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RESUMO

POLIMORFISMO-174G>C DO GENE DE INTERLEUCINA-6 NA TUBERCULOSE
PULMONAR. JOSE WALTER CORREIA. Tese (Doutorado). Programa de
P6s-Graduagao em Ciéncias Médicas. Orientador: Prof. Dr. José Julio Costa Sidrim.

O objetivo do estudo foi investigar o perfil de produgdo de IL-6 em pacientes com tuberculose
pulmonar ativa e avaliar o papel funcional do polimorfismo -174G>C do gene de IL-6 na
produgdo sistémica desta citocina. Um total de 63 pacientes e 99 controles foi estudado, sendo
38 pacientes [25(65,8%) masculinos] e 63 controles [51 (81%) masculinos] para a dosagem
de IL-6, enquanto, 42 pacientes [25 (60%) masculinos] e 79 controles [62(78,5%) masculinos]
para o estudo do polimorfismo. Os pacientes foram selecionados dos centros de referéncia da
rede estadual de saude: Dona Libania, Hospital de Messejana, Hospital de Maracanau e
Hospital Geral Dr. César Cals. O grupo controle foi selecionado no HEMOCE. Foi realizado
teste de ELISA para a dosagem sérica de IL-6. O DNA gendmico foi extraido de sangue
periférico e o polimorfismo de IL-6 foi estudado por reacdo de polimerase em cadeia
utilizando iniciadores seqiiéncia especificos. A dosagem sérica de IL-6 se mostrou elevada
nos pacientes portadores de tuberculose em relagdo aos controles (mediana = 4,3 pg/mL
versus 0,5 pg/mL, p<0,001), porém ndo exibiu diferenca entre os grupos de doentes sensiveis
e os resistentes ao tratamento especifico. Em relagdo ao estudo funcional do polimorismo de
IL-6, foi observado um robusto aumento dos niveis de IL-6 nos doentes portadores do
genotipo GG (mediana=4,1 pg/mL, variacdo 0,5-12,0 pg/mL), em relagdo aos portadores dos
gendtipos GC e CC, sendo que nestes se observou uma expressao de IL-6 semelhante a dos
controles (mediana=0,6 pg/mL, variacao 0,0-2,8 pg/mL), conferindo significncia estatistica
com p=0,04. A relevancia deste estudo ¢ mostrar in vivo o papel funcional do polimorfismo
de IL-6 na tuberculose. Em conclusao, o genotipo GG de pacientes com tuberculose pulmonar
ativa determina producdo aumentada de IL-6.

Palavras—chave: Tuberculose. Polimorfismo de IL-6. Mycobacterium tuberculosis. Dosagem
de IL-6. Reacao de Polimerase em Cadeia.



ABSTRACT

INTERLEUKIN-6-174G>C  POLYMORPHISM GENE IN PULMONARY
TUBERCULOSIS. JOSE WALTER CORREIA. Thesis (Doctorate). Post-Graduation in
Medical Science (Internal Medicine). Federal University of Ceara. Advisor Professor
Dr. José Julio Costa Sidrim.

The aim of this study was to investigate the profile of IL-6 production in patients with active
pulmonary tuberculosis and to evaluate the functional role of polymorphism -174G>C in the
systemic production of this cytokine. A total of 63 patients and 99 controls were studied.
Among them 38 patients [25(65.8%) males] and 63 controls [51(81%) males] were studied for
the IL-6 dosage. Moreover, 42 patients [25(60%) males] and 79 controls [62(78.5%) males]
were studied for the -174G>C polymorphism. Patients were selected from Dona Libania
Center; Messejana Hospital, Maracanau Hospital and Dr. Cesar Cals General Hospital. The
control group was selected from HEMOCE. An ELISA test was performed to measure IL-6 in
peripheral blood. The genomic DNA was extracted from peripheral blood and IL-6
polymorphism was studied by polymerase chain reaction using sequence-specific primers.
The IL-6 dosage showed an increase in patients with tuberculosis in relation to controls
(An increase in IL6 dosage was found in patients with tuberculosis in relation to controls)
(median= 4.3 pg/mL vs 0.5 pg/mL, p<0.001), but no difference was observed in
drug-sensitive patients in comparison to drug-resistant ones. The genotype distribution
showed no difference between patients and controls. In relation to the functional study, the
IL-6 levels pointed out a significant increase in patients presenting GG genotype
(median=4.1 pg/mL, range 0.5-12.0 pg/mL), in relation to GC and CC careers; these two
latter genotypes presented similar IL-6 production as in healthy individuals with
median=0.6 pg/mL, range 0.0-2.8 pg/mL, corroborating statistical significance with p=0.04.
The relevance of this study is to show in vivo the functional role of IL-6 polymorphism in
active pulmonary tuberculosis. Conclusion, the GG genotype in patients with pulmonary
tuberculosis determines an increase in IL-6 systemic production.

Keywords: Tuberculosis. IL-6 polymorphism. Interleukin-6. Mycobacterium tuberculosis.
IL-6 Dosage. Polymerase Chain Reaction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos historicos

A tuberculose (TB) acompanha o homem desde os seus primordios. Existem
relatos de evidéncia de TB em ossos humanos pré-histéricos, encontrados na Alemanha, e
datados de oito mil anos antes de Cristo (a.C.). Nao menos antigos sdo os 0ssos encontrados
no Egito, examinados por Grafton Elliot Smith e Marc Armand Ruffer, em 1908, ocasido em
que descobriram sinais da doenc¢a na coluna vertebral de uma mimia de trés mil anos de
idade; esses dois paleopatologistas descreveram extensa destrui¢do do centro da primeira
vértebra lombar e de trés toracicas baixas — sinais tipicos do Mal de Pott (SCHREIBER;
MATHYS, 1991). No Peru, em estudo de mimia de um mil e cem anos (datagdo pelo carbono
14), encontrou-se DNA intacto, tendo sido identificada a insercdo seqiiencial IS 6710, ndo se
podendo afirmar a origem do bacilo, se humano ou bovino (ROSEMBERG, 1999). Essa
seqliéncia ¢ a encontrada nas espécies que compdem o complexo Mycobacterium
tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium cannetti,

Mycobacterium microti e Mycobacterium africanum (MICHAELA et al., 2005).

No relato de suas viagens pelo Egito, Herodoto (485-425 a.C.) descreve sintomas
sugestivos de tuberculose. Plinio, o Velho, que pereceu na erupc¢ao do Vesuvio, em Pompéia
(79 d.C.), e seu sobrinho — Plinio, 0 Mogo, buscaram cura de suas doencas (TB) no Egito. O
Talmud da Babilonia (colegdes de tradicdes judaicas, escritas entre os séculos Il e VI d.C.)
sentenciava: "sangue proveniente da boca deve ser testado com uma palha de trigo: se aderir,
origina-se dos pulmdes e a doenca pode ser curdvel” (SCHREIBER; MATHYS, 1991;
RUFINO-NETO, 1998; KRITSKI; CONDE; SOUZA, 2000).

A tuberculose ¢ uma doenca com longa historia, tendo sido descrita em uma das
primeiras obras médicas, o livro chinés Huang Ti Nei-Ching, escrito no 3° milénio
a.C. Analises de ossos que remontam a dinastia Shang (1650-1027 a.C.) revelaram vestigios
da doenga; Coube a Hipdcrates (420 a.C.), na Grécia antiga, o reconhecimento da TB como
uma doenga natural e ndo um castigo divino, como era até entdo entendida. Devido ao grande

esgotamento fisico que provoca, passou a ser chamada de tisica, em grego phthisikos, ou seja,
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que traz consumacao (BIER, 1963; ISEMAN, 2000).

Somente no século XVII ¢ que o aspecto anatomo-patologico da doenga passou a
ser registrado, com os estudos do médico francés Sylvius Deleboe (1614-1672) sobre
formagdes nodulares encontradas nos pulmdes, por ocasido da realizagdo de necropsias; a
partir dai, a doenga passou a ser descrita e caracterizada pela presenca desses nodulos,
chamados de tubérculos, originando-se, dai, o termo tuberculose, que foi oficialmente adotado
em 1832, por Johann Lukas Shonlein (LYONS; PETRUCELLI, 1987). O diagnéstico das
doencas pulmonares foi celeremente melhorado, ante mortem, a partir da invengdo de René
Théophile Hyacinthe Laennec (1804), ao fabricar um tubo formado por uma folha de papel
enrolado, que servia de trompa auricular, mais tarde chamado de estetoscopio, e publicado em
seu livro Traité de [’auscultation médiate et des maladies des Poumons et du Coue, em1821.
Seis anos depois, ele proprio morreria caquético, com tuberculose (SCHREIBER; MATHYS,
1991).

Viarias outras personalidades famosas sucumbiram diante dessa grave
enfermidade. Durante a encenacdo de sua peca La Maladie imaginaire em 1637, Moliére
criticava acidamente aos médicos por considerar que estes estavam inventando uma doenca,
quando ele proprio representando o personagem principal, teve hemorragia pulmonar fatal.
Descreve-se que Sao Francisco morreu de tuberculose, assim como Santa Tereza de Jesus,
Calvino, o Cardeal Richilicu, Bolivar, Salazar, Tutankanon, D. Pedro I, Graham Bell, Mozart,
Rossini, Paganini; Caruso morreu em meio a crise de hemoptise. Também morreram vitimas
da doenca: Noel Rosa, Goethe, Descartes, Balzac, Molic¢re, Eca de Queiroz, Castro Alves,
Gongalves Dias, Graciliano Ramos, José do Patrocinio, Manuel Bandeira, e tantos outros

escritores, politicos, artistas e personalidades famosas (CONDE; SOUZA; KRITSKI, 2002).

O envolvimento da coluna cervical por TB tem sido imputado como o responsavel
pela conhecida deformidade de Corcunda de Notre Dame. Fiodor Mikhailovitch Dostoiévski,
que escreveu sobre tuberculose em "Recordagdes da casa dos mortos", morreu dessa doenga,
em 1881, existindo, hoje, um hospital em Moscou, com seu nome, em sua homenagem
(REICHMAN, 2001). No século XVIII, a TB passou a ser conhecida por peste branca, numa
alusdo a peste negra ou bubdnica, que cursava com lesdes enegrecidas na pele, € pneumonia
fulminante. O compositor Frederic Chopin estava sendo tratado de tuberculose, quando por

ordem do rei da Espanha D. Fernando VI, foi expulso e transportado para a ilha de Majorca,
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em um barco usado para o transporte de porcos. Apesar do sofrimento fisico, e da atitude
discriminatoria que sofrera, o compositor compds muitos dos seus inimeros e maravilhosos

preludios em inspiracao as belezas naturais da ilha (CONDE; SOUZA; KRITSKI, 2002).

1.2 Aspectos epidemioldgicos

“A tuberculose tem sido considerada como um dos grandes desastres da saude
publica" (ALVES; NATAL, 2002). E continua sé-lo, a matar em torno de 2.000.000 de
pessoas anualmente, acrescido do inexoravel aumento de espécies resistentes. A coinfec¢do
com HIV (TB/HIV), especialmente na Africa, ¢ a TB-MDR em todas as regides,
principalmente no leste europeu tem tornado o controle da tuberculose cada vez mais

complexo (RAVIGLIONE, 2006).

Em 1999, a American Thoracic Society (ATS) e o Center for Disease Control and
Prevention publicaram, endossados pela Infectious Disease Society of América, os trés
critérios a serem usados para o sistema de classificagdo da tuberculose, usados até os dias
atuais: 1) historia de exposi¢ao; ii) evidéncia de infeccao (PPD positivo); iii) evidéncia que a
infeccdo resultou em doenca, no passado ou ativa (baseado por critérios clinicos,
bacteriologicos ou radioldgicos). Com o surgimento de HIV/AIDS, o manejo se alterou
significantemente, tanto do ponto de vista diagndstico quanto terapéutico. Assim, a American

Thoracic Society (ATS) classifica a TB em seis grupos, como se segue (ATS, 2000):
0 Auséncia de exposicao a TB, ndo infectado;

1 Exposi¢do a TB, auséncia de evidéncia de infeccao;

2 TB latente, evidéncia de infecgao;

3 TB clinicamente ativa;

4 TB clinicamente inativa (TB no passado);

5 TB suspeita - pendéncia diagnostica.
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As Normas Técnicas do Ministério da Saude (2002), o II Consenso Brasileiro de
Tuberculose e as Diretrizes Brasileiras para Tuberculose publicados em 2004 classificam a

tuberculose da maneira como segue:

1 TB pulmonar positiva:
e Duas baciloscopias diretas positivas (duas B+) ou
e Uma baciloscopia direta positiva ou duas ou mais baciloscopias negativas e uma
cultura positiva (uma C+) ou

e Uma baciloscopia direta positiva e imagem radiologica sugestiva de tuberculose

(uma B+; RX).

2 TB pulmonar negativa
e Duas baciloscopias diretas negativas, com imagem radiologica sugestiva e achados
clinicos ou outros exames complementares que permitam ao médico efetuar o
diagnostico de tuberculose (duas B-; RX sugestivo; quadro clinico ou laboratorial

sugestivo).

3 TB extrapulmonar

4 TB disseminada (miliar ou TB em mais de dois sitios)

Em 2005, a co-morbidade com HIV/AIDS, ja afetava 11.000.000 de pessoas e
matava em torno de 200.000. Existe um perigo real que a infeccao pelo HIV possa disseminar
espécies resistentes de M. tuberculosis, provocando uma epidemia mundial (RAVIGLIONE,
2006). Este fato parece evidenciar que, dos fatores responsaveis pela gravidade ameacadora
da tuberculose, merece mencao especial a co-infeccao com HIV/AIDS, considerada a pior
situagdo em toda sua historia natural, em virtude da grave imunodeficiéncia celular
ocasionada por esse virus. Ocorre um sinergismo com aprofundada reciprocidade de
maleficios; de um lado, HIV/AIDS promove a progressao da TB, enquanto esta, através do
mecanismo da transativacao heterologa, esgota mais ainda o ja fragilizado sistema imune
celular, acelerando e agravando o curso daquela retrovirose, com todo o cortejo de afecgdes
oportunisticas (TELZAK et al., 1995; GASNER et al., 1999; KHAN et al., 2002; BARROSO,
2002). Segundo projegdes da Organizacdo Mundial de Saude, at¢ 2020 havera cerca de um

bilhdo de novos infectados, dos quais duzentos milhdes irdo adoecer, com 35.000.000 de
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obitos. Esta cifra ¢ tdo expressiva quanto a dimensdo populacional de varios imponentes e

destacados paises de qualquer um dos continentes.

Na América Latina, o quadro da doenca varia de um pais para outro, na
dependéncia de condigdes sdcio-econdmicas, da estabilidade politica e do desenvolvimento de
servios e programas de controle. E considerada de extrema gravidade no Peru, Bolivia,
Equador, Guatemala, El Salvador, Republica Dominicana, Nicardgua, Honduras e Haiti.
Anualmente, sao notificados 230.000 casos na América Latina, o que torna mais grave a
situagdo, em virtude da pratica subnotificatéria existente. Os paises com eficientes programas
de controle (Cuba, Chile e Uruguai) registram curvas de mortalidade descendente
(ROSEMBERG, 1999). As taxas de notificacdo por 100.000 habitantes em 2002 foram de 8
para Cuba, 16 para Chile, 16 para Uruguai, 17 para México, 25 para Venezuela e 30 para
Argentina (TEIXEIRA, 2004).

O quadro epidemiolégico da tuberculose no Brasil ¢ considerado muito grave.
Segundo dados do Programa Nacional de Controle de Tuberculose, do Ministério da Saude,
cerca de 60 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo bacilo da tuberculose, com uma média
de 5.000 6bitos a cada ano. O pais apresentou 110.000 casos em 2002 e ocupa o primeiro
lugar em incidéncia da doenca na América Latina e o 15° lugar entre os 22 paises com mais
casos de TB no mundo, que respondem por 80% dos doentes. Este grupo ¢ liderado pela india
com 1.761.000 casos (MINISTERIO DA SAUDE - PROGRAMA DE CONTROLE E
PREVENCAO DE TUBERCULOSE, 2008). Um dos fatores responsaveis por esses dados ¢ a
desigualdade social, que pode ser claramente entendida ao se imaginar que na década de 60,
os 10% mais ricos se apropriavam 34 vezes mais da renda nacional, enquanto que, na década
de 90, esse dado percentual teve seu registro duplicado (COHN, 1997). Segundo relatério do
Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada (IPEA), de 15 de maio de 2008, os 10% mais
pobres pagam 32% de sua renda em impostos e contribui¢des, enquanto os 10% mais ricos

pagam somente 22% e concentram 75% da riqueza e da renda nacional (POCHMANN, 2008).

Apods ter declarado a tuberculose como uma emergéncia mundial, em 1993
(GRANGE; ZUMIZ, 1999), a OMS passou a desenvolver e promover o programa de
gerenciamento supervisionado — DOTS (Directly Observed Treatment Short-Course), em
1994-1995, que se constitui de: a) compromisso governamental; b) diagnostico através de

microscopia; ¢) tratamento estandardizado e supervisionado; d) suprimento das drogas, sem
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interrup¢do; e) regular monitoramento. Nao é um programa inédito, pois modelos
semelhantes, inclusive o do Brasil, ja utilizavam quimioterapia de curta duragdo,
supervisionada. O que existe de novo € o entusiasmo, a énfase, os recursos empregados, 0
marketing, tornando-o um programa oportuno e factivel de operacionalizacdo em qualquer

pais (CHOWDHUWRY, 1999).

Em 2005, a OMS aprovou o chamado Stop TB Strategy, cujos alvos foram
definidos temporalmente, conforme se segue: 1) para 2005: detectar, pelo menos, 70% dos
casos de TB com o exame de escarro (BAAR) e curar, pelo menos, 85% destes casos; 2) para
2015: reduzir em 50% a prevaléncia da doenca e de mortes em relagdo a 1990; 3) para 2050:
eliminar a tuberculose como um problema de satde publica, o que significa uma incidéncia

de menos de 1 caso por 1.000.000 de habitantes (RAVIGLIONE; UPLEKAR, 2006).

Na década de 70, a quimioterapia com tempo de duragdo encurtado ofereceu uma
perspectiva de erradicagdo da doenga. J4 na década seguinte, com o aparecimento da
pandemia de HIV, ficou claro que essa associagdo levaria ao ressurgimento rapido da
tuberculose em muitos paises, posando como a maior ameaca ao seu controle, e destruindo a
esperanca da erradicagdo (OMS, 1989). Durante os anos 90, a tuberculose
multidrogarresistente (TB-MDR) passou a receber uma especial atencdo das autoridades
mundiais, devido a vérios fatores, dentre os quais, o surgimento de alguns surtos nosocomiais,
ocorridos nos Estados Unidos da América (PERASON et al., 1992). Sua rapida disseminagao
leva ao temor de comprometer o sucesso adquirido com DOTS (BROWN, 2004).

A carga de sofrimento e a perda econdmica causadas pela tuberculose chegam a
afrontar a consciéncia da comunidade cientifica, principalmente por se tratar de doenca
prevenivel e curdvel (OMS, 2006). Segundo Mario Raviglione, diretor da WHO’ s Stop TB
Department, o tratamento da forma sensivel da TB custa menos de 10 ddlares por més,
enquanto para TB-MDR este valor figura entre 500 e 6000 délares (BROWN, 2004). Mais
recentemente, em 2005, um novo capitulo foi adicionado ao ja tdo fragilizado controle da
doenca, quando uma forma quase intratdvel da doenga passou a ser registrada, chamada
TB-XDR (Extensively Drug-Resistant — TB), resistente a rifampicina e isoniazidaa (que se
define como MDR), e também, a fluoroquinolona e, pelo menos uma das trés drogas de 2*

linha injetaveis: amicacina, canamicina ou capreomicina (RAVIGLIONE; SMITH, 2007).
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1.3 Aspectos imunologicos

A imunidade mediada por células desempenha um papel fundamental no controle
da tuberculose, assim como dos demais patdgenos intracelulares. A maioria das pessoas
infectadas tem a infec¢do primdria e desenvolve uma resposta de hipersensibilidade do tipo
tardia duas a dez semanas depois da exposic¢ao ao bacilo. Os principais mecanismos utilizados
para destruir o bacilo sdo o resultado de uma série de interagdes ocorridas nos fagdcitos,

mediadas por citocinas (PARKIN; COHEN, 2001).

O controle imunologico do M. tuberculosis se baseia na resposta tipo Thl. Uma
vez ocorrida a fagocitose do M. tuberculosis, 1L-12 ¢ liberada do macrofago, sendo
responsavel pela diferenciagdo do linfocito ThO em Thl (LIN; ZHANG; BARNES, 1998;
MANCA et al., 2001). A resposta CD4+Thl consiste na producdo de Interleucina-2 (IL-2) e
IFN- v, que auxiliardo o macrofago a vencer a luta contra o bacilo (NEWPORT et al., 1996).
Se a via Thl ndo tiver a¢do predominante, a estimulacdo de linfocitos T CD4+Th2
desencadeard a produgdo de interleucina-4 (IL-4) e interleucina-5 (IL-5), citocinas envolvidas
na contra-regulagdo negativa e conseqiiente inibicao do eixo Thl. Esta resposta ¢ considerada
lesiva para o hospedeiro, podendo caracterizar a evolugdo para doenca. Torna-se tdo
importante e critico para a micobactéria residir dentro do macrofago para perpetuar a
infec¢do, quanto para o hospedeiro, na perspectiva de eliminé-la, através da ativagdo de
mecanismos microbicidas (APELBERG, 1997; MAES; CAUSSE; MAES, 1999; HUSSAIN
etal., 2001).

A resposta imune de todos os patogenos, pelo menos em parte, depende de
citocinas que regulam todas as células do sistema imune (LA CAVA, 2003). Com o
M. tuberculosis, esta resposta modula a reacao inflamatoria, sendo crucial para o controle da
infec¢do, assim como pode contribuir para o surgimento da doenga e para sua cronificagdo

(YAMAMURA et al., 1992; APELBERG, 1997).

1.3.1 Citocinas

Citocinas sao proteinas ou glicoproteinas imunomodulatorias, produzidas por uma
variedade de células, com multiplas e complexas atividades. Elas atuam ativando genes, que

positiva ou negativamente podem controlar ou modular a fun¢do da célula alvo promovendo a



22

divisdo, o crescimento, a diferenciacdo, a migra¢do ou a morte celular. Agem por intermédio
de ligacdes a receptores especificos presentes nas superficies celulares, tendo a rede funcional
de citocinas um papel central na homeostase do sistema imune, de maneira que variagdes de
suas concentragdes fisiologicas podem levar a uma resposta imune anormal (HIBI; HIRANO,
1998; ONISHI; NOSAKA; KITAMURA, 1998; IHLE et al, 1998; RUBINSTEIN et al.,
1998; BIDWELL ef al., 1999).

As citocinas envolvidas no processo inflamatorio sdo produzidas por tipos
celulares diferentes, particularmente, pelas células mononucleares, atuando de forma
complexa e coordenada, podendo estimular ou inibir sua prdpria sintese, assim como, de
outras citocinas e de seus receptores. Além disso, as citocinas atuam em conjunto, sendo
comum haver sobreposi¢ao e redundancia funcionais entre as mesmas (BALKWILL;

BURKE, 1989; ELIAS; ZITNIK, 1992; FRASER; LILL; FINGLIN,1996).

Algumas citocinas estdo mais intimamente implicadas na resposta imune da
infecgdo tuberculosa. A luz dos dados clinicos e experimentais, o IFN-y ¢ a citocina-chave no
controle da tuberculose; ¢ produzida por ambas as células TCD4 e TCDS, assim como por
cé¢lulas NK. Existe evidéncia da producao de IFN-y dependente de IL-12, a partir de
macrofagos alveolares infectados com a micobactéria. Apesar de isoladamente ser ineficiente
para controlar a infecg¢do pelo M. tuberculosis, o IFN-y ¢ considerado indispensavel a resposta

protetora do hospedeiro contra este patdgeno (HOLLAND, 2000; FLYNN; CHAN, 2001).

Com referéncia ao fator de necrose tumoral (TNF-a), acredita-se que esta citocina
desempenha multiplos papéis nas respostas imune e patoldgica da TB. O requerimento do
TNF-a no controle da infec¢ao micobacteriana ¢ complexo, agindo na mediagdo da ativagao
do macrofago. Ademais, seu sinergismo com o IFN-a induz a expressdo de iNOS, tao

necessario a agao anti-micobacteriana (HUSSAIN et al., 2001).

Ainda ¢ discutivel o papel da IL-10 na modulacdo imunopatologica da TB.
Sabe-se que essa citocina tem sido considerada, em contraste com TNF-a, um agente
antiinflamatério. Produzida por macréfagos e células T durante a infecgdo tuberculosa, a
IL-10 possui a propriedade de promover regulacdo negativa da producdo de IL-12, que, por
seu turno, diminui a producao de IFN-y por células T, sendo, portanto, de importancia, na

ativagdo maior ou menor do eixo Thl ou Th2 (FLYNN; CHAN, 2001).
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A interleucina-6 ¢ produzida por um vasto repertdrio de células, incluindo
macrofagos, fibroblastos, células endoteliais, neuronais, mastécitos e células CD4Th2. As
células apresentadoras de antigenos representam a maior fonte conhecida de IL-6. Pouco tem
sido estudado a respeito de seu papel na tuberculose. Sabe-se, entretanto, que esta citocina
desempenha multiplas ac¢des, sendo as mais relevantes na inflamagao, na hematopoiese e na

diferenciagdo de células T e B (VAN SNICK, 1990; FITZPATRICK; BRADEN, 2000).

Clonada em 1986, a interleucina-6 tem algumas de suas acdes baseadas nos
principios da redundancia e pleiotropia, e calcadas na utilizagdo de seu receptor, que na
verdade € um complexo sistema constituido por duas cadeias polipeptidicas: um receptor de
80kDa - IL-6R e um transdutor de sinal de 130 kDa - gp130. O receptor de 80 kDa existe em
duas formas: uma transmembrana e outra soluvel. A forma transmembrana, sob estimulagao
por sua ligacdo com a molécula de IL-6, dispara uma associagdo com gp130. O receptor
solivel forma um complexo estimulatério com IL-6, podendo se associar com gpl30 e
disparar eventos celulares, chamado de transsinalizagdo (TAGA et al., 1989, VAN SNICK,
1990; AKIRA; TAGA, 1992; HASEGAWA et al., 1998; KISHIMOTO).

Alguns comentarios devem ser feitos sobre a IL-6 para que se possa melhor
conhecé-la. Diferentemente das demais, ¢ a citocina que apresenta fun¢do enddcrina mais
pronunciada (PEREIRA, 1998; PAPANICOLAU; VGONTZAS, 2000), sendo, portanto,
chamada de citocina endécrina (HARRIS et al., 1999). Em razdo de ter acdo enddcrina,
torna-se muito relevante sua dosagem no sangue periférico, significando um real reflexo do
que ocorre em seus sitios de produgdo. A IL-6 ¢ o principal estimulo a producao de proteinas
da fase aguda da inflamagdo, particularmente a Proteina C Reativa, um dos principais
marcadores da resposta inflamatoria (GABAY, 1999), podendo sua elevagdo sérica ser
interpretada como um aumento indireto de IL-6. Niveis séricos aumentados de IL-6 e de
proteina C reativa tém sido associados com mortalidade em idosos sadios (HARRIS et al.

1999).

Niveis circulantes elevados de IL-6 estao fortemente relacionados com elevagao
dos lipides sanguineos e da pressdo arterial, assim como com a resisténcia a insulina
(FERNANDEZ-REAL et al., 2000 e 2001). O efeito da IL-6 na cascata da coagulagdo,
através de sua agdo nas plaquetas e na ativacdo do fibrinogénio, justifica sua importancia

como um dos possiveis agentes causais dos estados de hipercoagulabilidade
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(FERNANDEZ-REAL et al., 2001; SUGAWARA et al., 2001); por ilacdo, como grande
parte de pacientes com vasculopatia diabética tém aumento de plaquetas, pode-se especular
que IL-6 seria um dos fatores responsaveis por esse incremento. Jiremo e Nilsson
demonstraram que pacientes que sofreram de infarto agudo do miocardio e que sobreviveram

por mais de 8 anos tinham os niveis mais baixos de IL-6, em relagcdo aqueles que tiveram

curta sobrevida (JAREMO; NILSSON, 2008).

Conhece-se o papel da IL-6 na regulacdo do metabolismo 6sseo como um agente
estimulador de osteoclastos, tendo importante significado etioldgico nas lesdes liticas do
mieloma multiplo, assim como um preditor de resposta clinica (33 KAWANO et al., 1988).
Semelhante papel exerce também na Doenga de Castleman (YOSHIZAKI et al., 1989).
Concentragao elevada de IL-6 foi demonstrada no soro de pacientes portadores de Sindrome
de Sjogren (SS), sendo significantemente maior entre os pacientes com doenga celiaca
associada, com neuropatia periférica, com alveolite ou fibrose pulmonar, assim como
naqueles com comprometimento salivar (HULKKONEN et al., 2001). Paralelamente, a IL-6
se mostrou elevada na lagrima dos portadores de SS (TISHLER, 1998). Trabalhos existem
mostrando a participacdo de IL-6 na Esclerose Sistémica (ES), principalmente quando
associada de fibrose pulmonar (HASEGAWA et al., 1998). Tal achado foi também
demonstrado em outro estudo, tendo os autores encontrado um significante aumento de IL-6

em portadores de ES (CORREIA et al., 2006).

Alguns estudos experimentais demonstram a elevagao de IL-6 tanto na fase de
resposta imune precoce, quanto na resposta tardia. As concentragdes de IL-6 foram
mensuradas e comparadas com estudo histopatoloégico em modelo murino de TB induzida por
instilacdo intratraqueal de espécies vidveis de Mycobacterium H37-Rv. As dosagens foram
feitas no homogenato de tecido pulmonar. Dois picos de concentragdo foram encontrados: o
primeiro no 3° dia apods a inje¢do da micobactéria coincidindo com o encontro de infiltrado
inflamatorio intersticial e intra-alveolar; o segundo pico foi registrado no 21° dia,
correspondendo a formagdo de granuloma. No 2° pico (21° dia) quando o granuloma se
achava plenamente maduro, foi observado o pico maximo de IL-6 sugerindo que a TB
pulmonar esta relacionada com a producao de IL-6, sendo ratificada por relevantes alteragoes
histopatologicas particularmente a formacdo do granuloma (HERNANDEZ-PANDO et al.,
1998).
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Um outro estudo realizado na Australia conseguiu documentar que IL-6 ¢
importante na fase precoce da resposta imune. Usando também um modelo murino com
animais depletados (knockout) de IL-6, os autores observaram uma reduzida produgdo de
IFN-y ¢ um aumento da producdo de IL-4. A IL-6 age juntamente com outras citocinas
pro-inflamatérias, com TNF-a e também com IL-1 para iniciar a resposta inflamatdria
precoce. Isto sinaliza que a auséncia de IL-6 induz um retardo da imunidade protetora com
conseqiiente aumento da carga bacteriana. Concluiram os autores que a IL-6 ¢ requerida para
iniciar a resposta muito precoce dirigida pelo IFN-y e que limita o crescimento bacteriano

(SAUNDERS, 2000).

Sabe-se que o IFN-y ¢ um ativador predominante das fun¢des microbicidas dos
macrofagos para matar patogenos intracelulares como Toxoplasma gondii, Leishmania
donovanii e Legionella pneumophila. Na tuberculose em adi¢do ao efeito direto da
micobactéria nos macrofagos em resposta ao IFN-y, os macréfagos adjacentes aos infectadas
sdo incapazes de responder normalmente ao IFN-y. Isto ocorre porque os macrofagos
infectados sintetizam e secretam IL-6 e esta citocina tem a propriedade de inabilitar o
IFN-y quanto a sua func¢do de erradicar a infecgdo micobacteriana. Assim, a IL-6 ao ser
induzida pela infeccdo micobacteriana dos macrofagos, contribui para inibigdo da resposta

dos mesmos ao IFN-y (NAGABHUSHANAM et al., 2003).

Significantes quantidades de IL-6 sdo produzidas em resposta a infec¢ao pelo
M. tuberculosis tanto em modelo murino como ja citado, quanto em humanos (GIACOMINI
et al, 2001). Ladel et al, 1997 sugeriram que IL-6 fosse uma citocina pro-inflamatéria
crucial durante a infec¢do aguda. Além dos mencionados estudos in vitro, as concentracdes de
IL-6 se mostraram elevadas em efusao pericardica (BURGESS et al., 2002), no fluido de
lavado broncoalveolar (TSAO et al., 1999) e em efusdo pleural (NEKTARIA et al., 2002;
WONG et al., 2003). Em outro estudo, a dosagem de IL-6 no catarro e no soro de pacientes
com tuberculose ativa foi comparada com aquela obtida em pacientes com pneumonia
bacteriana e individuos saudaveis PPD positivo, sendo relatada elevagao desta citocina nos
pacientes com TB (RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2002). Da mesma maneira, IL-6 foi
dosada no sangue periférico de 25 pacientes com infeccdo com bacteriana cronica, sendo que
13 deles tinham tuberculose, sendo observado aumento de seu nivel na populagdo com TB

(POVEDA et al., 1999).
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J& foi demonstrado que a resposta imune global a antigenos do M. tuberculosis
estd diminuida na TB-MDR quando comparada com TB-S, entretanto a correlagdo entre os
niveis de citocinas ¢ o tempo de doenca ou o perfil de resisténcia nao foi detectado
(FORTES et al., 2005 ). Estes autores estudaram a resposta da TB-MDR e os niveis de IFN-y
e TNF-a. Estes achados foram importantes na decisdo de se estudar no presente trabalho a

dosagem de IL-6 em pacientes com TB-S e compara-la com portadores de TB-MDR.

A participacdo de um componente genético atuando na susceptibilidade ou
resisténcia a tuberculose tem sido suspeitado por muitos anos (BELLAMY; ADRIAN, 1998);
a presenca deste componente na variacdo observada entre individuos e sua resposta ao
M. tuberculosis foi ratificada por varios estudos, podendo-se citar, dentre eles, um realizado
em gémeos africanos (JEPSON et al, 2001); da mesma maneira, realga-se este fendmeno
pelo relato da seletiva expressao local de citocinas do subtipo Thl associada com formas
auto-resolutivas da tuberculose pleural, em contraste com a forma miliar da doenca

(SHARMA; MITRA; BALAMURUGAN, 2002).

1.4 Polimorfismo génico

Ao tempo que o Beagle deixou as aguas da bela e remota Ilha Galédpagos, no
Oceano Pacifico, Charles Darwin ainda nao tinha percebido que as variagdes naturais dentro
das espécies proveriam os meios para a compreensdo de sua teoria da evolucdo. Mais tarde,
em 1836, decorridos 5 anos desde o inicio da expedicdo, o famoso naturalista chegava a
Inglaterra levando na bagagem um conjunto de idéias revoluciondrias que mudariam para
sempre a geografia da alma humana, tanto quanto Cristovao Colombo mudou a geografia
terrestre. Em 1859, Darwin apresentou ao mundo sua obra prima “A Origem das Espécies ¢ a
Selecdo Natural”. Ao analisar a diversidade existente entre as 13 diferentes espécies de
tentilhdo, Darwin reconheceu que a variagdo era a matéria bruta para explicar a sele¢ao

natural (DARWIN, 2003).

Essa habilidade a adaptacdo para mudanca de condigdes ¢, também, muito bem
ilustrada pelo desenvolvimento de resisténcia bacteriana (WOODFORD; ELLINGTON,

2007). A grande diferenga se relaciona com o espago de tempo que ocorre a mudanga, pois a
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selecdo natural ocorre lentamente, enquanto o aparecimento da resisténcia bacteriana pode ser
rapido, as vezes em horas ou minutos. A relevancia dessa diversidade pode ser exemplificada
pela importante caracteristica do genoma humano de dois individuos nao parentes
compartilharem em torno de 99,9% de suas seqiiéncias de DNA (VENTER; ADAMS;
MYERS, 2001).

Sabe-se que em torno de 75% do genoma humano ¢ constituido de seqiiéncias de
nucleotideos que se repetem muito pouco, sendo denominadas de seqiiéncias simples. Os
genes que codificam para polipeptideos localizam-se nas sequéncias simples do DNA, e
correspondem a 2% a 3% do DNA gendmico. Todo o restante ¢ composto por DNA
repetitivo, representado por sequéncias que se apresentam em tandem, ou melhor, com uma
repeticdo seguida de outra, dispersas ao longo do genoma. O tamanho da sequéncia que se
repete, ou seja, o niumero de repeti¢des em tandem, classifica a categoria do Variable Number
of Tandem Repeats (VNTR) em: 1) DNA satélite, que corresponde a seqii€éncias extensas
(100 a 6500 pb), presentes em grande parte proximo ao centrOmero dos cromossomos;
1) DNA minissatélite (10 a 100 pb para cada unidade de repeticao ), presente nos telomeros;
1i1) DNA microssatélite, o mais freqiiente tipo de DNA repetitivo, apresenta seqiiéncias muito
pequenas de repeticdo (1 a 13 pb), distribuidas ao longo de todo genoma. A posi¢cdo dos
VNTR’s ¢ constante no genoma humano, mas o nimero de seqiiéncias repetidas em cada
VNTR ¢ bastante polimoérfico, variando, pois, de individuo para individuo (SUTHERLAND;
RICHARDS, 1994; TAUTZ; SCHLOTTERER, 1994 HOUSMAN, 1995). Como ja exposto
acima, essa variagdo, que ab initio, parece pequena, passa a ter grande importancia se
enfocada a luz dos 3 bilhdes de pares de base que constituem o genoma humano

(GUTTMACHER; COLLINS, 2002; BURKE, 2002).

As citocinas, como ja dito, estdo envolvidas em muitas doencas. Algumas
citocinas tem agdo primordialmente pré-inflamatdria, enquanto outras sao predominantemente
anti-inflamatorias. Assim, o equilibrio em sua producdo pode influenciar no surgimento ou
mudanga evolutiva de doengas auto-imunes, infecciosas ou neoplasicas. Muitos estudos tem
sido conduzidos para investigar uma base genética para essas doencas. Sabe-se que o
polimorfismo dos genes responsaveis pela producdo das citocinas parece influenciar seus
niveis de expressdo. Os individuos diferem com respeito ao seu nivel de producdo, assim
sendo classificados em altos ou baixos produtores de citocina, com conseqiiéncia na

modulagdo da resposta imune (BIDWELL et al., 1999).



28

Alguns polimorfismos de TNF-a foram identificados, mas o que diretamente afeta
mais a producdo esta localizado no nucleotideo de posi¢do -308; este polimorfismo resulta
em dois alelos, um definido por guanina (TNF1) e outro, menos comum, por adenosina
(TNF2), cujo registro tem sido associado com morbidade e mortalidade de formas graves de
malaria cerebral (MCGUIRE et al., 1994), com leishmaniose mucocutdnea (CABRERA et al.,
1995) e com a purpura fulminans que acompanha a doenga meningocdcia (NADEL et al.,
1996). Outras condicdes sdo associadas com o polimorfismo de TNF, como rejeicao apods
transplante cardiaco (AZZAWTI et al., 2001), renal (SANKARAN et al., 1999) e hepatico
(BATHGATE et al., 2000), e com outras entidades, como colangite esclerosante primaria
(BERNAL et al, 1999) e hepatite autoimune (CZAJA et al, 1999). A hiperexpressao de
TNF-a também favorece o desenvolvimento da forma wirchowiana de hanseniase

(ROY et al., 1997).

Trés polimorfismos nucleotidicos foram descritos na regido promotora do gene de
IL-10 nas posicdes —1082, —819 e —592. Warl¢é e col., 2002 descreveram uma significante
associacao entre o polimorfismo -1082 IL-10 e rejeigdo a transplante hepatico, sendo que 61%
dos pacientes com genotipo GG apresentaram rejei¢do, enquanto 74% com AA estiveram

livres de rejeigdo.

Polimorfismos dinucleotidicos foram descritos no gene do IFN-y sendo sugerido
que alguns desses polimorfismos estdo associados com graus diferentes de produgdo da
citocina (RUIZ-LINARES, 1993; AWATA et al., 1994; PRAVICA et al., 2000). Apesar de
isoladamente ser ineficiente para controlar a infecgdo micobacteriana, o IFN-y ¢ a
citocina-chave no controle da doenga, sendo considerada indispensavel a resposta protetora do
hospedeiro (HOLLAND, 2000; FLYNN; CHAN, 2001). O gendtipo TT (+874), relacionado
com alta producdo de IFN-y (PRAVICA et al., 2000), foi demonstrado em populagdo turca
reduzir o risco de desenvolvimento de tuberculose pulmonar em 30%, enquanto o AA
aumenta o risco em 1,41 vezes (SALLAKCI et al, 2007). Estes resultados ratificam
associagdes anteriormente descritas em populagdes da Italia (LIO et al., 2002), Espanha
(ROSSOUW et al., 2003), Africa do Sul (LOPEZ-MADERUELO et al., 2003) e China (TSO
et al., 2005).

O balango na produgdo de TNF-a e da IL-10 desempenha um fundamental papel

na tuberculose, porquanto estas duas citocinas tem agdes antagonicas (KINDLER et al.,1989).
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Assim ¢ que este balango tem sido considerado como responsavel pela apoptose ou a
sobrevida do macréfago durante a infecgdo tuberculosa (ROJAS et al., 1999), significando em
ultima andlise, o controle ou a disseminag¢do do M. tuberculosis (GERARD et al.,1993). O
alelo —1082A de IL-10, correlacionado com uma baixa produgdo desta citocina apds a
estimulacdo de células T “in vitro” (LOPEZ-MADERUELO et al., 2003), foi estudado em
populacdo turca e o resultado mostrou que pode influenciar o balango do eixo Th1/Th2 e a
partir dai desempenhar papel na susceptibilidade aumentada, sendo considerado como um

fator de risco de desenvolver tuberculose (ATES et al., 2008).

Ja o alelo —308A do TNF-a foi estudado em populacdo brasileira e o resultado
mostrou-o associado com a protec¢ao a tuberculose pulmonar, diferentemente do alelo —238A
que esteve associado com a susceptibilidade e gravidade de TB (OLIVEIRA et al., 2004). Em
outro estudo realizado em populagao russa o nivel sérico de TNF-a esteve significantemente
maior em pacientes com tuberculose (212 pg/mL) que em controles (12 pg/mL), sendo o raro

alelo TNF2 considerado como fator de risco para tuberculose pulmonar infiltrativa

(BIKMAEVA et al., 2004) .

Alguns estudos de polimorfismos do promotor de IL-6 tém sido descritos e
relacionados com doencas cardiovasculares. Em dois desses os autores demonstraram que o
genotipo G/G (—174) ¢ produtor de altos titulos desta citocina, em relacdo aos genotipos
G/C e C/C, e que, individuos portadores desta variante alélica (GG) tem uma maior
susceptibilidade para desenvolver doenga arterial coronariana e acidente vascular cerebral
(FERNANDEZ-REAL et al., 2000 FERNANDEZ-REAL et al, 2001). Sabe-se que a
aterosclerose compartilha caracteristicas de doenca degenerativa com as de um processo
inflamatério cronico (LIBBY, 1995). Niveis mais elevados de IL-6 produzidos nas células
vasculares de individuos portadores do alelo G, induzem a proliferagao de células musculares
lisas, a sintese de matrix extracelular, a producdo do fator de crescimento derivado de
plaqueta (todos abundantes na placa fibrosa), levando a formagao de lesdes fibromusculares
nas paredes dos vasos (TEDGUI; BERNARD, 1994; ROTH et al., 1995). Georges et al.,
2001 discutem que esse processo inflamatorio cronico poderia ser responsavel pela
estabilidade da placa, e demonstram que os individuos com alelo C tem reduzida transcri¢ao
do gene de IL-6 e que a menor secrecdo desta citocina dentro da placa favoreceria sua
instabilidade. Concluem os autores que a variagdo nos niveis de IL-6 ¢ importante na

determinagdo da estabilidade da placa ateromatosa e que estaria associada com
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susceptibilidade de infarto do miocardio.

O polimorfismo de IL-6 foi estudado em algumas doengas reumadticas,
destacando-se o estudo de Fishman et al. (1998) em pacientes portadores de Artrite
Reumatoide Juvenil Sistémica (ARJS). Estes pesquisadores ratificaram registros anteriores
mostrando que o gendtipo CC produz niveis mais baixos de IL-6, quando comparado com GC
ou GG, e que a reducdo na freqiiéncia de CC nos portadores de ARJS sugere que este
genotipo confere uma influéncia protetora contra o desenvolvimento da doenga. Os autores
também afirmaram ‘¢ altamente improvavel que o polimorfismo de IL-6 (-174) isoladamente

represente susceptibilidade para o desenvolvimento de ARJS” (FISHMAN et al., 1998).

Outro estudo foi realizado em 66 pacientes portadores de Sindrome de Sjogren,
que tiveram os polimorfismos de IL-6 comparados com os de 400 individuos saudaveis. A
freqiiéncia do alelo G, e também dos niveis sanguineos de IL-6 estiveram aumentados nos
doentes, em relagdo aos controles nos subgrupos com doenga celiaca, acometimento pulmonar
e dano neurolégico periférico. Os autores concluem que o alelo G determina o nivel
plasmatico da citocina, e sugerem que sua presen¢a pode ser considerada como um fator de

risco para as manifestacdes extraglandulares da SS (HULKKONEN et al., 2001).

Ainda no contexto auto-imune, os mesmos estudos genéticos foram feitos com
pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico (LES) em caucasianos americanos. O
polimorfismo de IL-6 (-174GC) desempenha papel na susceptibilidade (LINKER-ISRAELLI,
WALLACE; PREHN, 1999). Ja em populagdo caucasiana germanica, ndo se reconheceu
associacdo entre o mesmo polimorfismo e os acometimentos neuropsiquiatrico e renal da
doenga, assim como com sua gravidade. Entretanto, foi mostrada uma significante associa¢ao
entre o alelo -174G e lesdes de lupus discoide (SHOTTE et al., 2001). Em pacientes lupicos
colombianos, os autores nao encontraram associacdo do polimorfismo com susceptibilidade

(GUARNIZO-ZUCCARDI et al., 2007).

Analises outras tém sido feitas do polimorfismo de IL-6 com diabettes mellitus
tipo 2 (QI et al., 2006), com infec¢do por HIV (SAUMOY et al., 2008), destacando-se, por
exemplo, o de Foster e col., que, estudando uma populacao de individuos com HIV/AIDS,
sendo 115 portadores de Sarcoma de Kaposi (SK) e 126 sem SK, encontraram uma forte

associacdo do genotipo GG da IL-6 na posi¢do -174 nos pacientes com SK, concluindo que
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esta homozigosidade confere um risco aumentado de desenvolvimento de Sarcoma de Kaposi
(FOSTER et al., 2008). Outros estudos de polimorfismo de IL-6 foram realizados,
relacionando-o com Linfoma de Hodgkin (LH) em adultos jovens e o risco aumentado de
desenvolvimento da doenga (CORDANO et al., 2004). Noutro experimento, os autores
demonstram que a tendéncia hereditdria de produzir mais IL-6 (alelo G) confere
susceptibilidade, enquanto a de produzir niveis mais baixos (alelo C) estd fortemente

associado com prote¢ao contra LH (COZEN et al., 2004).

Assim, a IL-6 tem sido alvo de estudos visando sua aplicacdo na pratica clinica,
pois uma vez bloqueado o sinal que ¢ induzido quando ela se liga com IL-6R, pode se tornar
em atrativo objeto terapéutico para doengas cuja participacdo desta citocina tem sido descrita.
Um dos fatos relevantes foi a identificacdo de um anticorpo monoclonal humanizado
chamado de tocilizumab, que se liga com ambas as formas do receptor de IL-6, bloqueando-o
e prevenindo toda sinalizacdo transmembrana e os eventos celulares que dela sdo
dependentes (SMOLEN et al., 2008). Bem antes desta descri¢do, anticorpo anti-IL-6 foi
testado com sucesso, para aliviar as manifestacdes sist€émicas da doenca de Castleman (BECK

et al., 1994).

Depois, ja com o nome de tocilizumab, teve sua eficacia ressaltada em alguns
trabalhos, dentre os quais, dois japoneses para tratar a forma multicéntrica da doenga de
Castleman, tendo sido aprovado no Japdo em abril de 2005 para tratamento desta desordem
linfoproliferativa (NISHIMOTO et al., 2000; NISHIMOTO et al., 2005). Em outras afec¢des
inflamatorias, o agente bloqueador de IL-6 tem mostrado resultado favoravel, como na doenca
de Crohn (ITO et al, 2004), na doenga de Still do adulto (NISHIMOTO; KISHIMOTO;
YOSHIZAKI, 2000), e em algumas outras, tornando evidente a importancia do
aprofundamento do estudo do polimorfismo de IL-6 e sua relagdo com a producdo desta

citocina.

O envolvimento de genes humanos na tuberculose tem sido sugerido por
numerosas observagdes epidemioldgicas. Varios estudos mostram que o nivel de resisténcia a
infec¢do por M. Tuberculosis se correlaciona com a ancestralidade, sendo mais suceptiveis as
pessoas que vem de area geografica livre da doenca (STEAD, 1992). Ratifica-se esta assertiva
com a descricdo do mesmo autor quando mostra que a incidéncia de tuberculose tem sido

particularmente alta durante surtos em populagdes, tais como americanos nativos, cujos
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ancestrais nao tiveram contato com a micobactéria ( STEAD, 1997).

Analises sobre varios polimorfismos em pacientes portadores de tuberculose t€ém
sido realizadas na tentativa de melhor compreender os mecanismos responsaveis pela doenca,
e, também, viabilizar o estudo de novas drogas e/ou vacinas que atuem na modulacao da
resposta imune do hospedeiro, e que possa melhorar-lhes os indices de cura. Na literatura,
poucos relatos existem estudando isoladamente o polimorfismo de IL-6 e sua relagdo com a
producao desta citocina na tuberculose. Alguns foram feitos analisando-o, em conjunto com o
de outras citocinas. Em trabalho realizado em populagdo colombiana, os autores nao
encontraram diferenca genotipica entre pacientes portadores de tuberculose e controles
saudaveis (HENAO et al., 2006). Ja AMIRZARGAR et al., 2006 demonstraram uma
associacao significante entre o gendtipo GG de IL-6 na posi¢do -174 em pacientes iranianos
com tuberculose. Selvaraj et al., 2008 estudando uma populagdo indiana com tuberculose nao
encontraram associacdo de gendtipos de IL-6 -174 com tuberculose, bem como com a

produgdo de IL-6 (Tabela 1).
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Tabela 1 — Proporc¢ao de genotipos de IL-6 -174G>C em diferentes populagdes

Populaciao " Casos Controles
estudada Genotipos % %
Brasileiros n=42 n=79
(tuberculose) CC 11,9 7,6
GC 23,8 35,4
GG 64,3 57,0
Iranianos! n=40 n=119
(tuberculose) CC 10,0 8,4
GC 32,5 59,7
GG 57,5 31,9
Indianos?® n=166 n=188
(tuberculose) CC 1,9 1,6
GC 21,9 27,9
GG 76,2 70,5
Colombianos® n=120 n=102
(LES) CC 7,9 4,9
GC 29,8 39,2
GG 62,3 55,9
Alemies* n=211 n=158
(LES) CC 17,0 22,0
GC 47,0 48,0
GG 36,0 30,0
Anglo-saxdes’ n=92 n=383
(ARJ) CC 11,0 18,0
GC 59,0 44,0
GG 30,0 38,0

LES — Iupus eritematoso sistémico; ARJ — artrite reumatdide juvenil.
! AMIRZARGAR et al, 2006; 2 SELVARAJ et al, 2008; * GUARNIZO-ZUCCARDI et al, 2007, * SCHOTTE
et al, 2001; ° FISHMAN et al, 1998.

Baseado no interesse que o assunto desperta relativo ao melhor conhecimento da
imunopatogénese da tuberculose, cujo resultado poderia também ser utilizado como
ferramenta para o advento de novas drogas e/ou vacinas, e reconhecendo o estudo de
polimorfismo como de muita importancia para este mister, o autor objetiva investigar o perfil

de producdo de IL-6 na tuberculose pulmonar ativa e o papel funcional do polimorfismo de
IL-6 -174G>C do gene de IL-6.
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o perfil de producdo de IL-6 em pacientes sensiveis e multirresistentes
as drogas anti-tuberculose e avaliar o papel funcional do polimorfismo -174 G>C do gene de

IL-6 na tuberculose pulmonar ativa.

2.2 Objetivos Especificos

1.  Relacionar a producao sistémica de IL-6 em pacientes com tuberculose pulmonar ativa e

individuos saudaveis;

2.  Comparar a distribui¢do dos genotipos -174G>C de IL-6 entre pacientes com

tuberculose pulmonar ativa e individuos saudaveis de mesma regido geografica;

3. Relacionar a produgao sist€émica de IL-6 em pacientes com tuberculose pulmonar ativa e

em individuos saudaveis com os gendétipos -174G>C de IL-6;

4.  Estratificar os pacientes em sensiveis e multidrogarresistentes e relaciona-los com a

producdo de IL-6 e com o polimorfismo de IL-6 -174 (G>C).
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3 CASUISTICA E METODO

3.1 Selecio da amostragem
3.1.1 Pacientes
Os pacientes foram distribuidos em trés grupos amostrais:

1) GRUPO 1: Constituido por 38 portadores de tuberculose pulmonar ativa, com idade
entre 20 e 70 anos; este grupo de pacientes foi estudado através da dosagem de IL-6 no

sangue periférico;

1) GRUPO 2: Formado por 42 pacientes portadores de tuberculose pulmonar ativa, com
idades variando de 16 anos a 71 anos. Este grupo foi submetido ao estudo do polimorfismo -

174G>C do gene de IL-6.

iii)  GRUPO 3: Formado por 17 pacientes portadores de tuberculose pulmonar ativa, com
idades variando entre 16 e 71 anos. Este grupo foi submetido ao estudo funcional do

polimorfismo -174G>C do gene de IL-6 (genotipagem e dosagem de IL-6).

Todos os pacientes foram recrutados das seguintes unidades de satide da rede
estadual: Centro de Referéncia Dona Libania e Hospitais Geral Dr. César Cals, de Messejana

e de Maracanaq.

Nos dois grupos o diagndstico se baseou em baciloscopia e cultura positivas no
escarro; adicionalmente foi realizado estudo da sensibilidade as drogas antituberculose, sendo
os pacientes estratificados em dois subgrupos: 1. Sensivel as drogas, chamado de Tuberculose
Sensivel (TB-S); 2. Baciloscopia e cultura positivas no escarro em vigéncia de tratamento
especifico e resistente a trés drogas, incluindo-se Rifampicina (R), Isoniazida (1),
caracterizando a multidrogarresisténcia, sendo chamado de Tuberculose Multidrogarresistente

(TB-MDR) (vide anexo A).
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Critérios de inclusao:

1))

2)

3)

4)

5)

1))

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Pacientes de ambos os sexos com BAAR e cultura positivos no escarro, em

tratamento;

Ter idade entre 18 € 71 anos;

Nao ser portador de asma, doenga do coldgeno ou outra doenga granulomatosa;

Nao ser portador de HIV/AIDS

Nao ser portador de nefropatia cronica.

Foram excluidos os pacientes que apresentavam um dos critérios abaixo:

Idade acima de 71 anos ou abaixo de 16 anos;

Baciloscopia (BAAR) negativa, mesmo na presenca de lesdes radiologicas e quadro

clinico sugestivos da doenga.

Asma bronquica;

Doencas do colageno (lupus eritematoso sistémico, artrite reumatdide, esclerose

sist€émica progressiva, sindrome de Sjogren);

Outras doencgas granulomatosas (sarcoidose, doenga de Crohn);

Infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV);

Nefropatia cronica com proteintria acima de 3g/24 horas e/ou creatinina acima de

2,4 mg/dL.
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3.1.2 Controles

Para o grupo 1 citado acima foram selecionados 63 individuos controle, para o
grupo 2 foram 79 individuos controle e para o grupo 3 foram selecionados 43 individuos

(Figura 1).

Genotipagem ELISA

Pacientes
n=63

Controles
n=99

Figura 1 — Distribui¢do de amostras de pacientes e controles.

Todos os individuos controle eram doadores voluntarios de sangue do HEMOCE
e foram submetidos a avaliagdo clinica (vide anexo B). Ademais, todos apresentaram
sorologias negativas para os virus A, B, C, HIV, HTLV, assim como para sifilis e doenga de

Chagas.
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Todos os pacientes e controles assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (anexo C), assim como, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Messejana e do Hospital Geral Dr.César Cals na forma da Comissao Nacional
de Etica em Pesquisa (anexo D) por estar de acordo com as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo seres humanos (Resolu¢do 196/96 — Conselho

Nacional de Saude).

3.2 Colheita das amostras

Foram colhidos 5 mL de sangue periférico, utilizando EDTA como
anticoagulante. Nao foi utilizado sangue heparinizado, pois a heparina pode interferir na
amplificacdo do DNA. Foram utilizados 300 uLL de sangue total para a extracdo de DNA.
Enquanto, o restante do volume de sangue total foi centrifugado a 2.000 r.p.m. por 10 minutos
¢ o plasma foi separado e congelado a —20°C para utilizagdo posterior na dosagem da IL-6,

conforme orientagdes do fabricante dos kits de extragdo de DNA e de dosagens de IL-6.
3.2.1 Dosagem de IL-6

A dosagem de IL-6 foi realizada utilizando-se um ELISA sanduiche conforme
orientacdes da Biosource (Camarillo — Califérnia, USA), fornecedora dos kits. Cada placa
continha 96 pocos sendo suficiente para dosar 88 amostras, sendo que oito pocos foram
utilizados para testar amostras padronizadas com dosagens conhecidas da interleucina e tragar
uma curva-padrdo. Para as dosagens das amostras a serem testadas foram adicionados 100 pL
de tampao de diluigdo fornecido pelos kits ao pogo do controle negativo. Em seguida, foram
adicionados a cada poco 100 uL de cada amostra de plasma a ser testada. A placa foi coberta
e incubada por trés horas a 37°C. Apo6s a incubacao, cada pogo foi aspirado sendo descartada a
solucdo. Cada pogo foi lavado e aspirado seis vezes utilizando-se tampdo de lavagem
fornecido pelo kit. Em seguida, foram adicionados 100 uL do conjugado biotinado anti-IL-6,
sendo agitada a placa suavemente para que houvesse homogeniza¢do da solugdo, sendo
coberta e incubada por 45 minutos a temperatura ambiente. Novamente, os pogos foram
aspirados e lavados com tampao de lavagem por seis vezes. Apos as lavagens, foram

adicionados a cada poco 100 uL de solugao contendo estreptavidina fornecida pelo kit, sendo
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a placa coberta e incubada a temperatura ambiente por 45 minutos. Seguiram-se mais seis
lavagens. Nesse momento foram adicionados 100 uL em cada poco de solugdao contendo o
cromégeno, tornando, entdo, a solucdo de cor azul. Adicionalmente, as placas foram
incubadas no escuro por 30 minutos e, por fim, foram adicionados 100 pL de solucao de
parada da reacdo, fornecida pelo kit, agitando-a suavemente. A placa foi entdo levada ao
espectrofotometro para leitura a 450 nm. Os resultados obtidos com as amostras padronizadas
foram colocados em um grafico sendo tracada uma curva-padrao (Figura 2). Os resultados

obtidos com as amostras testadas foram interpretados em func¢ao da curva-padrao.

Pg/mL

3

2,5 -

2,

1,5

0,5 J

0 T T T T T T !
0 0,16 0,31 0,62 1,25 25 5 10 DO

Figura 2 — Curva-padrao de concentracdes de IL-6 expressas em densidades optica (DO) e pg/mL.
Leitura realizada a 450nm.
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3.3 Polimorfismo do gene de IL-6 (-174G>C)

3.3.1 Extra¢ao e Purificacdo do DNA

O DNA foi extraido e purificado conforme orientagdes do fornecedor dos kits
“Genomic Prep Blood DNA Isolation” (Amersham — Buckinghamshire, UK). Para a lise
celular acrescentou-se 300uL. de sangue total a um tubo de 1,5mL contendo 900uL de solucao
de lise de eritrocitos. A amostra foi misturada por inversao do tubo e incubada por 10min a
temperatura ambiente; ainda foi invertida uma vez durante a incubacdo. Em seguida,
centrifugou-se a 13000-16000 x g por 20 segundos, removeu-se o sobrenadante com uma
micropipeta, deixando o pellet de leucécitos com 10-20 uL de liquido residual, passou-se o
tubo no vortex vigorosamente para ressuspender os leucocitos no residuo de sobrenandante e
acrescentou-se 300 uL de solucdo de lise celular ao tubo contendo as células ressuspendidas,
pipetando-se acima e abaixo para lise celular. Para precipitagdo de proteinas, adicionou-se
100ulL da solugdo de precipitagio e levou-se ao vortex vigorosamente por 20s,
centrigugando-se a 13000-16000 x g por 3 minutos. Um pellet escuro foi formado com o
precipitado de proteinas. Para a precipitacdo do DNA, escorreu-se o sobrenadante
cuidadosamente em um tubo de 1,5mL contendo 300uL de isopropanol a 100%. Inverteu-se
gentilmente cerca de 50 vezes e centrifugou-se a 13000-16000 x g por 1 minuto. Escorreu-se
0 sobrenadante e secou-se o tubo em papel absorvente. Acrescentou-se 300ul de etanol a
70% e inverteu-se o tubo varias vezes para lavar o DNA. Centrifugou-se a 13000-16000 x g
por 1 minuto e escorreu-se o etanol cuidadosamente sendo secado o tubo em papel absorvente
por 10-15 minutos. Adicionou-se 100ul de solugdo de hidratagdo do DNA e deixou-se

“overnight” para reidratacao.

3.3.2 Tipificagcao do polimorfismo de gene de IL-6 (-174G>C)

O DNA foi amplificado por intermédio da reagdo da polimerase em cadeia,
utilizando iniciadores com seqiiéncias especificas, utilizando kits da “One-Lambda” (Canoga
Park, CA, EUA), conforme as orientacdes do fornecedor. Inicialmente, foi acrescentado 1uL
do diluente do DNA (H,Odd) no pogo referente ao controle negativo. Em seguida, foi
acrescentado 1ulL da Tag-polimerase (Gibco, EUA) (5 U/ulL) ao tubo contendo o
D-mix (180 uL), agitando-se vigorosamente por 5 segundos. Dessa solu¢do foram retirados 9

uL e acrescentados ao poco do controle negativo. Em seguida, foram acrescentados 19 pL de
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solucdo contendo DNA, na concentracdo de 100 ng/uL, a solugdo D-mix/Tag-polimerase,
sendo entdo, agitada vigorosamente por 5 segundos. Foram entdo, adicionados 10 pL dessa
solucdo em cada pogo contendo os iniciadores com seqiiéncias especificas, exceto no pogo do
controle negativo. Esse material foi colocado no termociclador (PE-9600 - Perkin-Elmer —
San Francisco, EUA) para amplificagdo do DNA, que ocorria em trés etapas. Inicialmente, a
amostra era aquecida a 96°C, por 10 segundos, para que ocorresse a desnaturagdo do DNA, ou
seja, separacdo das fitas complementares. A seguir, a reagdo era resfriada a 59°C, por 50
segundos. Nessa etapa, os iniciadores, um par de oligonucleotideos complementares as
extremidades do trecho de DNA a ser amplificado, hibridizavam-se as respectivas
extremidades das fitas despareadas de DNA. E, por fim, a reagdo era aquecida a 72°C, por 30
segundos, quando a Tag-polimerase acrescentava nucleotideos em seqii€ncia aos iniciadores,
formando uma fita complementar, nos moldes das duas originais, completando um ciclo.
Foram realizados 30 ciclos de amplificacdo. A tipificacdo do polimorfismo do gene da IL-6
foi realizada por intermédio de 3 reagdes de amplificacdo por individuo, sendo uma reacao

para controle negativo (controle interno, $-globina) e duas reagdes para IL-6.

3.3.3 Resolucao dos fragmentos em gel de agarose

Os produtos da reacdo de polimerizacdo em cadeia foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose conforme orientagdes contidas no kit de amplificacdo
(One-Lambda, Canoga Park, CA, EUA). O gel de agarose preparado com a adi¢do de 1,75¢g
de agarose e SmL de tampao 5X TAE (Tris-HCL, pH = 7,5, 10mM; NaEDTA, pH = 8.0,
ImM) a 250 ml H,0dd. A agarose foi dissolvida por ebuli¢do e resfriada a 60°C, com
posterior adi¢do de 12,5 pL. de brometo de etideo a 1,0%, misturada e despejada na placa,
deixando em repouso por 1 hora, a temperatura ambiente. Um gel de 12x8 cm foi colocado
em cuba de eletroforese (Pharmacia cell GNA200 — Upsalla, Suécia), com o nivel da solugdo
tampao (tampao 5X TAE) de 2 a 3 mm acima da superficie do gel, em ordem padronizada dos
iniciadores e, finalmente, o controle negativo. Seguiu-se a eletroforese por 15-25 minutos, a
170 V (aproximadamente 0.4V/cm2). Terminada a eletroforese, o gel foi colocado em um
transiluminador luz UV de 312 nm (Hybaid, EUA) e fotografado para documentaciao e

interpretacdo (Figura 7).
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3.3.4  Interpretacao dos perfis polimorficos

A interpretacdo das bandas obtidas a partir do kit OneLambda foi realizada

empregando a tabela de interpretagao fornecida pelo fabricante (anexo E).

3.4 Analise estatistica

Os valores das dosagens de IL-6 encontrados no grupo de pacientes € no grupo de
individuos controle foram comparados utilizando-se o teste de Mann-Whitney,
considerando-se que trata-se de amostras com distribuicdo ndo normal. As comparacdes entre
as freqliéncias dos alelos e dos genotipos de IL-6 foram realizadas utilizando-se o teste

bicaudal de Fisher. Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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Ao total foram estudadas 162 amostras das quais 63 eram de pacientes ¢ 99 de

controles. O grupo 1 foi constituido por 101 amostras, sendo 38 casos e 63 controles. O

grupo 2 foi constituido por 121 amostras, sendo 42 casos € 79 controles.

4.1 Grupol

Dentre os 38 casos estudados neste grupo, 25 (65,8%) eram do sexo masculino e

13 (34,2%) do feminino, com idades variando entre 20 e 70 anos e mediana igual a 44 anos.

Dos 63 controles estudados 51 (81%) eram masculino e 12 (19%) eram femininos, com

idades entre 19 e 50 anos e mediana igual a 26 anos (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracterizacao demografica dos individuos do grupo 1 segundo o sexo ¢ a idade.

TB TB-S TB-MDR Controles
Caracteristicas demograficas
(n =38) (n =23) (n =15) (n=63)
Masculino 25 (65,8%) 16 (73,9%) 9 (60%) 51 (81%)
Feminino 13 (34,2%) 7 (26,1%) 6 (40%) 12 (19%)
Faixa etiria 20-70 anos 20-70 anos 22-59 anos  19-50 anos
Mediana 44 anos 38 anos 46 anos 26 anos

TB tuberculose;

TB-S tuberculose sensivel,

TB-MDR tuberculose multirresistente.

As dosagens de IL-6 estdo demonstradas na figura 3. A mediana da concentragdo

de IL-6 nos casos foi de 4,3pg/mL, enquanto que nos controles foi de 0,5pg/mL, conferindo
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significancia estatistica com p<0,001. Quando os casos foram estratificados de acordo com o
teste de sensibilidade as drogas anti-tuberculose, as medianas de concentra¢des de IL-6
encontradas foram: 4,1pg/mL e 5,1pg/mL para TB-S e TB-MDR, respectivamente, sem

diferencas estatisticas.

10

pg/ml

controles B-S TB-MDR

Figura 3 — Concentragdes de IL-6 em soro de individuos do grupo 1, controles e pacientes com tuberculose
(TB), sensiveis (TB-S) e multirresistentes (TB-MDR) as drogas anti-tuberculose.  As
concentragdes de IL-6 estdo apresentadas em medianas; p<0,001 para TB vs controles, TB-S vs
controles, TB-MDR vs controles; p>0,05 para TB-S vs TB-MDR.

4.2 Grupo 2

Dentre os 42 casos estudados neste grupo, 25 eram do sexo masculino (60%) e 17
do feminino (40%), com idades variando entre 16 e 71 anos (mediana = 44,5 anos), conforme
Tabela 3. Dos 79 individuos saudaveis, 62 eram do sexo masculino (78,5%) e 17 do feminino
(21,5%), com idades compreendidas entre 19 e 51 anos (mediana = 27 anos), demonstrados na

Tabela 3.
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Tabela 3 — Caracterizacdo demografica dos individuos do grupo 2 segundo o sexo e a idade.

TB Controles
Caracteristicas Demograficas
(n =42) (n=179)
Masculino 25 (60%) 62 (78,5%)
Feminino 17 (40%) 17 (21,5%)
Faixa etaria 16-71 anos 19-51 anos
Mediana 44,5 anos 27 anos

TB — tuberculose.

Todos os pacientes do grupo 2 foram submetidos ao estudo do polimorfismo de

IL-6 na posicao -174. A freqiiéncia dos gendtipos CC, GC e GG foi de 5 (11,9%), 10 (23,8%)

e 27 (64,3%), respectivamente. Nos individuos controle a freqiiéncia dos genotipos CC, GC e

GG foi de 6 (7,60%), 28 (35,40%) e 45 (57%), respectivamente, como mostrado na tabela 4.

Nao houve diferenca estatistica entre estas freqiiéncias (vide anexo G).

Tabela 4 — Distribui¢ao dos gendtipos nos pacientes € nos controles do grupo 2.

TB Controles
Genotipo
(n =42) (n=179)
C/C 5(11,9%) 6 (7,6%)
G/C 10 (23,8%) 28 (35,4%)
G/G 27 (64,3%) 45 (57,0%)

TB — tuberculose; p>0,05 — teste de Fisher.
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4.3 Grupo3

Em 17 pacientes foi também realizada a dosagem sérica de IL-6 para estudo
funcional do polimorfismo. Este grupo era constituido por 8 (47%) individuos do sexo
masculino e 9 (53%) do feminino, com idade entre 25 ¢ 71 anos (mediana=51). A dosagem
sérica de IL-6 variou de 0,5 a 12 pg/mL, com mediana de 4,1 pg/mL. Da populagdo controle,
constituida por 43 individuos a dosagem de IL-6 foi realizada no sangue periférico. O
resultado do polimorfismo, assim como as dosagens de IL-6 encontradas nos pacientes e nos

individuos controle estdo demonstradas na tabela 5.

Tabela 5 — Caracteristicas demograficas, distribuicdo dos gendtipos de IL-6 -174G>C e
niveis séricos de IL-6 em individuos do grupo 3, casos e controles.

Genotipo de IL-6 (-174G>C)

G/G G/C C/C p
Tuberculose
N 10 7
Idade (mediana) 51 51 >(,05
Sexo, % masculino 40 57 >0,05
Niveis de IL-6 (mediana - pg/mL) 4,1 0,6 0,04
Controles
N 27 16
Idade (mediana) 26 25 >(,05
Sexo, % masculino 78 94 >0,05
Niveis de IL-6 (mediana - pg/mL) 0.6 0.6 >0,05

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para andlise estatistica.
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Os valores de IL-6 encontrados em individuos controle apresentaram variacao de

0-2,8 pg/mL, com mediana de 0,60 pg/m. Estes dados sdo mostrados na figura 4.
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Figura 4 — Niveis séricos de IL-6 em controles do grupo 3, segundo genoétipos -174G>C de IL-6. p > 0,05. Foi
utilizado o programa Prisma em versdo 5 para confecgao do grafico.



48

Os niveis séricos de IL-6 diferiram entre os grupos controle e de casos. As
concentragdes de IL-6 encontradas nos casos estdo aumentadas em 6,8 vezes com relacdo as

encontradas no grupo controle, conferindo significancia estatistica com p<0,01 (figura 5).
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0.0 }
Tuberculose Controles

Figura 5 — Niveis séricos de IL-6 em individuos do grupo 3, p < 0,01. Foi utilizado o programa Prisma em
versdo 5 para confeccdo do grafico.
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Em adi¢do observou-se um aumento na produgdo de IL-6 em pacientes com
tuberculose portadores do genotipo -174G/G (mediana=4,1 pg/mL) quando comparados com

os pacientes portadores dos gendtipos G/C ou C/C (mediana=0,6 pg/mL), demonstrado em

figura 6, com p=0,04.
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Figura 6 — Niveis de IL-6 em pacientes do grupo 3 com tuberculose, segundo gendtipos -174G>C de IL-6.
p = 0,04. Foi utilizado o programa Prisma em versdo 5 para confec¢do do grafico.
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Este aumento na producdo de IL-6 ndo foi observado em controles portadores do

geno6tipo G/G (tabela 5), demonstrado na figura 4.

Os pacientes do grupo 2 foram estratificados de acordo com o resultado do teste
de sensibilidade as drogas anti-tuberculose, sendo 24 (57%) TB-MDR e 18 (43%) TB-S. A
distribuicdo dos genotipos de IL-6 nestes grupos estd demonstrada na tabela 6 e ndo conferiu

significancia estatistica (vide anexo F).

Tabela 6 — Distribui¢ao dos gendtipos nos pacientes do grupo 2, sensiveis e resistentes.

TB-S TB-MDR
Genotipo

(n =18) (n=24)
C/C 3 (16,7%) 2 (8,3%)
G/C 6 (33,3%) 4 (16,7%)
G/G 9 (50%) 18 (75%)

TB-S — tuberculose sensivel as drogas anti-tuberculose; TB-MDR — tuberculose multidrogarresistente;
p>0,05 — teste de Fisher.
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A figura 7 mostra gel de agarose com os diferentes padrdoes de polimorfismo de

IL-6-174.

11512243 .- 14157 16

Figura 7 — Gel de agarose mostrando bandas de amplificacdo de IL-6-174 em amostra de um
individuo do  grupo 2. O poco 1 representa o controle negativo. Pogos 2-12 e 15-16
mostram amplificagdo de genes de outras citocinas. O pogo 13 mostra banda positiva do
controle interno (beta-globina) e auséncia da banda de amplificagdo do alelo -174C. O
pogo 14 mostra banda positiva do alelo -174G.
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5 DISCUSSAO

Imagine uma nova doenca com transmissao através de nucleos de goticulas, por
via inalatoria; carreada de uma para outra pessoa, de uma para outra cidade, estado, pais,
continente; infecta tanto as pessoas com o sistema imune comprometido, quanto as saudaveis.
Para cada pessoa doente, 10 a 20 s3o infectadas silentemente, e destas, em torno de 10%
desenvolvem-na na forma ativa e, provavelmente espalham-na na comunidade; imagine uma
nova doenga que ¢ curavel com drogas que sao disponiveis, cujo agente etioldgico ja pode ser
resistente ab initio e que algumas vezes pode ser considerada praticamente intratavel, pois &
extensivamente resistente as drogas. Imagine essa nova doenga que, se ndo tratada, tem a
probabilidade de afetar dezena de milhdes de pessoas em todo mundo, e matar, pelo menos, a

metade daqueles que desenvolvem a forma ativa (HEYMANN et al., 1999).

A doenga que perspassou por todo o imaginario do leitor no paragrafo anterior
ndo é uma enfermidade virtual. E, na verdade, uma doenga real; muito menos por ter vitimado
e morto o Rei Eduardo VI do que por se tratar de uma constante ameaca a consciéncia e a
inteligéncia das autoridades sanitdrias mundiais. E profundamente perturbador entender esta
doenga - a tuberculose, uma infeccdo/doenca que mata uma pessoa a cada 16 segundos, que
usa um teste diagnostico descrito ha 100 anos, uma vacina que foi desenvolvida ha 80 anos e
arsenario terapéutico que permanece sem novidades nos ultimos 60 anos (GAGNEUX;

SMALL, 2007).

A primeira etapa deste trabalho, representada pelas amostras do grupo 1, mostra
que a concentracdo de IL-6 no sangue periférico de pacientes portadores de tuberculose
pulmonar ativa (n=38) esteve 8,6 vezes maior em relacdo ao grupo controle (n = 63). Este
resultado ¢ consistente com trabalhos prévios que mediram IL-6 no fluido do lavado
broncoalveolar (TSAO et al., 1999), no esputo (RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2002) e na
efusdo pleural (KIROUCHAKI et al., 2002).

Muitas tentativas tem sido feitas para definir o papel da IL-6 na resposta imune da
tuberculose, sendo enfatizado seu potencial pro-inflamatorio durante infecgdes agudas

(KOPF et al., 1994), assim como em processos infecciosos cronicos (POVEDA, 1999).
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Por outro lado, em outro trabalho, esta citocina tem sido considerada como tendo agdo tanto

pré quanto anti-inflamatoria (FLYNN, 1998).

Na segunda etapa deste trabalho, analisa-se o polimorfismo de IL-6 em 42
pacientes portadores de tuberculose pulmonar ativa, comparado com 79 individuos saudaveis,
doadores de sangue do HEMOCENTRO de Fortaleza — Ceara. A freqiiéncia dos gendtipos
CC, GC e G/G nos controles foi de 4,5%, 32,5% e 63%, respectivamente. Apesar de pequena
amostra, comparou-se estes resultados com os dos controles constantes na tabela 1, assim
distribuidos: 119 de populagdao iraniana (AMIRZARGAR et al., 2006), 188 indianos
(SELVARAIJ et al., 2008); 102 colombianos (GUARNIZO-ZUCCARDI et al., 2007), 158
caucasianos alemaes (SCHOTTE et al., 2001) e 383 caucasianos do Reino Unido (FISHMAN
et al., 1998). Neste estudo comparativo, observa-se que os achados do presente experimento
sdo similares aos encontrados nas amostras colombianas. Sdo, entretanto, totalmente diversos
dos das amostras de caucasianos. Por outro lado, observa-se grande similaridade entre os
geno6tipos dos dois grupos de caucasianos. Quando comparado o gendtipo CC do corrente
estudo com o da populacao alema e do Reino Unido observa-se nestes um aumento de 3 vezes
e de 2 vezes, respectivamente. Contrariamente, o genotipo GG esteve respectivamente 2 vezes
e 1,5 vezes menor nos dois controles caucasianos, quando comparado com o do atual estudo

(vide tabela 1).

Estes resultados merecem uma reflexdo, do ponto de vista de genética
populacional, que pode ser aplicada a susceptibilidade ou resisténcia a tuberculose:
i) em primeiro lugar, destaca-se a grande similaridade étnica existente entre as populacdes
sul-americanas, haja vista que quando os colonizadores espanhois chegaram a regido da atual
Colombia, no fim do século XV, tanto o litoral como o planalto era habitado por indios.
ii) A populagdo brasileira constituida, a época da chegada dos portugueses (em 1500) por
cerca de 2,4 milhdes de amerindios, ¢ considerada uma das mais heterogéneas do mundo,
resultado de 5 séculos de imigragdo de caucasianos europeus (em torno de 6 milhdes),
oriundos principalmente de Portugal, mas também da Espanha, Itdlia e Alemanha, e de
escravos africanos (4 milhdes), originarios primordialmente da Africa Equatorial; essas duas
classes populacionais aqui se juntaram aos amerindios nativos (ALVES-SILVA et al., 2000;
CARVALHO-SILVA et al., 2001), acrescido de holandeses que dominaram o nordeste,
principalmente Pernambuco, durante trés décadas no século XVII. Esta mistura de povos de

diferentes origens confere um alto grau de miscigenagdo da populagdo brasileira, ja
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previamente demonstrado por estudos de tipificagdo do HLA (LOUZADA-JUNIOR et al.,
2001).

Esta heterogeneidade reflete o pool genético de cada grupamento étnico parental.
Stead documentou que aqueles individuos refratarios a infec¢do tuberculosa sdo o resultado
da selecdo natural entre os ancestrais que sobreviveram enquanto crassavam prolongadas e
letais epidemias. Ressaltou o mesmo autor que ja se incorporou ao conhecimento médico que
afro-americanos tém mais tuberculose que brancos, com uma prevaléncia de duas vezes maior
entre os individuos negros (STEAD, 2001). Mantendo a mesma linha de raciocinio, torna-se
tentador especular que individuos altamente susceptiveis e que morreram de TB poderiam ter
carreado genotipos de alto risco. Existe, sabe-se, uma grande diversidade genética em
populagdes miscigenizadas, podendo resultar da agregacdo de distintos alelos oriundos de
grupos étnicos e raciais separados. Esta heterogeneidade reflete, em ultima analise, a presenca
de gendtipos prevalentes nos componentes dos grupos étnicos, ou seja, diversidade tanto intra
como interétnica, em zonas promotoras de genes, regides reconhecidamente polimorficas,
portanto, importantes na determinacao do papel funcional, e, consequentemente, na regulacao

da expressao génica de citocinas, tema central do presente estudo (GIBSON, 2001).

Em recente trabalho, Taudorf e col. injetaram lipopolissacaridio (LPS) de
Escherichia coli (0,1ng/kg por via venosa), em 200 caucasianos saudaveis moradores em
Copenhagen; o objetivo era o estudo de modelo de inflamagdo de baixo grau em doenga
cronica, relacionando-o com os polimorfismos nas regides promotoras dos genes de TNF-g,
IL-18, IFN-y, IL-10 e IL-6. Os autores concluiram que os polimorfismos analisados nao
afetaram os niveis sanguineos nem a producdo de TNF-q, IL-10 e IL-6 (TAUDOREF et al.,
2008). Em outro ensaio, também com LPS, realizado em populagdo hungara, os autores
utilizaram células endoteliais de veia umbilical humana (CEVUH) de individuos saudaveis e
estudaram a producgdo de IL-6, relacionando-a com diferentes gendtipos. A freqiiéncia de
genoétipos encontrada foi CC 12%; GC 52%; GG 36%. Apesar de serem as células endoteliais
consideradas como grandes produtoras de IL-6 (LIBBY, 1995; FERNANDEZ-REAL et al.,
20005 JONES et al, 2001; FERNANDEZ-REAL et al., 2001; GEORGES et al., 2001), os
autores ndo conseguiram demonstrar qualquer relagdo entre o polimorfismo e a producao de
IL-6, concluindo que a producdo desta citocina ndo depende de diferentes gendtipos na

posicdo -174 (KISZEL et al., 2007).
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Como se ve, os dois trabalhos experimentais com LPS ndo lograram éxito em
mostrar qualquer relagdo entre os diferentes genotipos e a producdo de IL-6, tanto no sangue
periférico como em cultura de células endoteliais. Diferentemente dos supracitados resultados
negativos obtidos a partir do estimulo com LPS, o atual estudo realizado em seres humanos
mostra que o desafio imunoldgico com antigeno micobacteriano resultou em robusto aumento
do nivel sérico de IL-6, relacionando-o com o genotipo GG, sugerindo que esta citocina
contribui para a atividade inflamatéria em pacientes com TB, estando em acordo com seu
potencial pré-inflamatério, o que ja foi demonstrado em modelos de infec¢do aguda

(POVEDA et al., 1999).

Apesar do papel de IL-6 ndo ter sido suficientemente bem elucidado em processos
infecciosos cronicos, Angrill e col. demonstraram a presenca de maiores niveis de IL-6 no
sangue periférico em pacientes com TB do que em outras infec¢des bacterianas cronicas
(ANGRILL et al., 2001). Este dado valoriza e enfatiza os resultados do presente trabalho, pois
os pacientes aqui estudados tinham tempos diversos de duracdo da doenga, assim como
diferentes graus de gravidade. Seria o desafio antigénico micobacteriano tdo diverso do
realizado com lipopolissacaridio? Entre outras citocinas, a interleucina-6 parece desempenhar
papel central no desenvolvimento das reacdes inflamatorias sistémicas que, ao final, por
exemplo, podem levar ao choque séptico (SCHLUTER et al., 1991). Torna-se relevante
ressaltar que a interleucina-6 sofre um rapido clareamento plasmatico, tendo uma meia-vida
muito curta < 10 min (VAN SNICK, 1990; DENDORFER, 1996; PAPANICOLAU;
VGONTZAS, 2000; La CAVA, 2003). Com base nestes argumentos, pode-se especular que o
desafio com antigeno micobacteriano do presente estudo, por ser mais duradouro, foi capaz de
elicitar uma resposta funcional do polimorfismo, com consequente aumento sustentado dos
niveis séricos de IL-6, em contraste com os registrados nos experimentos com

lipopolissacaridio.

Mesmo sem ter sido detectada no corrente trabalho diferenca quanto a freqiiéncia
genotipica entre controles e pacientes, os dados aqui apresentados mostram uma associagao
entre a producdo de IL-6 e a presenga da variante alélica G/G nos pacientes com tuberculose
pulmonar ativa. Estes resultados ja foram previamente encontrados por outros pesquisadores
em diversas enfermidades, como em pacientes portadores de Doenga Arterial Coronariana e
Acidente Vascular Cerebral (FERNANDEZ-REAL et al., 2000 FERNANDEZ-REAL et al.,
2001), Artrite Reumatoide Juvenil Sistémica (FISHMAN et al., 1998), Sindrome de Sjogren
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(HULKKONEN et al., 2001), lupus discéide (SHOTTE et al., 2001), Sarcoma de Kaposi
(FOSTER et al., 2008), Linfoma de Hodgkin (COZEN et al., 2004) e lupus eritematoso
sistémico (LINKER-ISRAELIL; WALLACE; PREHN ,1999).

Em estudo prévio realizado em populacao colombiana, Henao e col. avaliaram
190 pacientes portadores de tuberculose, assim distribuidos: 140 com TBP, 30 com TB
pleural, 20 com TB miliar e analisaram o polimorfismo de TNF-a, IFN-y, TGF-f, IL-10 e
IL-6. Especificamente com relagdo a IL-6, os autores ndo encontraram diferenca nas
distribuicdes de alelos ou de genotipos entre controles saudaveis e pacientes com TB, e
concluiram afirmando que ndo havia associacdo, nem tampouco outros relatos sobre tal ilacao
entre polimorfismo de IL-6 e tuberculose (HENAO et al., 2006). Os resultados do presente
estudo sdao concordantes com os de Henao e col., com referéncia a distribuicao dos genotipos
entre os controles € os pacientes, ou seja, o estudo qualitativo. O resultado final do presente
estudo, entretanto, aprofunda a discussdo do papel do polimorfismo -174G>C de IL-6 na
tuberculose pulmonar, vez que o estudo funcional, quantitativo, ¢ que mostrou tal associacao.
Dessa forma, depreende-se que a anélise do polimorfismo deveria, sempre que possivel, ser

complementada com a dosagem dos niveis de IL-6, como aqui realizada.

Dos trabalhos, cujos gendtipos dos controles foram comparados com os do atual
estudo, apenas o iraniano e¢ o indiano foram realizados com pacientes portadores de
tuberculose. Como mostrado na tabela 1, poucas e inexpressivas sdo as diferencas com
relacdo ao genotipo GG nas amostras dos pacientes portadores de tuberculose do Brasil e da
India; Selvaraj er al. (2008) ndo encontraram relagdo entre os niveis de IL-6 e o alelo G nas
amostras de populacdo indiana em estudo realizado in vitro com 166 pacientes. Em outro
trabalho realizado em populacdo iraniana, os autores mostram que o gendtipo GG ¢
significantemente maior em doentes com tuberculose em comparacao com os controles —
57,5% versus 31,9% e que existe associagdo positiva entre tuberculose e o gendtipo GG. Os
autores finalizam o artigo ressaltando que acabam de publicar o primeiro relato mostrando o

papel de IL-6 na tuberculose (AMIRZARGAR et al., 2006).

No presente estudo mostrou-se que o polimorfismo de IL-6 ¢ fator determinante
da producao desta citocina em pacientes portadores de tuberculose pulmonar, pois 0 mesmo
gendtipo GG hiperprodutor de IL-6 nos doentes, ndo o ¢ nos individuos saudaveis, deixando

muito claro que, ap6s o contato com o Mycobacterium tuberculosis, este polimorfismo se
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torna funcionalmente importante e responsavel pelo aumento da expressdo de IL-6. A
hiperexpressdo desta citocina ao desafio micobacteriano esta de acordo com o fato de que
IL-6 ndo ¢ expressa constitutivamente, mas ¢ altamente induzivel e produzida em resposta a
estimulos inflamatorios, como IL-1, fator de crescimento derivado de plaquetas, TNF-a, e

produtos bacterianos ou virais (TERRY; LOUKACI; GREEN, 2000).

Os pacientes do presente estudo foram estratificados de acordo com o teste de
sensibilidade; dos portadores de TB-MDR 75% tinham o genétipo GG, enquanto 50% dos
com TB-S apresentavam este genétipo, sem significancia estatistica. Reforce-se que na
andlise do grupo 1 do presente estudo, foi demonstrada uma robusta diferenga na producao de
IL-6 em pacientes com tuberculose pulmonar quando comparados com controles saudaveis,
entretanto ndo se encontrou diferenca nos niveis séricos quando se comparou pacientes com

tuberculose sensivel e com tuberculose multidrogarresistente.

Sintetizando, pode-se dizer que até o presente momento, trés estudos avaliaram o
polimorfismo do gene de IL-6 na tuberculose pulmonar: (i) em populacdo iraniana, (ii) em
populagdo colombiana e (iii) em populacdo indiana. Dos estudos acima, apenas o iraniano
descreveu uma associagdo entre o genotipo GG e susceptibilidade a tuberculose pulmonar.
Apesar do numero reduzido de amostras, conforme mencionado acima, ndo se observou
diferengas significantes entre as distribui¢des dos genétipos de IL-6 -174G>C em pacientes e
individuos saudaveis. Por outro lado, quando as dosagens séricas de IL-6 foram comparadas
entre pacientes e controles, observou-se diferenca significante com aumento expressivo dos
niveis periféricos de IL-6 nos pacientes com tuberculose pulmonar ativa. Provavelmente, esta
citocina desempenha papel relevante no processo inflamatério em pulmdes de individuos com

tuberculose ativa.

Dentre os trés estudos citados acima, o unico que avaliou o aspecto funcional do
polimorfismo do gene de IL-6, foi o indiano, tendo sido feita por ELISA os niveis de IL-6 em
sobrenadante de cultura de células mononucleares de sangue periférico cultivadas e
estimuladas com fitohemaglutinina ou antigenos de M. tuberculosis obtidos de filtrado de
cultura. Os resultados demonstraram auséncia de associacdes entre os niveis de IL-6 ¢ os
genotipos de IL-6 -174G>C. Neste presente estudo, optou-se pela investigagdo dos niveis
séricos de IL-6, considerando que esta citocina desempenha importante papel no componente

sistémico da inflamacdo e que seus niveis séricos representam sua producdo tecidual. Dessa
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forma, utilizou-se ELISA para quantificar a produ¢ao sistémica de IL-6 em sangue periférico
de pacientes com tuberculose pulmonar ativa, comparando com controles saudaveis. Para a
analise dos gendtipos de IL-6 -174G>C comparou-se a mediana de produgdo da citocina nos
diversos subgupos de genotipos. Dessa forma, este € o primeiro estudo a relacionar a

distribui¢do dos gendtipos de IL-6 com a producgao in vivo da citocina.

Os resultados demonstram uma forte influéncia dos genotipos na producdo de
IL-6. Destaca-se a observacao de niveis reduzidos de IL-6, semelhante aos controles, em
individuos com tuberculose pulmonar ativa e genétipos G/C ou C/C, porquanto os individuos
saudaveis apresentaram niveis baixos de IL-6, mesmo expressando o genotipo G/G,
fortemente associado a hiperproducdo da citocina em pacientes com tuberculose. Por fim, o
atual estudo permite concluir que os niveis de IL-6 sdo influenciados de forma expressiva

pelo genotipo de IL-6 -174G>C.
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6 CONCLUSOES

I. A dosagem sérica de IL-6 demonstrou um aumento das concentragdes em

pacientes com tuberculose quando comparadas aos individuos saudaveis;

2. Nao houve diferencas nas dosagens séricas de IL-6 entre os subgrupos sensivel e

multirressitente as drogas anti-tuberculose;

3. Nao houve diferengas nas distribuicdes dos genotipos entre os pacientes € 0s

individuos saudaveis, assim como entre pacientes com TB-S e TB-MDR;

4. O estudo funcional do polimorfismo de IL-6 demonstrou que a produgao sistémica
de IL-6 ¢ infuenciada pelos genotipos —174G>C, na tuberculose pulmonar, sendo
que o gendtipo de IL-6 -174GG determina o aumento na producdo sistémica de

IL-6 na tuberculose pulmonar.
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ANEXO A

FICHA INDIVIDUAL: Tb. MDR x INTERLEUCINA -6

MDR TS ESP SADIO

NOME: .. Pront. / Origem: ...................
Idade: .................... Sexo: MO FO IMC: ... Cor: Bl PO OO

Data do diag. Inicial: ...................... Data do diag. da M.R.: .......................
Iniciodo trat.: .......................... Mudanca terapéuticap/ M.R.: ...................

TS NA FAMILIA : SIM 0 NAO [ MDR NA FAMILIA : SIM [0 NAO [
Drogas emuso: RMP[O INHO PZAO SMO EMBOETHO AMICACINA O
OFLOXACINA [1 TERISIDONA [1 CLOFAZIMINA [0 OUTRAS [ .cccecieiererecnancnnnes

Doencas associadas: HIVO AIDS [ LINFOMA [0 SILICOSE [J DM [
OUTROS .....ooicciiccierirmnecscacasesatnssssasssnsasasasasmsssnssssasesnsnsnsnsnsmsmnsnsasnsnsmsnsmsnssasasnnnns
Drogas em uso: CORTICOIDE [ CITOSTATICO [ ANTI-ULCEROSOS [

BRONCODILATADOR [1 OUTROS [ ciccccictccccsmsecacasncsasasasnsansssasasansennsasasasassnsasas
_TSA x Resisténcia: RMP[ INHIIO PZA[O EMB[LO SM[O ETH[

AMICACINA [0 OFLOXACINA [0 TERISIDONA [1 CLOFAZIMINA [

I = B

OUT RO S .. . i, TR
Datadaalta: ...................................... Data do ébito: ............... e,
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ANEXO B
Ficha de doacio de sangue do HEMOCE

(GOVERNO po f S

CENTRO DE HEMATOLOGIA £ HEMOTERAPIA DO CEARA

- Sequenc. Data Emissdo
FICHA DE DOACAQC DE SANGUE
Beg. Internagdo Beneficiario
Haospital Motivo da doagiic
Codigo Triagem Tipagem Preliminar Hemoglobina Hematdberito ) Temperatura
Pressio Arterial Peso Palso Altara
SIN SIN
(1. Atualmente se sente bem, tem boa satde 19. Teve Hanseniase, Calazar, Leishmaniose?
02, Ingeriu bebida alcéolica? 20. Tatuagem. acupuntura / farou 2 orelha, quando?
03. Esta de jejum? Esta de vigilia? 21. Gravidez? Puerpério? Amamentacio? Aborto?
04. Esta gripado? Virose? 22. Usa drogas? Etilista? 3
05. Tomou algem medicamento? 23. Apresenta perda de peso / Inguas no corpo?
06 Fez tratamento dentario tltimas 72 horas? 24 Diarréia, febre persistente ou sudorese?
07 Tratamento médico anterior? 25. Mancha na pele / lesdes na boca / genitais?
08. Fez cirurgia, esteve hospitalizado? 26. Pratica sexo seguro?
09. Recebeu transfusio de sangue? Quando? 27. Teve sifilis ou cutras doengas venéreas?
10. Tomou vacina recentemente? Quando? Quais? 28. Teve relacio homossexual c/perc. Homo?
11. Doengas cardiovasculares? Dor no peito? 29, Contato sexual c/prostituia, viciado cm drogas?
12. Tuberculose? Asma? 30. Vocé veio doar para fazer teste de AIDS?
13. Hepatite? Ictericia? Contato Intimo? ' 31. Morou fora do Brasil? Onde? (Anc € Tempo)
14. Malaria: Area endémica? Anti-malarico? 32. Vocé ja doou sangue? Data da dltima doacéo:
15. Teve anemia? Sangramento anormal? Cancer?
16_ Ja teve desmaio cu convulsio?
17. Tem alergias? Reumatismo? Diabetes?
18. Teve Chagas ou foi picado pelo barbeiro?
Observ.:
Resp. Triagem Cédigo Assinatura
Avaliagdo Mot. Rec. | Desc. Motivo de Recusa . 3
( JAP ( YRT ( )RD 1. { ) Doagdo s/Transfusdo
. ~ . 2. ( ) Coleta de Amostra

Flebotom. Inic. Assinatura Flebotom. Term. | Assinatura 3. ( ) Doagdo p/ Transfusdo
Cédigo da Bolsa Brago Puncionado Hora ic. Coleta Hora Term. Coleta

Reagdes Adversas Cédigo da Amostra

Ccod. 03.017.010
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 Candidato

Sexo Datz Nasc. N° Documento Tipo Doc. | Org. Expedidor
()M ()F

Nome do Pai

Nome da Mie

Endereco Bairro

Mumicipio CEP Telefone

Mumicipio de Nascimento Estado de Nasc.

Estado Civil Co-habitante | Grau de Escolaridade | Cor da Pele

OC ()b ()S )V

(}s ()N

(A ()B (OM ()N

Ocupagio

Estado Civil: C = Casado, D = Divorciado, 8§ = Solteiro, V = Vilvo
Corda Pele: A= Amarela, B=Branca, M =Mulata, N = Negra

TERMO DE RESPONSABILIDADE

Declaro que compreendi as questdes a mim formuladas e que as informagoes
que en prestel sdo verdadeiras, ¢ desde que atendam aos requisitos para doagfo de
sangupe, permito que sejam retirados m! de meu sangue para uso a critério do

de

Assinatura do Doador
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ANEXO C

Termo de consentimento informado

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAQO

PACIENTE RESPONSAVEL LEGAL GRAU
NOME DO PACIENTE:

IDENTIDADE SEXOM F DN__ / [
ENDERECO: N  Apto
BAIRRO: CIDADE

CEP: N° TELEFONE: ()

DADOS SOBRRE A PESQUISA

TITULO: Dosagem de Interleucina — 6 em pacientes com Tuberculose multidrogarresistente e estudo do
polimorfismo do promotor da Interleucina — 6.

PESQUISADOR: José¢ Walter Correia, médico-chefe do Servigo de Clinica Médica do Hospital Geral Dr.
César Cals / SESA.

Endereco: Av. Do Imperador, 455. Fones: 3488-4600, 3488-2661 ¢ 9982-5689.

O objeto de nossa pesquisa cientifica ¢ tentar identificar as pessoas que tem
tendéncia para desenvolver tuberculose resistente aos medicamentos usualmente utilizados para tratar essa
doenga, assim como determinar se a destruigdo do pulmio que se pode ser vista neste grupo de pacientes esta
relacionado com a producio de uma substincia chamada de interleucina — 6. Sera dividida em duas partes:
na primeira, faremos inicialmente a dosagem da Interleucina — 6 no sangue, pois poderemos estar
descobrindo o clemento responsavel pela inflamagdo crénica que ocorre na tuberculose resistente; depois,
procuraremos saber porque o organismo de certas pessoas produzem uma quantidade maior da Interleucina
do que outras; com isto, estaremos tentando descobrir os motivos de alguns doentes terem o pulmio
destruido pela doencga, enquanto outros se curam com muita facilidade.

Nossa pesquisa sera feita com a analise do sangue, colhido em veia do brago (2cc),
portanto com risco desprezivel; apenas o incémodo da picada da agulha e, no maximo, um pequeno
hematoma no local da picada. Os pacientes participantes da pesquisa poderfo desistir, a qualquer tempo, sem

prejuizo para nosso trabalho, assim como terfo livre acesso aos resultados dos exames a que se submeteram.

CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIMENTO

Declaro que apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador ¢ ter entendido o
que me foi explicado, concordo em participar do presente Protocolo de Pesquisa.
Em caso de menor de idade, declaro que o mesmo foi devidamente esclarecido e eceita participar do presente

Protocolo de Pesquisa sendo eu o responsavel legal.

Fortaleza, de de

Assinatura

(paciente ou responsavel legal)

Assinatura e carimbo do pesquisador
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ANEXO D

Declaracio do Comité de Etica em Pesquisa

SECRETARIA DA SAUDE DO ESTADO DO CEARA /SUS
HOSPITAL GERAL CESAR CALS
CENTRO DE ESTUDOS APERFEICOAMENTO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

o’

Of. 043/2005
Protocolo do CEP: 043/2005
Pesquisador responsavel: José Walter Correia
Titulo do Projeto: Estudo do Polimorfismo do Promotor da Interleucina — em

Pacientes Portadores de tuberculose Multidrogarresistente.

Levamos ao conhecimento de V.Sa. que o Comité de Etica Pesquisa(CEP) do
Hospital Geral Dr. César Cals, dentro das normas que
regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de Saude -
Ministério da Saude, Resolugdo N°. 196 de 10 de outubro de 1996 e Resolugido
N° 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial, em 16 de
outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, apreciado ¢ aprovado o
projeto  supracitado na reuniio do dia 04 de Novembro de 2005.

Outrossim, informamos que o pesquisador devera se comprometer a

enviar relatério parcial e final do referido projeto.

Atenciosamente,

Dr. Antonio Luiz C;Q,é,t 6nimo

Coordenador do CEP

r Geral /HGCC

ERADOR, 545~ CENTRO . CEP. 80015052 - FORTALEZA-CE
FONE/ FAX: (0xx85) 488 2602/ 488.2608
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ANEXO F

Distribuicio de genétipos de IL-6 -174 em pacientes do grupo 2 com tuberculose,

segundo sexo, idade e classificacio quanto a resisténcia aos tuberculostaticos.

CASO IDADE SEXO CLASSIFICACAO GENOTIPO

1 56 F MDR C/IC
2 43 F TS C/IC
3 46 M TS C/IC
4 47 M MDR C/IC
5 62 F TS C/iC
6 40 M TS G/C
7 41 M MDR G/C
8 50 M TS G/C
9 51 F MDR G/C
10 16 M MDR G/C
11 29 M TS G/C
12 64 M TS G/C
13 30 F TS G/C
14 55 M MDR G/C
15 39 M TS G/C
16 65 M MDR G/IG
17 34 F MDR G/IG
18 38 F MDR G/G
19 41 F MDR G/G
20 25 F MDR G/G
21 54 F MDR G/G
22 41 F MDR G/G
23 48 M TS G/G
24 39 M TS G/G
25 45 F MDR G/G
26 30 M MDR G/IG
27 43 M MDR G/IG
28 44 M TS G/G
29 44 M TS G/G
30 25 F TS G/G
31 49 M MDR G/G
32 61 F MDR G/IG
33 71 M TS G/G
34 63 F TS G/G
35 50 M MDR G/IG
36 56 F MDR G/G
37 28 F MDR G/G
38 32 M TS G/G
39 48 M MDR G/G
40 57 M MDR G/IG
41 51 M MDR G/IG
42 32 M TS G/G




ANEXO G

Distribuicio de gendtipos de IL-6 -174, segundo sexo e idade,

em individuos saudaveis do grupo 2.

NUMERO IDADE SEXO  GENOTIPO
1 23 M C/C
2 39 M G/G
3 26 F GIG
4 24 M GIG
5 29 M GIG
6 23 M GIC
7 27 M G/G
8 26 M GIG
9 26 F GIG
10 27 M G/G
11 45 M GIG
12 26 F GIG
13 25 M GIC
14 24 F GIG
15 26 M G/G
16 27 F GIC
17 26 M G/G
18 19 M GIC
19 19 M GIG
20 20 M GIC
21 26 M GIC
22 25 M GIC
23 24 M G/G
24 23 M GIC
25 27 M G/G
26 19 M G/G
27 20 M GIG
28 50 M GIG
29 34 M GIG
30 22 M GIG
31 26 F G/G
32 31 M c/C
33 30 M GIG
34 23 M GIC
35 38 M GIC
36 28 M GIC
37 29 M GIC
38 29 F GIG
39 25 M GIG
40 35 M GIC
41 26 M G/G
42 28 M G/G
43 20 M GIC
44 27 F GIG
45 32 M GIG



46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
7
78
79

40
30
30
41
27
29
29
31
20
24
36
46
28
36
23
39
34
29
28
27
26
28
51
27
21
28
29
25
30
34
38
23
27
28
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Infection Brief Report
Interleukin-6 Blood Levels in Sensitive
and Multiresistant Tuberculosis
J.W. Correia, M.V. Freitas, J.A. Queiroz, M. PereiraPerrin, B. Cavadas
Abstract will become sick and result in an predicted 35 million

Background: Interleukin-6 (IL-6) is a proinflammatory
cytokine implicated in the immunopathogenesis of tubercu-
losis (TB). Multidrug resistance in tuberculosis is recognized
worldwide as an important public health issue. The mecha-
nism underlying TB pathogenesis in general and drug resis-
tance in particular is not well understood, but it may be that
IL-6 is one factor that enhances pathology in drug-resistant
TB. The purpose of this study was to identify patterns of IL-6
production in active pulmonary TB with different sensitivity
to standard drug therapy.

Patients and Methods: IL-6 blood levels were studied in 38
patients with active pulmonary TB: 23 patients were very
sensitive to specific chemotherapy (STB), and 15 were mul-
tiresistant (MDRTB). An ELISA assay (Biossource) was used to
quantify IL-6 in the sera of 38 TB patients and 63 healthy
blood donors.

Results: The STB group was composed of 16 males (73.9%)
and 7 females, MDRTB by 9 males (60%) and 6 females, and
control group by 51 males (81%) and 12 females. The resulis
showed a significant increase in IL-6 concentration in TB
(median = 4.3 pg/ml, range 0.5-24) compared to that of
healthy individuals (median = 0.5 pg/ml, range 0-2.8,

p < 0.001). Additionally, IL-6 concentrations were
increased in both STB (median = 4.1 pg/ml, range 0.5-24)
and MDRTB (median = 5.1 pg/ml, range 0.5-12) groups in
relation to controls (p < 0.001). In contrast, significant
differences were not observed between STB and MDRTB
groups (p > 0.05).

Conclusion: IL-6 levels were increased in pulmonary
tuberculosis, independent of drug resistance.

Infection 2008
DOI 10.1007/s15010-008-7398-3

Introduction
Tuberculosis (TB), caused by infection of Mycobacterium
tuberculosis, represents a major public health challenge to
the world. According to the projections of the World
Health Organization (WHO), there will be about 1 billion
newly infected individuals by 2020; of these, 200 million

infection 2008 © URBAN & VOGEL

deaths [1]. The disease, together with AIDS and malaria,
continues to be one of the top three lethal infectious
diseases in the world [2]. In most European countries, the
incidence of TB has gone down since the 1970s and the
1980s [1], except in prisons where the incidence is up 83.6
times compared to civilians [3]. For example, TB rates in
Russia jumped from 38/100,000 in 1991 to 74/100,000 in
1997, and in prisons it increased by nearly 100 times [4].
The picture of tuberculosis in Brazil has a similar trend
[5]. The disease accentuates social inequalities and is
exacerbated by co-infection with HIV.

The interaction between mycobacteria and host,
especially with macrophages, is well known. Given that
90% to 95% of infected individuals do not develop the
clinical disease, a so far unknown mechanism must exist to
justify such pathochrony. Host immune response is usually
successful in containing the evolution of the infection,
although not sufficient to eliminate the microorganism.
Active disease is due probably to the absence of an
effective immune response [2]. Cellular immunity plays a
fundamental role in tuberculosis control. Most infected
people develop hypersensitivity response 2—10 weeks after
the exposure to the bacteria, which are destroyed mostly
by mechanisms that depend on a series of interactions
between phagocytes and cytokines [7,8]. Immune
response to pathogens depends, at least partly, on cyto-
kines that regulate cells of the immune system [10].

IL-6 has been implicated in the immunopathogenesis
of tuberculosis [11-13]; Saunders et al. [13] demonstrated
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that 1L-6 is required for the rapid expression of an initial
protective IFN-y response during M. fmberculosis infec-
tiom, This early response occurs in the hmg and 5
important to the inmitial containment of myeobacterial
growth in this organ. However, the precise mechamsm by
which IL-6 mediates protection has not been completely
clarified [11]

It remains to be determined whether drug resistance
alters cviokine patterns in TB patients. This swdy was
designed to determine whether sera levels of IL-6 increase
or decrease in TH patients and whether such levels are
dependent on the sensitivity to drug.

Patients and Methods

Patients
A total of 38 patients with pulmonary tbercolosis, aged betwesn
20 years and W years, were analyzed in this study. Palienls were
recriited atl Dona Libima Healthy Unit and m Messejana or
Maracanan Hospitals, Fortaleza, Ceara, Brazil. Pabents were
divided into two groups according to the sensitivity to anti-
tuberculsis drugs: [1] sensitive tuberculosis (STH) and [2] mulk
tiresistant tubereulosis (MDRTHE).

The STH group was composed of 23 patients presenting with
initial or reactivated tuberculosis using anti-tuberculosis drugs,
with positive bacilescopy. The MDRTH group was composad of
15 patients with positive badloscopy and culture to M. mbercs-
losis in sputum, during anti-tuberculosis treatment. Additionally,
MDRTHE palients presented resistance to, at least, rifampicn
(RFF} and isoniazd (INH), confirming multi-drug resistance.
Patient= with AIDS, others pulmonary diseasss and others
granulomatosis wers excluded.

Controls
Sixty-three voluntary healthy blood donors from HEMOCE in
Ceara, Brazl were also included in the study. All of them had
negative serology for hepatitis (A, B and C), HIV, HTLY,
syphilis, and Chagas disease.

IL-6 Dosage
IL-6 serum concentrations in peripheral venows blood were
measured by an ELISA sandwich assay and quantified based on
standard curves of 1L-6 as per instructions of the manufacturer
(Biossource, Camarille, CA, LSA)L

Statistical Analysis
Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests wers used o compare
IL-6 values observed in patients and controls. P ovalues < (005
were considered significant.

Ethical Considerations
An informed consent term was signed by all pabients and controls
and the study was approved by the Ethical Committes from the
Messejana Hospital, Ceara, Brazil.

Results
Distribution of Average Age and Sex in Control
and TB Patients
The demographic characteristics of controls and patients
are demonsiraied in table 1.

Table 1

Demographic characteristics of tuberculesis (TB) patients,
sensitive (STE) or multiresistant (MDRTE), and healthy control
individuals.

Demographic T8 STB MDRTB Controls
characteristics (n=38) (n=23) (n=15) (n=63)
() n(%) (%) n %)
Sex
Male 25 (65.8) 16(73.8) 9§ (60) 51 (B1)
Female 13 (34.2) T (261) 6 (40) 12 (19)
Age [years) 20-70 20-70 22-59 19-50
Median (years) 44 38 113 26

IL-6 Concentrations
Figure 1 shows that the median concentration of 1L-6 in
the sera of TH patients was 4.3 pg/ml compared o5 pg/
ml for non-TH, healthy control individuals (p o< 04K1), or
B.6-fold increase in cvtokine concentration. When TB
patients were stratified into drog-sensitive and  drug-
resistant groups, the following results were obtained: [L-6
in the sera of drug-sensitive patients continued 1o be much
higher {8.2-fold) than in the healthy control group, as did
the concentration of 1L-6 in the sera of multi-drug resis-
tant patients { 1{0.2-fold).

Discussion
IL-6 is a multifunctional cviokine secreted bw Ivmphoid
and nonlvmphoid cells regulating B- and T-cell function
and s a potent inducer of the acute-phase protein
response [9] In active tuberculosis, the role of IL-6 may
he predominantly negative. This is supported by two facts:
(1) IL-6 promotes the growth of mycobacteria in periph-
eral blood monocvies and (2) 1L-6 inhibits the production
of TNF-z and 1L-1§, which may enhance the intracellular
killing of microorganisms and the development of gran-

uloma [8].

MDRATE

10

IL-6 po/ml
oy

]

ol

controls

TE STE

Figure 1. IL-6 levels in the sera of patients with tuberculosis {TB),
sensitive (STE} or multiresistant (MORTE), and healtthy controls. IL-6
levels are presented as median; range for TB = c.5-24, 5TE = o5-24,
MDRETE = o.5-12 and healthy controks = o—2.8; p < 0.0 controks vs
TE; p < cuowontrols vs 5TB; p < cuoom contraols ws MDETE; p » cuos
TBS vs MORTE.

Infection 2008 © Ussas B VoosL
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In the current study, we found IL-6 level in peripheral
blood to be increased in the population of patients with
tuberculosis (n = 38) compared to the healthy group
(4.3 pg/ml vs 0.5 pg/ml), consistent with previous mea-
surements in bronchoalveolar lavage fluid [14], in sputum
[15] and in pleural effusion [16].

When IL-6 concentrations in the sera of patients with
STB (n=23) were compared with healthy controls
(n = 63), we observed a 8.2-fold increased concentrations
in the patients with STB (4.1 pg/ml vs 0.5 pg/mi,
p < 0.001). This robust increase suggests that IL-6 con-
tributes to the inflammatory activity in the TB patients, in
accordance with the proinflammatory potential of IL-6 in
experimental models of acute infection [17]. Although the
role of IL-6 in chronic infectious diseases such as tuber-
culosis has not yet been elucidated, Poveda et al. [18]
showed higher levels of IL-6 in peripheral blood in TB
patients than in other chronic bacterial infections. Angrill
et al. [19] also showed a significant increase in IL-6 in
bronchoalveolar lavage fluid in patients with bronchiec-
tasis compared to controls, and the reduction of its levels
after treatment of the infectious exacerbation [20].

The discussion about the role of cytokine in resistant
patients is important because it could explain different
patterns of inflammatory reaction that occur in tubercu-
losis. IL-6, together with tumor necrosis factor and IL-1,
belongs to the group of proinflammatory cytokines which
initiate early inflammatory responses. More attempts to
define the role of IL-6 in the anti-infective immune
response have emphasized its proinflammatory potential
during acute infections [13, 18]. Nevertheless, IL-6 has
been regarded to have both pro-inflammatory and anti-
inflammatory properties [21]. In the setting of chronic
disease, it may be a player in the elicitation of cellular
immune responses against affected cells and of mucosal
humoral responses against infection [22].

In this current study, we show IL-6 levels to be
increased in the population of patients with active tuber-
culosis compared to healthy control individuals. Macro-
phage activation by cytokines is the main mechanism
underlying acquired resistance to pathogen; however,
even activated macrophages fail to fully eradicate the
pathogen [6]. It has been demonstrated that IL-6 is
required for the rapid expression of an initial protective
IFN-y response during M. tuberculosis infection [13]. This
early response occurs in the lung and is important in the
initial containment of mycobacterial growth in this organ.
Sahashi et al. [23] snggest a similar action for IL-6
studying the lung in sarcoidosis; they defend its partici-
pation in the alveolitis that precedes granuloma formation
— the characteristic hallmark of sarcoidosis. The present
study clearly corroborates these results.

When compared to STB (5.1 pg/ml vs 4.1 pg/ml), a
tendency of an increase in IL-6 median in MDRTB was
observed, which was not significant. However, signifi-
cance was not achieved. Tuberculosis group stratification

Infection 2008 © URBAN & VOGEL

into STB and MDRTB seems to have limited this analysis
as two small groups remained to be compared.

Studies about the cytokine net and tuberculosis are
important because it is known that drugs used for treat-
ment do not kill mycobacteria, they only block the bac-
terial cell cycle. Moreover, efficacy of the immune
response against tuberculosis might be increased. Sim-
birtsev et al. have demonstrated the preliminary action of
SCV-07 (gamma-glutamyl-tryptophan), a synthetic di-
peptide that stimulates T-lymphocyte differentiation and
specific response and enhances IL-2 and IFN-y in mice.
They observed an increased anti-tuberculosis efficacy
when it was used in combination with the standard che-
motherapy [24]. Thus, modern therapy against tubercu-
losis should be based on stimulation of anti-tuberculosis
immune response associated with a standard chemother-
apy, especially in multi-drug resistant cases.

In conclusion, peripheral IL-6 levels are increased in
active pulmonary tuberculosis independent of drug sen-
sitivity. Further studies are necessary to elucidate the role
of IL-6 on MDRTB.
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Summary

Interleukin-6 is a multifunctional cytokine produced by different cells. A -174G>C
polymorphism in the IL-6 gene is associated with cytokine production and disease
susceptibility. The aim of this study was to investigate the impact of the -174G>C
polymorphism in the peripheral levels of IL-6 in pulmonary tuberculosis. We studied 17
patients (median of age = 51yrs, male = 48.5%) with active pulmonary tuberculosis and 43
healthy individuals (median of age = 26yrs, male = 86%). The -174G>C polymorphism was
genotyped by polymerase chain reaction and IL-6 serum levels were measured by ELISA. A
Mann-Whitney test was used to compare IL-6 levels and a two-tailed Fisher’s test to compare
genotype frequencies. We found that the most frequent genotype in pulmonary tuberculosis
and in controls was the -174G/G genotype, 58.9% and in 62.8% (p<0.05), respectively. A
significant increase in IL-6 levels was observed in the G/G homozygous genotype,
median=4.7pg/mL (range=4.1-12 pg/mL) when compared to the combined genotype G/C
C/C, median=0.6 pg/mL (range=0.5-7.4 pg/mL), P=0.04. In conclusion, our data suggest that
the -174G/G genotype is a determinant in the overproduction of the IL-6 in patients with

active pulmonary tuberculosis.
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Introduction

Interleukin-6 (IL-6) is produced by a vast repertoire of cells, including macrophages,
fibroblasts, endothelial cells, mast cells and T-helper type 2 CD4+ cells (Th2). However,
antigen presenting cells are the most relevant reservoir of IL-6. Although the role of IL-6 in
the pathogenesis of tuberculosis is still not well established, it is known that this cytokine
plays multiple actions on inflammation, hematopoiesis and T cell differentiation. Because IL-
6 is a multifunctional cytokine and is produced by different cells, it is possible that IL-6 could
play an important role in pulmonary tuberculosis'.

A G>C polymorphism in the promoter region of the IL-6 gene, at the position -174,
has been associated with the production of high serum levels of IL-6 and increased risk to
develop coronary arterial and cerebral-vascular diseases™*. In autoimmune diseases it was
demonstrated that the genotype C/C induces lower levels of IL-6 when compared to the G/C
and G/G genotypes, and suggested that the reduction in the frequency of the C/C genotype
conferred protection against systemic juvenile rheumatoid arthritis’. In Sjogren syndrome, the
G allele was associated with high IL-6levels and the development of extra-glandular
manifestations®. The relevance of this polymorphism in autoimmune disease is not completely
clear. In systemic lupus erythematosus, association was shown in American Caucasians’, but
not confirmed in Germanic Caucasians ° and Colombians’. Indeed, a non-consensual
association of the -174G>C polymorphism was demonstrated in Hodgkin lymphoma'®'". The
-174G>C polymorphism was recently studied in HIV infection and the presence of the G/G
genotype conferred susceptibility to Kaposi sarcoma development'?.

Few studies has been conducted concerning to the associations of the -174G>C
polymorphism in tuberculosis. For instance, a similar frequency of -174G>C was found in
tuberculosis and control individuals from Colombia'®, contrary to an increased frequency of

the G/G -174 genotype in Iranian patients with pulmonary tuberculosis'*.
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In a recent study, we found increased levels of serum IL-6 in Brazilian patients with
pulmonary tuberculosis, suggesting a role for this cytokine in the systemic inflammation of
tuberculosis. The present study was conducted to investigate the impact of the -174G>C

polymorphism in the peripheral levels of the IL-6 in pulmonary tuberculosis.

Material and Methods
Patients and controls

The case group was composed of 17 individuals with pulmonary tuberculosis infection
by a Mycobacterium tuberculosis confirmed by positive culture in sputum. Patients were
recruited in General Hospital Dr Cesar Cals and Messejana and Maracanau Hospitals,
Fortaleza, Ceard, Brazil. Patients with extra-pulmonary involvement and/or with HIV were
excluded.

The control group was composed of 43 volunteer healthy blood donors from
HEMOCE in Fortaleza, Ceara, Brazil. This is the same geographic area and with similar
ethnic origins of the patients. All of them had negative serology for hepatitis (A, B and C),

HIV, HTLYV, syphilis, and Chagas disease.

IL-6 polymorphism

Genomic DNA was isolated from peripheral blood cells using Amersham commercial
kits (Buckinghamshire, UK). DNA samples were stored at -20°C. Genotyping for the -
174G>C polymorphism of the promoter region of the IL-6 gene was performed by
polymerase chain reaction using a sequence-specific primers procedure and OneLambda

commercial kits (Canoga Park, CA, USA).
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IL-6 dosage
IL-6 serum concentrations in peripheral venous blood were measured by an ELISA
sandwich assay and quantified based on standard curves of IL-6 as per instructions of the

manufacturer (Biossource, Camarillo, CA, USA).

Statistical analysis
Interleukin-6 levels in patients and controls were compared using Mann-Whitney test
and cytokine genotype frequencies using the two-tailed Fisher’s exact test. P values < 0.05

were considered significant.

Ethical considerations
Informed consent according to the Declaration of Helsinki was obtained from all
individuals and the protocol of the study was approved by the General Hospital Dr Cesar Cals

Ethics Committee.

Results

The median age of the cases was 51 years (range=25-71ys) and of the controls was 26
years (range=20-51ys). Table 1 shows the demographic characteristics of the population
studied.

The -174 G/G homozygous genotype was observed in 9 (60%) pulmonary tuberculosis
patients, whereas 5 (33.3%) cases expressed the heterozygous G/C genotype and 1 (6.7%)
expressed the homozygous C/C. This genotypic distribution did not differ from that observed
in healthy blood donors as shown in table 2.

IL-6 serum levels median was 4.10 pg/mL (range=0.5-12 pg/mL) in pulmonary
tuberculosis cases and 0.6 pg/mL (range=0-2.8 pg/mL) in controls with a p<0.01. Regarding

to the different -174G>C genotypes, a significant increase in IL-6 levels was observed in the

6
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G/G homozygous genotype, median=4.7pg/mL (range=4.1-12 pg/mL) when compared to the
combined genotype G/C C/C, median=0.6 pg/mL (range=0.5-7.4 pg/mL), P=0.04, in

pulmonary tuberculosis (Figure 1). This difference was not observed in controls (Figure 2).

Discussion

We studied 60 individuals to evaluate the influence of -174G>C polymorphism in IL-6
serum levels of pulmonary tuberculosis patients. The G allele frequencies in pulmonary
tuberculosis and in healthy individuals were about 60% and genotypes distribution were also
similar in both groups. Although the present study is limited by the small number of samples
genotyped, it shows a similar -174G>C genotype distribution to that reported in Italians'.
Differences in the frequencies of the G/G, G/C and C/C genotypes were not shown in
IraniansM, Colombians9, Germanic Caucasiansg, Anglo-Saxons5 and Indians'®. Although the
distribution of -174G>C polymorphism did not differ in these population among patients and
healthy controls, differences were observed when each genotype was compared in the
different populations studied. This is clearly demonstrated by the increased frequencies of the
C/C genotype in Germanic Caucasians (4.8-fold), Anglo-Saxons (4.0-fold) and Indians (3.0-
fold) when compared to the Brazilian ones. In contrast, the G/G genotype was reduced in the
Germanics and the Anglo-Saxons (2.0-fold and 1.6-fold, respectively) in comparison to its
frequencies in the Brazilians.

Studies on the major histocompatibility complex (MHC) polymorphisms demonstrated
a high mixture in race in the Brazilian population, which results of the aggregation of a
variety of distinct MHC alleles from diverse ethnic groups, including Caucasians, Afro-
Americans and native Amerindians'’. Such miscegenation has probably contributed to the

differences observed in the genotypes distribution between Brazilians and other populations.
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Amirzargar et al. (2006) studied IL-6 levels and -174G>C polymorphism in Iranians
with pulmonary tuberculosis'*. An increased frequency of the G/G genotype was observed in
Iranian patients when compared to controls (57.5% vs 31.9%), differently from results
observed in Brazilians. However, the functional investigation of the influence of the -174G>C
polymorphism on the production of the IL-6 was comparable is both studies (Iranian and
Brazilian). The G/G genotype was strongly associated to an increase in serum IL-6 levels in
pulmonary tuberculosis in Brazilians compared to healthy individuals (median = 4.70 pg/ml
vs 0.60pg/ml, respectively; p=0.04).

Literature concerning to the role of the -174G>C polymorphism on the IL-6 levels is
not consensual. Recently, Taudorf et al. (2008) investigated in vitro cytokine production,
including IL-6, in 200 healthy individuals stimulated with Escherichia coli'®. Authors
concluded that the IL-6 production was not influenced by the -174G>C polymorphism. This
observation corroborated previous report in Hungarian population'®. Both of these studies
were conducted in in vitro assays, using lypopolysaccharide or E. coli as antigens. Our study
was designed to be an in vivo assay and we studied IL-6 production in patients with active
pulmonary infection by M. tuberculosis. We believe that this approach represents a better
model to evaluate cytokine production in response to the infection because it represents most
clearly what happens during human pulmonary tuberculosis, and it could explain our results
that are different from others groups.

A limitation of our study was the reduced number of the cases, particularly to the
genotype distribution in the population. However, this limitation did not influence the analysis
of the IL-6 production in combination with the genotypes, which was our primary objective.
We show that the -174G>C polymorphism is determinant on the production of the IL-6 in
active pulmonary tuberculosis. The overproduction of the IL-6 is observed in G/G cases while

G/C or C/C presented low levels of peripheral IL-6, similarly to that observed in healthy
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individuals. It seems that these -174G/C and -174C/C genotypes influences negatively the IL-
6 production. It is probably that the differential production of IL-6, under influence of the -
174G>C polymorphism, could play a role in the clinical presentation and, even more, in the
outcome of the tuberculosis.

This study shows that the -174G/G genotype is determinant in the overproduction of
the IL-6 in patients with active pulmonary tuberculosis. Furthers studies might be conducted
to investigate the impact of this different production of the IL-6 in the outcome of the

tuberculosis.
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Table 1 — Demographic characteristics, distribution of IL-6 -174G>C genotype and IL-6

peripheral levels in patients with tuberculosis and in healthy individuals.

IL-6 Genotype (-174G>C)

G/G G/C C/C p*
Tuberculosis
N 10 7
Age, y (median) 51 51 >0.05
Sex, % male 40 57 >0.05
IL-6 level (pg/mL) 4.7 0.6 0.04
Controls
N 27 16
Age, y (median) 26 25 >0.05
Sex, % male 78 94 >0.05
IL-6 level (pg/mL) 0.6 0.6 >0.05

*Mann-Whitney test.

14
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Table 2 — Genotypic distribution of the -174G>C IL-6 polymorphism in pulmonary

tuberculosis cases and in controls.

G/G G/C C/C p*

Pulmonary tuberculosis 10 (58.9%) 6(35.2%) 1(5.9%) P>0.05
N=17
Controls 27(62.8%) 14 (32.6%) 2 (4.6%) P>0.05

N=43

*Two-tailed Fisher’s exact test.

15
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Figure 2 - IL-6 levels (pg/mL) in controls
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