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RESUMO 

 

Fatores genéticos e imunológicos foram associados à patogenese da doença 
inflamatória intestinal (DII), ela inclui Retocolite Ulcerativa Idiopática (RCUI) e 
doença de Crohn (CD). A hiperresponsividade de celulas B e a autoreatividade de 
células T contribuem para a polarização da resposta imune Th1 em CD e Th2 em 
RCUI. Sítios polimórficos na região 3'não traduzida do gene HLA-G (completa) e 
região promotora dos genes IL-10 (-1082A/G e -819C/T) e TNF (completa) foram 
associados a susceptibilidade a diversas doenças. Estudamos 217 portadores de DII 
e 249 doadores saudáveis, pareados por sexo e idade. A ascendência africana foi 
maior em RCUI e caucasiana em DC (p=0,005). Comparados aos controles, o 
genótipo HLA-G 14bpINS-INS (associado com baixa expressão de HLA-G) 
(p=0,006) e IL-10 -1082G-G (associado com alta expressão de IL-10) (p=0,030) 
foram menos frequentes em pacientes com DC, possivelmente contribuindo para a 
polarização Th1, mas não foram encontradas diferenças nas frequências de TNF. 
Em RCUI, as frequências do alelo HLA-G +3003C (p=0,015) e genótipo +3003C-T 
(p=0,003) estavam aumentadas. Apesar da alta frequência do alelo T em africanos, 
após estratificarmos por ascendência, o genótipo +3003C-T ainda estava mais 
frequente em pacientes com ascendência africana (p=0,012). Também em RCUI, as 
frequências dos genótipos HLA-G +3010C-C (p=0,030) e +3142G-G (p=0,030) 
estavam baixas, sugerindo uma possível regulação de microRNA nesses sítios. As 
frequências dos sítios polimórficos de IL-10 foram semelhantes às dos controles, 
enquanto as do alelo TNF -863A estavam aumentadas (p=0,033) e as do genótipo -
863C-C diminuídas (p=0,035). A análise de biópsias intestinais revelou um aumento 
nos níveis de RNAm de TNF (p=0,033) na lesão intensa e uma diminuição da IL-10 
(p=0,029) em lesão leve, mas os níveis de IL-10 voltam ao normal na lesão intensa 
(p=0,282). O RNAm de HLA-G5 tendeu a ser maior em biópsias de lesão intensa e 
pode estar contribuindo para a modulação imune local. 
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ABSTRACT 

 
Genetic and immunological factors have been associated with inflammatory bowel 
disease (IBD) pathogenesis, encompassing ulcerative colitis (UC) and Crohn's 
disease (CD). B cell hyperresponsiveness and T cell auto-reactivity have contributed 
to a Th1 polarization immune response in CD and a Th2 polarization in UC. Since 
polymorphic sites at the 3’untranslated region (3’UTR) of HLA-G (whole region) and 
5’UTR of IL-10 (-1082A/G,-819C/T) and TNF (whole region) genes have been 
associated with susceptibility to several inflammatory disorders, we studied 217 IBD 
Brazilian patients and 249 healthy donors, matched for sex and age. African ancestry 
was higher in UC and Caucasian in CD (p=0.005). Compared to controls, the 14bp 
INS/INS (associated with low HLA-G expression) (p=0.006) and IL-10 -1082G-G 
genotypes (associated with high IL-10 expression) (p=0.030) were underrepresented 
in CD patients, possibly contributing to the Th1 polarization, but no differences were 
found in TNF allele frequencies. In UC, the HLA-G +3003C allele (p=0.015) and 
+3003C-T genotype (p=0.003) frequencies were increased. Despite the high 
frequency of T allele in Africans, after stratification by ancestry, the +3003C-T 
genotype was still overrepresented in patients with African ancestry (p=0.012). Also 
in UC, the HLA-G +3010C-C (p=0.030) and +3142G-G (p=0.030) genotypes were 
underrepresented, suggesting a possible microRNA regulation through these target 
sites. Moreover, frequencies of IL-10 polymorphic sites were closely similar to those 
observed in controls, while TNF -863A allele was overrepresented (p=0.033) and the 
-863C-C genotype underrepresented (p=0.035). Bowel biopsies analysis revealed an 
increase in TNF (p=0.033) in severe lesion and a decrease in IL-10 (p=0.029) mRNA 
levels in mild lesion, but the IL-10 levels went back to the normal in severe lesion 
(p=0.282). HLA-G5 mRNA tended to be higher in biopsies of severe lesion and might 
be contributing to local immune modulation. 
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1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1 A doença Inflamatória Intestinal 

 

A Doença Inflamatória Intestinal (DII) é caracterizada por distúrbios 

inflamatórios crônicos que afetam o trato gastrointestinal, incluindo a Retocolite 

Ulcerativa Idiopática (RCUI) e a Doença de Crohn (DC). A DII parece ocorrer em 

maior frequência em mulheres (63%), com média de idade de 44 anos (CARDOSO 

et al., 2014). Na Europa e América do Norte a incidência de RCUI varia de 9 a 20 

novos casos a cada 100.000 habitantes por ano, sendo as maiores taxas 

encontradas no mundo (ORDÁS et al, 2012). No Brasil, observa-se crescente 

aumento do número de casos e de unidades ambulatoriais para atendimento 

específico destas patologias (ZALTMAN, 2007). Na cidade de Botucatu, no estado 

de São Paulo, a taxa de RCUI (4,48/100.000) é maior do que a taxa da DC 

(3,5/100.000) (VICTORIA et al., 2009).  

A DII está associada à importante morbidade, caracterizada pela sua 

cronicidade com frequentes recidivas, necessidade de uso prolongado de 

medicamentos, frequentemente associado a efeitos adversos, que vão desde 

sintomas gástricos até imunossupressão. Complicações graves como hemorragias, 

obstrução intestinal, perfuração e necessidade de múltiplas cirurgias, como ocorre 

na DC, ilustram o impacto da doença na vida do indivíduo e no sistema de saúde 

pública (BRITO et al., 2007).  

Na RCUI, a inflamação está restrita ao intestino e seus achados clínicos 

geralmente são relacionados à extensão da doença, embora nem sempre exista 

proporcionalidade entre a extensão da doença e a gravidade dos sintomas. Quando 

a inflamação acomete apenas o reto é denominada de proctite ulcerativa 

correspondendo a 20% dos casos, onde geralmente apresentam diarréia 

sanguinolenta. Quando acomete o cólon e reto, denomina-se colite distal, ou 

proctossigmoidite, representando 30% dos casos, e corresponde ao acometimento 

dos 30 a 40 cm distais do cólon e reto. A denominação de colite esquerda é dada a 

doença quando atinge até a flexura esplênica, que representa 30 a 40%. O termo 
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pancolite ulcerativa é utilizado para os casos em que o processo inflamatório 

ultrapassa a flexura esplênica, correspondendo a 20% do total de casos, e tem pior 

prognóstico pelo maior risco de desenvolvimento de câncer (BRITO et al., 2012). 

Na DC, o sítio da doença influencia a manifestação clínica, podendo acometer 

todo o trato gastrointestinal da boca ao ânus. No momento do diagnóstico, o íleo 

terminal é a região acometida em 47% dos pacientes, o cólon em 28%, a região do 

íleo-cólon em 21%, e em apenas 3% dos pacientes o trato gastrointestinal superior 

está acometido. DC em esôfago, estômago ou duodeno é rara e, geralmente, está 

associada ao acometimento do íleo e/ou cólon. Os achados podem ser 

caracterizados como lesões cutâneas, ou do canal anal, e fístulas perianais, com 

formação de fissuras, abscessos e estenose do canal anal. A manifestação perianal 

é mais comum quando há envolvimento colônico (BAUMGART; CARDING, 2007a). 

O diagnóstico das DII baseia-se em um conjunto de achados clínicos, 

endoscópicos, radiológicos e histopatológicos, não havendo nenhuma característica 

patognomônica. Os exames endoscópicos são os métodos de escolha para o 

diagnóstico das DII, pois permitem acessar o local da doença, visualizá-lo 

diretamente e colher material para exame histopatológico. A histologia pode auxiliar 

na diferenciação entre DC e RCUI. Ocasionalmente, ocorre discordância entre os 

aspectos endoscópicos e histológicos, ou seja, aparência endoscópica de doença 

em remissão com achados histológicos de atividade. Alguns autores demonstraram 

que pacientes com essas características estão em maior risco de sofrer recidiva 

clínica (RUTTER et al., 2006; STANGE et al., 2006).  

Marcadores imunológicos são utilizados como auxílio no diagnóstico 

diferencial de RCUI e DC, no entanto o resultado não é totalmente específico. Os 

anticorpos utilizados podem sofrer reação cruzada com antígenos de bactérias ou 

fungos ou ainda podem estar presentes em ambas as doenças, porém a existência 

desses marcadores já chama atenção para a disfunção da resposta imune local. Os 

primeiros anticorpos desenvolvidos foram: o anticorpo anti-citoplasma de neutrófilos 

de padrão perinuclear (p-ANCA) e Anticorpo anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA). 

O p-ANCA mesura os neutrófilos para servindo de ferramenta diagnóstica ou para 

avaliação da resposta inflamatória, porém pode ser encontrado em diversas doenças 

imunológicas. Ele está presente em 20-85% dos casos de RCUI e 2-28% dos casos 
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de DC. O anticorpo ASCA liga-se a sequências de manose na parece celular da 

levedura S. cerevisiae e também em Candida albicans e pode ser encontrado em 

39-76% dos pacientes com DC, até 15% dos pacientes com RCUI e ainda 5% em 

pessoas saudáveis. Apesar de outros anticorpos terem sido implementados para a 

formação de um painel diagnóstico, como anticorpos para porina de membrana 

externa ou para flagelinas de bactérias ou para células em forma de cálice, estes 

ainda são os marcadores que possuem melhor resultado (ISKANDAR; CIORBA, 

2012; KUNA, 2012). Plevy e colaboradores (2013) demonstraram que a combinação 

de marcadores sorológicos, genéticos e imunológicos mostrou bons resultados no 

diagnóstico de DII e na diferenciação entre RCUI e DC.   

As drogas mais frequentemente utilizadas incluem os corticosteróides, 

aminossalicilatos, azatioprina, metotrexate, ciclosporina e, mais recentemente, a 

terapia biológica com anti-TNF, todas com diferentes níveis de respostas e com 

efeitos adversos que requerem monitorização adequada (AKOBENG et al., 2006; 

CAPRILLI et al., 2006; MCGOVERN; JEWELL, 2005; RUTGEERTS et al., 2005; 

TARGAN et al., 1997; TRAVIS et al., 2006).  

 

1.2 Etiopatogenia da doença Inflamatória Intestinal  

 

A etiopatogênese da DII ainda não está totalmente esclarecida. A complexa 

interação entre a presença de bactérias comensais/patogênicas no trato 

gastrointestinal, a competência do sistema imunológico, e a predisposição genética 

do hospedeiro estão envolvidos no desenvolvimento da DII (MATRICON et al., 2010; 

SANTANA et al., 2007; ZHANG et al., 2006).  

 

1.2.1 Fatores ambientais 

 

A baixa incidência de DII na Ásia (RCUI:6,3/100.000; DC:5,0/100.000) 

comparadas com Europa (RCUI:24,3/100.000; DC:12,7/100.000) e América do Norte 

(RCUI:19,2/100.000; DC:20,2/100.000), sugere que existam fatores ambientais 

relacionados ao desenvolvimento de DII (MOLODECKY et al, 2012). A hipótese da 
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higiene considera que a falta de exposição a determinado microrganismo ainda na 

idade jovem, devido à melhoria nas condições sanitárias, seja responsável pela alta 

incidência de condições inflamatórias intestinais e autoimunidade na DII. Alterações 

na dieta e na microbiota intestinal também podem estar envolvidas (BAUMGART; 

CARDING, 2007b; MATRICON et al., 2010). Desta forma, indivíduos sensibilizados 

com antígenos da microbiota intestinal podem gerar uma resposta imune celular 

exacerbada, com quadro inflamatório intestinal recorrente (ROGLER, 2004; ZHANG 

et al., 2006). Essa diferença entre populações mundiais, ou raças, sugere também 

que existe um componente genético envolvido na etiologia da DII (MATRICON et al., 

2010).  

 

1.2.2 Fatores imunológicos 

 

A integridade da mucosa intestinal é mantida por diversos fatores incluindo as 

células epiteliais, células secretoras de muco, células de Paneth produtoras de 

peptídeos antimicrobianos, plasmócitos secretores de IgA e tecido linfóide associado 

à mucosa. As células dendríticas são as responsáveis por controlar a tolerância 

contra bactérias comensais e resposta imunológica contra patógenos, pois possuem 

receptores em sua superfície que permitem esta distinção além de ativar ou silenciar 

as células T. As células apresentadoras de antígenos (APCs) e células B de mucosa 

controlam a resposta imune adaptativa e o equilíbrio das células T naive (do inglês, 

virgens), seja na diferenciação em células T efetoras (Th1, Th2 ou Th17), 

necessárias para debelar um patógeno, ou células T reguladoras (Treg ou Th3) para 

estabelecer a homeostasia imunológica (Figura 1). As APCs são também 

responsáveis pelo controle da resposta inata com ativação das células Natural Killer 

(NK). Na presença da microbiota comensal e ausência de inflamação, o balanço 

entre células efetoras e células reguladoras do sistema imune é mantido por uma 

rede complexa de citocinas (ABBAS, 2012; BAUMGART; CARDING, 2007b; 

GLOCKER, 2012; MURPHY, 2012).  
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   Figura 1 - Homeostasia imunológica da mucosa intestinal. 

 

Fonte: Adaptado de BAUMGART; SANDBORN, 2012. 
Legenda: αβ integrin = integrinas αβ. Adherence junction (β-catenin) = junção aderente (β-catenina). 
Antimicrobial peptides = peptídeos antimicrobianos. B = célula B. Bacteria = bactéria. Be = célula B 
efetora. Breg = célula B reguladora. CCL = motivo C-C ligante de quimiocinas. CCR = motivo C-C 
receptor de quimiocinas. CD = grupo de diferenciação.  CXCL = motivo C-X-C ligante de quimiocinas. 
CXCR = motivo C-X-C receptor de quimiocinas. Cadherin = caderinas. DC-SIGN = molécula não 
integrina, captadora da molécula de adesão intercelular 3 específica das células dentríticas. DNA = 
ácido desoxirribonucleico. Dendritic cell = célula dendrítica. pDC = célula dendrítica plasmocitóide.  
Desmosome = desmossomo. ELAM = molécula de adesão endotelial de leucócitos.  Endothelial 
venule = veia endotelial. Epithelium = epitélio. FoxP3 = forkhead box P3. Fungi = Fungo. G = célula 
em forma de cálice. GATA = Proteína de ligação GATA. Gap junction = junção comunicante. 
Granulocyte = granulócito. ICAM = molécula de adesão intercelular. IFN = interferon. Ig = 
imunoglobulina. IEL = linfócitos intraepiteliais. IL = interleucina. LECAM1 = molécula de adesão dos 
linfócitos endoteliais. LFA = antígeno associado à função linfocitária. Lamina propria = lâmina própria. 
M = célula de micropregas.  MAdCAM = molécula de adesão celular da adressina de mucosa. MHC = 
complexo principal de histocompatibilidade. Macrophage = macrófago. Mesenteric lymph node = 
linfonodo mesentérico. Monocyte = monócito. Mucus = Muco. Myeloid dendritic cell = célula dendrítica 
mielóide. NK = célula matadora natural. NLR = receptor semelhante ao domínio de ligação de 
nucleotídeo. P = célula de Paneth. PC = plasmócito. PECAM = molécula de adesão celular de 
plaqueta endotelial. Peyer’s patch = placa de Peyer. RNA = ácido ribonucleico. RORγ = receptor órfão 
γ relacionado com o RAR. Retinoid acid = ácido retinóico. STAT = sinal transdutor e ativador de 
transcrição. Selectin = selectina. Smad = família relacionada ao Sma e Mad. T = célula T. T-bet = 
fator de transcrição específico de Th1. TECK = quimiocina expressa no timo. TGFβ = fator de 
crescimento tumoral β. Th = célula T auxiliar. Tr = célula T reguladora. Treg = célula T reguladora. 
iTreg = célula T regulador induzida. nTreg = células T reguladora natural. iTR35 = célula T reguladora 
induzida dependente de interleucina-35. TLR = receptor semelhante ao Toll. TNF = factor de necrose 
tumoral. Thymus = Timo. Tight junction (claudin, occludin) = junção de oclusão (claudina, ocludina). 
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As citocinas são pequenas proteínas produzidas pelas células do sistema 

imune que facilitam a comunicação entre as células, estimulando a proliferação de 

células efetoras antígeno específicas e intermeiam inflamações locais ou sistêmicas. 

Tanto as células dendríticas quanto os macrófagos quando ativados secretam várias 

citocinas que regulam a resposta inflamatória na DII. Tais citocinas ativam e 

diferenciam células T levando a uma resposta imune adaptativa (SANCHEZ-MUNOZ 

et al., 2008).  

Na DII, as alterações ocorridas nas diferentes etapas do processo de resposta 

imune acarretam na polarização da resposta celular, sendo na RCUI a resposta do 

tipo Th2 e na DC a resposta Th1. Alterações na produção de mucina permitem que 

antígenos luminais acessem o tecido da mucosa intestinal, ativando o sistema imune 

da mucosa. Receptores de células epiteliais TLR (do inglês, Toll-like receptor), 

NOD1 e NOD2A (do inglês, Nucleotide-binding Oligomerization Domain 1 and 2A) 

reconhecem padrões associados a patógenos (PAMP) e induzem, através da 

ativação do NFκB, a célula epitelial a expressar citocinas, quimiocinas, moléculas do 

MHC (do inglês, Major Histocompatibility Complex) e outros mediadores com o 

objetivo de atraírem e ativarem neutrófilos, macrófagos e células dendríticas 

(KAYAMA; TAKEDA, 2012; PASTORELLI et al, 2013).  

Células dendrítícas residentes da mucosa intestinal são deficientes em 

receptores TLR4 e TLR2 (primeiro sinal), na produção de moléculas coestimuladoras 

(segundo sinal), desta forma contribuindo com a manutenção do estado tolerogênico 

da mucosa intestinal na presença de antígenos da microbiota e/ou alimentar. 

Adicionalmente, a secreção de IL-1, IL-6 e TGF-β pelas células epiteliais induzem a 

diferenciação de células T naive de mucosa em células efetoras Th17 com produção 

de IL-17A, IL-21 e IL-23, levando a diferenciação de células Treg, inibindo, via IL-10, 

a resposta imune inflamatória decorrente da presença de antígenos alimentares e a 

inibindo a resposta a antígenos de microrganismos comensais. A ausência de 

produção de células Treg contribui para a resposta à microbiota comensal, e para a 

persistência da inflamação (BAUMGART; CARDING, 2007b; MATRICON et al., 

2010). 

A reação cruzada dos peptídeos bacterianos da microbiota luminal com 

antígenos próprios presentes no intestino pode ser a causa da autoreatividade de 
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células T com aumento da liberação de citocinas inflamatórias relacionadas à 

resposta imune do tipo Th1, IL-12, INF- e TNF, ou do tipo Th17, com produção de 

IL-17A, IL-21 e IL-23, na doença de Crohn; enquanto na RCUI o padrão de resposta 

é do tipo Th2, com aumento na produção de IL-10, IL-13, IL-25. O aumento de 

células B e células plasmáticas da mucosa sugere que a doença também seja 

mediada por anticorpos, e seja dependente de complemento (AHMAD et al., 2006; 

LIU et al., 2009; MATRICON et al., 2010; ROGLER, 2004; ZHENG et al., 2006).   

 

1.2.3 Fatores genéticos 

 

Análises no genoma de portadores de DII demostraram regiões em diferentes 

cromossomos que podem estar envolvidos na susceptibilidade à doença, sugerindo 

que a RCUI e DC sejam doenças poligênicas (Figura 2). Estas regiões estão 

localizadas nos cromossomos 16, 12, 6, 14, 5, 19, 1, 16 e 3, e foram nomeadas 

respectivamente por IBD-1 a IBD-9 (do inglês, Inflammatory Bowel Disease). A 

região com maior evidência de ligação com a DII é a IBD-3, localizada no 

cromossomo 6p21, correspondendo ao loci de genes do MHC. Mutações neste loci 

podem estar associadas com fenótipos/forma clínica, gravidade e desfecho da 

doença (BAUMGART; CARDING, 2007b; GLASS et al., 2007). 

Os produtos gênicos do MHC foram agrupados em três classes de acordo 

com a sua função: as moléculas de classe I, cuja função é apresentar peptídeos aos 

linfócitos citolíticos CD8+; as moléculas de classe II, que apresentam peptídeos às 

células T auxiliares CD4+ e; as moléculas de classe III, que codificam moléculas 

também envolvidas na resposta imune, mas que não apresentam peptídeos às 

células efetoras da resposta imune. Os antígenos leucocitários humanos (HLA) são 

produtos de genes do complexo que foram identificados inicialmente devido a sua 

participação na rejeição de tecido e órgãos (PIRRI et al., 2005). 

As moléculas de MHC classe I são encontradas em todas as células e são 

responsáveis pelo reconhecimento de antígenos, diferenciando o que é próprio do 

indivíduo do que é estranho. As principais moléculas ditas clássicas são os HLA-A, 

HLA-B e HLA-C da região Ia, e são altamente polimórficas; sendo determinantes de 

rejeição tecidual. As moléculas não clássicas são o HLA-E, HLA-F e HLA-G da 
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região Ib que são pouco polimórficas, e possuem distribuição limitada a certos 

tecidos (CIRULLI et al., 2006, HVIID et al., 2006-a, MARTINEZ-LASO et al., 2013). 

As moléculas de classe III estão envolvidas na resposta imunológica, porém 

não apresentam antígenos às células efetoras. 

 

   Figura 2 - Localização cromossômica das regiões IBD de suscetibilidade a DII. 

        

 
   Fonte: BAUMGART; CARDING, 2007b. 
   Legenda: IBD = doença inflamatória intestinal 

 

1.3 A molécula de HLA-G 

 

A molécula HLA-G tem características tolerogênicas, e alteração no seu 

padrão de expressão tem sido associada com a predisposição a doenças 

autoimunes, câncer, resposta a transplantes e ao desenvolvimento e gravidade de 

doenças infecciosas (Donadi et al., 2011). HLA-G exerce sua função inibitória contra 

células NK, linfócitos T e células apresentadoras de antígenos por ligação direta aos 

receptores inibitórios ILT-2, ILT-4 (immunoglobulin-like transcript – ILT) e KIR2DL4 

(killer cell immunoglobulin-like receptor). Nas células NK, o HLA-G inibe a citólise, 

Cromossomo IBD 

16 IBD-1 

12 IBD-2 

06 IBD-3 

14 IBD-4 

05 IBD-5 

19 IBD-6 

01 IBD-7 

16 IBD-8 

03 IBD-9 
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proliferação celular e migração transtecidual, além de induzir apoptose, 

diferenciação em células NK-supressoras e aumento da expressão de receptores 

inibitórios. Nos linfócitos T, inibe a citotoxidade e proliferação celular, induz secreção 

de citocinas Th2, apoptose e células T supressoras e aumento da expressão de 

receptores inibitórios. Por último, nas APCs o HLA-G inibe a maturação das células 

dendríticas e apresentação de antígeno, induz APC tolerogênica, inibe o tráfego de 

células dendríticas e também aumenta expressão de receptores inibitórios 

(CAROSELA et al., 2008). 

 

              Figura 3 - Estrutura gênica do gene HLA-G. 

 

Fonte: Adaptado de DONADI  et al., 2011 
 Legenda: HLA-G1-4 são isoformas ligada à membrana plasmática. HLA-G5-7 são isoformas 
solúveis.α = domínios de cadeia pesada da proteína. β2 = molécula de β2-microglobulina 
associada. 3’UTR = região 3’não traduzida. Primary mRNA = RNAm primário. STOP = códon 
de parada.  

 

Diferentemente de outras moléculas HLA clássicas o HLA-G, em 

consequência de processamento de RNAm alternativo (MARTINEZ-LASO et al., 

2013), apresenta 7 isoformas, sendo 4 delas de superfície celular (HLA-G1, G2, G3 

e G4) e 3 solúveis (HLA-G 5, G6 e G7). Estas isoformas são originadas por exclusão 

de diferentes exons resultando na não formação de algum (s) domínio da proteína. 
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As isoformas a HLA-G1 e -G5 representam respectivamente a forma de superfície e 

solúvel fruto do processamento da sequencia completa do RNAm do HLA-G, i.e., 

possuindo mesmo domínio extramembrana (Figura 3). Estas duas isoformas estão 

associadas à molécula de β-microglobulina (DONADI et al., 2011). 

O gene HLA-G faz parte do MHC classe Ib do grupo não clássico, sendo 

homólogo àqueles do grupo clássico de classe Ia. É constituído por oito exons e sete 

introns, sendo assim dividido: exon 1 com 178pb que codifica o peptídeo sinal, exon 

2 com 272pb, exon 3 com 281pb e exon 4 com 276pb que codificam os domínios α¹, 

α² e α³, respectivamente, exon 5 com 115pb que codifica a região transmembrana e 

exon 6 com 105pb que codifica o domínio citoplasmático da molécula HLA-G 

(Rousseau et al., 2003). O exon 7 é sempre excluído no processo de processamento 

de RNAm, e o exon 8 corresponde a região reguladora 3’ não traduzida (3’UTR) do 

gene HLA-G (CASTELLI et al., 2011; DONADI  et al., 2011). 

O gene HLA-G possui sítios polimórficos nas regiões 3’ e 5’- não traduzidas 

(UTR) que desempenham papel na regulação da expressão da molécula HLA-G. Na 

região 3’UTR, 8 polimorfismos já estão bem definidos: inserção/deleção de 14 pares 

de base (Ins/Del 14pb) e sete SNP’s (do inglês, Single Nucleotide Polymorphism) 

+3003C/T, +3010C/G, +3027A/C, +3035C/T, +3142C/G, +3187A/G e +3196C/G 

(Figura 4). Alelos relativos ao sítio polimórfico 14pb Ins/Del estão associados com a 

estabilidade do RNAm. O alelo com a inserção induz processamento na região 

3’UTR do RNAm, causando deleção de 92pb, incluindo os SNP’s +3003 e +3010, 

que por sua vez dá uma maior estabilidade ao RNAm. Já a presença da adenina no 

SNP +3187 está associada a diminuição da estabilidade do RNAm, levando a 

diminuição da expressão do HLA-G. O SNP +3142 é um sítio de ligação de miRNA 

e, consequentemente, degradação do RNAm (CASTELLI et al., 2010, 2011; 

DONADI  et al., 2011). 

Nós recentemente demonstramos a relação entre o aumento da frequência 

dos alelos +3010C e +3142G, sítios alvos para miRNAs, em pacientes adultos com 

Lúpus Eritematoso Sistêmico em relação à indivíduos doadores de sangue 

saudáveis (LUCENA-SILVA et al., 2013), e dos alelos +3010G e +3142C em 

crianças com leucemia mielóide aguda (manuscrito em preparação), sugerindo 

possível influência de diferentes miRNA em tipos celulares diferentes.   
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   Figura 4 - Sítios polimórficos da região 3’não traduzida do gene HLA-G.  

 

Fonte: Adaptado de Castelli et al 2010; DONADI  et al., 2011. 
Legenda: 14-bp fragmente presente or absent = inserção ou deleção dos 14pb. (AU)-rich motifs = 
motivo rico em (AU). IUPAC codes = notação IUPAC.  

 

 

Apesar das frequências de alelos e de genótipos da região 3´UTR do gene 

HLA-G serem pouco variáveis em indivíduos saudáveis, nós identificamos a 

presença de variabilidade de haplótipos entre as populações de doadores saudáveis 

provenientes dos estados de Pernambuco e São Paulo, ressaltando a importância 

da avaliação de indivíduos saudáveis da mesma área geográfica dos pacientes em 

estudo tipo caso-controle, e de estudos de expressão diferencial de isoformas de 

HLA-G a partir de indivíduos com diversos genótipos (LUCENA-SILVA et al., 2012). 

 

1.3.1 HLA-G em pacientes portadores de DII 

 

Pouco se sabe sobre a função imunomoduladora do HLA-G em DII. O 

polimorfismo 14pb Ins/Del da região 3’UTR do gene HLA-G está associado a 

diferentes concentrações de interleucina-10 (IL-10), sendo assim, no genótipo 14pb 

INS-INS é observado o aumento na concentração do IL-10 e baixos níveis de HLA-G 

solúvel (sHLA-G) (HVIID et al, 2006-b). Um estudo em DII na Itália verificou que 

pacientes com RCUI produzem baixos níveis de sHLA-G associado com baixa 

produção de IL-10, sendo responsáveis pela persistência da resposta inflamatória. 

Já em pacientes com DC foram detectados altos níveis de sHLA-G e IL-10, mas 
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diferente da RCUI, como a inflamação persiste, sugere que a atividade anti-

inflamatória do HLA-G promovida pelo IL-10 não é suficiente para superar os fatores 

associados a inflamação (RIZZO et al., 2008). 

Outro estudo realizado por Torres e colaboradores (2004) avaliou a expressão 

de HLA-G em corte histológico de pacientes com DII, onde pacientes com RCUI 

apresentaram expressão de HLA-G e IL-10, porém não foram encontradas 

evidências em pacientes portadores de DC, sugerindo que a expressão diferencial 

de HLA-G pode distinguir essas doenças. Não ficando de todo claro qual seria o 

papel do HLA-G na modulação da resposta imunológica intestinal na DII.  

 

1.4 A molécula de IL-10 

 

A Interleucina-10 (IL-10) é uma citocina reguladora responsável por manter o 

balanço da resposta imune, inibindo citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6, IL-12 

e TNF (do inglês, tumor necrosis factor). A IL-10 age também controlando a 

proliferação e diferenciação de macrófagos, células B e células T (DE WAAL 

MALEFYT et al., 1991; GLOCKER et al., 2011, 2012).  

O gene IL-10 está localizado no cromossomo 1q31-q32, possui 11.892 pares 

de base e cindo exons (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY 

INFORMATION, 2014a). O seu produto gênico é secretado por monócitos, 

macrófagos, células dendríticas, células T, células B, granulócitos, células epiteliais, 

queratinócitos e mastócitos (ABBAS, 2012).  

Polimorfismos na região promotora do IL-10 foram relacionados ao nível de 

expressão da molécula, desta forma influenciando diretamente o balanço da 

resposta imunológica local uma vez que o IL-10 é antagonista do Interferon-γ e, 

consequentemente, do TNF. 

Foram identificados três polimorfismos de base única na região promotora do 

IL-10, -1082A/G, -819C/T e -592A/C. Supõe-se que a região -1082 seja um sítio de 

ligação de fatores de transcrição e a mudança de G para A neste sítio diminuiria a 

produção de IL-10. De forma similar, a região envolvendo a posição -819 é 

relacionada à regulação positiva da expressão do gene IL-10, de forma que a 
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mudança de C (selvagem) para T (mutado) na posição -819 pode interferir na 

expressão da citocina. Por outro lado, a posição -592 faz parte do sítio de ligação da 

STAT3 e está envolvida com a regulação negativa da expressão de IL-10 

(CRAWLEY et al, 1999). Os sítios polimórficos -819 e -592 estão em desequilíbrio de 

ligação, de forma que o alelo -819 C está presente com o alelo -592 C, enquanto o 

alelo -819 T acompanha o alelo -592 A. (PERRY et al., 1999),  

O haplótipo mais frequente é -1082G/-819C/-592C e está associado à alta 

produção de IL-10, principalmente quando em homozigose. Os fenótipos -1082A/      

-819C/-592C e -1082A/-819T/-592A são considerados baixos produtores de IL-10 

(BIDWELL et al., 2001). Por fim, os níveis de transcrição da citocina são definidos 

pela mudança de base de G para A na posição -1082G. 

 

1.5 A molécula TNF 

 

O Fator de Necrose Tumoral é uma citocina que possui atividade pró-

inflamatória e catabólica. TNF induz a produção de IL-1, prostaglandina E, 

colagenase, a ativação de neutrófilos, a expressão de moléculas HLA de classe I e 

II, a proliferação de linfócitos T e B e a síntese de imunoglobulinas. A principal fonte 

de TNF são os macrófagos ativados, mas também são produzidos nas células 

endoteliais, nas células NK e nos linfócitos T e B, dentre outras células (TSIANOS et 

al., 2009). 

O gene TNF está localizado no cromossomo 6p21.3, possui 9.763 pares de 

base e quatro exons (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY 

INFORMATION, 2014b). Os polimorfismos mais estudados na região promotora do 

TNF são os SNPs -1031C/T, -863A/C, -857C/T, -308AG e -238A/G. O papel de cada 

sítio na regulação do gene não está bem esclarecido, porém sabe-se que os sítios -

863 e –857 são sítios de ligação dos fatores de transcrição NFκB e OCT-1 

respectivamente (VAN HELL et al., 2002).  

A presença de polimorfismo no gene TNF tem sido relacionada com alteração 

na sua expressão, por conseguinte, na intensidade de resposta imune frente ao 

estímulo antigênico, influenciando a susceptibilidade e gravidade de doenças 
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infecciosas.  A presença dos alelos -238A ou alelo -863A diminuem a produção de 

TNF, já os alelos -857T e -308A aumentam a produção de TNF (SKOOG et al, 1999; 

XIE et al., 2012). 

A região cromossomal IBD3 inclui também o gene TNF. Na DII, o macrófago 

ativado aumenta a expressão de TNF. Este age aumentando a permeabilidade 

celular facilitando o acesso de células de defesa ao foco infeccioso, contudo, a perda 

da homeostase tecidual prolonga a ação do TNF, que culmina com a exacerbação 

da lesão tecidual. Um estudo realizado por Santana e colaboradores sugere que o 

polimorfismo +308 esteja relacionado com a intensidade da DC. Portanto, estudos 

de alterações genéticas podem trazer um esclarecimento sobre a indicação da 

terapia biológica com anticorpo anti-TNF (KELSALL et al., 2008; TSIANOS et al., 

2009). 

 

1.6 Justificativa para a caracterização imunogenética de pacientes com DII  

 

No texto acima, foi pontuado a existência de lacunas e contradições do que 

diz respeito à ação do HLA-G na resposta imune na DII, como exemplificado pelos 

estudos de Torres (2004) e Rizzo (2008) avaliando corte histológico e soro 

respectivamente. Considerando que (1) as causas determinantes da DII são 

multifatoriais, com componente imunológico, genético e ambiental, mas esses 

aspectos não estão claramente definidos quanto ao seu papel no desenvolvimento 

da doença e no curso da doença; (2) foram identificados diversos agrupamentos de 

genes possivelmente relacionados ao desenvolvimento da doença, incluindo o 

complexo principal de histocompatibilidade; (3) sendo o gene HLA-G um dos 

componentes do MHC, com função moduladora da resposta imunológica, com 

potencial papel no processo inflamatório estabelecido na mucosa intestinal na DII, 

principalmente pela ação do TNF tecidual; (4) a atividade da molécula de HLA-G é 

de alguma forma influenciada pela citocina IL-10, contudo, o modelo de cooperação 

entre o HLA-G e IL-10 na modulação da resposta imune apresentado na literatura 

ainda é preliminar, e com várias lacunas de informação; (5) sabendo que a 

expressão de HLA-G, IL-10 e TNF estão relacionadas à presença de certos 

polimorfismos genéticos, nós nos propomos a estudar a imunoregulação da 
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molécula HLA-G na doença inflamatória intestinal. Inicialmente determinaremos a 

presença de polimorfismos na região 3’ não traduzida do gene HLA-G, comparando 

as frequências de alelos encontradas no grupo de pacientes com DII e indivíduos 

saudáveis; avaliaremos a relação entre a expressão de RNAm correspondentes aos 

genes HLA-G (isoforma HLA-G5), IL-10 e TNF na lesão de mucosa na DII. 

Adicionalmente, examinaremos a expressão da proteína solúvel de HLA-G (sHLA-G) 

em cortes histológicos e níveis de citocinas séricas comparando-as com grau de 

lesão histológica, visando formular modelo de resposta imunológica na lesão de 

mucosa na DII.  
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2 OBJETIVO  

 

2.1 Objetivo geral 

 Estudar a associação de polimorfismos nas sequências regulatórias dos 

genes HLA-G, IL-10 e TNF e a respectiva expressão gênica em lesões de mucosa 

em pacientes portadores de Doença Inflamatória Intestinal do estado de 

Pernambuco. 

 

2.2 Objetivos específicos 

a) Determinar a frequência de alelos, genótipos e haplótipos definidos por 

polimorfismos na região 3’ não traduzida do gene HLA-G e da região 

promotora dos gene IL-10 e TNF em portadores de Doença Inflamatória 

Intestinal e doadores de sangue saudáveis; 

b) Relacionar a presença dos polimorfismos da região 3’ não traduzida do gene 

HLA-G e da região promotora dos gene IL-10 e TNF com a suscetibilidade e a 

gravidade da Doença Inflamatória Intestinal; 

c) Caracterizar a resposta imune dos pacientes com doença inflamatória 

intestinal e correlacionar com o grau de lesão tecidual; 

d) Avaliar a expressão dos genes HLA-G e de IL-10 e TNF em lesão de mucosa 

intestinal. 
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3 METODOLOGIA 

 

O desenho do estudo da variabilidade genética é do tipo caso-controle, com 

pacientes portadores de Doença Inflamatória Intestinal (DII) do Hospital das Clínicas 

da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) e doadores de sangue do 

Instituto de Hemoterapia do Nordeste (IHENE). A expressão genética é um estudo 

descritivo com grupos internos, avaliando as moléculas em diferentes graus de 

inflamação e forma de apresentação da doença. 

 O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do CPqAM (CAAE: 

0040.0.095.000-10) e os participantes que aceitaram livremente participar da 

pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e doaram amostra 

de sangue periférico e/ou  fragmento de biópsia intestinal. Este estudo foi realizado 

no Laboratório de Imunogenética e no Núcleo de Plataformas Tecnológicas, ambos 

nas dependências Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães – Fiocruz-PE. 

 

3.1 Definição de caso 

 

3.1.1 Avaliação de polimorfismo genético 

 

Os casos foram 217 pacientes atendidos no período de 2011 à 2012 no 

ambulatório de DII do HC-UFPE; os controles para o estudo do polimorfismo 

genético foram 249 indivíduos saudáveis doadores de sangue do IHENE, que 

negaram historia familiar de câncer e doenças autoimunes, incluindo diabetes, artrite 

reumatoide, lúpus. Os testes entre os grupos foram realizados pareando sexo e 

idade. 

 

3.1.2 Avaliação da expressão de genes relacionados à resposta imune 

 

Foram utilizadas amostras de mucosa de diferentes áreas do intestino de 122 

pacientes com DII submetidos a colonoscopia em fase aguda da doença para 

avaliação de atividade inflamatória ou durante seguimento da atividade da doença. 
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Os pacientes foram estratificados em portadores de Retocolite Ulcerativa Idiopática 

(88) e pacientes com Doença de Crohn (35). Em cada grupo, foram formados 

subgrupos de comparação com pacientes que apresentaram o mesmo grau de 

inflamação em todos os segmentos do intestino analisados, classificada como: 

inativa, leve, moderada ou intensa. Foram comparados o grau de inflamação com a 

expressão de RNAm de HLA-G5, IL-10 e TNF. Nos pacientes com lesão de mucosa 

apresentando diferentes graus de inflamação, a expressão de RNAm das amostras 

de diferentes graus de inflamação do mesmo paciente também foram comparadas. 

Pacientes, cuja doença não estava em atividade, não foram submetidos à biópsia 

intestinal para estudo histológico. 

 

3.2 Procedimentos laboratoriais 

 

3.2.1 Fracionamento de células periféricas mononucleadas 

 

Foi coletada amostra de sangue periférico de pacientes portadores de doença 

inflamatória intestinal em tubo contendo o anticoagulante EDTA. A partir da amostra 

de sangue dos pacientes, as células sanguíneas foram fracionadas através do 

gradiente de Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare, Little Chalfont - UK), como indica o 

fabricante. Após serem lavadas com Tampão de Fosfato Salino (PBS) pH 7.2, 

centrifugadas a 12.000 x g e estocadas em precipitado a uma temperatura de -80oC 

até o uso. O plasma obtido também foi estocado para avaliação imunológica.  

 

3.2.2 Extração de DNA genômico humano 

 

O DNA genômico foi isolado das células mononucleares com o reagente 

DNAzol (Invitrogen, California - USA), utilizando o protocolo do fabricante. As 

amostras foram homogeneizadas em DNAzol e o DNA precipitado com etanol 100%. 

Após a centrifugação a 12.000 x g, o precipitado de DNA foi lavado com etanol 75% 
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por duas vezes e diluído em 8 mM NaOH. Esse DNA foi utilizado nos estudos de 

variabilidade genética. 

 

3.2.3 Análise de polimorfismo dos genes HLA-G, IL-10 e TNF 

 

Foram amplificadas as regiões 3’UTR do gene HLA-G e as regiões 

promotoras dos genes IL-10 e TNF, a partir do DNA genômico extraído da amostra 

de cada paciente, utilizando a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) 

com a Taq DNA Polymerase recombinante (Invitrogen, California – USA).  Após a 

amplificação das regiões de interesse, as amostras foram submetidas à eletroforese 

em gel de agarose 2% para confirmação da amplificação. Estas amostras foram 

então sequenciadas utilizando o protocolo Big Dye Terminator v 3.1 (Applied 

Biosystems, California - USA) no equipamento ABI Genetic Analyser 3100 (Applied 

Biosystems, California - USA).  

Os iniciadores utilizados na amplificação e no sequenciamento do fragmento 

de interesse estão descritas no Quadro 1. As condições de amplificação da 

sequências estão descritas no Quadro 2. 

 

   Quadro 1 - Lista de iniciadores utilizados na amplificação das sequencias reguladoras dos genes  
   HLA-G, IL-10 e TNF e o antígeno precoce imediato do CMV. 
 

Iniciadores Sequência Tamanho Referência 

HLA-G 3’UTR 

DonG8 F 5’ TGTGAAACAGCTGCCCTGTGT 3’ 358pb CASTELLI et al., 
2010. DonG8 R 5’ GTCTTCCATTTATTTTGTCTCT 3’  

IL-10 promotor 

1115-528 down 5’ TAAATATCCTCAAAGTTCC 3’ 491pb PALADINO et al, 
2006. 1115-528 up 5’ ATCCAAGACAACACTACTAA 3’  

TNF promotor 

TNF promo F 5’ CTCAGAGAGCTTCAGGGATAT 3’ 979pb 
O autor. 

TNF promo R 5’ TCTGTCTCGGTTTCTTCTCCA 3’  

CME IE 

CMV IE F 5’ GGCCATGGCGGCATTGCAGAACTTG 3’ 685pb VAN DEN VEYVER et 
al., 1998 CMV IE R 5’ CTCTATCTCAGACACTGGCTCAGAC 3’  

 

   Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.2.4 Extração de RNA e DNA combinada  

 

As amostras de biópsias foram armazenadas em RNAholder (Bio Agency, 

São Paulo – Brasil) logo após sua coleta e congeladas a -80oC. A extração do RNA 

das amostras de biópsia intestinal foram realizadas, conforme sugerido pelo 

fabricante,  utilizando 1mL de Trizol (Invitrogen, California - USA) para 10mg de 

tecido incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. Depois de acrescentado 

200µL de clorofórmio por 10 minutos, a amostra foi centrifugada a 12.000 x g por 15 

minutos e a fase aquosa foi transferida para um microtubo estéril. O RNA foi obtido 

por precipitação com isopropanol e centrifugação a 12.000 x g por 10 minutos. O 

precipitado de RNA foi lavado com etanol 75% e diluído em água livre de RNAse.  

Visando a avaliação da infecção viral por Citomegalovírus (CMV) na amostra 

tecidual utilizada para avaliação da expressão de moléculas relacionadas a resposta 

imune, o precipitado tecidual e fase orgânica da solução de Trizol foi utilizado para 

extração de DNA tecidual, mediante a precipitação com etanol 100%, e 

centrifugação a   2.000 x g. O material precipitado foi submetido a duas incubações 

por 30 minutos em citrato de sódio com etanol 10%. Finalmente, o DNA foi 

precipitado com etanol 75% por 15 minutos, centrifugado e diluído em 8 mM NaOH. 

A avaliação da presença do CMV na lesão intestinal foi realizada pela técnica de 

PCR com a Taq DNA Polymerase recombinante (Invitrogen, California – USA), 

utilizando os iniciadores descritos no Quadro 1 e as condições de amplificação 

descritas no Quadro 2, para a identificação do principal antígeno precoce imediato 

do CMV (immediate-early - IE).  

  

3.2.5 Síntese de cDNA 

 

RNA total extraído foi utilizado na síntese de cDNA com iniciadores 

randômicos (0,2 µg/µL), dNTP 10 mM, Tampão 10X, DTT e enzima Superscript II 

(Invitrogen, California - USA) conforme orientação do fabricante.  
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Quadro 2 - Condições da reação e ciclagem para amplificação das sequencias reguladoras 
dos genes HLA-G, IL-10 e TNF e o antígeno precoce imediato do CMV. 

 Reação Ciclagem 

 
HLA-G 3’UTR e CMV IE 

Volume final 20μL:  
 
1x Tampão de PCR 
1,5 mM de MgCl2 
0,2 mM de dNTP 
0,5 μM de cada iniciador  
0,05 U de Taq DNA Polymerase 

1 ciclo: 94
o
C por 3 minutos 

 
40 ciclos:  
     94

o
C por 1 minuto 

     60
o
C por 1 minuto  

     72
o
C por 1 minuto 

 
1 ciclo: 72

o
C por 7 minutos 

 

 
IL-10 promotor 

Volume final 25μL:  
 
1x Tampão de PCR;  
2,5 mM de MgCl2; 
0,3 mM de dNTP;  
1,6 % de DMSO;  
0,5 μM de cada iniciador  
0,05 U de Taq DNA Polymerase 

1 ciclo: 95
o
C por 3 minutos 

 
30 ciclos: 
    95

o
C por 45 segundos 

    56
o
C por 45 segundos 

    72
o
C por 1 minuto 

 
1 ciclo: 72

o
C por 7 minutos 

 

 
TNF promotor 

Volume final 20μL:  
 
1x Tampão de PCR 
1,5 mM de MgCl2 
0,3 mM de dNTP 
0,5 μM de cada iniciador 
0,05 U de Taq DNA Polymerase 

1 ciclo: 94
o
C por 3 minutos 

 
30 ciclos 
    94

o
C por 45 segundos 

    60
o
C por 30 segundos 

    72
o
C por 45 segundos 

 
1 ciclo: 72

o
C por 7 minutos 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

3.2.6 Estudo de expressão gênica 

 

A expressão relativa dos genes IL-10, TNF e HLA-G foram quantificadas em 

relação à expressão do gene constitutivo GAPDH utilizando ensaios de PCR em 

tempo real. 

Para a quantificação dos RNAm de IL-10 e TNF foi utilizado o sistema de 

detecção Taqman® (Applied Biosystems, California - USA) para todos os reagentes.  

O resultado das reações de amplificação com as sondas de hidrólise Taqman® para 

detecção da expressão de IL-10 (Hs00961622_m1) e TNF (Hs01113624_g1) foi 

normalizado com o resultado da expressão do gene constitutivo GAPDH 

(Hs02758991_g1).  

A expressão da isoforma G5 do gene HLA-G foi realizada utilizando o 

intercalante SYBR-Green (Applied Biosystems, California - USA), e expressa 
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também em relação à expressão do gene constitutivo GAPDH. Inicialmente, para 

amplificação específica do RNAm da isoforma G5, vários iniciadores foram 

selecionados a partir da literatura e outros desenhados, e os produtos amplificados 

sequenciados para confirmação da especificidade da reação (Figura 5).  

 

Figura 5 - Estratégia para amplificação da isoforma HLA-G5 a partir de RNAm. 

 

 

 

 

 

 

 

    Fonte: Elaborado pelo autor 

 

A eficiência da reação para HLA-G e GAPDH foram semelhantes. Todas as 

reações realizadas utilizando o sistema SYBR-Green de detecção foram submetidas 

à análise visual das curvas melting, visando excluir as curvas com amplificação 

inespecífica (Quadro 3).  As curvas de amplificação foram analisadas para exclusão 

das reações cujo valor do CT (Cycle Threshold) ultrapassou 34.  

A expressão relativa (ΔCT) foi determinada pela subtração do CT da curva de 

amplificação do RNAm dos alvos testados pelo CT obtido na curva de amplificação 

de RNAm do GAPDH. O estudo comparativo da expressão relativa de RNAm dos 

alvos, levando em consideração os graus de inflamação, foi realizado aplicando o 

teste de Mann-Whitney entre os grupos individualizados. O teste de Kruskal-Wallis 

foi realizado considerando todas as categorias. 

 

3.2.7 Avaliação histológica 

 

O fragmento de Biópsia fixado em paraformaldeído a 10% foi incluído em 

bloco de parafina, permitindo a obtenção de cortes de tecido. O tecido cortado foi 
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submetido à remoção da parafina, reidratação e coloração histológica para avaliação 

do grau de inflamação tecidual em leve, moderado ou intenso; este procedimento foi 

realizado pelo HC-UFPE em sua rotina.  

 
Quadro 3 - Curvas padrão para avaliação da especificidade da reação de PCR em tempo real de 
HLA-G5 e GAPDH pelo intercalante SYBR Green. 
 

Amplification plot Melt curve Standard curve 

HLA-G5 experimento 01 

 

 
 

HLA-G5 experimento 02 

 

 
 

 

GAPDH experimento 01 

 

 
 

GAPDH experimento 02 

 

 
 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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A imunohistoquímica foi realizada utilizando um sistema biotina-

estreptavidina. Os espécimes foram desparafinados em xilol, re-hidratados em álcool 

e lavados em água. Para recuperação antigênica, os cortes foram imersos em 

tampão 10 mM de citrato de sódio, pH 6,0 por 25 minutos em panela à vapor. Para o 

bloqueio da peroxidase endógena foi realizada uma incubação de 20 minutos em 

peróxido de hidrogénio e o bloqueio de ligações inespecíficas foi realizado com leite 

em pó com baixo teor de gordura diluído 1:100 em PBS por 20 minutos. As lâminas 

foram incubadas com o anticorpo monoclonal primário para o HLA-G 4H84 (EXBIO, 

Praga - República Checa), diluídos 1:50, em câmara úmida por 2 horas. Em seguida, 

foram incubadas em câmara úmida com o polímero MACH 4 Universal HRP Polymer 

Detection (Biocare Medical Concord, Califórnia - USA), conforme sugere o 

fabricante.  Os cortes foram banhados numa solução contendo 3,3-diaminobenzidina 

(Dako Carpinteria, Califórnia) por até 5 minutos. Entre as incubações, os tecidos 

foram lavados com solução de PBS e Tween 20. 

Depois de marcados, os cortes foram contracorados com hematoxilina 

durante 30 segundos e lavados em água corrente. A montagem das lâminas se deu 

com bálsamo do Canadá. 

 A quantificação foi realizada por estimativa: ausência de marcação (negativo), 

ou gradação de cruzes (+), sendo uma para amostras com até 25% do tecido 

marcado, duas cruzes para amostras com até 50%, três cruzes para amostras com 

75% e quatro cruzes para amostras com alta expressão de HLA-G. As amostras 

foram estratificadas por inflamação e por doença. 

 

3.2.8 Avaliação da resposta imune sistêmica 

 

Com o plasma obtido no fracionamento por Ficoll-Paque™ Plus, a 

quantificação de citocinas da resposta imune adaptativa Th1 e Th2 foi realizada 

utilizando a técnica de Cytometric Bead Array (CBA), com o BD™ CBA Human 

Th1/Th2 Cytokine Kit (Becton Dickinson, New Jersey - USA) e leitura no 

equipamento FACSCalibur (Becton Dickinson, New Jersey - USA). O resultado foi 

analisado utilizando o software FCAP Array 1.0 (Becton Dickinson, New Jersey - 

USA). 
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3.3 Análise computacional 

 

Os cromatogramas foram analisados com o software Lasergene SeqMan 7.0 

(DNASTAR, Wisconsin - USA ). As frequências alélicas e genotípicas foram 

analisadas com o software Genepop 4.0.10. A construção de haplótipos foram 

usados os programas Arlekin 3.5.1(Laurent Excoffier, Bern - Switzerland) e Phase 

2.1 (Washington - USA). 

 

3.4 Análise estatística 

 

As informações clínicas, epidemiológicas e laboratoriais foram analisadas 

com o software GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, California - USA). As 

variáveis categóricas foram expressas em valores absolutos e frequência relativa. As 

variáveis contínuas foram expressas em médias ou medianas. A análise de 

associação utilizou o teste exato bicaudal de Fisher, e razão de Odds quando 

indicado, sendo considerado significante o valor de p<0,05.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Perfil demográfico e clínico dos pacientes com doença inflamatória 

intestinal 

 

 Duzentos e dezessete indivíduos adultos com diagnóstico de doença 

inflamatória intestinal, dos quais 73 (33,6%) tinham o diagnóstico de doença de 

Crohn e 144 (66,4%) diagnóstico de RCUI, foram estudados (Tabela 1). Os 

pacientes com Crohn e RCUI possuem as mesmas características demográficas de 

gênero e idade, mas diferem na cor da pele (p<0,005). Indivíduos negros são mais 

prevalentes na RCUI (p=0,002); os morenos possuem a mesma distribuição entre os 

grupos (p=1,000), enquanto os brancos aparentemente são mais prevalentes na 

doença de Crohn (p=0,057). As condições sociais quanto ao nível educacional, 

localização geográfica e presença de água encanada na residência e renda familiar 

dos indivíduos de ambos os grupos também foram semelhantes (p>0,05). 

Cerca de 10% dos pacientes com Crohn ou RCUI mencionaram história familiar 

da doença atual. A doença de Crohn apresentou uma distribuição mais ampla 

quanto a localização da doença atingindo do estômago ao reto com maior frequência 

para a doença localizada no cólon de forma individualizada ou com lesões em 

ambos íleo e ceco, enquanto na RCUI a pancolite é a forma mais comum, seguida 

da colite esquerda e distal (Tabela 2). A lesão tecidual foi considerada moderada 

e/ou intensa na análise histológica em cerca de 72% dos pacientes com RCUI e 

doença de Crohn. A presença de DNA genômico de CMV na lesão tecidual foi 

identificado em 41% dos casos de Crohn testados e de 23% dos casos de RCUI, 

mas sem diferença significativa (p=0,303). Considerando todas as amostras 

analisadas quanto ao grau de lesão, incluindo as amostras dos diferentes segmentos 

intestinais de um mesmo paciente, a presença de CMV não esteve associada com 

gravidade da lesão moderada/intensa em relação à inativa/leve em DII (p=0,076), na 

RCUI (p=0,269) ou DC (p=0,267).  
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Tabela 1 - Características demográficas e sociais dos pacientes com Doença Inflamatória 
Intestinal atendidos no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco. 

 Crohn RCUI DII pvalor 
 (n=73) (n=144) (n=217)  

Sexo     
Masculino 34 52 86 0.137 
Feminino 39 92 131  
Total 73 144 217  

     

Idade     
Mediana 41 47 46 0.829 
Máximo 82 85 85  
Mínimo 14 18 14  

     

Cor da pele     
Branco 36 51 87 0.005 
Moreno 35 68 103  
Negro 2 25 27  
Total 73 144 217  

     

Escolaridade     
Não alfabetizado 4 10 14 0.121 
Ensino fundamental completo 9 24 33  
Ensino fundamental incompleto 17 36 53  
Ensino médio 24 57 81  
Ensino superior 19 17 36  
Total 73 144 217  

     

Residência     
Zona Urbana 64 123 187 0.649 
Zona Rural 9 21 30  
Total 73 144 217  

     

Água encanada     
Sim 69 138 207 0.663 
Não 4 6 10  
Total  73 144 217  

     

Renda familiar     
Menor que 2 salários mínimos 35 89 124 0.149 
De 2 a 6 salários mínimos 32 46 78  
Maior que 6 salários mínimos 6 9 15  
Total 73 144 217  

         Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 2 - Características clínicas dos pacientes com doença inflamatória intestinal 
atendidos no Hospital da Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco. 

 Crohn RCUI DII 
 (n=73) (n=144) (n=217) 

História familiar    
Sim 6 13 19 
Não 44 104 148 
Não sabe informar 23 27 50 
Total 73 144 217 

    

Localização da doença    
Pancolite - 69 70 
Distal - 25 25 
Colite esquerda - 27 26 
Retossigmóide - 6 6 
Reto 4 2 6 
Íleo 8 2 10 
Cólon 12 - 12 
Cólon e íleo 6 1 7 
Cólon, íleo e reto 1 - 1 
Cólon e reto 7 - 7 
Íleo e ceco 13 - 13 
Íleo, ceco e cólon 2 - 2 
Íleo, ceco e reto 1 - 1 
Íleo e reto 2 - 2 
Jejuno e íleo 3 - 3 
Duodeno, jejuno e íleo 1 - 1 
Envolvimento gástrico e intestinal 3 - 3 
Não informado 10 12 22 
Total 73 144 217 

    

Forma de apresentação    
Inflamatória 16 - 16 
Estenosante 20 - 20 
Penetrante 21 - 21 
Não informado 16 - 16 
Total 73 - 73 

    

Grau de inflamação intestinal*    
Inativa/Leve 7 28 35 
Moderada/Intensa 28 60 88 
Não informado 38 56 94 
Total 73 144 217 

    

Detecção de DNA do CMV*    
Sim 9 15 24 
Não 22 66 88 
Não realizado 42 63 105 
Total 73 144 217 

    

Manifestações extraintestinais    
Osteoarticular 24 71 95 
Oftalmica 3 1 4 
Dematológica 7 4 11 
Vascular 2 9 11 
Hepatobiliar 2 5 7 
Nefrologicas 3 4 7 
Sem alterações 32 50 82 
Total 73 144 217 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Análise realizada em pacientes submetidos à colonoscopia. 
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4.2 Polimorfismo da região 3’não traduzida no gene HLA-G em doença 

inflamatória intestinal 

 

 Os pacientes com doença de Crohn apresentaram uma menor frequência do 

genótipo 14bp INS-INS (OR=0,25; p=0,006) em relação aos indivíduos sadios. O 

fenótipo INS-INS está relacionado à menor produção de HLA-G. Apesar de não 

apresentarem aumento na frequência de alelo 14pb DEL ou genótipo 14pb DEL-

DEL, pacientes com Crohn apresentaram uma tendência a maior representação do 

genótipo 14pb INS-DEL (OR= 1,67; p=0,074), no entanto é necessário comprovar a 

associação do genótipo com expressão protéica. Nenhum outro sítio polimórfico 

observado mostrou-se diferentemente expresso nos pacientes com Crohn (Tabela 

3). 

 Os pacientes com RCUI apresentaram diferenças na distribuição dos 

genótipos +3003 C-T (OR=2,36; p=0,003), +3003 T-T (OR=0,46; p=0,006), +3010 C-

C (OR=0,60; p=0,039) e +3142 G-G (OR=0,60; p=0,030) em relação aos indivíduos 

saudáveis. Os sítios polimórficos +3003 C/T, +3010 C/G e +3142 C/G foram 

identificados como possíveis sítios para microRNAs, mas ainda não está claro quais 

sequências são responsáveis pela expressão do HLA-G em diferentes tipos de 

tecidos. 
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Tabela 3 - Frequência alélica e genotípica de sítios polimórficos na região 3’não traduzida do gene HLA-G em pacientes portadores de Doença   
Inflamatória Intestinal (DII) e estratificado pela doença: Doença de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa Idiopática (RCUI). (continua) 

 CONTROLE DC RCUI DII 

  
Freq 

(n=249) 
Freq 

(n=67) 
pvalor 

Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=131) 

pvalor 
Odds 
 Ratio 

   95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=198) 

pvalor 
Odds 
Ratio 

 95% intervalo de 
confiança 

Alelo 14bp              

DEL 0,572 0,649 0,114 1,38 0,93 - 2,06 0,603 0,439 1,14 0,83 - 1,54 0,619 0,171 1,21 0,93 - 1,59 

INS 0,428 0,351  0,72 0,49 - 1,08 0,397  0,88 0,65 - 1,19 0,381  0,82 0,63 - 1,08 

Genótipo              

DEL-DEL 0,345 0,358 0,886 1,06 0,60 - 1,86 0,374 0,575 1,13 0,73 - 1,76 0,369 0,620 1,11 0,75 - 1,63 

INS-DEL 0,454 0,582 0,074 1,68 0,97 - 2,90 0,458 1,000 1,02 0,67 - 1,56 0,500 0,342 1,20 0,83 - 1,75 

INS-INS 0,201 0,060 0,006 0,25 0,088 - 0,73 0,168 0,492 0,80 0,46 - 1,40 0,131 0,058 0,60 0,36 - 1,01 

Alelo +3003C/T              

C 0,068 0,112 0,102 1,72 0,91 - 3,26 0,122 0,015 1,90 1,14 - 3,16 0,119 0,010 1,84 1,16 - 2,92 

T 0,932 0,888  0,58 0,31 - 1,10 0,878  0,53 0,32 - 0,88 0,881  0,54 0,34 - 0,86 

Genótipo              

C-C 0,008 0,030 0,199 3,80 0,53 - 27,51 0,000 0,547 0,38 0,02 - 7,91 0,010 1,000 1,26 0,18 - 9,03 

C-T 0,120 0,164 0,412 1,43 0,68 - 3,04 0,244 0,003 2,36 1,36 - 4,10 0,217 0,007 2,03 1,22 - 3,37 

T-T 0,871 0,806 0,173 0,61 0,30 - 1,25 0,756 0,006 0,46 0,27 - 0,79 0,773 0,008 0,50 0,31 - 0,83 

Alelo +3010C/G              

C 0,588 0,567 0,693 0,92 0,62 - 1,35 0,519 0,077 0,76 0,56 - 1,02 0,535 0,119 0,81 0,62 - 1,05 

G 0,412 0,433  1,09 0,74 - 1,60 0,481  1,32 0,98 - 1,79 0,465  1,24 0,95 - 1,62 

Genótipo              

C-C 0,369 0,313 0,473 0,78 0,44 - 1,39 0,260 0,039 0,60 0,76 - 2,11 0,278 0,043 0,66 0,44 - 0,99 

C-G 0,438 0,507 0,897 0,95 0,57 - 1,58 0,519 0,160 1,39 0,91 - 2,12 0,515 0,106 1,37 0,94 - 1,99 

G-G 0,193 0,179 0,242 0,64 0,31 - 1,29 0,221 0,509 0,83 0,49 - 1,41 0,207 0,722 1,09 0,69 - 1,74 

Alelo +3027A/C              

A 0,042 0,007 0,061 0,17 0,02 - 1,28 0,053 0,474 1,28 0,64 - 2,56 0,038 0,864 0,89 0,45 - 1,75 

C 0,958 0,993  5,88 0,78 - 44,14 0,947  0,78 0,39 - 1,57 0,962  1,12 0,57 - 2,21 

Genótipo              

A-A 0,004 0,000 1,000 1,22 0,05 - 30,37 0,000 1,000 0,63 0,03 - 15,52 0,000 1,000 0,41 0,02 - 10,22 

A-C 0,077 0,015 0,088 0,18 0,02 - 1,39 0,107 0,341 1,44 0,70 - 2,98 0,076 1,000 0,99 0,49 - 2,00 

C-C 0,919 0,985 0,057 5,79 0,76 - 43,97 0,893 0,451 0,73 0,36 - 1,50 0,924 1,000 1,07 0,53 - 2,15 

               4
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Tabela 3 - Frequência alélica e genotípica de sítios polimórficos na região 3’não traduzida do gene HLA-G em pacientes portadores de Doença   
Inflamatória Intestinal (DII) e estratificado pela doença: Doença de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa Idiopática (RCUI). (conclusão) 

 CONTROLE DC RCUI DII 

  
Freq 

(n=249) 
Freq 

(n=67) 
pvalor 

Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=131) 

pvalor 
Odds 
 Ratio 

   95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=198) 

pvalor 
Odds 
Ratio 

 95% intervalo de 
confiança 

Alelo +3035C/T              

C 0,849 0,881 0,408 1,31 0,73 - 2,33 0,859 0,748 1,08 0,70 - 1,65 0,866 0,502 1,15 0,79 - 1,68 

T 0,151 0,119  0,76 0,43 - 1,36 0,141  0,93 0,61 - 1,42 0,134  0,87 0,60 - 1,27 

Genótipo              

C-C 0,735 0,761 0,754 1,15 0,61 - 2,16 0,740 1,000 1,03 0,64 - 1,67 0,747 0,828 1,07 0,70 - 1,64 

C-T 0,229 0,239 0,871 1,06 0,56 - 1,99 0,237 0,899 1,04 0,63 - 1,72 0,237 0,910 1,05 0,67 - 1,63 

T-T 0,036 0,000 0,213 0,19 0,01 - 3,27 0,023 0,556 0,63 0,17 - 2,35 0,015 0,241 0,41 0,11 - 1,54 

Alelo +3142C/G¹              

C 0,407 0,424 0,765 1,07 0,73 - 1,58 0,466 0,141 1,27 0,94 - 1,72 0,452 0,193 1,20 0,92 - 1,57 

G 0,593 0,576  0,93 0,63 - 1,38 0,534  0,79 0,58 - 1,07 0,548  0,83 0,64 - 1,09 

Genótipo              

C-C 0,193 0,182 1,000 0,93 0,46 - 1,87 0,198 0,892 1,03 0,61 - 1,76 0,193 1,000 1,00 0,62 - 1,60 

C-G 0,428 0,485 0,485 1,26 0,73 - 2,17 0,534 0,051 1,53 1,00 - 2,35 0,518 0,068 1,44 0,98 - 2,09 

G-G 0,379 0,333 0,566 0,82 0,46 - 1,46 0,267 0,030 0,60 0,38 - 0,95 0,289 0,055 0,67 0,45 - 1,00 

Alelo +3187A/G¹              

A 0,713 0,754 0,379 1,23 0,79 - 1,93 0,691 0,552 0,90 0,65 - 1,27 0,712 1,000 1,00 0,74 - 1,34 

G 0,287 0,246  0,81 0,52 - 1,27 0,309  1,11 0,80 - 1,55 0,288  1,00 0,75 - 1,35 

Genótipo              

A-A 0,553 0,554 1,000 1,00 0,58 - 1,75 0,492 0,274 0,78 0,51 - 1,21 0,513 0,438 0,85 0,58 - 1,25 

A-G 0,321 0,400 0,884 0,93 0,52 - 1,66 0,398 0,815 0,92 0,58 - 1,46 0,399 0,105 1,41 0,95 - 2,09 

G-G 0,127 0,046 0,074 0,33 0,10 - 1,13 0,109 0,737 0,85 0,43 - 1,66 0,088 0,218 0,67 0,36 - 1,25 

Alelo +3196C/G¹              

C 0,697 0,769 0,125 1,45 0,92 - 2,28 0,756 0,100 1,35 0,95 - 1,91 0,760 0,045 1,38 1,02 - 1,88 

G 0,303 0,231  0,69 0,44 - 1,08 0,244  0,74 0,52 - 1,05 0,240  0,72 0,53 - 0,98 

Genótipo              

C-C 0,487 0,585 0,207 1,48 0,85 - 2,58 0,591 0,062 1,52 0,98 - 2,35 0,589 0,041 1,51 1,02 - 2,21 

C-G 0,419 0,369 0,569 0,81 0,46 - 1,43 0,331 0,692 0,89 0,53 - 1,49 0,344 0,133 0,73 0,50 - 1,08 

G-G 0,094 0,046 0,312 0,47 0,14 - 1,61 0,079 0,701 0,82 0,38 - 1,80 0,068 0,378 0,70 0,34 - 1,43 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: ¹Não foi possível identificar um ou mais sítios polimórficos em algumas amostras. 
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 Sabendo que indivíduos de ancestralidade Africana possui uma frequência 

alélica para o sítio polimórfico +3003 diferente de indivíduos com ancestralidade 

caucasiana e que a RCUI é mais frequente em indivíduos da raça negra, a 

distribuição da frequência dos genótipos para o sítio polimórfico +3003 C/T foi 

analisada após estratificação da população pela variável “cor da pele”, como 

expressão da herança genética dos indivíduos com RCUI, e não foi observada 

diferença significativa da distribuição de genótipo entre os indivíduos dos grupos 

Branco/não-Brancos (p=1,000), ou entre os indivíduos dos grupos Moreno/não-

Moreno (p=0,217), permanecendo significativa a diferença na expressão dos 

genótipos para os indivíduos dos grupos Negro/não-Negro (p=0,047; OR=2,97; 

95%IC=1,11-7,93), sugerindo que Brasileiros descendentes de Africanos portadores 

do genótipo +3003 C-T sejam mais susceptíveis ao desenvolvimento da RCUI 

(Tabela 4). 

Em relação aos haplótipos da região 3’ não traduzida do HLA-G observamos 

que o haplótipo URT-1 possui distribuição semelhante entre o grupo saudável e 

portadores de DII. O haplótipo UTR-2 (INS14pb: +3003T: +3010C: +3027C: +3035C: 

+3142G: +3187A: +3196G) apresentou tendência a menor expressão em portadores 

de DII em relação a população saudável (OR=0,73; p=0,053), essa tendência reflete 

a menor frequência dos alelos +3003T (p=0,010) e +3196G (p=0,044) e dos 

genótipos +3010C-C (p=0,043) e +3142G-G (p=0,054) encontrada nos pacientes 

com DII, sugerindo a possível associação dessa assinatura genética com proteção à 

doença.  O interessante é que na população saudável os haplótipos UTR-1 e UTR-2 

são os mais frequentes e apresentam distribuição semelhante e em torno de 28%. 

O haplótipo UTR-4 (14pbDEL: +3003C/+3010G/+3027C/+3035C/+3142C/ 

+3187A/+3196C) foi o único que mostrou-se envolvido na susceptibilidade ao 

desenvolvimento de DII em comparação ao grupo saudável (OR=1,79; p=0,020). A 

sequência da UTR-4 difere em cinco dos oito sítios polimórficos definidos no 

haplótipo 3’UTR da sequência da UTR-2, dos quais os alelos +3003C e +3196C 

encontram-se com expressão aumentada no grupo de pacientes (Tabela 5).  
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 Tabela 4 - Frequência do sítio polimórfico +3003 C/T da região 3’não 
traduzida do gene HLA-G em pacientes portadores de Retocolite 
Ulcerativa Idiopática (RCUI), estratificados pela cor da pele.  

 HLA-G 3’UTR  
Cor da pele +3003C-T +3003T-T pvalor 
Branco 10 34 1,000 
Moreno 12 53 0,217 
Negro 09 12 0,047 
total 31 99  

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
 
 
 
Tabela 5 - Frequência hapolotípica da região 3’não traduzida do gene HLA-G em pacientes portadores de Doença Inflamatória Intestinal (DII) e estratificado 
pela doença: Doença de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa Idiopática (RCUI). 

 CONTROLE DC RCUI DII 

  
Freq 

(n=442) 
Freq 

(n=128) 
pvalor 

Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=242) 

pvalor 
Odds 
 Ratio 

   95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=370) 

pvalor 
Odds 
Ratio 

 95% intervalo de 
confiança 

UTR-1 (DTGCCCGC) 0,274 0,242 0,498 0,85 0,54 - 1,34 0,289 0,722 1,08 0,76 - 1,53 0,273 1,000 1,00 0,73 - 1,36 

UTR-2 (ITCCCGAG) 0,285 0,211 0,113 0,67 0,42 - 1,08 0,231 0,148 0,76 0,53 - 1,09 0,224 0,053 0,73 0,53 - 1,00 

UTR-3 (DTCCCGAC) 0,167 0,203 0,357 1,27 0,77 - 2,09 0,136 0,322 0,79 0,50 - 1,22 0,159 0,776 0,94 0,65 - 1,37 

UTR-4 (DCGCCCAC) 0,070 0,109 0,191 1,63 0,84 - 3,16 0,124 0,024 1,88 1,11 - 3,18 0,119 0,020 1,79 1,11 - 2,90 

UTR-5 (ITCCTGAC) 0,086 0,117 0,301 1,41 0,75 - 2,66 0,095 0,677 1,12 0,65 - 1,92 0,103 0,468 1,22 0,76 - 1,95 

UTR-6 (DTGCCCAC) 0,059 0,070 0,676 1,21 0,55 - 2,65 0,041 0,374 0,69 0,33 - 1,46 0,051 0,759 0,87 0,47 - 1,59 

UTR-7 (ITCATGAC) 0,038 0,008 0,091 0,20 0,03 - 1,49 0,054 0,435 1,42 0,68 - 2,97 0,038 1,000 0,98 0,48 - 2,02 

UTR-10 (DTCCCGAG) 0,000 0,016 0,050 17,49 0,83 - 366,9 0,000    0,005 0,207 6,00 0,29 - 125,5 

UTR-11(DCCCCGAC) 0,000 0,008 0,225 10,41 0,42 - 257,3 0,000    0,003 0,456 3,59 0,15 - 88,52 

UTR-13(DTCCTGAC) 0,002 0,000 1,000 1,15 0,05 - 28,31 0,000 1,000 0,61 0,03 - 14,97 0,000 1,000 0,40 0,02 - 9,79 

UTR-15 (ITCCCGAC) 0,007 0,016 0,314 2,32 0,38 - 14,06 0,017 0,251 2,46 0,55 - 11,08 0,016 0,314 2,41 0,60 - 9,72 

UTR-16(ITCCTGAG) 0,009 0,000 0,580 0,38 0,02 - 7,09 0,000 0,303 0,20 0,01 - 3,75 0,000 0,130 0,13 0,01 - 2,45 

UTR-17 (ITCCCGGG) 0,002 0,000 1,000 1,15 0,05 - 28,31 0,004 1,000 1,83 0,11 - 29,41 0,003 1,000 1,20 0,08 - 19,19 

UTR-19 (DTGCCGAC) 0,000 0,000    0,008 0,125 9,20 0,44 - 192,5 0,005 0,207 6,00 0,29 - 125,5 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.3 Polimorfismo da região promotora do gene IL-10 em doença inflamatória 

intestinal 

 

 Os pacientes portadores de DII apresentaram uma distribuição de alelos C e 

T na posição -819 da região promotora do gene IL-10 semelhante aos indivíduos 

sadios (p>0,05), independente da estratificação dos casos pelo tipo de doença 

(Tabela 6). Em relação ao sítio polimórfico -1082A/G, o alelo A mostrou-se mais 

prevalente em pacientes com doença de Crohn em relação aos indivíduos sadios 

(OR=3,21; p=0,033), fato não observado em pacientes com RCUI (p=0,602). O alelo 

-1082 A tem sido relacionado à menor produção de IL-10. Apesar da ausência do 

genótipo -1082 A-A, foi encontrada uma diferença estatisticamente significativa do 

genótipo heterozigoto -1082G-A em pacientes com Crohn (OR=3,35; p=0,030), mas 

não nos pacientes com RCUI em relação aos indivíduos saudáveis, sugerindo a 

presença de um determinante genético na resposta Th1 típica na patogênese da 

Doença de Crohn. O polimorfismo na posição -592C/A foi determinado com base na 

regra do desequilíbrio de ligação com o sítio -819C/T, não apresentando diferença 

entre grupos de pacientes e indivíduos saudáveis.  

 A predição de haplótipos para os três sítios polimórficos -1082A/G:-819C/T:-

592A/C na região promotora do gene IL-10 identificou três dos quatro possíveis 

combinações de alelos.  A sequência de alelos selvagens (-1082G/-819C/-592C) 

constituiu o haplótipo mais frequente (65%), sendo os haplótipos -1082A/-819T/-

592A e -1082G/-819T/-592A menos representados (Tabela 7). 

O haplótipo representado pela mutação nos três sítios polimórficos (-1082A/-

819T/-592A) apresentou  associação à predisposição a doença de Crohn (OR=3,21; 

p=0,0326). Este haplótipo está relacionado à menor produção da molécula de IL-10, 

explicando, em parte, a menor regulação negativa da inflamação na lesão intestinal 

na doença de Crohn.  No entanto, não encontramos o haplótipo -1082A/-819T/-592A 

em homozigose (dado não apresentado) em nenhum dos pacientes com DC, uma 

vez que o genótipo -1082A-A também não foi encontrado. 
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Tabela 6 - Frequência alélica e genotípica de sítios polimórficos na região promotora do gene IL-10 em pacientes portadores de Doença Inflamatória 
Intestinal (DII) e estratificado pela doença: Doença de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa Idiopática (RCUI). 

 CONTROLE DC RCUI DII 

 
Freq 

(n=239) 
Freq 

(n=69) 
pvalor 

Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=137) 

pvalor 
Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=206) 

pvalor 
Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Alelo -819 (C/T)              

C 0,632 0,623 0,920 0,96 0,65 - 1,43 0,675 0,235 1,21 0,89 - 1,66 0,658 0,440 1,12 0,85 - 1,48 

T 0,368 0,377  1,04 0,70 - 1,53 0,325  0,83 0,60 - 1,13 0,342  0,89 0,68 - 1,18 

Genótipo              

C-C 0,402 0,391 1,000 0,96 0,55 - 1,66 0,467 0,234 1,31 0,85 - 2,00 0,442 0,441 1,18 0,81 - 1,72 

C-T 0,460 0,464 1,000 1,01 0,59 - 1,74 0,416 0,451 0,84 0,55 - 1,28 0,432 0,567 0,89 0,61 - 1,30 

T-T 0,138 0,145 0,846 1,06 0,49 - 2,27 0,117 0,634 0,83 0,44 - 1,56 0,126 0,780 0,90 0,52 - 1,57 

Alelo -1082 (A/G)¹              

A 0,066 0,058 0,033 3,21 1,21 - 8,48 0,026 0,602 1,38 0,51 - 3,74 0,037 0,145 1,98 0,86 - 4,57 

G 0,934 0,942  0,31 0,12 - 0,82 0,974  0,73 0,27 - 1,98 0,963  0,51 0,22 - 1,17 

Genótipo              

A-A 0,000 0,000    0,007 0,363 5,30 0,21 - 131,2 0,005 0,462 3,51 0,14 - 86,79 

A-G 0,038 0,116 0,030 3,35 1,24 - 9,05 0,037 1,000 0,98 0,32 - 2,97 0,063 0,273 1,73 0,72 - 4,14 

G-G 0,962 0,884 0,030 0,30 0,11 - 0,81 0,956 0,788 0,85 0,30 - 2,44 0,932 0,197 0,53 0,23 - 1,26 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: ¹Não foi possível identificar um sítio polimórfico em uma das amostras. 
 
 

Tabela 7 - Frequência haplotípica da região promotora do gene IL-10 em pacientes portadores de Doença Inflamatória Intestinal (DII) e estratificado pela 
doença: Doença de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa Idiopática (RCUI). 

 CONTROLE DC RCUI DII 

  
Freq 

(n=478) 
Freq 

(n=138) 
pvalor 

Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=272) 

pvalor 
Odds 
 Ratio 

   95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=410) 

pvalor 
Odds 
Ratio 

 95% intervalo de 
confiança 

ATA 0,019 0,058 0,033 3,21 1,21 - 8,48 0,026 0,602 1,38 0,51 - 3,74 0,037 0,019 1,98 0,86 - 4,57 

GTA 0,349 0,319 0,542 0,87 0,58 - 1,31 0,301 0,197 0,80 0,58 - 1,11 0,307 0,349 0,83 0,62 - 1,10 

GCC 0,632 0,623 0,920 0,96 0,65 - 1,43 0,673 0,267 1,20 0,88 - 1,64 0,656 0,632 1,11 0,84 - 1,47 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.4 Polimorfismo da região promotora do gene TNF em doença inflamatória 

intestinal 

 

 Os pacientes portadores de DII apresentaram uma distribuição de alelos 

semelhante em relação aos indivíduos sadios para os sítios polimórficos -1031C/T,   

-857C/T, -308A/G e -238A/G do gene TNF, (p>0,05), independente da estratificação 

dos casos pelo tipo de doença (Tabela 8). Em relação ao sitio polimórfico -863 A/C, 

o alelo A mostrou-se com frequência mais elevada em pacientes com RCUI em 

relação aos indivíduos sadios (OR=1,55; p=0,033), fato não observado em pacientes 

com Crohn (p=0,348). O grupo de pacientes com RCUI apresentou diminuição do 

genótipo -863C-C em relação aos controles sadios, estando relacionado à proteção 

ao desenvolvimento da doença (OR=0,60; p=0,034).  

 O haplótipo mais frequente na região promotora do TNF foi -1031T/-863C/      

-857C/-308G/-238G (57%), concordando com a literatura (Tabela 9). Apenas em 

pacientes com RCUI foi encontrada uma diferença estatística significativa em 

relação ao haplótipo -1031C/-863A/-857C/-308G/-238G (OR=1,56; p=0,044). O alelo 

-863A está associado a uma diminuição na produção de TNF, desta forma podendo 

a resposta inflamatória tecidual no local da lesão ser mais branda. 

 

4.5 Ausência de associação entre polimorfismos e grau de inflamação 

intestinal 

 

 Os sítios polimórficos HLA-G 14pb INS/DEL e IL-10 -1082A/G, associados à 

susceptibilidade a doença de Crohn, foram testados considerando o grau de 

inflamação tecidual inativa/leve e moderado/intenso. De forma similar, em RCUI 

também foram testados os sítios HLA-G +3003C/T, +3010C/G, +3142C/G E TNF       

-863A/C. Nenhum dos sítios esteve associado ao grau de lesão tecidual em 

nenhuma das doenças, tampouco considerando as duas juntas.  
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Tabela 8 - Frequência alélica e genotípica de sítios polimórficos na região promotora do gene TNF em pacientes portadores de Doença Inflamatória Intestinal 
(DII) e estratificado pela doença: Doença de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa Idiopática (RCUI). (continua) 

 CONTROLE DC RCUI DII 

 
Freq 

(n=233) 
Freq 

(n=66) 
pvalor 

Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=132) 

pvalor 
Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=198) 

pvalor 
Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Alelo -1031C/T¹              

C 0,224 0,220 1,000 0,98 0,60 - 1,6 0,267 0,220 1,26 0,87 - 1,81 0,251 0,399 1,16 0,84 - 1,62 

T 0,776 0,780  1,02 0,63 - 1,67 0,733  0,79 0,55 - 1,15 0,749  0,86 0,62 - 1,20 

Genótipo              

C-C 0,038 0,068 0,300 1,86 0,54 - 6,39 0,067 0,288 1,82 0,67 - 4,99 0,067 0,250 1,83 0,73 - 4,59 

C-T 0,373 0,305 0,361 0,74 0,40 - 1,37 0,400 0,640 1,12 0,71 - 1,78 0,369 1,000 0,98 0,65 - 1,49 

T-T 0,590 0,627 0,654 1,17 0,65 - 2,12 0,533 0,357 0,80 0,51 - 1,25 0,564 0,681 0,90 0,60 - 1,35 

Alelo -863A/C¹              

A 0,156 0,192 0,348 1,29 0,78 - 2,13 0,223 0,033 1,55 1,05 - 2,29 0,212 0,040 1,46 1,03 - 2,07 

C 0,844 0,808  0,78 0,47 - 1,28 0,777  0,64 0,44 - 0,95 0,788  0,68 0,48 - 0,97 

Genótipo              

A-A 0,026 0,031 0,689 1,19 0,23 - 6,05 0,047 0,689 1,19 0,23 - 6,05 0,041 0,422 1,62 0,55 - 4,76 

A-C 0,260 0,323 0,346 1,36 0,75 - 2,47 0,352 0,071 1,55 0,97 - 2,47 0,342 0,070 1,48 0,98 - 2,25 

C-C 0,714 0,646 0,289 0,73 0,41 - 1,31 0,602 0,034 0,60 0,38 - 0,95 0,617 0,038 0,64 0,43 - 0,97 

Alelo -857C/T¹              

C 0,915 0,931 0,717 1,25 0,59 - 2,64 0,946 0,140 1,62 0,86 - 3,03 0,941 0,186 1,47 0,86 - 2,51 

T 0,085 0,069  0,80 0,38 - 1,70 0,054  0,62 0,33 - 1,16 0,059  0,68 0,40 - 1,16 

Genótipo              

C-C 0,839 0,892 0,331 1,59 0,67 - 3,75 0,891 0,208 1,58 0,82 - 3,04 0,892 0,121 1,58 0,89 - 2,80 

C-T 0,152 0,077 0,151 0,46 0,17 - 1,24 0,109 0,267 0,68 0,35 - 1,31 0,098 0,108 0,60 0,33 - 1,10 

T-T 0,009 0,031 0,258 3,10 0,43 - 22,44 0,000 0,520 0,30 0,01 - 6,35 0,010 1,000 1,19 0,17 - 8,51 

              

              

              

               5
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Tabela 8 - Frequência alélica e genotípica de sítios polimórficos na região promotora do gene TNF em pacientes portadores de doença inflamatória 
intestinal (DII) e estratificado pela doença: Doença de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa Idiopática (RCUI). (conclusão) 

 CONTROLE DC RCUI DII 

 
Freq 

(n=233) 
Freq 

(n=66) 
pvalor 

Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=132) 

pvalor 
Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=198) 

pvalor 
Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Alelo -308A/G              

A 0,120 0,114 1,000 0,94 0,51 - 1,72 0,136 0,562 1,16 0,74 - 1,81 0,129 0,756 1,08 0,72 - 1,62 

G 0,880 0,886  1,07 0,58 - 1,95 0,864  0,87 0,55 - 1,36 0,871  0,92 0,62 - 1,39 

Genótipo              

A-A 0,013 0,000 1,000 0,50 0,03 - 9,71 0,015 1,000 1,18 0,20 - 7,15 0,010 1,000 0,78 0,13 - 4,73 

A-G 0,215 0,227 0,866 1,08 0,56 - 2,07 0,242 0,602 1,17 0,71 - 1,94 0,237 0,644 1,14 0,72 - 1,79 

G-G 0,773 0,773 1,000 1,00 0,52 - 1,92 0,742 0,525 0,85 0,52 - 1,39 0,753 0,650 0,90 0,57 - 1,40 

Alelo -238A/G¹              

A 0,068 0,038 0,300 0,55 0,21 - 1,43 0,049 0,337 0,71 0,36 - 1,38 0,046 0,185 0,65 0,36 - 1,19 

G 0,932 0,962  1,83 0,70 - 4,81 0,951  1,42 0,73 - 2,76 0,954  1,53 0,84 - 2,78 

Genótipo              

A-A 0,004 0,000 1,000 1,15 0,05 - 28,65 0,000 1,000 0,57 0,02 - 14,10 0,000 1,000 0,38 0,02 - 9,45 

A-G 0,128 0,077 0,380 0,57 0,21 - 1,54 0,098 0,497 0,75 0,37 - 1,49 0,091 0,278 0,69 0,37 - 1,28 

G-G 0,868 0,923 0,283 1,83 0,68 - 4,92 0,902 0,401 1,39 0,70 - 2,78 0,909 0,220 1,51 0,82 - 2,81 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: ¹Não foi possível identificar um ou mais sítios polimórficos em algumas amostras. 
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Tabela 9 - Frequência hapolotípica da região promotora do gene TNF em pacientes portadores de Doença Inflamatória Intestinal (DII) e estratificado pela 
doença: Doença de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa Idiopática (RCUI). 

  CONTROLE DC RCUI DII 

  
Freq 

(n=386) 
Freq 

(n=120) 
pvalor 

Odds 
Ratio 

95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=236) 

pvalor 
Odds 
 Ratio 

   95% intervalo de 
confiança 

Freq 
(n=356) 

pvalor 
Odds 
Ratio 

 95% intervalo de 
confiança 

CACGG 0,137 0,175 0,304 1,33 0,77 - 2,32 0,199 0,044 1,56 1,02 - 2,41 0,191 0,059 1,48 1,00 - 2,20 

CCCGA 0,044 0,033 0,614 0,68 0,22 - 2,05 0,055 0,708 1,14 0,54 - 2,40 0,048 1,000 0,98 0,49 - 1,96 

TCCGG 0,614 0,592 0,670 0,91 0,60 - 1,38 0,564 0,239 0,81 0,58 - 1,13 0,573 0,263 0,84 0,63 - 1,13 

TACGG 0,008 0,008 1,000 1,07 0,11 - 10,42 0,000 1,000 0,46 0,02 - 8,95 0,003 0,625 0,36 0,04 - 3,48 

TCCAG 0,119 0,108 0,871 0,90 0,47 - 1,73 0,144 0,389 1,24 0,77 - 2,00 0,132 0,657 1,12 0,73 - 1,74 

TCTGG 0,065 0,075 0,679 1,17 0,53 - 2,58 0,038 0,203 0,57 0,26 - 1,25 0,051 0,435 0,77 0,41 - 1,44 

CCCGG 0,013 0,008 1,000 0,64 0,07 - 5,54 0,000 0,163 0,15 0,01 - 2,67 0,003 0,416 0,32 0,04 - 2,78 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.6 Expressão de HLA-G na lesão de mucosa intestinal 

 

A expressão de RNAm da isoforma solúvel G5  do HLA-G nas lesões de 

biópsias, foram avaliadas em 20 pacientes que possuíam duas regiões do intestino 

com graus de inflamação diferentes sendo um mais grave que o outro e 6 pacientes 

com apenas uma região e grau de inflamação. Dos 20 pacientes com análise em 

dois fragmentos, 4 pacientes apresentaram biópsia com inflamação inativa e intensa, 

5 com inflamação inativa e moderada, 5 leve e intensa, 5 leve e moderada e um com 

inflamação inativa e leve. Dos 6 pacientes com apenas uma amostra de lesão de 

mucosa, 5 tinham inflamação intensa e 1 inflamação moderada.  

Fragmentos de biópsia sem atividade inflamatória ou com atividade leve 

apresentaram expressão de RNAm para isoforma de HLA-G5 (Tabela 10) relativa a 

expressão constitutiva de RNAm do GAPDH inferior (maior ΔCT) ao encontrado nas 

lesões com grau de inflamação moderada e intensa, contudo essa diferença não foi 

significantemente diferente (p=0,115). 

 

Tabela 10 - Expressão relativa de RNAm de HLA-G5 em biópsia de mucosa 
intestinal de pacientes em fase aguda da doença inflamatória intestinal, 
classificados por grau de inflamação. 

HLA-G5 Grau de inflamação 

 ΔCT Inativa ΔCT Leve ΔCT Moderada ΔCT Intensa 

Média 11,12 12,02 8,38 7,48 

Desvio padrão 1,37 2,97 1,66 5,42 

Mediana 10,91 11,75 8,38 7,60 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Não houve diferença estatística entre os grupos inativo e leve (p=0,792), 

inativo e intenso (p=0,610), e entre os grupos leve e intenso (p=0,229) (Figura 6). A 

análise pareada da expressão relativa de HLA-G, considerando presença ou 

ausência de expressão de HLA-G5, em dois sítios intestinais de um mesmo paciente 

não mostrou diferença significativa (p=1,000). 
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Figura 6 - Comparação da expressão de RNAm HLA-G5 entre os diferentes graus de inflamação. 

 

     Fonte: elaborado pelo autor 

 

4.7 Expressão de RNAm IL-10 na lesão de mucosa intestinal 

 

A expressão de RNAm de IL-10 foi estudada nas mesmas amostras que o 

HLA-G5, e expressos em comparação com os níveis de expressão do RNAm do 

GAPDH.  

Os dados de expressão relativa do RNAm IL-10 mostraram queda na 

produção de IL-10 no inicio do processo inflamatório (lesão LEVE) em relação a 

mucosa sem lesão (INATIVA), importante evento na formulação inicial da resposta 

imune (Tabela 11). Por outro lado, com o agravo da inflamação (lesão INTENSA), há 

um aumento na produção de IL-10, possivelmente, como parte do mecanismo de 

retroalimentação negativa, visando a regulação da resposta imunológica no sítio da 

lesão e retorno tecidual à normalidade. 
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Tabela 11: Expressão relativa de RNAm de IL-10 em biópsia de mucosa 
intestinal de pacientes em fase aguda da doença inflamatória intestinal, 
classificados por grau de inflamação. 

IL-10 Grau de inflamação 

 ΔCT Inativa ΔCT Leve ΔCT Moderada ΔCT Intensa 

Média 6,87 9,69 8,30 5,75 

Desvio padrão 2,41 1,38 2,36 1,98 

Mediana 7,12 10,12 8,96 5,44 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 A análise estatística comparativa entre cada grupo histológico mostrou 

diferença significativa na produção de RNAm de IL-10 entre os grupos classificados 

histologicamente com inflamações inativas e leves (p=0,029), entre os com lesão 

moderada e intensa (p=0,036), e maior diferença estatística entre os grupos com 

lesões leve e intensa (p=0,009), confirmando o papel do IL-10 na regulação da 

resposta imune na mucosa intestinal (Figura 7). 

 

Figura 7. Comparação da expressão de RNAm IL-10 entre os diferentes graus de inflamação. 

 

   Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.8 Expressão de RNAm de TNF na lesão de mucosa intestinal 

 

A expressão relativa de RNAm de TNF foi estudada nas mesmas amostras 

que o HLA-G5 e IL-10, de forma similar. Aparentemente, a expressão de RNAm de 

TNF na mucosa intestinal é semelhante na forma inativa, leve e moderada de 

pacientes portadores de DII (Tabela 12), e superior na lesão grave. Por outro lado, 

não é possível dizer, se a linha de base na expressão em pacientes com lesão 

inativa corresponde ao esperado em pacientes saudáveis (não portadores de DII), 

ou representa o estado não reativo de pacientes com DII, sendo diferente do normal.  

 

Tabela 12. Expressão relativa de RNAm de TNF em biópsia de mucosa 
intestinal de pacientes em fase aguda da doença inflamatória intestinal, 
classificados por grau de inflamação. 

TNF Grau de inflamação 

 ΔCT Inativa ΔCT Leve ΔCT Moderada ΔCT Intensa 

Média 5,11 6,98 5,21 2,71 

Desvio padrão 2,23 1,17 2,80 1,14 

Mediana 4,93 6,78 5,55 2,89 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Análise comparativa da expressão relativa de RNAm de TNF, levando em 

consideração os graus de inflamação mostrou diferença significativa na expressão 

de TNF no grupo de biópsias classificadas com inflamações inativas (p=0,033) e 

leves (p=0,003) em relação ao grupo de inflamações intensas (Figura 8). Há também 

uma tendência de diferença entre as inflamações inativas e leves (p=0,054). 
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Figura 8. Comparação da expressão de RNAm TNF entre os diferentes graus de inflamação. 

 

     Fonte: elaborado pelo autor. 

 

4.9  Expressão da proteína HLA-G em lesão de mucosa intestinal 

 

A expressão da proteína HLA-G foi avaliada em um total de 79 lâminas, 

sendo 34 amostras pareadas de 17 pacientes e 45 amostras de diferentes pacientes 

que possuem apenas um grau de inflamação. Não foi encontrada associação 

significativa com o nível de RNAm e tão pouco com o grau da lesão, possivelmente 

devido ao número reduzido de amostras analisadas até o momento. Além disso, o 

clone anticorpo anti-HLA-G (clone 4H84) utilizado no experimento reconhece as 7 

isoformas da molécula HLA-G, desta forma sugere-se o uso de anticorpos 

específicos para as isoformas ou estudar todas a isoformas que o anticorpo abrange. 
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4.10 Perfil imunológico dos pacientes com doença inflamatória intestinal 

 

Todos os 98 pacientes em fase aguda da doença, submetidos à biopsia, 

foram avaliados quanto ao perfil de citocinas séricas. 

Pacientes com lesão inativa/leve apresentaram o mesmo perfil de expressão 

de citocinas em relação aqueles com lesões moderadas/graves independente de 

serem pacientes diagnosticados com doença de Crohn (n=27) ou RCUI (n=71) 

(Tabela 13). Por outro lado, comparando a expressão das citocinas Th1/Th2 entre os 

pacientes com RCUI e Crohn identificou-se uma expressão aumentada em mais de 

cinco vezes de IL-5 sérico em pacientes com RCUI do que em pacientes com 

doença de Crohn (p=0.018). 

 

Tabela 13. Comparação do perfil de citocinas plasmáticas de pacientes com doença 
inflamatória intestinal de acordo com o grau de inflamação da lesão tecidual e classificação da 
doença em Crohn ou RCUI. 

  RCUIxDC   RCUI x Inflamação   DC x Inflamação 

Citocinas Pearson Chi2 Pr   Pearson Chi2 Pr   Pearson Chi2 Pr 

IL-2 2.319 0.128  0.0439 0.834  2.9042 0.088 

IL-4 0.0933 0.760  0.3731 0.541  0.6217 0.430 

IL-5 5.6162 0.018  0.0047 0.945  0.6217 0.430 

IL-10 0.0014 0.970  0.3922 0.531  1.0597 0.303 

TNF 1.5284 0.216  0.1044 0.747  0.5510 0.458 

IFN-g 0.2944 0.587   0.5373 0.464   0.6782 0.410 

     Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 A doença de Crohn possui caráter familiar em cerca de 10% dos casos, 

acometem adultos jovens de ambos os sexos com frequência discretamente 

aumentada de mulheres (CARDOSO et al, 2014), e em indivíduos de ancestralidade 

caucasiana (cor da pele Branca). Pacientes portadores de Crohn apresentam menor 

prevalência do genótipo HLA-G 14pb INS-INS e maior expressão do alelo IL-10         

-1082A e genótipo IL-10 -1082A-G, mas nenhuma diferença significativa na 

frequência de sítios polimórficos na região promotora do gene TNF foi encontrada. A 

maior frequência do alelo IL-10 -1082A da região promotora do gene IL-10 sugere 

que esses pacientes sejam baixos produtores de IL-10. No modelo da patogênese 

da doença de Crohn, baixos níveis de IL-10 representam um aspecto importante na 

perda do equilíbrio imunológico e direcionamento para resposta tipo Th1 

característico da doença (BAUMGART; CARDING, 2007b; MATRICON et al., 2010; 

SANCHEZ-MUNOZ et al., 2008). 

 A inserção do fragmento de 14pb na região 3’não traduzida do gene HLA-G 

acarreta a perda de um fragmento de 92pb incluindo os sítios polimórficos +3003 e 

+3010, fazendo com que o RNAm seja mais estável, apesar da menor expressão de 

HLA-G relacionado ao genótipo 14pb INS-INS (CASTELLI et al., 2010, 2011; 

CRISTOFARO et al., 2012), fator protetor à doença. HVIID e colaboradores (2006b) 

mostraram aumento significativo na produção de IL-10 sérica, em indivíduos 

portadores do genótipo HLA-G 14pb INS-INS após o estímulo de células 

mononucleares periféricas com lipopolisacarídeo, sugerindo a existência de 

mecanismo integrado de regulação da resposta imune envolvendo a expressão de 

IL-10 e HLA-G. Considerando estes polimorfismos, nosso estudo serve como 

complemento uma vez que encontramos uma diminuição do genótipo HLA-G 14pb 

INS-INS, levando a uma maior produção de HLA-G, e aumento do IL-10 -1082A/G, 

menor produção de IL-10. Porém, contrasta com o estudo de Rizzo e colaboradores 

(2005), onde encontraram associação entre o aumento de sHLA-G com o aumento 

de IL-10 em pacientes com Crohn. De acordo com os polimorfismos observados em 

pacientes com doença de Crohn, é esperado que ocorra menor expressão de IL-10, 

desta forma, menor efeito inibitório sobre o sistema imune. 
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 Os sítios polimórficos da região promotora do gene TNF não mostraram 

diferença significativa, no entanto uma metanálise de 29 estudos mostrou resultados 

controversos. O alelo TNF -308G foi associado à susceptibilidade a doença, já o 

genótipo -308G-G e o alelo -857C foi associado à proteção a doença (XIE et al, 

2012). Outro estudo mostrou que o sítio -308 não estava associado ao 

desenvolvimento, mas à gravidade da doença de Crohn (SANTANA et al, 2011). 

 A diminuição da expressão de RNAm de IL-10 observada no tecido inflamado 

com lesão leve/moderada é esperada para a formulação da resposta imune, mas o 

subsequente aumento da expressão de IL-10 na lesão grave não é de todo 

compreendido. É verdade que a IL-10 tem efeito inibitório sobre o sistema imune, 

agindo na retroalimentação negativa, visando a homeostasia tecidual (KAYAMA; 

TAKEDA, 2012); contudo, o nível de IL-10 na lesão grave foi semelhante ao da 

mucosa sem inflamação. A questão é por quê os níveis de IL-10 voltaram a faixa de 

normalidade e a lesão não foi resolvida?. Considerando que a associação de 

polimorfismo em região promotora de IL-10 foi presente apenas na doença de Crohn 

e não na RCUI, talvez, a análise de expressão de RNAm de IL-10 estratificada pelo 

tipo de doença do paciente associada ao grau de inflamação possa esclarecer sobre 

o papel da expressão de IL-10, no controle na resolução da lesão tecidual ou 

mecanismo de patogênese da doença.  

 A RCUI também possui um caráter familiar de forma semelhante a doença de 

Crohn, acometendo em 64% dos casos mulheres jovens (CARDOSO et al, 2014), 

estando a ancestralidade africana associada a ocorrência da doença. A patogênese 

da RCUI está associada há uma resposta Th2 (BAUMGART; CARDING, 2007b; 

MATRICON et al., 2010; SANCHEZ-MUNOZ et al., 2008). Alguns determinantes 

genéticos foram identificados na região 3’não traduzida do gene HLA-G relacionados 

a ocorrência da RCUI. A RCUI esteve associada à presença do genótipo +3003C-T 

apenas nos pacientes com ancestralidade africana (LUCENA et al, 2012). A RCUI 

também esteve associada à baixa frequência dos genótipos +3010C-C e +3142G-G, 

ambos sabidamente alvos para microRNAs (CASTELLI et al., 2010, 2011; DONADI , 

2011). O alelo +3142G está relacionado ao aumento na degradação do RNAm do 

HLA-G via a ação dos microRNAs mi148 e mi152 (MANASTER et al, 2012). Esses 

dados sugerem que, na RCUI, pode haver uma diminuição na oferta de HLA-G 

devido ao aumento na degradação da molécula por determinação alélica. Nesses 
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pacientes não foi observado diferenças significativas em sítios polimórficos no gene 

IL-10, contrariando o estudo de Garza-Gonzáles (2010) que encontrou associação 

do sítio IL-10 -1082 com RCUI e DC. Por outro lado, foi observado aumento 

significativo do alelo -863A na região promotora do TNF. A presença do alelo -863A 

está relacionada à diminuição na produção do TNF, uma vez que este é um sítio de 

ligação do fator de transcrição NFκB (VAN HELL et al., 2002), de forma que os 

pacientes com RCUI podem cursar com uma menor expressão de TNF. Ahirwar e 

colaboradores (2012) encontrou, na Índia, associação do genótipo -863A-A com 

ambas as doenças RCUI e DC. Nosso estudo, entretanto, encontrou associação 

deste sítio polimórfico apenas com RCUI.  

A menor expressão de TNF na lesão tecidual pode estar relacionada ao 

direcionamento para resposta imune Th2 característico da RCUI, confirmado pela 

presença de alta expressão de IL-5 nos pacientes com RCUI, contudo, não fica claro 

a influencia dos polimorfismos encontrados na região 3’não traduzida do gene    

HLA-G nos pacientes com RCUI.  

Considerando que encontramos diferenças significativas na frequência em 

sítios polimórficos de IL-10 (DC) e TNF (RCUI), e que essas moléculas têm papéis 

opostos na lesão, favorecendo a permanência da inflamação, e ainda que os níveis 

dessas moléculas também apresentaram diferença significativa entre os graus de 

lesão, nós propusemos um modelo de evolução da lesão intestinal na DII (Figura 9).  

Para fins comparativos entre os grupos com diferentes lesões, nós utilizamos 

a média de cada grupo de inflamação para HLA-G, IL-10 e TNF e normalizamos com 

a média do maior ΔCT, ou seja, menor expressão, e todas as outras medianas foram 

comparadas a esta. A mediana escolhida foi do grau de inflamação leve do HLA-G 

(11,75).  

Observamos que os níveis de HLA-G estão levemente aumentados na 

inflamação intensa, porém sem diferença estatística. E ainda na inflamação intensa, 

o TNF mostrou-se duas vezes mais expresso que o IL-10, sugerindo o porquê a 

inflamação persiste mesmo que o IL-10 volte aos níveis de expressão do estado 

tolerogênico (lesão inativa).  
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Figura 9. Modelo de evolução da lesão intestinal na doença inflamatória intestinal. 

 
   Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Futuros estudos para determinação da expressão de HLA-G em RNA e 

proteína em mais indivíduos se fazem necessários para o aperfeiçoamento do 

modelo imunológico e estratificação dos dados por tipo de doença (DC e RCUI) 

considerando que elas têm perfil de resposta imune diferentes. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Em doença de Crohn, o genótipo HLA-G 14pb INS-INS e IL-10 -1082A-G 

foram associados à susceptibilidade a doença. Já em Retocolite Ulcerativa 

Idiopática, os genótipos HLA-G +3003T-T, +3010C-C e +3142G-G e TNF -863C-C 

estão relacionados à proteção a doença. A avaliação destes sítios polimórficos, 

considerando o grau de lesão tecidual (inativa/leve e moderada/intensa), não se 

mostrou relevante.  

A IL-5 encontrou-se aumentada no plasma de pacientes portadores de RCUI, 

mas não foi relacionada ao grau de lesão tecidual. 

 A expressão de RNAm de HLA-G5 em lesões de mucosa mostrou-se 

inconclusiva devido ao baixo número de amostras e limitação da técnica. 

 A citocina IL-10 mostrou uma expressão aumentada durante a fase de 

ausência de inflamação e no fim do processo inflamatório, porém no início da 

resposta imune os níveis de IL-10 caem dando espaço as citocinas pró-inflamatórias. 

Nos níveis de TNF tecidual identificamos um equilíbrio na sua expressão durante as 

fases inativa, leve e moderada da inflamação, e aumentando durante a fase de 

inflamação intensa.   

No entanto, como a RCUI e DC têm perfil de resposta imune diferentes, faz-

se necessário estratificar os pacientes de acordo com as doenças e achados 

clínicos, além do grau de lesão tecidual. Assim, poderemos entender melhor a ação 

do HLA-G e sua relação com as citocinas IL-10 e TNF na resposta imunológica na 

mucosa intestinal de pacientes com doença inflamatória intestinal. 
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