos 98 individuos tipados sdo heterozigotos,
estando significativamente fora do equilibrio de Hardy-Weinberg. Provavelmente
ocorreram erros de analise dos genotipos nesta populacao e/ou erros na escolha da
amostra. Efeito fundador e de deriva poderiam explicar a elevada frequéncia alélica,
porém nao justificam o expressivo numero de heterozigotos. Em nenhum outro local
foi encontrado frequéncias genotipicas tdo destoantes do equilibrio de Hardy-
Weinberg, assim dificilmente a selecdo natural atuando sobre este SNP é forte o
suficiente para provocar um desequilibrio tdo grande.

Os outros polimorfismos do IL6 sdo menos estudados, havendo poucos
dados populacionais para os SNPs -597G>A e -572G>C (Tabela 5). Em japoneses
apenas a posi¢ao -572 é polimorfica, possuindo a frequéncia de -572C muito maior
gue nas demais populacdes. Os alelos da posicédo -597 possuem uma distribuicéo
semelhante aos da posicdo -174, as frequéncias do -597A nas populacoes
coincidem com as do -174C, sendo alelos que sdo descritos como estando em
desequilibrio de ligagcdo (JORDANIDES et al., 2000; BRULL et al., 2001; CHUNG et
al., 2003; RIVERA-CHAVEZ, 2003; HAMID et al.; 2005; QI et al., 2006, MALARSTIG;
WALLENTIN; SIEGBAHN, 2007 e VELEZ et al., 2007).
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TABELA 4 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICA PARA O SNP -174 DO GENE IL6 EM
DIFERENTES POPULACOES MUNDIAIS, AGRUPADAS GEOGRAFICAMENTE

Continua
COMPOSICAO |  POPULAGAO N |ec | e | cec | q
Américas s?=0,113 0,173%
Mulatos Brasileiros® 61 419 18® 2® 0,180%
Brasileiros? 64 40 24 0 0,188%
Brasileiras® © 253 148 102 3 0,213%
Caucasoides Brasileiros® 420 232 153 35 0,265
Caucasoides Brasileiros® 119 59 45 15 0,315
Caucasoides Argentinas® @ 92 84 8 0,295%
Colombianos®® 325 0,282"
Afro-decendentes Jamaicanos’ 112 112 - - -
Afro-decendentes Caribenhos® 101 92 9 - 0,045%
Mexicanos® 40 36 3 1 0,062
“Hispanicos” Mexicanos™ 100 77 23 - 0,115
Orientais  Norte Americanos™ 29 27 2 - 0,034®
Afro-decendentes  Norte-Americanos™ 56 45 10 1 0,107%
Afro-decendentes  Norte-Americanas™ 321 0,13
“Hispanicos”  Norte-Americanos™ 24 18 3 3 0,188"
Caucasoides  Norte-Americanas™ 347 0,34
Caucaséides  Norte-Americanos™* 186 75 81 30 0,380%
Amerindios mesticos Pima™ 31 22 9 - 0,145%
Amerindios Pima'® 114 114 - - -
Asia s?=0,119 0,110%
Japonesesl4(2) 189 189 - - -
Coreanos™ 1107 1102 5 - 0,002
Coreanos™ 123 119 4 - 0,016
Chineses’® 83 83 - - -
Chineses"’ 259 258 1 0,002
Bengalis® 32 30 2 - 0,031
Indianos® 115 85 28 2 0,139
Indianos®® 121 82 31 8 0,194"
74% Arabes Omanis® 80 61 18 1 0,125
Turcos®® @ 169 109 46 14 0,219
Turcos® 108 57 45 6 0,264
Russos “Basquiria”® 345 153 155 37 0,332
Europa s?=0,071 0,430
Macedonio® 125 63 51 11 0,292
Poloneses® @ 188 59 87 42 0,455%
Caucasoides Alem&es® 91 27 52 12 0,418%
Alemaes® 214 66 104 44 0,449
Caucasoides Alemaes?’ 158 47 76 35 0,462
Alemaes® 376 97 208 71 0,465
Austriacas® 94 43 35 16 0,356%
Austriacos® 214 76 108 30 0,393
Caucasoides Dinamarqueses® 4401 1246 2133 1022  0,475%
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TABELA 4 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICA PARA O SNP -174 DO GENE IL6 EM
DIFERENTES POPULACOES MUNDIAIS, AGRUPADAS GEOGRAFICAMENTE

Concluséo
composiGAo|  populacEO | N | Gic | eic | cc | ¢
Europa s?=0,071 0,430
Noruegueses® 175 61@  75®@ 390 0 437W
Caucasoides Finlandeses®® 337 101 167 69 0,547®
Caucasoides Finlandeses®" * 400 81 201 118 0,546%
Caucasbides  Ingleses e Suecos® 244 71 120 53 0,463%
Caucaso6ides Ingleses® 383 144 169 70 0,403
Ingleses® 2560 827 1263 470 0,430
Escoceses®® 1109 375 549 185 0,414%
Escoceses®® 73 0,445%
Caucasoides Irlandeses do Norte® 100 30 48 22 0,460
Franceses e ltalianos® 317 169 120 28 0,278%
Caucasoides Italianos™ 223 56 99 68 0,527
Espanhéis* 311 145 133 33 0,320
Caucasoides Cataldos™ 118 34 65 19 0,436
Outras
Egipcios*? ©® 98 5 87 6 0,505
Zulu Sul-Africanos® 86 85 1 - 0,006
Aborigenes Australianos™ 107 940 120 1% 0,065
Caucasoides Australianas™ 112 36 61 15 0,406

FONTE:'PEREIRA et al., 2004; ‘GUIMARAES et al., 2007; *SOUZA et al., 2006; “PIERONI et al., no
prelo; >PRIGOSHIN et al., 2004; °HENAO et al., 2006; 'BROWN et al., 2006; *FISHMAN et al.,
1998; °MEENAGH et al., 2002; *®PARRA-ROJAS et al., 2006; "HOFFMANN et al., 2002;

12/ELEZ et al., 2007; **VOZAROVA et al., 2003; *KOMATSU et al., 2005; >CHUNG et al.,
2003;"°CHANG et al., 2005; "ZHAI, R.; LIU, G.; YANG, C. et al., The G to C polymorphism at
-174 of the interleukin-6 gene is rare in Southern Chinese population. Pharmacogenetics , v.
11, p. 699-701, 2001. in PARRA-ROJAS et al., 2006; **MOSCOVIS et al., 2006; ‘’KAHUR et
al., 2007; °KARAHAN et al., 2005; **SARUHAN-DIREKENELI et al., 2006; “DANIKO et al.,
2007; 2TRAJKOV et al., 2005:; *DROZDZIK et al., 2005; >>SPRIEWALD et al., 2005; *°REICH
et al.. 2003; ¥ ’SCHOTTE et al., 2001; ®MOHLIG et al., 2004: *WALCH et al., 2004;
®GREISENEGGER, E.; ENDLER, G.; HAERING, D. et al.The (-174)G/C polymorphism in the
interleukin-6 gene is associated with severity of acute cerebrovascular events. Thrombosis
Research, v. 110, p. 181-186, 1997. in PARRA-ROJAS et al., 2006; **HAMID et al., 2005;
20PDAL; ROGNUM., 2007; *¥*EKLUND et al., 2003 ; **WANG et al., 2001; **HULKKONEN et
al., 2002; *KELBERMAN et al., 2004; *HUMPHRIES et al., 2001; *®BASSO et al., 2002;
%9JORDANIDES et al., 2000; “°FLEX et al., 2004; ** LANDI et al., 2003; ** SETTIN et al., 2006;
“SANNELLS et al., 2005.

NOTA: q frequéncia relativa do alelo -174C;
- dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento numeérico;
dado néo especificado na referéncia

@ Dados inferidos pela autora com base na referéncia.
@ Informacdes de estudo paciente/controle agrupadas, permitida pela variacdo néo significativa.
® Dados n&o se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg.
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TABELA5 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICA PARA OS SNPs -597 e -572 DO
GENE IL6 EM DIFERENTES POPULACOES MUNDIAIS

COMPOSICAO | POPULAGAO | N | e | ea | AA | g |
... Jamaicanos® 112 0,049
Afro-Descendentes  Norte-Americanos? 321 248Y 68" 580,120
Caucasoides Norte Americanos?® 347 156 153Y 38W 0,330
Norte-Americanos® 571 233 254 84  0,370?
Norte-Americanos® 49 ... 0,276%?

Japoneses5 189 189 - - -

Coreanos® 1082 1077 5 - 0,002

Turcos’ 108 57 46 5 0,259

Hiangaros, Romenos e Eslovacos 533 171 270 92 0,426
Dinamarqueses® 4181 1240 2028  913® 0,461"
Finlandeses™® 179 .. 0,544Y

Suecos™ 450 0,467

Ingleses*? 127 46 68 13 0,370

... [Escoceses™ 73 .. 0432
Caucasoides Espanhéis™ 25 0,463?
COMPOSICAO | POPULAGAO | N | e | eic | cc | g |
... Jamaicanos* 112 0,110
Afro-Descendentes  Norte-Americanos? 321 2720 479 2@ 0,080(2)
Caucasotides Norte Americanos? 347 307®W  39® 1 0,060
Norte-Americanos® 49 0,163(2)

Japoneses®® 77 4 32 41 0,740

Coreanos® 1063 576 411 76 0,265
Dinamarqueses’ 4382 4037 325 20  0,042@

Finlandeses™® 179 0,052

Suecos'! 450 0,050
Ingleses e Suecos®® 241 215 26 - 0,054

Ingleses™® 2458 2224 225 9 0,049

Ingleses? 127 111 15 1 0,067

Escoceses’’ 1077 959 116 2 0,056

Escoceses™ 73 .. 0041

Franceses e Italianos®® 306 260 43 3 0,080

FONTE:" KOMATSU et al., 2004; ° VELEZ et al., 2007; °LAN et al., 2006; * RIVERA-CHAVEZ et al.,
2003; ° KOMATSU et al., 2005; ° CHUNG et al., 2003; ' SARUHAN-DIREKENELI et al., 2006;
8 WILKENING et al., 2006; ° HAMID et al., 2005; '°NOPONEN-HIETALA et al., 2005; **
MALARSTIG; WALLENTIN; SIEGBAHN, 2007; > BRULL et al., 2001; **JORDANIDES et al.,
2000; “VILLUENDAS et al., 2002; > KELBERMAN et al., 2004; ** HUMPHRIES et al., 2001;
"BASSO et al., 2002.

NOTA: Foram incluidas as freqiiéncias alélicas obtidas a partir dos haplétipos do Quadro 1.
g frequéncia relativa do alelo -597A,;
g’ frequéncia relativa do alelo -592C;
- dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento numeérico;
... dado néo especificado na referérencia
“ Dados aproximados, inferidos pela autora com base na referéncia.
@ Dados inferidos pela autora com base na referéncia.
@ Informaces de estudo paciente/controle agrupadas, permitida pela variacdo néo significativa.
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5 DISCUSSAO

Os polimorfismos das posicdes -597G>A, -572G>C e -174G>C possuem
distribuicAo mundial heterogénea e nota-se um gradiente de suas frequéncias
alélicas, relacionado com a distancia geografica. Os valores de q sdo mais
constantes no continente Europeu (s®> =0,071), sendo que na Asia é possivel
notar-se este gradiente: a frequéncia do -174C diminui de acordo com a maior
distancia da Europa (Tabela 4), gerando a maior variacdo entre as amostras
asiaticas (s*=0,113).

Nas Américas a variacdo (s*> = 0,125) é decorrente da estratificacdo da
amostras feita em alguns dos estudos, o valor de g depende dos ancestrais
formadores da populacdo, aumentando conforme a contribuicdo européia. Por
exemplo, os amerindios com ascendéncia apenas Pima, ndo possuem o -174C, mas
0S mesticos o apresentam com frequéncia relativa de 0,145.

Observando-se o gradiente citado, o alelo -174C aparenta ser originado do
centro-norte europeu, provavelmente Finlandia. E possivel que tenha surgido em
outro local, mas esta € uma provavel regido na qual houve um aumento da
frequéncia deste alelo. E igualmente possivel que tenha se originado ao norte ou
leste finlandés, porém faltam informacfes sobre estas populagfes. Dentre os paises
asiaticos, a populacdo russa é a que tem maior frequéncia do -174C, porém se
refere a uma amostra da Basquiria, que se localiza ao sudoeste da RuUssia, assim &
possivel que a frequéncia deste alelo seja maior em locais mais proximos da
Finlandia.

Considerando-se que o alelo -174C se encontra em desequilibrio de ligacdo
com o -597A (JORDANIDES et al., 2000; BRULL et al., 2001; CHUNG et al., 2003;
RIVERA-CHAVEZ, 2003; HAMID et al.; 2005; QI et al., 2006, MALARSTIG;
WALLENTIN; SIEGBAHN, 2007 e VELEZ et al., 2007) e que ambos os alelos
possuem frequéncias semelhantes em todas as populacbes em que foram
analisados, apesar de haverem poucas informacdes sobre a distribuicdo mundial do
SNP -597G>A, sua dispersdao e possivel origem podem ser explicadas por
inferéncia, baseando-se no -174G>C, devido a sua ocorréncia em conjunto.

O haplétipo GGC (posi¢cbes -597, -572 e -174) apesar de raro, € mais
frequente que o AGG (Quadro 1). E possivel que o alelo -174C tenha surgido
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primeiramente e, apods intervalo de tempo evolutivamente curto, formou-se o
haplétipo AGC a partir do GGC. O tempo transcorrido entre um evento e outro deve
ter sido curto pois o haplétipo AGC é quase tao frequente quanto o GGG, além do
fato das duas posicoes estarem em forte desequilibrio de ligagdo. Outro fator que
pode ser responsavel pela maior frequéncia de AGC, é a selecdo natural. Ndo ha
consenso sobre o como estes alelos interferem no fendtipo, mas seu efeito ndo
aparenta ser nulo, assim pode ter ocorrido selecdo favoravel a este haplotipo.
Fatores como deriva ou forte efeito fundador também poderiam ter favorecido este
genadtipo. Os haplotipos AGG e GGC podem ter se mantido ao longo do tempo,
porém como suas frequéncias sdo baixas, provavelmente ressurgiram mais tarde,
por permuta entre GGG e AGC, os haplétipos mais comuns.

A escassez de dados populacionais do SNP -572 G>C nédo permite analisar
com confianca sua origem e distribuicdo, porém o polimorfismo deve ter surgido
anteriormente aos outros dois SNPs, pois seus dois alelos estdo presentes em todas
as populacdes analisadas. A ocorréncia de polimorfismos em todas as populacdes é
condizente com uma mutacao surgida anteriormente a dispersdo do Homo sapiens
sapiens, assim a variacdo alélica estaria presente mundialmente. Apesar de né&o
haver dados de amostras africanas, pode-se observar sua presenca em afro-
decendentes norte-americanos indicando sua possivel presenca na Africa. O alelo
-572C esta presente com frequéncia muito alta no Japéao (0,740), destoando mesmo
da vizinha Coréia do Sul (0,265), provavelmente decorrente de efeito fundador ou
deriva genética; a selecdo natural poderia estar atuando a favor deste alelo também.

Os amerindios, Na-Dene e Aleutas-EsquimoOs tiveram suas origens
principalmente de povos asiaticos. Assim, se estes povos tivessem frequéncias de
-572C equivalentes a encontrada atualmente em coreanos e japoneses,
provavelmente os povos das Américas também apresentariam este alelo. Portanto, a
presenca dele em norte-americanos ndo caucasoOides e jamaicanos poderia ser
decorrente de miscigenacdo com amerindios e ndo ser necessariamente uma
contribuicdo africana. Neste caso, o alelo teria surgido posteriormente ao Homo
sapiens sapiens, inclusive podendo ter se dispersado a partir de continente asiatico
— porém sua presenca uniforme na Europa favorece a hipotese de ocorréncia em

ancestrais da espécie, na qual o alelo teria sido trazido pelos povos fundadores.
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Nas amostras populacionais brasileiras (Tabela 3 e Quadro 2) apesar de
ndo haver variacao significativa, as amostras ndo caucasoides sdo as que possuem
menores frequéncias do -174C, conforme o padrdo observado mundialmente.
Apenas dois dos estudos analisados possuiam tamanho amostral maior que 100 e
isto pode estar influenciando na variagcao néo significativa entre as populacoes.

As frequéncias do -174C estdo com valores intermediarios (X =0,2074) aos
das amostras mundiais (g=0,000-0,551), sendo condizente a miscigenacéo do pais
um valor intermediario entre as frequéncias de caucasoides, negros, amerindios e
orientais.

LIU et al. (2006) apresentaram a filogenia do IL6 (Figura 1) formada por trés
clados principais, porém esta analise aborda apenas os trés haplétipos mais comuns
para os SNPs -597, -572 e -174, por ter base em uma amostra restrita, impedindo a
deteccdo dos alelos menos comuns. O haplotipo GGG, que € o ancestral, presente
em todas as populacdes mundiais, encontra-se nos clados 1 e 2, GCG pertence
apenas a um ramo do clado 1 e AGC compde todo o clado 3. A proposta de origem
dos quatro hapldétipos sugerida no presente trabalho corrobora esta filogenia.

O alelo -597A foi encontrando em baixas frequéncias em coreanos e
jamaicanos, presente apenas em um haplétipo exclusivo para cada uma destas
populacdes, ACC e ACG respectivamente. Estes haplotipos provavelmente sao
provenientes de migracao recente, tendo surgido em outra populacdo desconhecida,
por mutac&o ou permuta. E possivel também que tenha ocorrido equivoco na anélise
dos polimorfismos em tais populacdes. Os outros dois haplotipos AGG e GCC,
também raros, ndo sdo exclusivos de nenhuma populagédo estudada, podendo ser
oriundos de permuta entre AGC e GCG.

Os dados sobre fenétipos determinados pelos polimorfismos do IL6 s&o
contraditorios, sugerindo uma relacdo complexa entre eles. Assim, a discordancia
entre estudos deve estar sendo gerada pela analise de um numero insuficiente de
polimorfismos, a discrepancia de dados tende a aumentar ao se tratar de populacao
de diferentes etnias, provavelmente devido a influéncia de outros alelos, ignorados
na analise.

A cronologia do levantamento bibliografico realizado demonstra uma
preocupacao inicial voltada apenas ao estudo do -174(G>C), postura que foi sendo

alterada com o passar dos anos, abordando os demais polimorfismos,
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principalmente apos o estudo de haplétipos feitos in vitro por TERRY et al. (2000).
Apesar destas novas analises, as informacdes ndo sdo esclarecedoras e é

necessario o estudo dos haploétipos para se buscar uma relagéo in vivo.
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6 CONCLUSAO

Os SNPs -597 e -174 sao caracteristicos de populacdes européias - sua
frequéncia é um indicador da ancestralidade das populacdes ao menos quanto a
auséncia / presenca do componente europeu. Para melhor compreensao da origem
e distribuicdo dos trés SNPs estudados, é importante a realizacdo de mais
investigacdes em outras populacdes, principalmente populacbes do oeste e do
centro asiaticos, africanas e amerindias.

Tratando-se de populacdes brasileiras, a amostra caucasoéide de Mato
Grosso do Sul e Parana apresentou a maior frequéncia alélica do -174C, indicando
uma maior contribuicdo européia em sua formac&o. Assim, € provavel que ao se
analisar a amostra total da regido metropolitana de Curitiba, cujo DNA encontra-se
estocado no Laboratério de Genética Molecular Humana, a amostra caucasoide
também possua frequéncias significativamente distintas da ndo caucasoide, por se
tratar de uma populacdo também paranaense. A analise da amostra total também
possibilitara a melhor analise dos subgrupos mulato, oriental e indigena, que nesta
andlise foram mantidos em conjunto. E importante que posteriormente sejam
estudadas outras regides polimérficas do IL6 visando a analise haplotipica.

A discordancia de resultados encontrada entre estudos caso-controle
visando verificar a possivel influéncia do polimorfismo de IL6 na susceptibilidade a
doencas ¢€ justificada pela complexa interacdo entre os diferentes polimorfismos do
gene e suas variaces entre populacdes. E necessario trabalhar com a tipagem de
haplotipos.
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