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RESUMO

Introducdo: A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, inflamatdria, de progressao
cronica, com etiologia desconhecida, que afeta mdltiplos sistemas e cuja progressao leva a
deformidade articular e consequente desabilidade fisica, gerando incapacidade. A IL-10 é uma
citocina com potente atividade anti-inflamatéria. O polimorfismo -1082G/A é capaz de alterar
a producéo de I1L-10, modificando a intensidade de resposta inflamatoria e evolugéo da doenca.
Objetivos: Verificar a frequéncia do polimorfismo IL10 -1082G/A em pacientes com artrite
reumatoide e em uma populacdo controle. Analisar a associacdo entre o polimorfismo IL10 -
1082G/A e a Artrite Reumatoide. Verificar a relacdo entre o polimorfismo IL-10 -1082G/A e
a ocorréncia de formas graves de Artrite Reumatoide. Métodos: O DNA de 200 controles foi
submetido a reacdo de PCR e posteriormente sequenciado e genotipado para os polimorfismos
-1082G/A, -819C/T e -592C/A. Resultados: O polimorfismo mais frequente na populagdo
controle foi o -819C/T (94%), seguido pelo -596A/C (73,5%) e -1082G/A (41,2%). Os
gendtipos mais frequentes foram: homozigoto AA — 64,3% (-1082G/A); heterozigoto CT —
53,1% (-819C/T); e homozigoto AA — 44% (-592C/A). Concluséo: O polimorfismo mais
frequente na populacdo controle foi -819C/T presente em 94% da populagdo com gendtipo
heterozigoto CT (presente em 53,1% dos individuos com polimorfismo -819C/T).

Palavras-chave: Polimorfismo; Interleucina 10 (IL-10); Artrite Reumatoide.



1. INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, inflamatoria, de progressdo
cronica, com etiologia desconhecida e que afeta multiplos sistemas. A AR se manifesta como
uma poliartrite simétrica de pequenas e grandes articulagBes, cuja progressdo leva a
deformidade articular e consequente desabilidade fisica, gerando incapacidade. Pode também
apresentar complicacbes graves por conta de acometimentos extra articulares, como:

pericardite, fibrose pulmonar, nddulos reumatoides, neuropatia periférica e amiloidose.

A prevaléncia de AR na populacdo mundial varia de 0,4% a 1,9%, e no Brasil de 0,2%
a 1% (TOBON e colaboradores, 2005). A incidéncia de AR aumenta progressivamente com a
idade, sendo mais frequente no sexo feminino. Segundo o estudo Global Burden of Disease de
2000, publicado no World Health Report de 2002, a AR é a 312 principal causa de Years Lived
with Disability (YLD — anos vividos com desabilidade fisica), correspondendo a 0,8% do total
global de YLD.

A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina regulatéria homodimérica de 36kDa
(FIORENTINO e colaboradores, 1989) produzida principalmente por células T helper, como
0s mondcitos, linfécitos B (KOVACS, 2010) e linfécitos T (MOORE e colaboradores, 1993)

cuja principal funcéo € controlar a resposta inflamatéria.

O polimorfismo -1082G/A do gene de IL-10 significa uma troca de G (guanina) por A
(adenina) (G/A) na posi¢ao 1082 da regido promotora (sinal negativo “-*) do gene de IL-10.
De acordo com Turner e colaboradores (1997), a presenca do alelo IL-10 1*A, ao invés do
alelo 1L-10 1*G, na regido promotora 1082 (polimorfismo: -1082G/A) é responsavel por uma

menor producado de IL-10 independentemente das mutacBes nas regides -819 e -592.

Portanto, questiona-se se essa reducdo da producdo de IL-10 é suficientemente
significativa ao ponto gerar uma resposta reguladora ineficaz e permitir o desenvolvimento de
formas mais graves de artrite reumatoide em portadores do polimorfismo -1082G/A. Dada a
grande incapacidade fisica causada pela artrite reumatoide, o estudo da prevaléncia do
polimorfismo genético do gene de IL-10 e o esclarecimento quanto a sua possivel relagdo com
formas mais severas de AR poderiam nos alertar quanto & necessidade de uma estratificacao
de risco para esses pacientes, ou até mesmo a utilizacdo de medidas mais agressivas no controle
da AR.



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Verificar a frequéncia do polimorfismo 1L10 -1082G/A em pacientes com artrite
reumatoide e em uma populacgéo controle.

Objetivos Especificos

a) Analisar a associacao entre o polimorfismo IL10 -1082G/A e a Artrite Reumatoide.

b) Verificar a relagdo entre o polimorfismo IL-10 -1082G/A e a ocorréncia de formas

graves de Artrite Reumatoide.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, de etiologia desconhecida marcada
por sinovite cronica cuja progressdo leva frequentemente a deformidades articulares e
incapacidade. Diversos estudos indicaram a presenca de citocinas pré-inflamatdrias na sindvia
de portadores de AR como responsaveis pela patogenia da inflamacéo, dentre elas: fator de
necrose tumoral a (TNF-a) (CHU e colaboradores, 1991), interleucina 1 (IL-1) (DELEURAN
e colaboradores, 1992), interleucina 6 (IL-6) (HIRANO e colaboradores, 1988), fator
estimulador de coldnia de granuldcitos (GM-CSF) (HAWORTH e colaboradores, 1991),
interferon y (INF-y) e interleucina 2 (IL-2) (STREET; MOSMANN, 1991). Todas essas
citocinas apontam o padrao de resposta inflamatéria Th1l como predominante na patogenia da
AR (MILTENBURG e colaboradores, 1992).

A 1L-10 é uma citocina multifuncional capaz de regular a resposta inflamatoria. O gene
da IL-10 est& localizado no cromossomo 1 (1g31-1932) e é composto por 5 exons (ESKDALE
etal., 1992).

A citocina IL-10 tem como fontes principais de producdo as células T helper,
mondcitos, macréfagos e células dendriticas, mas também é produzida por células B, células T
citotoxicas, células NK, mastocitos, neutrofilos e eosinofilos (KUHN et al., 1993). Além disso,
pode ser produzida por células ndo imunes, como queratindcitos e células epiteliais em resposta

a infeccdo, dano tecidual ou a células neoplasicas (OUYANG et al., 2011).

IL-10 é capaz de estimular a proliferacdo e diferenciacdo dos linfdcitos B, através de
(1) estimulacdo da expressdo de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
classe Il (MHC classe Il) na superficie dos linfocitos B (GO e colaboradores, 1990), e de (2)
estimulacdo da proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos B (ROUSSET e colaboradores,

1992), evidenciando uma atividade estimulatoria positiva sobre os linfocitos B.

IL-10 esté relacionada com o controle da resposta imune, sendo capaz de inibir a sintese
e secrecdo de citocinas em ceélulas com padrdo de diferenciacdo Thl (FIORENTINO e
colaboradores, 1989; KOVACS, 2010). O efeito supressor de 1L-10 sobre a resposta Th1 ocorre
pelos seguintes mecanismos: (1) IL-10 bloqueia a expressdo de moléculas do MHC-II na
superficie dos mondcitos (DE WAAL MALEFYT e colaboradores, 1991), evidenciando um

efeito estimulatorio negativo sobre os monocitos e prejudicando a capacidade dos monaocitos



de apresentacdo de antigenos e ativacdo de células T; (2) IL-10 diminui a expressdo de
moléculas MHC classe | na superficie de células alvo dos linfocitos T citotoxicos (CTL),
reduzindo a atividade citotdxica mediada pelos CTLs (MATSUDA e colaboradores, 1994).

Vérios estudos confirmaram a acdo anti-inflamatéria da IL-10 através da inibicdo de
citocinas pro-inflamatoérias, como: TNF-o, IL-6, IL-8, IL-12 (DE WALL MALEFYT e
colaboradores, 1991; FIORENTINO e colaboradores 1991), INF-y e IL-2 (SHER, 1991;
TAGA; TOSATO, 1992).

Turner e colaboradores (1997) identificaram mutacGes em um dnico nucleotideo em
trés regides promotoras do gene de IL-10: -1082(mutacdo: G/A), -819(mutacdo: C/T) e -
592(mutacdo: C/A), capazes de influenciar a producéo celular de IL-10.

Segundo Turner e colaboradores (1997), mutacdes em regides promotoras dos genes de
citocinas alteram o locais especificos de reconhecimento dos fatores de transcri¢éo e levam a
uma modificacdo na atividade transcricional desses fatores, influenciando a producdo de
citocinas. Os diferentes gendtipos associam-se com capacidades diferentes de secrecdo da
citocina IL-10: o gendtipo GG apresentou maior secrecdo de IL-10 em comparagcdo com o
genotipo AA (TURNER et al., 1997). Os haplétipos ATA (-1082A, -819T e -592A) e GCC (-
1082G,n-819C e -592C) estdo associados a altos niveis (GCC) e baixos niveis (ATA) de
producdo de IL-10 in vitro (LI et al., 2013). Dado seu carater anti-inflamatorio, uma producao
diminuida ou producéo aberrante de IL-10, bem como defeitos na sinalizacdo sdo capazes
aumentar a resposta inflamatdria e 0 combate a patégenos, porém, as custas de dano tecidual

exagerado e possibilidade de desenvolvimento de doencas autoimunes (GAZZINELLI, 1996)

E sabido que a IL-10 estimula a proliferaco de linfocitos B e producéo de anticorpos.
Por outro lado, a IL-10 inibe a acdo dos mondcitos e dos linfécitos T, prejudicando a
apresentacdo celular e imunidade mediada por células (LIU et al., 2013). Dessa forma,
polimorfismos na regido promotora do gene da IL-10 podem aumentar as chances de

desenvolvimento de doencas autoimunes.

Em uma meta-analise, Liu e colaboradores (2013) demonstraram que a presenca do
polimorfismo -1082G/A da citocina IL10 estad associado ao aumento da suscetibilidade ao
IUpus eritematoso sistémico (LES) em trés gendtipos diferentes: G vs A; GG vs AA; GG+GA
vs AA. Contudo, o resultado ndo pode ser generalizado para todas as etnias, pois para a

populacdo asiatica este resultado ndo foi verdadeiro, sugerindo que o polimorfismo genético



ndo e fator independente para o desenvolvimento de LES, devendo haver algum fator ambiental

influenciador.

Sheik e colaboradores (2012), em um estudo caso-controle, mostraram associacao entre
0 polimorfismo -1082G/A da IL-10 e a filariose linfatica. Sabemos que a IL-10 mantém o
equilibrio entre as respostas Thl e Th2 através da atividade de células T reguladoras, além de
ser capaz de diminuir a resposta Thl como citado anteriormente. Acredita-se que o parasita
(filaria) cause down-regulation da resposta imune através do aumento da producéo da citocina
IL-10, moldando a resposta imune para um padrdo Th2 que inviabiliza a agdo de células T
efetoras e permite sua sobrevivéncia perpetuando o estado infeccioso (KING et al., 1993;
YAZDANBAKSH et al., 1993; MAIZELS et al., 2003).

Westendorp e colaboradores (1997) afirmam que a capacidade individual de producéo
de IL-10 em seres humanos varia de acordo com a composicdo genética do locus da IL-10,
sendo os fatores genéticos responsaveis por 75% dessa variacdo e susceptibilidade ao
desenvolvimento de doencas. Apesar de 0 aumento da producgéo de 1L-10 estar associado com
doencas infecciosas (como a filariose linfatica), o pesquisador van Exel e seus colaboradores
(2002) observaram que niveis diminuidos de IL-10 estdo associados a maior inflamacéo e
suscetibilidade ao diabetes tipo 2, e sugeriram que niveis elevados dessa citocina anti-
inflamatoria poderiam diminuir a propensao ao desenvolvimento de diabetes tipo 2 nas pessoas
com polimorfismo. Contudo, Li e colaboradores (2013) em uma meta-analise acerca do
diabetes tipo 2 e polimorfismos no gene da IL-10 demonstraram ndo haver associacdo entre 0s
trés polimorfismos (-1082G/A, -819T/c e -592A/C) e a doenca.
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelo do Estudo

Foi conduzido estudo descritivo, transversal tipo caso-controle, selecionando-se
individuos ndo indios, portadores de AR.

4.2 Informagdes Eticas

O presente estudo utilizou material bioldgico proveniente do projeto “Estudo da
Genética Molecular da Artrite Reumatoide ¢ da Tuberculose no Amazonas”, que foi aprovado
no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas (CEP-UFAM) e
homologado no Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Hospital Adriano Jorge (CEP-
FHAJ) de acordo com as leis brasileiras, CAAE - 0028.0.115.000-0. O material biol6gico esta
mantido em biorepositério do Laboratério de Imunologia Molecular do Programa de PGs-
Graduacdo em Imunologia Basica e Aplicada (UFAM), sob responsabilidade do Prof. Dr.
Antbnio Luiz Boechat. Para as novas genotipagens, 0s pacientes serdo convidados a assinar
novo TCLE para participacdo no estudo. O presente projeto serd novamente submetido para

apreciacao ética.

4.3 Universo de Estudo

4.3.1 Populagéo de Estudo

Pacientes de Artrite Reumatoide, naturais do Amazonas, encaminhados ao Ambulatorio
de Artrite Reumatoide do Servigo de Reumatologia da FHAJ.

Participantes

Este estudo incluiu pacientes de AR no periodo de agosto de 2007 a outubro de 2010
desde que completados os critérios de inclusdo deste protocolo de pesquisa. Os pacientes de
AR encaminhados de servicos de satde da capital e do interior do Estado ao Ambulatério de
Aurtrite Reumatoide do Servico de Reumatologia da FHAJ, regularmente acompanhados neste
servigo. Foram eleitos e selecionados como controles individuos de ambos os sexos, ndo indios,

entre 18 e 75 anos sem historia e diagnostico de quaisquer doencas alérgicas, autoimunes e
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crénico-degenerativas. Para tanto, um historico e exame clinico foi obtido em consulta médica,

sendo mantidos no estudo apenas os individuos com estes critérios.

Critérios de Elegibilidade
Critérios de Inclusao

Foram incluidos: a) os pacientes de AR entre 18 e 75 anos, de ambos 0s sexo0s, nao
indios, preenchendo os critérios de Classificacdo do Colégio Americano de Reumatologia para
diagnostico da Artrite Reumatoide (FUNOVITS et al., 2010)

Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo: a) pacientes que, durante avaliacdo inicial tinham critérios
de AR, mas que ap0s avaliacdo sequencial tinham sintomas e sinais sugestivos de outras
patologias autoimunes; b) cujos dados clinicos e laboratoriais eram insuficientes para
completar as informacdes deste protocolo;

Amostragem

A partir de ambulatério de referéncia para atender pacientes de AR na FHAJ
(atualmente em funcionamento no Ambulatério Aradjo Lima), provenientes de unidades de
salde da capital e interior do Estado do Amazonas. A populacdo em estudo foi definida por
método ndo probabilistico, selecionando-se individuos em atendimentos consecutivos, onde
todos os pacientes atendidos no Ambulatério no periodo da pesquisa foram inseridos no estudo,
desde que atendessem aos critérios de elegibilidade.

4.4 Detalhamento dos Procedimentos

4.4.1 Obtencéo de Informacdes de Pacientes com Artrite Reumatoide

Para todo paciente de AR selecionado no projeto anterior citato no item 4.1, dados
clinicos e laboratoriais foram coletados em formulario préprio separado, anotando Duracdo da
Doenca (DD), idade de inicio (ID), Fator Reumatoide (FR), Velocidade de
Hemossedimentacdo (VHS) e Proteina C Reativa (PC-R) no momento da avaliagdo, Drogas
modificadoras do curso da doenca (DMARDS), hemograma, funcéo renal e hepatica, glicemia,
lipidograma, albumina, uso de drogas Anti-TNF, dose de corticoide em uso com equivaléncia
a prednisona, cirurgia articular prévia (relacionada a AR — artroplastia ou artrodese), nUmero

de anos de educagéo, nimero de dias de afastamento do trabalho (definido como incapacidade
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legal para trabalho julgado por entidade ou 6érgdo competente). Também foram anotados peso,

altura e histéria de tabagismo.

Os pacientes de AR foram considerados com acometimento predominantemente
articular ou sistémico. Este ultimo, quando pelo menos um dos achados clinicos seguintes
foram detectados: nodulos subcutdneos, fibrose pulmonar confirmada por Tomografia
Computadorizada de Alta Resolucdo de térax, derrame pleural confirmado por radiografia de
torax, derrame pericardico com evidéncia ecocardiografica, Sindrome de Felty (hemograma
com leucdcitos < 2x108 células, esplenomegalia), vasculite cutinea (evidencia histopatoldgica
de vasculite leucocitoclastica), neuropatia periférica ndo compressiva comprovado por
eletroneuromiografia, Sindrome de Sjogren (confirmada por Teste de Shirmer, bidpsia de

glandula salivar menor ou RNM glandulas salivares).

Foi obtida a atividade da doenca acordo com o Disease Activity Score de 28 juntas
doloridas/edemaciadas (DAS28), conforme Prevoo et al. (1995), além da medida de qualidade
de vida com o Health Assesment Quality (HAQ) conforme Fries et al. (1980), validado para a
lingua portuguesa por Ferraz et al. (1990) (Anexo 1). Foram considerados casos graves aqueles
pacientes que apresentaram pelo menos um dos seguintes: manifestac6es sistémicas (conforme

definicdo anterior) e/ou uso de medicagdo imunobioldgica.

Todas as informacdes obtidas neste estudo foram identificadas com numero de registro
préprio para todos os pacientes e inseridas em banco de dados produzido no software Microsoft
Access 2010® e posteriormente analisadas estatisticamente, utilizando-se o Software R e
Minitab 16.

4.4.2 Recrutamento de Individuos Controles
Os individuos controles foram recrutados nas regides da cidade proximas as residéncias

dos pacientes de AR ou, ainda, acompanhantes de pacientes do ambulatério desde que ndo

aparentados com os pacientes de AR selecionados anteriormente.
4.4.3 Coleta de Sangue e Extracdo de DNA Gendmico
Dos individuos selecionados, ap6s concordarem e assinarem o Termo de Livre

Consentimento e Esclarecimento (TCLE) aprovado em Comité de Etica em Pesquisa, foram

realizadas coletas de 5SmL de sangue venoso em sistema a vacuo. A extracdo de DNA foi
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realizada pela técnica rapida com sais de brometo de trimetilaménio (DTAB/CTAB), descrito
por Gustincich et al. (1991), na qual a camada de leucécitos “Buffy Coat”, obtida a partir de
sangue centrifugado a 250x g por 10 minutos foi misturada com igual volume de tampéo de
lise: DTAB 12% (DTAB 12%, NaCl 2,25 M, Tris 150mM pH 8,6, EDTA 75mM) e incubada
por 10 minutos a 68°C. Apoés esta etapa, adicionou-se 800uL de cloroformio, seguindo-se
vigorosa agitacao e centrifugacdo a 10.000x g por 5 minutos; o sobrenadante foi recuperado e
adicionado a 1ImL de CTAB 0,5% (CTAB 0,5%, NaCl 0,4 M). Em seguida foi homogeneizado
para se obter um precitado DNA/CTAB. Apds nova centrifugacdo a 10.000x g por 5 minutos,
o precitado foi resuspendido em 300uL de NaCl 1,2M e depois em 750uL de etanol absoluto,
seguindo-se centrifugacdo por 5 minutos a 16.000 x g. As demais lavagens e centrifugacoes
foram realizadas com etanol 70%. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado
posteriormente dissolvido em 100uL de agua ultrapura. O DNA extraido foi estocado em
microtubo de 500uL (solucao estoque), quantificado em espectrofotdmetro em 230nm, 260nm,
280nm e anotada razdo 260/280. Apos a quantificacdo, as amostras foram diluidas para uma
concentragao de 50ng DNA/uL em agua ultrapura (solug@o de uso) e utilizadas nas rea¢des de

PCR, mantendo-se a solucdo estoque armazenada em freezer a -20°C.

4.5 Analises Estatisticas

As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas pela contagem direta dos alelos,
aplicando-se na férmula: X=n/2N, onde X representa a frequéncia relativa do alelo, n a
frequéncia absoluta do alelo e N o numero total de individuos. A analise do Equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) revelou que os alelos estdo em equilibrio genético para os genes
polimorfismos em estudo. A estatistica descritiva foi utilizada para apresentar os resultados
clinicos e demograficos de pacientes. O qui-quadrado sera aplicado para avaliar se as amostras
estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg, bem como os alelos de risco e as popula¢des controle
e doentes. A anélise de regressdo logistica sera utilizada para proceder analise multivariada
avaliando a influencia dos alelos de risco para as formas graves, aqui consideradas com
pacientes com manifestacdes sistémicas e alto risco cardiovascular, quando todos os pacientes
e controles estiverem genotipados. Todos os testes aplicados serdo bicaudais, bem como o nivel

de significancia estatistica 0.05.
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4.6 Procedimentos de Genotipagem

4.6.1 Reacdo em Cadeia de Polimerase

A reacdo de PCR serd realizada conforme descrito por SHEIK et al. (2012).
Resumidamente, volume total de 25uL e 50ng de DNA, 5pM de ambos o0s primers descritos,
1mM dNTP, 1.5mM MgCI2 e 2,5uL de PCR Buffer (10x), além 0.2U de TagDNA Polimerase.
A reacdo acontecera com as seguintes condicdes: denaturacdo 95°C por 5min, 45 ciclos de
95°C por 20s, 48°C por 15s, 72°C por 30s, com uma fase final de extensdo de 72°C por 7min.

Os resultados serédo analisados em gel de agarose a 1% (alelo G 141bp e alelo A 92 e 49bp).

4.6.2 Reacdo de Sequenciamento

A reacdo de sequenciamento serd realizada com volume total de 10puL e 30ng de DNA,
10pM de primer (forward ou reverse), 2uL de tampao 5X, 0,3ul de BigDye, completando-se
o volume final com agua. As condicdes da reacdo serdo: denaturacdo 96°C por 1 min, 20 ciclos
de 96°C por 10s, 55°C por 15s, 60°C por 2 min, 10 ciclos de 96°C por 10s, 55°C por 15s, 60°C
por 3 min. Apos ser removida do termociclador, a placa sera centrifugada por 2 min a 2.000
RCF. Em seguida serdo misturados na mesma propor¢ao 25ul. de EDTA 125mM e acetato de
sodio 3M, adicionando-se 25uL de EtOH 100% gelado, e selando-se a placa. O contetdo sera
em seguida misturado por inversao (4X). Apos, a placa seré incubada por 15 min ao abrigo da
luz e centrifugada a 3.000 RCF por 30 min. A placa seré invertida e submetida a spin até 180
RCF por 1 min. Serdo adicionados 35uL de EtOH 70%. A placa seré centrifugada por 15 min
a4°C e 1650 RCF. Em seguida a placa sera invertida e submetida a spin até 180 RCF. Aposm
sera incubada a 52°C por 15 min, Ressuspendida com 10uL de formamida Hi-Di e aquecida a
95°C por 1 min até ser colocada no sequenciador. Ap6s a reacdo de sequenciamento os contigs
foram alinhados com a sequencia de referéncia para o gene IL10 (NCBI) e os SNPs

identificados utilizando-se o programa Geneuos 6.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas Clinicas e Demograéficas da Populagdo em Estudo.

As populacdes em estudo, tanto controles como pacientes, forma detalhadamente
descritas anteriormente a este trabalho por Boechat et al. 2013.

5.2 Genotipagem para os polimorfismos estudados.

Foi realizado um total de 200 reac6es de PCR para o grupo controle. Destas reagdes,

128 amostras foram positivas (bandas nitidas em gel de agarose apds reagéo), ao passo que 72

foram negativas (Figura 1).

e R R Ll R N .

g C9 M Clo €11 (12 (13 Cl4 €15 C16 C17

Data: 24/02/2014

Figura 1: Reacéo de PCR em Gel de Agarose 1% (Amostras positivas: C4, C6, C12, C14,
C15, C16, C18, C19, C20, C21, C22, C23)

Foram realizadas 108 purificacdes e quantificagdes, sendo que em uma delas o resultado
foi negativo (-0,7 ng/uL), sendo excluida da fase seguinte (sequenciamento). A concentragdo

média de DNA foi de 10 ng/puL (3,2-21,0 ng/uL de DNA).
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Das amostras purificadas e quantificadas, 57 foram submetidas a reacdo de
sequenciamento com os primers forward e reverse, totalizando 114 reacdes de sequenciamento.
Destas, apenas 34 amostras foram positivas e prosseguiram para a fase de genotipagem
(Figuras 2 e 3). A Tabela 1 Mostra os resultados referentes a genotipagem de 34 controles

realizados até o presente momento.

Tabela 1. Frequéncia Genotipica para os Polimorfismos de 1L10 estudados.

Polimorfismos Controles  Pacientes OR  y? p-
n=32 (%) n= (%) valor
IL10 -1082 A/G (n=14) AA 09 (64.3)
Genotipos GA 05 (35.7)
GG 00 (00)
Alelos A 0.821
G 0.179
IL10 -819 C/T (n=32) CC 12 (37.5)
Genotipos CT 17 (53.1)
TT 03 (9.4)
C 0.641
Alelos T 0.359
IL10 -592 A/C (n=25) AA  11(44.0)
Gendtipos AC 10 (40.0)
CC 4 (16.0)
A 0.650
Alelos C 0.350

Rafael quando se fala em polimorfismo devemos consideram a frequéncia do alelo mutante,
veja a marcagéo na Tabela.

O polimorfismo mais frequente na populacao controle foi 0 -819T (35,9%), sequido de
-592C (35%) e -1082G/A (18%). Os gendtipos mais frequentes foram: homozigoto AA —
64,3% (-1082A/G); heterozigoto CT — 53,1% (-819C/T); e homozigoto AA — 44% (-592C/A).
Os genotipos menos frequentes foram: homozigoto GG — 0% (-1082G/A); homozigoto TT —
9,4% (-819C/T); e homozigoto CC — 16% (-592C/A).

Algumas dificuldades como a demora na aquisi¢do dos primers para reacdo de PCR e a
baixa concentracdo de DNA das amostras ap0s a purificacdo impediram a realizacdo de mais
reacOes de sequenciamento e prejudicaram o resultado positivo de reacGes realizadas em
algumas amostras controles devido a baixa concentracdo de DNA. Contudo, os resultados

obtidos até o0 momento sdo inéditos: os heterogramas abaixo mostram duas mutac6es proprias



17

da nossa populacdo ndo descritas anteriormente, mas o significado delas ainda é incerto
dependendo do final das nossas analises. Além disso, é a primeira vez que uma populacéo
controle é analisada para esta regido do genoma na Amaz6nia. Tendo em vista a repercussao
das dificuldades mostradas nos objetivos propostos, o projeto foi renovado com o intuito de
darmos continuidade as reacdes dos controles que faltam e iniciarmos os procedimentos para

pacientes com AR.

O numero de individuos genotipados com sucesso para IL10 -1082G/A pode ter sido
baixo por conta da impossibilidade de leitura do polimorfismo que se encontrava nas
extremidades da regido de corte dos primers no sequenciamento de algumas amostras. Isto pode

ter afetado a qualidade do sequenciamento nesta regido.

Consensus

—

NG_012088 (modified)

REVRC15

FID FC15

Figura 2: Resultado da reacdo de sequenciamento com os primers forward e reverse do controle C15.
Mutacéo pontual identificada.

Consensus
|
= 2[

Coverage
reg 5258 o

NG_012088 (modified)

REVRC12

FIDFC12

Figura 3: Resultado da reacdo de sequenciamento com os primers forward e reverse do controle C12.
Mutacéo pontual identificada.
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6. CONCLUSAO

O polimorfismo mais frequente na populacdo controle foi 0 -819C/T (94%), seguido
pelo -596A/C (73,5%) e -1082G/A (41,2%). Os gendtipos mais frequentes foram: homozigoto
AA - 64,3% (-1082G/A); heterozigoto CT — 53,1% (-819C/T); e homozigoto AA — 44% (-
592C/A).
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